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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la asociacion entre las adipocinas: factor de necrosis tumoral alfa (TNFo),
adiponectina, leptina, proteina de union al retinol (RBP4), y los polimorfismos de RBP4 rs3758539,
rs34571439 y rs116736522 con la resistencia a la insulina durante el embarazo y postparto en
mujeres con diabetes gestacional (DMG). Ademas, determinar la incidencia de alteraciéon en la

tolerancia a la glucosa durante el primer afio postparto.

Material y métodos. Se realizé un estudio con una cohorte inicial de 100 mujeres con DMG y 100
con un embarazo normal quienes fueron evaluadas en el tercer trimestre de gestacion y durante el
primer afio postparto. Se les determind la concentracion sérica de adiponectina, leptina y RBP4
por radioinmunoanalisis y de TNFo por quimioluminiscencia; se les analizd la resistencia a la
insulina por el modelo HOMA (homeostasis model assessment) y se determinaron los
polimorfismos de RBP4 por PCR en tiempo real con sondas TagMan. Ademas, se determind la

tolerancia a la glucosa postparto en mujeres con DMG.

Resultados. Las mujeres con DMG presentaron mayor grado de resistencia a la insulina en
comparacion con las mujeres con embarazo normal (2.3 + 2.3 vs. 1.3 + 0.95). No se observo
diferencia en los niveles de las adipocinas entre los dos grupos; sin embargo en las mujeres con
embarazo normal la RBP4 se asoci6 con resistencia a la insulina (r= 0.47, p<0.05) y esta
asociacién también se observd en el postparto (r= 0.51, p<0.05). En el periodo postparto las
mujeres con DMG tuvieron mayor concentracion de leptina y resistencia a la insulina. Los tres
polimorfismos analizados no se asociaron con la DMG, sin embargo algunas variantes se
asociaron con niveles de insulina y el grado de resistencia a la insulina. Ademas, se identifico una
alteracién progresiva en la tolerancia a la glucosa postparto de mujeres con DMG que se asocié al
peso y a la edad (t=2.8, p=0.007; t=2.6, p=0.012, respectivamente).

Conclusion. La DMG se asocia con mayor resistencia a la insulina que en las mujeres con
embarazo normal; sin embargo, las adipocinas son similares en ambos grupos. Los niveles de
RBP4 se asocian significativamente con resistencia a la insulina en mujeres sanas en el embarazo
y postparto. No hay una asociacion entre los polimorfismos de RBP4 y la DMG, no obstante
algunas variantes se asocian con insulina y resistencia a la insulina. En el postparto de mujeres
con DMG la leptina y resistencia a la insulina permanecen elevadas y se incrementa la incidencia
de alteracion de la tolerancia a la glucosa durante el primer afio postparto principalmente en

mujeres obesas.
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ABSTRACT

Aim. To assess the relationship between circulating adipokines tumor necrosis factor alpha,
adiponectin, leptin, retinol binding protein 4 (RBP4); the RBP4 polymorphisms (SNPs) rs3758539,
rs34571439, rs116736522 and insulin resistance during pregnancy and postpartum in women with
gestational diabetes mellitus (GDM). In addition, investigate the incidence of glucose intolerance

postpartum in women with gestational diabetes after delivery.

Methods. This was a prospective study of 100 women with GDM and 100 participants with normal
gestation who were evaluated at gestational week 30, 6 weeks and 6 months postpartum. The
circulating adipokines leptin, adiponectin, and RBP4 were evaluated by radioimmunoassay, and
TNFoa by chemiluminescent immunoassay; the degree of insulin resistance was estimated by the
homeostasis model of insulin resistance (HOMA-IR). Genotyping of selected SNPs was done using
the TagMan assay. Moreover, postpartum evaluations in the GDM group included glucose

tolerance.

Results. Women with GDM showed higher insulin resistance measured by HOMA-IR than
participants with normal gestation (2.3 + 2.3 vs. 1.3 + 0.95). There was no difference between the
two groups in adipokines; however, in women with a healthy pregnancy, RBP4 was associated with
insulin resistance (r= 0.47, P<0.05). At 6 weeks and 6 months postpartum, women with previous
GDM exhibited persistent elevated leptin and insulin resistance; and RBP4 was associated with
insulin resistance only in women with a previous healthy pregnancy (r= 0.51, p<0.05). The SNPs
evaluated were not associated with GDM. However genetic variants were associated with insulin
and insulin resistance. In addition, progressively impaired glucose tolerance was observed after
delivery in women with previous GDM and it was associated with body weight and age (t=2.8,
p=0.007; t=2.6, p=0.012, respectively).

Conclusions. It was demonstrated that GDM is associated with greater insulin resistance than that
observed in normal pregnancy; however, adipokines are similar in both groups. RBP4 levels are
significantly associated with insulin resistance in healthy women during pregnancy and postpartum.
The SNPs evaluated were not associated with GDM and some variants were associated with insulin
and insulin resistance. After a pregnancy complicated by GDM, leptin and insulin resistance

remains elevated and glucose tolerance worsens mainly in obese women.
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INTRODUCCION

Durante el embarazo se presentan diversas adaptaciones en el metabolismo de la
mujer dirigidas a proveer un suministro preferencial y sin interrupcién de nutrientes
al feto que se esta desarrollando. Uno de los cambios metabdlicos mas notorios
en la gestacidon es la resistencia a la insulina que inicia cerca de la mitad del
embarazo y progresa hasta el tercer trimestre. La resistencia a la insulina del
embarazo puede resultar de una combinacion de un incremento de la adiposidad
materna y a los efectos desensibilizadores a la insulina de las hormonas

placentarias.

En respuesta a la resistencia a la insulina, el pancreas con una adecuada reserva
de células beta incrementa la secrecion de insulina en un intento de vencer o
superar la resistencia a la insulina periférica. Esta respuesta compensatoria tiende
a regresar los niveles de glucosa a la normalidad a costa de niveles elevados de
insulina tanto en ayuno como después de ingerir alimento. Sin embargo, cuando la
capacidad secretora pancreatica no es suficiente se presenta una intolerancia a

los carbohidratos y, en consecuencia, la diabetes gestacional (DMG).

La diabetes gestacional se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo. Es importante su
reconocimiento porque las mujeres con DMG tienen un riesgo elevado de
resultados adversos en el embarazo, relacionados a mortalidad y morbilidad
perinatal. Ademas tiene un valor predictivo en el desarrollo ulterior de diabetes tipo
2; ya que aunque la mayoria de las mujeres que tuvieron DMG muestran una
tolerancia normal a la glucosa en el postparto, alrededor del 50% desarrolla

diabetes tipo 2 en la primera década después del parto.

El mecanismo por el cual se desarrolla la DMG aun se encuentra en discusion y se
han propuesto varias teorias; una de ellas se refiere a la participacion de factores

derivados del adipocito, particularmente los acidos grasos libres y las adipocinas

13



como son factor de necrosis tumoral-a (TNFa), interleucina-6, adiponectina y
leptina. Asi mismo se ha propuesto a la proteina de union al retinol (RBP-4) como
una nueva adipocina que juega un papel importante en el desarrollo de resistencia
a la insulina fuera del embarazo. Por lo cual es interesante evaluar a estas
adipocinas, particularmente a la RBP4 en el embarazo y postparto y conocer si se
asocian con la DMG y con las alteraciones de la glucosa que se pudieran

presentar en el postparto.
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ANTECEDENTES

El embarazo se caracteriza por una serie de cambios en el metabolismo de lipidos
y carbohidratos para asegurar un suministro continuo de nutrientes al feto que se
estd desarrollando. Las alteraciones en el metabolismo de lipidos incluyen
principalmente una estimulacion progresiva de la lipolisis y cetogénesis conforme
avanza la gestacién y un aumento en la concentracion circulante de triglicéridos®.
Las hormonas placentarias promueven lipdlisis durante el ayuno e
hipertrigliceridemia después de ingerir alimentos. Estos cambios le permiten a la
madre usar las grasas como reserva energética y preservan la glucosa y

aminoécidos para uso fetal®.

En relacion al metabolismo de los carbohidratos, uno de los mayores cambios se
presenta en la produccién y accién de la insulina. La concentracién de insulina
circulante incrementa durante el embarazo®. Al inicio del embarazo, la respuesta
de insulina a los nutrientes, en particular, la glucosa parece estar elevada, sin
embargo, al final del embarazo predomina resistencia a la insulina®. La resistencia
a la insulina se caracteriza por una marcada disminucién en la capacidad de una
cantidad fija de insulina para estimular la utilizacién de glucosa por el musculo o
los adipocitos. Ante la resistencia a la insulina inducida por la gestacién hay un
incremento progresivo en la capacidad de respuesta de las células beta, por lo que

se presenta la hiperinsulinemia gestacional®.

No se conocen a fondo los mecanismos que llevan a una mayor secrecion de
insulina en el embarazo. Un posible factor contribuyente es el aumento de la masa
de células beta, que segun estudios realizados en animales, parece resultar de
una combinacién de hipertrofia e hiperplasia de dichas células®. En el embarazo
humano, también se ha observado hiperplasia de los islotes pancreaticos’. Asi
mismo, no se han identificado completamente los mecanismos celulares de la
mayor capacidad de las células beta, se han aportado pruebas de una mayor
actividad de proteincinasa A o C en tejido pancreético de ratas prefiadas, en

15



comparaciéon con ingravidas y una mayor comunicacion intercelular en los islotes
pancreaticos de hembras gestantes en comparacién con no gestantes®; sin
embargo, aun no se conoce la relacion de estos fendmenos con una mayor

secrecion de insulina in vivo durante el embarazo.

La resistencia a la insulina en el embarazo avanzado es la resistencia fisiologica a
la insulina mas pronunciada que se ha observado en el humano; la sensibilidad
corporal total a la insulina durante el tercer trimestre de gestacion disminuye 45-

70% con respecto a las cifras fuera de la gestacion®.

Estudios observacionales y experimentales han indicado que los cambios
hormonales del embarazo contribuyen a la aparicion de la resistencia a la
insulina’®. Estos estudios se han basado en que la resistencia a la insulina tiende
a aumentar durante la gestacion, en paralelo con el aumento de la secrecion de
hormonas maternas circulantes, como lactdbgeno placentario, progesterona,
prolactina y cortisol. Ademas, se ha sefialado que la administracion de lactégeno
placentario humano, progesterona o0 glucocorticoides a mujeres ingravidas
produce los cambios metabdlicos que indican trastorno de la accién de la insulina
y la exposicion in vitro del tejido adiposo o musculo estriado a las hormonas que
aumentan su concentracion durante el embarazo, impide la captacion de glucosa
mediada por insulina en dichos tejidos, en particular cuando tal exposicion incluye

varias de ellas* ™.

Estudios prospectivos recientes han implicado la participacion del tejido adiposo
en la resistencia a la insulina del embarazo'®. Durante el embarazo ocurren
cambios importantes en la composicién corporal de la mujer, caracterizados
principalmente por un incremento de la masa grasa que puede variar de 2 a 6
kg™. En este sentido, al considerar que el tejido adiposo funciona como un 6rgano
endocrino, el incremento en los depdésitos de masa grasa se han relacionado con

una mayor producciéon de citocinas y hormonas conocidas como adipocinas que
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contribuyen a la resistencia a la insulina del embarazo. Estas adipocinas son

adiponectina, leptina, TNFo y recientemente RBP4%8,

El mecanismo que causa la resistencia a la insulina en el embarazo no esta
completamente dilucidado. Un estudio comparé la funcién del receptor de insulina
en adipocitos abdominales obtenidos de mujeres embarazadas y no embarazadas,
los receptores estuvieron significativamente disminuidos en las células de las
embarazadas (20000 vs 58000 receptores por célula). La actividad de la cinasa
del receptor de insulina fue similar en adipocitos de embarazadas y no
embarazadas. Sin embargo las embarazadas tuvieron una disminucion
significativa en el transporte de glucosa estimulado por insulina GLUT4'*?!, Estos
resultados sugieren que ambas, una disminucion en el numero de receptores de
insulina y un defecto postreceptor en la accion de la insulina, son las causas clave

de la resistencia a la insulina inducida por el embarazo.

En la mayoria de las mujeres después del alumbramiento, la dinamica glucosa-
insulina regresa rapidamente a la normalidad, ya que las células beta del pancreas
de la madre incrementaron durante la gestacion de manera adecuada la secrecién
de insulina para contrarrestar la falta de sensibilidad a la insulina para mantener
un control de glucosa apropiado. Sin embargo en aquellas mujeres que durante la
gestacién son incapaces de incrementar la produccion de insulina para compensar

la resistencia a la insulina se presenta la diabetes gestacional.
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Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo. La definicion se
aplica si la condiciébn persiste aun después del embarazo y no excluye la
posibilidad de que sea una intolerancia a la glucosa no reconocida antes del

embarazo o a que haya iniciado de manera concomitante con la gestacion®.

La DMG parece ser una manifestacion temprana de diabetes tipo 2 (DM2). Su
identificacion temprana permite la valoracion longitudinal de parametros
metabdlicos que llevan a DM2 y se considera un modelo excelente para estudios
de prevencion de DM2. Se conoce que después de 10 afios de concluido el

embarazo, el 50% de las mujeres desarrollaran DM2%%,

A semejanza de lo que ocurre en la DM2, la frecuencia de DMG se incrementa con

la edad y el indice de masa corporal (IMC), y se observa con mayor frecuencia en

poblaciones afroestadunidenses, latinas, asidticas sudorientales e hindues

orientales. Ademas es mas probable que se presente en aquellas mujeres con

historia familiar de diabetes, producto previo macrosémico y diabetes gestacional
26-28.

previa® <", a este respecto se ha reportado que la tasa de recurrencia de DMG

varia de un 30 a un 84%2°,

La frecuencia de DMG depende de la poblacién estudiada y a los criterios
diagnésticos utilizados. En nuestro pais se ha informado una prevalencia entre 3 y
19.6%, con un promedio de 7% y se considera que mas del 90% de los casos de
diabetes que complican un embarazo se tratan de diabetes gestacional®***. En
Estados Unidos la prevalencia es del 7% y se ha duplicado en los ultimos 8 afios
en paralelo al incremento de la obesidad®, en ese pais incluso se ha evaluado

que la prevalencia de DMG varia geograficamente y racialmente®*.
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La hiperglucemia ocasionada por la DMG es un factor de riesgo de complicaciones
para la madre y el feto. Las complicaciones maternas méas frecuentes son
hipertension arterial durante el embarazo, infeccion de vias urinarias y
polihidramnios®. Sin embargo, el riesgo de complicaciones perinatales es mucho
mayor en el producto, y se ha demostrado que la presencia de hiperglucemia se
relaciona con un aumento en el riesgo de muerte fetal intrauterina en las Gltimas 4
a 8 semanas de gestacion®. El feto de la paciente con DMG esta expuesto a un
medio metabdlico con exceso de glucosa y acidos grasos libres, ya que se
transportan en abundancia de la circulacion materna a la fetal, lo que produce
sobrealimentacion. Por consiguiente, la concentracion de insulina en liquido
amniético se incrementa, como un indice de compensacion fetal ante un mayor
aporte de nutrimentos. Asi, los cambios metabdlicos globales afectan el desarrollo
y la madurez y llevan a una diversidad de resultados morbidos fetales. El recién
nacido tiene mayor riesgo de algunas complicaciones metabdlicas, la mas
frecuente es la hipoglucemia. Esto se debe a la hiperinsulinemia que se desarrollo
in Gtero. Las principales complicaciones fetales de la hiperglucemia no tratada
durante el embarazo incluyen macrosomia y sus consecuencias: traumatismos
obstétricos, luxacién de hombro, fracturas de clavicula, pardlisis de los nervios del
plexo braquial, anomalias congénitas, hipocalcemia, ictericia, enfermedad de
membrana hialina con insuficiencia respiratoria secundaria, taquipnea y
policitemia®3°. El control estricto de la glucemia es indispensable para reducir el
riesgo de estas complicaciones.

El primer criterio para el diagndéstico de la DMG fue establecido hace mas de 40
afios™. Este criterio se eligi6 para identificar a mujeres con riesgo elevado de
desarrollar diabetes después del embarazo. En la actualidad, no hay un consenso
internacional de los criterios diagnésticos de DMG; sin embargo en la mayoria de
los paises la deteccion se hace entre las semanas 24-28 de gestacion utilizando
ya sea la prueba de dos pasos o la de un solo paso*™. En la de dos pasos
primero se realiza una carga de 50 g de glucosa a cualquier hora del dia y se
determina la glucemia una hora despueés, si el valor excede 140 mg/dL se
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programa una carga de 100 g durante tres horas (criterio de la ADA, Asociacion
Americana de Diabetes) y en la de un paso se realiza una carga de 75 g durante 2
horas (criterio de la OMS, Organizacion Mundial de la Salud), utilizando los puntos
de corte que se muestran en la Tabla 1. Ademas, en aquellas mujeres con
glucemia plasmética en ayunas de 126 mg/dL (7.0 mmol/L) o glucemia plasmética
casual de 200 mg/dL (11.1 mmol/L) comprobada 24 horas después, se cumplen
los criterios diagndsticos de DMG, lo que elimina la necesidad de realizarles la

prueba de estimulacion con carga de glucosa.

Tabla 1. Diagnéstico de DMG utilizando una carga de 100 g o de 75 g de glucosa*™™

1-h 180 10.0
2-h 155 8.6
3-h 140 7.8

Los valores normales son cifras menores a las mostradas en la tabla, para un diagnéstico positivo se deben exceder dos o
mas de los puntos de corte. La prueba se realiza por la mafiana después de un ayuno de 8 a 14 h y después de tres dias de

dieta sin restricciones (>150g de carbohidratos/dia) y sin limitaciones en la realizacién de actividad fisica.

Algunas organizaciones nacionales han creado sus propios criterios en base a su

experiencia y a la organizacién de sus sistemas de salud*™**,

Sin embargo,
ninguno de los criterios mencionados se asocia a las aberraciones metabolicas de

la DMG en el riesgo de resultados adversos en el feto y en el recién nacido.

Se ha observado que con menores grados de hiperglucemia a los requeridos para
el diagnostico de DMG, se incrementa el riesgo de resultados perinatales
adversos®. Por ello, recientemente un grupo de expertos que forman parte de la
Asociacion Internacional de Grupos de Estudio en Diabetes y Embarazo (IADPSG)
propuso nuevos criterios para el diagnostico de la DMG (Tabla 2). Propusieron dos
fases de deteccidn, la primera en etapas tempranas del embarazo para deteccion
de mujeres con diabetes manifiesta, es decir, para aquellas mujeres con

alteracion de la glucosa no detectada previamente al embarazo y la segunda es la
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realizacion de una prueba de 75 g durante 2 horas entre las 24-28 semanas de
gestacion a toda mujer no diagnosticada previamente con diabetes manifiesta o
DMG*.

Tabla 2. Criterios de IADPSG para el diagnéstico de DMG™.

Tiempo Diagnostico Prueba Puntos de corte

Primera visita prenatal Diabetes manifiesta  Glucosa de ayuno 126 mg/dL (7.0 mmol/L)
HbA1C 26.5%
Glucemia casual 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
confirmada

24-28 semanas Diabetes gestacional Glucosa de ayuno 92 mg/dL (5.1 mmol/L)
759 OGTT-1h 180 mg/dL (10.0 mmol/L)
759 OGTT-2h 153 mg/dI (8.5 mmol/L)

El diagnostico de DMG es cuando en etapas tempranas del embarazo la mujer tiene cifras de glucemia en ayuno > 92
mg/dL (5.5 mmol/L) o cuando al realizar la OGTT (oral glucose tolerance test, carga de glucosa) entre las semanas 24-28
de gestacion se excede solo uno de los puntos de corte. HbA1C, hemoglobina glicosilada.

Sin embargo, la propuesta de la IADPSG aln no es un consenso y se requiere sea
analizada, ya que con los criterios propuestos se va a incrementar el nimero de
casos. El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades en Estados
Unidos ha estimado que con los nuevos criterios el 18 % de todos los embarazos

estarian afectados por la DMG*’.

El tratamiento de la DMG incluye monitoreo de los niveles de glucosa, dieta,
ejercicio e insulina si se requiere®®. El plan de nutricién es un recurso fundamental
en el manejo de la DMG y se inicia a partir de que se confirma el diagnéstico. Las
recomendaciones nutrimentales son 28 a 32 cal/lkg de peso por dia en el primer
trimestre y 36 a 38 cal/lkg por dia en el segundo y tercer trimestre del embarazo,
consumiendo 40 a 45 % de carbohidratos del total de calorias, 20 a 25 % de
proteinas, y 30 a 40 % de grasas. Si el plan de nutricibn no logra alcanzar o
mantener las metas de glucemia por automonitoreo que se muestran en la Tabla 3

se recomienda la administracion de insulina®.
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Tabla 3. Metas de glucemia en diabetes gestacional®.

Glucosa capilar Glucosa en plasma
mg/dL (mmol/L) mg/dL (mmol/L)
Antes de las comidas <95 (5.3) <105 (5.8)
1 hora después de las comidas <140 (7.8) <155 (8.6)
2 horas después de las comidas <120 (6.7) <130 (7.2)

Existen diferentes métodos para iniciar la aplicacion de insulina, uno de estos
consiste en calcular la dosis por kilogramos de peso ideal. Otro método se
denomina escala por deslizamiento; es un método retrospectivo y consiste en
aumentar la dosis de insulina a partir de la cifra previa de glucemia. Es el método
mas utilizado para corregir la glucemia en pacientes con diabetes, aunque no toma
en cuenta el consumo de carbohidratos de la comida siguiente. El tercer método
se denomina ajuste por patrones y se basa en la identificacion de cifras mayores o
menores que las metas de glucemia en un horario constante (patron de
hiperglucemia o de hipoglucemia), para proceder a calcular las dosis de ajuste de
insulina con base en la cantidad de carbohidratos que la paciente consumira en la

comida siguiente, y de la actividad fisica por realizar.

Todos estos métodos se basan en el uso de combinaciones de insulina de accién
rapida o corta, e insulinas de accién intermedia o prolongada®. La dosis de
insulina de accion intermedia o prolongada suele aplicarse por la mafiana, para
mantener niveles basales durante el desayuno y la comida. A medida que avanza
el embarazo es necesario valorar el crecimiento fetal por ultrasonido para
descartar la presencia de macrosomia, y es necesario reforzar la frecuencia del

automonitoreo para evitar los episodios de hipoglucemia.

Hasta la fecha, no esta autorizado el uso de antidiabéticos orales en el manejo de
la diabetes gestacional, aunque se han valorado en este campo desde hace
muchos afios. Los principales argumentos que han impedido su uso en este grupo
de pacientes ha sido el riesgo de efectos fetales por el paso de estos farmacos a

través de la membrana placentaria. Sin embargo, estudios recientes han
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demostrado que el uso de glibenclamida y metformina pueden ser una alternativa

eficaz a la aplicacién de insulina®*>3,

Etiologia de la diabetes gestacional

El embarazo se acompafa de un desequilibrio metabdlico que conduce a un
estado de diabetes en aquellas mujeres genéticamente predispuestas para
desarrollarla. Esta DMG se acompafia de una resistencia a la insulina cronica y es
mas frecuente en mujeres obesas, por lo que se ha sugerido que diversos genes y

el tejido adiposo patrticipan en el desarrollo de la DMG.

a) Aspectos genéticos

La DMG comparte caracteristicas clinicas y factores de riesgo con la DM2°>>;

debido a este estrecho paralelismo en trabajos recientes acerca de la etiologia de
la DMG se ha evaluado el papel de las variantes de genes que predisponen a la
DM256-58

Se ha sugerido que en la DM2 diversas variantes en mdultiples genes interactian
con los factores ambientales para causar la enfermedad. Los genes de
susceptibilidad para la DM2 se han identificado a través de estudios de agregacion
familiar, de genes candidatos y de asociacion del genoma completo GWA
(Genome Wide Association). El conocimiento actual de los genes asociados a la

DM2 explica solo del 5 al 10% de la base genética de la DM2>°.

Las variantes genéticas de riesgo para DM2 que han sido estudiadas en DMG han

sido agrupadas como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Variantes genéticas evaluadas en DMG

Genes que participan en la secrecién de insulina

ABCCS: proteinas del cartucho de unién a ATP, subfamilia C, miembro 8

KCNJ11: canal de potasio sensible a ATP, subfamilia J, miembro 11

UCP2: proteina desacoplante 2

ND1: parte de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria

TCF7L2: factor de transcripcién 7 similar al 2

WFSL1: sindrome de Wolfram

CDKALL1: cinasa dependiente de ciclina regulatoria de CDK5 asociada a la proteina 1
CDKN2A-CDKNZ2B: cinasa dependiente de ciclina inhibidora 2B, isoforma 2
SLC30AS8: transportador de solutos, familia 30 (transportador de zinc), miembro 8
HHEX: homeobox expresada hematopoyeticamente

Gen de insulina y genes que participan en la sefalizacién de insulina

INS: insulina

IGF2BP2: proteina de unién 2 al factor de crecimiento similar a la insulina 2
IRS1: sustrato de receptor de insulina

INSR: receptor de insulina

Genes del metabolismo de glucosa vy lipidos

PPARG : receptores activados por la proliferacién del peroxisoma
PPARGCL1: coactivador transcripcional de PPAR

ADRB3: receptor beta 3 adrenérgico

GLUT1: transportador de glucosa 1

ADIPOQ: adiponectina

FOXC2: caja saeta

C2FTO: asociado al tejido adiposo y obesidad

Genes MODY

HNF4A: factor nuclear del hepatocito 4
GCK: glucocinasa

HNF1A. factor nuclear del hepatocito 1A
HNF1B: factor nuclear del hepatocito 1B

MBL2: lectina de unién a manosa 2

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

CAPNL10: calpaina 10

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno 1
RBP4: proteina transportadora del retinol
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La mayoria de estos estudios se han realizado en poblaciones con ancestros
europeos y pocos han evaluado asociaciones en poblaciones de alto riesgo como
la amerindia, esto resalta la necesidad de extender los estudios a poblaciones
diferentes, ya que aunque la variacién genética a través del tiempo es menor, los
grupos ancestrales que se separaron geograficamente hace muchos afos pueden
tener diferentes resultados.

Algunos genes han mostrado asociaciones similares en diferentes poblaciones,
pero la mayoria han sido estudiados en una Unica poblacion. También se han
encontrado inconsistencia entre las asociaciones en diferentes poblaciones, esto
se puede deber a diferencias genéticas, ambientales, de estilo de vida, al uso de

distintos criterios de seleccién para los sujetos de estudio y al tamafio de muestra.

En uno de los estudios se analizé la combinacion de los alelos de riesgo
encontrando un efecto aditivo combinado de todos los alelos de riesgo de DM2;
ademas se desarrollaron curvas ROC (receiver operating characteristics, curvas
de caracteristicas operativas para el receptor) para evaluar la precision
discriminativa de estas variantes génicas, encontrando que con la prueba genética
se obtenia un area bajo la curva 0.62 y cuando se combinaba con edad e indice
de masa corporal era de 0.73. Se encontré ademas la misma prevalencia de alelos
de riesgo de DM2 en DMG>®°.

La aplicacion clinica de esta informacion genética es poder predecir el riesgo de
DM2 (particularmente antes de la aparicion de otros factores de riesgo) y el poder
predecir tanto las complicaciones asociadas a la enfermedad como la respuesta al
tratamiento a través de la farmacogendmica y el lograr modificar los habitos
asociados a un mayor riesgo de DM2>°. Respecto a este Ultimo punto,
recientemente se ha sugerido que con la informacion de susceptibilidad genética
se puede motivar a las personas en riesgo a modificar sus habitos; hasta el
momento no se han realizado estudios en individuos con predisposicion a DM2,

pero en pacientes con variantes de riesgo asociadas a Alzheimer y en pacientes
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con riesgo a desarrollar hipercolesterolemia, el conocer sus resultados genéticos
logré que modificaron mejor sus habitos que los que no conocian su riesgo®®;
por lo que se sugiere que el conocimiento de esta informacion puede tener una
influencia positiva sobre la percepcion de la paciente para tener un mejor control

de su salud.
b) Participacion del tejido adiposo

El tejido adiposo ademas de ser un depoésito de energia en la forma de
triacilglicerol, posee actividad de célula secretora y endocrina, con produccion de

numerosas sustancias hormonales.

Existen dos tipos de tejido adiposo. El tejido adiposo pardo o marrén que es el
encargado de la termogénesis; su color se debe a la gran cantidad de
hemoproteina citocromo oxidasa, y las mitocondrias que posee expresan altas
cantidades de UCP (uncoupling protein), proteinas desacoplantes que producen
una fosforilacién oxidativa desacoplada con la consecuente disipacion de energia
en forma de calor®. El tejido adiposo blanco que es el mas abundante del
organismo humano adulto y por lo tanto el mayor reservorio energético (alrededor
de 200.000-300.000 Kcal en el adulto no obeso), en forma de triacilglicerol,
provenientes de los quilomicrones y VLDL circulantes. Debido a su amplia
distribucién, es un excelente aislante térmico y desempefia un papel relevante en
la conservacion de la temperatura corporal considerdndose como el principal

sistema amortiguador del balance energético.

Con el descubrimiento de su capacidad para secretar varias sustancias llamadas
adipocinas de forma general, se ha revolucionado el concepto de su funcién
bioldgica, consolidandose la idea de que no es sélo un érgano que almacena y
moviliza energia, sino que es un tejido dinamico y regulador central del
metabolismo. Es en este tejido adiposo blanco donde se manifiesta como érgano
productor de sustancias con accién endocrina, paracrina y autocrina. El tejido

adiposo blanco libera productos de secrecion que intervienen en la regulacion de
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la ingestion, el gasto energético y la homeostasis de la glucosa (leptina,
adiponectina, resistina, visfatina, proteina estimulante de la acilacion o ASP), en la
respuesta inmune-inflamatoria (TNFa, IL-6, IL-1, proteina C reactiva, amiloide
sérico A, haptoglobina, proteina 1 quimioatrayente de los monaocitos), en la funcién
vascular (angiotensindgeno, angiotensina, resistina), coagulacion sanguinea (PAI-
1, factor tisular), via del complemento (adipsina), factores de crecimiento (TGF-B),

63-64

en la angiogénesis (VEFG) y funcidn reproductiva (estrogenos) Las

principales adipocinas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Principales adipocinas®.

Adiponectina VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular)
Leptina MCP-1 (Proteina quimioatrayente de los monocitos)
TNFo MIP (Proteina inflamatoria de macréfagos)

RBP4 Adipsina

Resistina PCR (Proteina C reactiva)

Visfatina Angiotensindgeno

Omentina PAI-1 (Inhibidor del activador del plasminégeno)
Apelina Factor tisular

IL-6 TGF-B (Factor de crecimiento transformante)

El tejido adiposo, ademés de adipocitos, contiene una matriz de tejido conectivo
(colageno y fibras reticulares), nervios, estroma vascular, nodulos linfaticos,

células inmunes (leucocitos, macréfagos), fibroblastos y preadipocitos®.

Leptina

La leptina, hormona de 16 kDa, producto del gen ob, es tal vez la adipocina mas
estudiada hasta el momento; fue descrita inicialmente como la hormona de la
obesidad porque sus niveles se correlacionan estrechamente con la cantidad de
|66.

grasa corporal del individuo y con la circunferencia abdominal®”; sin embargo, con

el paso del tiempo, la investigacion en torno a esta hormona ha definido su
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participacion en gran diversidad de procesos, desde la regulacion de la inmunidad

hasta la modulacién del eje hormonal reproductivo®.

El receptor de la leptina es producto del gen db y existen al menos seis isoformas
nombradas LRa-f, producto de multiples combinaciones de diferentes segmentos
del gen, siendo el LRb el Gnico que se asocia con respuestas intracelulares. LRb
activa preferentemente JAK2 (Janus kinase 2), la cual induce autofosforilacion del
complejo LRb-JAK2 iniciando una cascada de fosforilacién en la que participan
diferentes sistemas enzimaticos®®. Como todas las cinasas de tirosina, JAK2
fosforila proteinas que contienen dominios SH2, en este caso las proteinas ERK
(extracellular-signal regulated kinase), las proteinas STAT3 (signal transducers
and activators of transcription 3) y las proteinas IRS (insulin receptor substrate),
grupo de moléculas que también es regulado por la insulina. Esta confluencia de
las sefales susceptibles de ser activadas por leptina y por insulina, plantea un
interesante caso de sefializacion cruzada (cross-talk). Lo que puede tener
implicaciones metabdlicas importantes en el contexto de la obesidad, en la que
hay una hiperleptinemia por el incremento de tejido adiposo, asociada con una
resistencia a la leptina, lo cual la inhabilita para ejercer su efecto inhibidor del
apetito a nivel hipotalamico. LRb parece ser expresado en todos los tejidos®®, lo
cual es evidencia de la importancia de la leptina como hormona reguladora de
diversos procesos fisiolégicos, muchos de ellos ain no comprendidos en su
totalidad .

Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30 kDa, con homologia estructural con el
colageno VIl y IX y el factor del complemento C1q "%, sintetizada principalmente

por el adipocito y con acciones metabdlicas muy notorias en los tejidos, que
consisten en incremento de la oxidacion de &cidos grasos y reduccion de la
gluconeogénesis’®. Sus acciones se realizan a través de dos receptores

denominados adipoR1 y adipoR2, el primero de expresion general y el segundo
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primordialmente de expresién hepética’. Sus efectos estan mediados por el
incremento de la actividad de la PKA (proteina cinasa dependiente de AMP
ciclico). La activacion de la PKA induce la expresion de PPARg (peroxisome
proliferator-activated receptor g)™*, asi como de las enzimas de la cascada de la
oxidacion de &cidos grasos y de otras proteinas involucradas en la captacion de
glucosa, lo cual explica el incremento de la actividad de insulina inducido por esta
hormona’™. Por el mismo mecanismo se produce inhibicién de las enzimas de la

via de la gluconeogénesis’®.

Los niveles en plasma de la adiponectina son inversamente proporcionales a la
masa de tejido adiposo y estan reducidos en los pacientes con sindrome
metabdlico que presentan resistencia a la insulina y en DM2’’; mas aln, sus
niveles aumentan con el ejercicio, la pérdida de peso y la terapia con
tiazolidinedionas’®. La secrecién de adiponectina disminuye por efectos de
insulina, leptina y citocinas proinflamatorias, lo cual podria explicar su relacién con
la obesidad en la cual hay hiperinsulinemia, hiperleptinemia y un estado de

inflamacion crénica inducida por el incremento de la masa de tejido adiposo”®.

A su vez, la adiponectina modula la produccion de citocinas por parte del tejido
adiposo y otras células®. La expresién de los receptores para adiponectina
también esta reducida en la obesidad. La hipoadiponectinemia también es un
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades asociadas con el sindrome
metabdlico, tales como hipertension, enfermedad coronaria y otras complicaciones
micro y macrovasculares®’. Diversos estudios demuestran que la adiponectina
frena el proceso inflamatorio desencadenado en la aterosclerosis, disminuyendo la
migracion y proliferacion de células inmunes y la secrecion de citocinas, asi como

la adhesién plaquetaria y la formacién de placas ateroscleréticas®.
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Factor de necrosis tumoral alfa

El TNFa, es una citocina proinflamatoria liberada principalmente por macrofagos y
linfocitos y, aunque puede también ser liberada por el adipocito, estudios recientes
demuestran que los macréfagos son los que producen la mayor parte del TNFa
liberado en el tejido adiposo®*®*. EI TNFa cumple sus funciones a través de dos
receptores, ambos pertenecientes a la familia de receptores tipo citocina®. El
TNFa esta aumentado en la obesidad y se asocia con la resistencia a la insulina®®;
por otra parte, sus niveles disminuyen con la pérdida de peso®’. Uno de los
mecanismos por los que produce sus efectos es la fosforilacién inhibitoria de IRS-
1, por lo cual se impide la produccion y la traslocacién del transportador GLUT4%,
El TNFo impide también la diferenciacion de los adipocitos y bloquea la absorcion
y el almacenamiento de acidos grasos al disminuir la expresion y la actividad de la
lipasa de lipoproteinas (LPL)®. Asimismo, aumenta la produccién de leptina,
disminuye la produccion de adiponectina en adipocitos y aumenta la produccion de
resistina en leucocitos de sangre periférica. A su vez, la adiponectina disminuye la
produccion de TNFa en adipocitos y macrofagos al inhibir el factor de transcripcion
NF-kB (nuclear factor kB) a través del PPARg. De igual forma, el TNFo promueve
la infiltracion de células inflamatorias en el tejido adiposo y es un factor de riesgo
para aterosclerosis al aumentar la expresion de factores promotores del depésito

de placa®.
RBP4

Es un polipéptido de 21 kDa codificado en el cromosoma 10q 23-24%. Se sintetiza
principalmente en el higado y en menor proporcion en el tejido adiposo, por lo que
recientemente se le nombro adipocina. Sin embargo, en estados de resistencia a

la insulina el tejido adiposo produce la misma cantidad que el higado®.

Su estructura primaria se compone de 182 aminoacidos formando 8 cadenas 3

dispuestas de un modo antiparalelo unidas entre si por puentes de hidrégeno y 2
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cadenas a. En su estructura secundaria, el extremo amino terminal de la proteina
le hace adoptar una forma de cupula y la presencia de una serie de aminoacidos
bastante constante le confiere un dominio hidrofébico al interior de la estructura, lo
que permite alojar en su interior al trans retinol®®. La conformacién terciaria se
estabiliza mediante puentes disulfuro, adoptando una morfologia de cilindro
octogonal con forma de céliz que da nombre a una superfamilia de lipoproteinas,
las lipocalinas® (Figura 1).

Figura 1. Estructura de RBP4. Las cadenas beta se muestran en color amarillo, la alfa hélice en color rojo y el retinol en

color gris™.

La RBP4 transporta el retinol de los almacenes hepaticos a los tejidos periféricos.
La union del retinol a la RBP4 garantiza la regulacién homeostatica de los niveles
de retinol en plasma, los cuales son esenciales para diversos procesos
fisiologicos de la vision, inmunidad, reproduccién, embriogénesis y proliferacion y
diferenciacion celular. La RBP4 circula en suero, formando un complejo 1:1:1 con
el retinol y la transtirretina (TTR), una proteina transportadora de la tiroxina. La
afinidad del enlace RBP4-TTR es muy fuerte, y se conoce que hay poca RBP4
libre. La unién de RBP4 con la TTR previene su filtracion glomerular y catabolismo
en el rii6n®. Las alteraciones en higado y rifién influyen en el metabolismo de

RBP4 a través de su accion en la sintesis o catabolismo®®.

Se han descrito dos mecanismos por los que RBP4 libera al retinol para su accién

celular, el mas conocido es el mecanismo de accion retinol dependiente de RBP4
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en el que la liberacion del retinol al citosol celular se realiza por difusion pasiva a
través de la membrana celular. En el citosol, el retinol puede esterificarse por la
retinol lecitil acil transferasa para su almacenamiento u oxidarse a acido retinoico.
El &cido retinoico se une a sus receptores nucleares, que se denominan RAR. Se
distinguen RAR4, RARa y RAR& y RARx& RARxa y RARX4a, actuando todos ellos
como factores de regulacion de la transcripcion. De este modo algunos de estos

receptores promueven y otros inhiben la expresién de diferentes genes®’.

Recientemente ha sido descrita la posibilidad de un mecanismo de accion retinol
independiente, directamente derivado de la union del RBP4 a un receptor de
membrana denominado STRAG. Este receptor se expresa en musculo e higado y

no se ha encontrado en pancreas o en las células beta®®.

La identificacion de RBP4 como adipocina se logré a través de los estudios en
ratones knock-out del transportador de glucosa-4 (GLUT4) en tejido adiposo. En
este modelo de experimentacion, la disminucidn en la expresion de GLUT4 se
acompafio de un incremento en la expresion de RBP4 en el adipocito asociada a

un incremento de resistencia a la insulina en musculo e higado®.

Se propuso que la RBP4 producia resistencia a la insulina en musculo e higado a
través de una alteracion en la activacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) en
respuesta a la insulina en musculo, disminuyendo la utilizacién de glucosa en este
organo y a una modulacion de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(PEPCK) en higado, alterando la gluconeogénesis®. La consecuente reduccion en
el consumo de glucosa por el masculo y el incremento en la liberacién de glucosa
por el higado provocan un incremento en los niveles de glucosa en la circulacion
(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de accién de RBP4. En el tejido adiposo de personas obesas hay una disminucién en la expresion de
GLUT4 que se acomparia de un incremento en la secrecion de RBP4. Esta proteina altera la sefializaciéon de insulina en
musculo inhibiendo la utilizacion de glucosa e interfiere con la supresién mediada por insulina sobre la produccién hepética

de glucosa, originando un incremento de los niveles de glucosa®.

Ademas, en los animales de experimentacion se encontré que la rosiglitazona, un
farmaco con propiedades sensibilizadora a la insulina, disminuia los niveles
elevados de RBP4 en tejido adiposo y suero y normalizaba la sensibilidad a la
insulina y que el tratamiento del ratén con el retinoide sintético fenretinida, que
incrementa la excrecién de RBP4 disminuyendo sus niveles en sangre, disminuia
la resistencia a la insulina causada por una dieta alta en grasas®. También se
demostré que los niveles circulantes de RBP4 estaban incrementados no solo en
modelos de ratones de obesidad y resistencia a la insulina, también en personas
con estas condiciones. Se observo que los niveles séricos de esta proteina se
encontraban elevados en pacientes con DM2 y en personas no obesas con

resistencia a la insulina que aun no habian desarrollado este padecimiento,

33



ademas los niveles de RBP4 se asociaron con la adiposidad total, obesidad

abdominal y resistencia a la insulina en personas aparentemente sanas*®.

Sin embargo, mientras que los primeros estudios apuntaban un papel importante
de RBP4 en el desarrollo de diabetes, estudios recientes no han sido tan
alentadores. Algunos investigadores han mostrado una asociacién positiva entre

RBP4 y resistencia a la insulina'®**%

, mientras que otros no han demostrado
dicha asociacién®*'%. Recientemente, se ha considerado que el grado de dafio
renal probablemente confunde cualquier relacién entre RBP4 circulante y
resistencia a la insulina. La disfuncion glomerular en la falla crénica renal puede
llevar a niveles elevados de RBP4 y la disfuncién tubular puede llevar a una
resorcion disminuida de RBP4 y una excrecion elevada de RBP4, por lo tanto

compromete los niveles séricos™®" %,

A patrtir de la publicacién de la asociacion entre los niveles séricos de la RBP4 con
la resistencia a la insulina y la DM2 se ha sugerido una predisposicién genética. El
gen de la RBP4 se localiza cerca de una region asociada a niveles elevados de
glucosa de ayuno y a DM2 en Europeos-Caucasicos y en México-Americanos.
Este gen se localiza entre el gen de la GPR120 (proteina G acoplada al receptor
120) y el de PDE6C (fosfodiesterasa 6C, c-GMP-especifica, alfa)** .

Diversos estudios han reportado variaciones del gen (SNPs: polimorfismos de un

solo nucleétido) y la mayoria de estas variantes genéticas han sido localizadas en

regiones no codificantes®**?*® (Figura 3).
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Figura 3. Mapa del gen de RBP4 con las variantes genotipificadas. Las cajas representan los exones, la linea horizontal los
intrones. La secuencia traducida se muestra en los exones de color negro y la no traducida en color gris. Las flechas

representan la ubicacion de los polimorfismos.

En algunos estudios, una Unica variante se ha asociado con el IMC (rs10882283,
rs10882273), con los acidos grasos libres (-804 6 rs3758539, rs12265684), con la
concentracion de RBP4 en circulacion (-804, +2333, +5388, +8201, +8204), con el
péptido C (+5388), con los niveles de insulina de ayuno (rs10882273, -804, +9476
0 rs34571439) con la resistencia a la insulina (+390 6 rs116736522); y en la
mayoria de ellos una Unica variante no se ha asociado con el riesgo de DM2; sin
embargo algunos haplotipos si se han asociado con este riesgo y también con los
niveles de RNAm de la RBP4 en tejido adiposo visceral®* 21> Por lo que indican
un papel de la variacion genética de la RBP4 en la susceptibilidad a la resistencia
a lainsulina'y a la DM2, probablemente a través de un efecto en la expresién de la

proteina®*®.

De las variaciones genéticas evaluadas al momento es la rs3758539, que se
encuentra en la region promotora del gen, con el alelo de riesgo A, la que se ha
asociado a mayores niveles séricos de la proteina, y se ha encontrado que este
alelo induce una mayor actividad transcripcional que el alelo G en células
hepaticas (HepG2)'*?. La mayoria de los estudios en que se reportan haplotipos
del gen de RBP4 asociados a DM2 contienen esta variacion y en un estudio
longitudinal prospectivo el riesgo de DM2 con esta variante fue de 1.83 con un

intervalo de confianza al 95% de 1.26 a 2.66*%.
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Como los niveles séricos de la RBP4 pueden estar influidos tanto por los factores

genéticos como por factores ambientales® %

, en un estudio realizado en gemelos
se evalud la influencia de estos factores en la regulacion de los niveles en plasma
de la RBP4 y se encontré que en las personas jovenes la heredabilidad o variacion
atribuida a factores genéticos fue del 63%; sin embargo la influencia genética
disminuyo con el incremento de la edad, sugiriendo que los factores ambientales
pueden ser los reguladores importantes de los niveles plasmaticos de la proteina

conforme se incrementa la edad de los individuos*?*®.

Como se ha sefialado anteriormente, uno de los principales efectos de las
adipocinas es la homeostasis metabdlica ya sea sensibilizando o desensibilizando
la accion de la insulina en los diferentes tejidos blanco. En la DMG en la que se
presenta una mayor resistencia a la insulina comparada con mujeres con un
embarazo normal, se ha propuesto una participacion importante del tejido adiposo
a través de la produccién de estas adipocinas.

Se han encontrado mayores concentraciones de TNFo y leptina en el tercer
trimestre de gestacion de mujeres obesas con DMG comparadas con
embarazadas delgadas y sin alteracién en el metabolismo de glucosa'*’*'®,
Ademas, el incremento en la concentracion de TNFo del inicio del embarazo al
tercer trimestre ha sido el mejor predictor de resistencia a la insulina en el
embarazo, comparado con leptina, cortisol, y otras hormonas derivadas de la
placenta como lactdgeno placentario, gonadotrofina coridnica, estradiol,
progesterona y prolactina, independientemente de la grasa corporal. También se
ha observado una disminucion de adiponectina desde el primer trimestre de

gestacion en aquellas mujeres que desarrollaran DMG 1%,

Las adipocinas pueden ejercer su efecto sobre la resistencia a la insulina al
interferir con la sefializacién de insulina en el misculo esquelético'®. TNFa puede

inducir resistencia a la insulina al disminuir la fosforilacidon de serina de la cinasa
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del receptor de insulina. Ademas, promueve la fosforilacion de serina del sustrato
de receptor de insulina-1, lo cual bloquea la unién de esta molécula al receptor de
insulina’®*. La adiponectina por su parte acttia sobre AMPK que es un regulador
negativo de mTOR, molécula que participa en la degradacion de IRS'®, por lo que
en las mujeres con DMG quienes tienen menor concentracion de adiponectina, se
incrementa la activacion de la ruta de mTOR contribuyendo a la degradacion de
IRS (Figura 4). La interleucina 6 también induce resistencia a la insulina al inhibir
la sintesis de GLUT-4'%°.
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(*)/* el transporte
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Figura 4. Efecto de TNFa y adiponectina en la DMG. Se muestra como el incremento de TNFa y la disminucion de

Degradacion de
IRS

adiponectina altera la sefializacion de insulina, ocasionando una disminucién en la actividad del GLUT4, disminuyendo la

entrada de glucosa a la célula™*.

En relacion a la RBP4 son pocos los estudios que la han evaluado en DMG vy los
resultados han sido contradictorios. Recientemente se observo un incremento de
RBP4 del inicio al final del embarazo y una mayor concentracion de la proteina en
mujeres con DMG que en mujeres con tolerancia normal a la glucosa'®’*#. Sin
embargo en otro estudio no se encontrd dicha diferencia en los niveles de RBP4
pero si se encontrd diferencia en la relacion RBP4:retinol, que fue mayor en DMG

y que ademas se asocio a los valores de glucosa de ayuno; por lo que se sugirio
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gue éste indice pudiera brindar mayor informacién que la Unica medicion de la

RBP4 para la evaluaciéon de la homeostasis de glucosa en el embarazo™®.

En un estudio longitudinal prospectivo realizado en mujeres con DMG re-
evaluadas nuevamente 8 semanas después del parto, se encontré que el principal
determinante de los niveles séricos de la proteina fue el grado de severidad de
intolerancia a la glucosa; ya que las mujeres con tolerancia normal tenian una
menor concentracion; pero conforme se avanzaba de intolerancia a DM2 los

niveles se incrementaban®3!.

Los estudios iniciales de la RBP4 asociados a resistencia a la insulina apuntaban
hacia un papel interesante de la RBP4 en el metabolismo de glucosa; se supuso
que la RBP4 podria ser el puente entre obesidad y resistencia a la insulina; sin
embargo actualmente el papel de la proteina en la fisiologia normal y anormal

permanece en discusion, por lo cual se requieren mas estudios para clarificarlo.

Fisiopatologia de la diabetes gestacional

El control de los niveles de glucosa en circulacion depende de la accion eficiente
de la insulina. El higado, musculo y tejido adiposo son los principales sitios para
las acciones metabdlicas de la insulina. La insulina regula la homeostasis de
glucosa disminuyendo la producciéon de glucosa hepética e incrementando la

utilizacién de glucosa por el misculo esquelético y el tejido adiposo’®?.

La insulina es secretada por las células beta del pancreas directamente hacia la
sangre porta hepatica. Se eleva por reaccidon a hiperglucemia, aminoacidos y

acidos grasos no esterificados, asi como a la estimulacién parasimpatica™®.
La glucosa es el principal regulador de la secrecion de insulina. Las
concentraciones de glucosa que pasan de 3.9 mmol/L (70 mg/100 mL) estimulan

la sintesis de insulina primordialmente al intensificar la traduccion y el
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procesamiento de la proteina. La glucosa comienza a estimular la secrecion de
insulina cuando aquélla es introducida en la célula beta por el transportador de
glucosa (GLUT1 en humanos, GLUT2 en roedores). La fosforilacion de la glucosa
por glucocinasa es el paso limitante de la velocidad que controla la secrecion de

insulina regulada por glucosa (Figura 5).

El metabolismo ulterior de la glucosa 6-fosfato por la via de la glucdlisis genera
trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate, ATP), que inhibe la actividad de
un canal de K* sensible a ATP. Este canal consiste en dos proteinas separadas:
una es el receptor a sulfonilureas SUR, que une sulfonilureas y meglitinidas, y el
otro es una proteina de canal de K" rectificador hacia el interior. La inhibicion de
este canal de K* induce la despolarizacion de la membrana de la célula beta, lo
que abre canales de calcio dependientes de voltaje (con entrada consecuente de

calcio en la célula) y estimula la secrecién de insulina™®*.

Las caracteristicas de la secrecion de insulina revelan un patrén pulsatil de
descarga de la hormona, con pequefios incrementos de secrecion de
aproximadamente cada 10 min, superpuestos a oscilaciones de mayor amplitud de
80 a 150 min. La glucosa y otros secretagogos inducen grandes descargas
(incrementos de cuatro a cinco veces el valor basal) de secrecion de insulina que
suelen durar 2 a 3 h antes de volver a la cifra de referencia’®. Los trastornos de
estos patrones secretores normales constituyen uno de los signos mas tempranos

de disfuncion de la célula beta en la diabetes mellitus®.

39



K+ Ca2t

Canal de Ca?*

Canal de K* : )
dependiente de voltaje

sensible a ATP

Despolarizacion

; ®
Mitocondria &4 2 X
g /Factores de a *
Pin‘;vato ~——transcripcién ©©8 @@ | Insulina
Glucosa-6-fosfato mular.eg ®e
f Glucocinasa o Grinilos
Glucosa Nucleo secretorios

GLUT2
Glucosa

Figura 5. Secrecion de insulina en la célula beta del pancreas. La glucosa difunde hacia el interior de la célula a través del

transportador GLUT2. El incremento de glucosa en la célula estimula las vias metabdlicas de la glucdlisis y del ciclo del

acido citrico, y aumenta la produccion de ATP. Cuando el ATP se une al canal Kar, la compuerta que comunica con el

canal se cierra, evitando la salida de K*. La retencion de K™ despolariza a la célula, lo que entonces produce la apertura de

los canales de Ca®* sensibles al voltaje. Los iones de calcio ingresan a la célula y se unen a proteinas que inician la

exocitosis de las vesiculas que contienen insulina, y la insulina se libera hacia el espacio extracelular. El receptor SUR es el

sitio de fijacion para farmacos que actlan como secretagogos de la insulina. SUR, receptor de sulfonilurea (sulfonylurea

receptor); ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato de adenosina™.
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La insulina ejerce diversos efectos en el metabolismo®’ (Tabla 6).

Tabla 6. Efectos de la insulina137.

En el metabolismo de carbohidratos

Aumenta la rapidez de transporte de glucosa a través de la membrana celular en el tejido
adiposo y en el musculo

Aumenta la tasa de glucdlisis en el tejido muscular y adiposo

Estimula la tasa de sintesis de glucégeno en diversos tejidos, como tejido adiposo,
musculo e higado. También disminuye la tasa de degradacién de glucégeno en musculo e
higado

Inhibe la tasa de glucogenolisis y gluconeogénesis

En el metabolismo de lipidos

Inhibe la tasa de lipolisis en tejido adiposo

Estimula la sintesis de acidos grasos y triacilglicerol en tejido adiposo e higado

Aumenta la tasa de formacion de lipoproteina de muy baja densidad en higado

Aumenta la actividad de la lipoproteinlipasa en el tejido adiposo, lo cual incrementa la
captacion de triglicéridos de la sangre hacia el tejido adiposo

Disminuye la tasa de oxidacién de &cidos grasos en musculo e higado

En el metabolismo de proteinas

Aumenta la rapidez de transporte de algunos aminodacidos hacia musculo, tejido adiposo,
higado y otras células
Incrementa la tasa de sintesis de proteina en musculo, tejido adiposo e higado

Reduce la tasa de degradacion de proteina en musculo

Los efectos de la insulina en el metabolismo de la glucosa son inmediatos; se
presentan en un lapso de pocos segundos a minutos. Los efectos intermedios y a
largo plazo de la insulina en las células incluyen regulacion de la captacion de

iones y aminoacidos, sintesis y degradacion de proteina, transcripcion génica y
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recambio de &cido ribonucleico mensajero (ARNm), asi como proliferacion y

diferenciacion celulares.

La accion de la insulina inicia cuando se une a su receptor especifico en la
superficie celular. El receptor de insulina es una glucoproteina transmembrana que
consta de dos subunidades alfa (135 kDa) y dos subunidades beta (95 kDa)
ligadas en forma covalente a través de enlaces de disulfuro para formar un
heterotetramero «2B2. La subunidad alfa es completamente extracelular y
contiene los sitios para la fijacion de la insulina, mientras que la subunidad beta
tiene una pequefia porcidon extracelular, un dominio transmembrana y una

actividad de cinasa de tirosina intracelular regulada por insulina™®.

La unién de insulina a su receptor induce un cambio conformacional en el receptor
sefalizando el “encendido” de la cinasa de tirosina de la subunidad f, de tal
manera que el receptor activado se autofosforila y, a su vez, fosforila varias
proteinas en secuencia, las cuales inducen todos los efectos celulares de la
insulina. Las principales proteinas fosforiladas por el receptor son las IRS (insulin
receptor substrate, sustrato de receptor de insulina), de las cuales se han descrito
cuatro, con diferente distribucion tisular. Estas IRS, a su vez, activan otras
proteinas entre las cuales se incluyen una que es homologa del colageno (SHC),
el Gab 1 (proteina asociada al receptor del factor de crecimiento Grb2), la
subunidad reguladora (p85) del fosfatidilinositol-3-cinasa tipo 1 (PI3K), las dos
isoformas de proteincinasa C (PKCy y PKCCQ) y la cinasa B de proteina (PKB/Akt)
gque desencadenan una cascada de eventos moleculares mitogénos vy
metabdlicos, incluyendo, entre otros, la translocacibn de las vesiculas
intracelulares que contienen al transportador de glucosa GLUT4*. Esta exocitosis
de las vesiculas incrementa momentaneamente el numero de GLUT4 en la
membrana del miocito o del adipocito y por consiguiente la entrada de glucosa a
estas células (Figura 5). Cuando el estimulo cesa se desencadena la endocitosis,
la cual involucra la formacion de trisqueliones de clatrina y la participacion del

citoesqueleto celular*4®*4,
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Figura 6. Esquema de la sefializacién de insulina. La insulina que se fija a su receptor estimula la actividad intrinseca de
cinasa de tirosina, lo que da por resultado autofosforilacion del receptor y reclutamiento de moléculas de sefializacion
intracelulares, como los sustratos del receptor de insulina (insulin receptor substrates, IRS). Estas proteinas adaptadoras y
otras inician una cascada compleja de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion, que en Gltimo término provocan los

amplios efectos metabdlicos y mitégenos de la insulina®®.

En la diabetes gestacional el paso inicial en la sefializacion del receptor de insulina
esta alterado. Se ha observado una menor fosforilacion de tirosina del receptor
comparado con mujeres con tolerancia normal a la glucosa en el embarazo.
Ademas se ha encontrado un incremento en la fosforilacion de serina del IRS1, lo

142144 Estas

cual disminuye la asociacion del IRS1 al receptor de insulina
alteraciones se han asociado a una disminucion en la traslocacién de GLUT4 y a
un consecuente incremento de la resistencia a la insulina principalmente en el

tejido adiposo’®.

Esta resistencia a los efectos de la insulina en la captacion de glucosa y en la
supresion de acidos grasos se acompafa de un decremento en la capacidad
compensatoria de las células beta, se ha determinado que la funcion de la célula
beta esta disminuida en un 41% durante el embarazo, y en un 50% en el posparto
de mujeres con DMG™. Los estudios acerca de que la obesidad y embarazos
adicionales favorecen la aparicion de diabetes en mujeres con antecedente de
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DMG sugieren que su defecto de células beta puede empeorar con la resistencia a
la insulina®*’. No se han identificado con claridad los determinantes del efecto en
la célula beta, pero se ha sugerido que la exposicion crénica a concentraciones
altas de acidos grasos podria ser un factor contribuyente a la disfuncién de las

células beta en presencia de resistencia a la insulina™*®4°,

Evaluaciones postparto en mujeres con DMG

La mayoria de las mujeres que cursaron con DMG tienen tolerancia normal a la
glucosa en el posparto; pero el riesgo de padecer alteraciones en la tolerancia a la
glucosa y DM2 aumenta considerablemente, el riesgo reportado es de 17% a 63%
después de un periodo de 5 a 16 afios del embarazo, dependiendo del grupo
étnico y de otros factores de riesgo™®. En un articulo reciente de revisién
sistemética y meta-andlisis se evaluo la fuerza de asociacion entre DMG y DM2 y
se describié que el riesgo de DM2 en mujeres que cursaron con DMG comparadas
con mujeres que cursaron con tolerancia normal a la glucosa en el embarazo es
de 7.43 con un intervalo de confianza de 4.79 a 11.51*!. Cabe mencionar que en
esta revision y meta-analisis se incluy6 la cohorte de mayor tamafio de muestra
(65,9164 mujeres; 9502 casos de DM2) que es en la que se ha reportado el mayor
riesgo de DM2 (RR=12.6; IC95% 12-19)**.

Con estos resultados se recomienda el uso de dietas adecuadas, cambios de
estilos de vida e intervenciones farmacoldgicas que puedan prevenir o retardar el

inicio de DM2 en muijeres afectadas™®?.

Ademas, la incidencia de DMG y DM2 se esta incrementando alrededor del

mundo, con altos costos economicos para el cuidado de la salud.
La Asociacién Americana de Diabetes recomienda evaluar nuevamente a las

mujeres que cursaron con DMG después de por lo menos 6 semanas de concluida

la gestacion®®. Sugiere que la clasificacién del estado glucémico se realice de
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acuerdo a las guias del “Reporte del Comité de Expertos sobre el Diagnostico y

Clasificacion de la Diabetes mellitus” ***(Tabla 7).

Tabla 7. Criterios para el diagndstico de DM2"*.

Normoglucemia IFG e IGT

FPG <100 mg/dL FPG >100 md/dL y FPG > 126 mg/dL
<125 mg/dL (IFG)

2h PG < 140 mg/dL 2h PG >140 mg/dL y 2h PG > 200 mg/dL y
<199 mg/dL (IGT)

Sintomas de DM2 y glucosa
casual > 200 mg/dL

Al1C < 5.6% Al1C 5.7-6.4% Al1C >6.5%

FPG: glucosa plamatica de ayuno (el ayuno se define como el no ingerir calorias durante por lo menos 8 horas; 2h PG, 2

horas posteriores a una carga de glucosa de 75 g disuelta en agua; A1C, hemoglobina glicosilada; FPG, glucosa de ayuno

alterada; IGT intolerancia a la glucosa. *El diagnostico de DM2 debe ser confirmado con la toma de muestra en otro dia**>.

Si los valores de glucosa a las 6 semanas son normales, se recomienda la re-
evaluacion de la glucosa cada 3 afios. Las mujeres con glucosa de ayuno alterada
o con intolerancia a la glucosa deben ser evaluadas anualmente; estas pacientes
deben recibir una dieta adecuada, reduciendo el consumo de carbohidratos y se
les debe recomendar el hacer ejercicio de manera regular por su riesgo elevado
de desarrollar DM2. Se recomienda tomar en cuenta el grupo étnico que también

podria determinar el nivel de progresién de la enfermedad™*.

La Asociacion también recomienda que todas las mujeres que cursaron con DMG
deben ser motivadas a que modifiguen sus estilos de vida que les permitan
disminuir la resistencia a la insulina, como son: mantenimiento del peso adecuado
y la realizacion de ejercicio. Recomienda ademas que se deba evitar en lo posible
el uso de medicamentos que empeoren la resistencia a la insulina
(glucocorticoides). Se les debe insistir en que acudan al meédico si presentan

sintomas sugestivos de hiperglucemia. Ademas se les debe insistir en la
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necesidad de planificacion familiar para asegurar una regulacion de glucosa

6ptima antes del inicio de un futuro embarazo™*.

A pesar de las recomendaciones descritas previamente, se ha reportado que la
tasa de reevaluacion de la glucosa en pacientes que cursaron con DMG es muy
baja y se ha determinado que los predictores de la reevaluacién postparto son
edad, grupo étnico, nivel educativo, diagnéstico temprano de DMG,

administracion de insulina durante el embarazo, obesidad y paridad™>>*’.

Estos estudios han destacado que ni los médicos ni las pacientes dan la
importancia pertinente a la DMG como factor de riesgo para DM2; por lo que la
oportunidad de promover la salud en estas pacientes y de esta forma prevenir la
DM2 esta fallando.

Se debe recordar que ademas, la identificacion temprana y el tratamiento
adecuado podrian ayudar a reducir la enfermedad cardiovascular y renal
prematura en estas pacientes y tomar en cuenta que la realizacion de estas re-

evaluaciones es de bajo costo.

La resolucion de los cambios metabdlicos después del embarazo podria brindar
una oportunidad para probar la efectividad de las intervenciones para la
prevencion primaria de DM2 con cambios en la dieta, estilos de vida y tratamientos
farmacolégicos. La efectividad y costo efectividad de estas intervenciones deben
ser evaluadas en ensayos clinicos y de ser adecuadas tendrian un efecto

importante en la salud de las mujeres.

Riesqgos en el hijo de madre con DMG

Durante la gestacion, la mezcla de nutrimentos contenida en el plasma materno
determina en alto grado el ambiente metabdlico del feto en desarrollo. La glucosa
fetal procede totalmente de la madre a través de la circulacion placentaria, la

glucosa atraviesa la placenta por un sistema de difusién facilitada’®®. La placenta
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tiene altas concentraciones de moléculas de transporte de glucosa independientes
de insulina GLUT-1 y GLUT-3 que participan en el transporte facilitado de glucosa
de madre a feto™°. La tasa de transporte por estas sustancias es proporcional a la
concentracion de glucosa en circulacion, de manera que su aumento O
disminucién producen cambios paralelos en el aporte de glucosa al feto. El
GLUT1 es el principal transportador de glucosa presente en el tejido velloso
placentario, el cual se encuentra en su mayoria en el sincitiotrofoblasto. La
distribucion del GLUT1 dentro de éste es asimétrica, con un mayor grado de

expresion en las microvellosidades que en la membrana basal*>°.

En diabéticas pregestacionales y en DMG se han observado cambios en GLUT-1,
pero no en GLUT-3. Se ha observado un aumento significativo de la presencia de
GLUT-1 en la membrana basal y en la actividad del transporte de glucosa de la
membrana sincitial basal por el estimulo de IGF-1'°%*! Este estimulo positivo, el
cual aumenta la presencia de transportadores de glucosa en la membrana basal
puede persistir el incremento en el nivel de transporte de glucosa y la produccion
de factores de crecimiento, llevando a la alteracion sostenida del eje de

crecimiento fetal.

Los periodos de hiperglucemia materna conducen a hiperglucemia fetal. Si estos
niveles se mantienen persistentemente elevados, estimulan al pancreas fetal'®?.
Los islotes de Langerhans se diferencian durante las semanas 10 a 11 de
desarrollo y, segun estudios realizados con tejidos pancreéticos fetales humanos
in vitro, empiezan a secretar insulina por reaccion a nutrimentos desde las 11 a 15

semanas del desarrollo®®,

Las respuestas de insulina a la glucosa maduran
lentamente en el embarazo normal y se mantienen relativamente bajas durante el
periodo neonatal temprano; sin embargo cuando hay exposicion fetal a
hiperglucemia se promueve: la proliferacion de los islotes, mayor secrecién de
insulina e hiperplasia de los islotes pancreaticos, lo que origina un crecimiento

somatico excesivo'®.

47



La exposicion a diabetes durante la gestacion tiene consecuencias a largo plazo
en los hijos; la descendencia tiene mayor peso para la edad gestacional y talla que
la de aquellas mujeres no diabéticas de edad e indice de masa corporal
similares®. Esta obesidad neonatal crea alteraciones, que al parecer, los hijos de
mujeres diabéticas son incapaces de superar. Conforme avanzan en su edad los
hijos de las diabéticas tienen mayor prevalencia de obesidad que los de madres
sin alteraciones en el metabolismo de glucosa. De manera similar, la
descendencia de mujeres con DMG tiene concentraciones mas elevadas en las
curvas de tolerancia a la glucosa y una mayor prevalencia de DM2 que sus

contrapartes®®*’.

El efecto a largo plazo del ambiente intrauterino sobre el desarrollo antropomorfico
y metabdlico de la descendencia se ha explicado a través de mecanismos
fisioldgicos y recientemente por modificaciones epigenéticas'®®. Se ha propuesto
gue el ambiente en el que se desarrolla el feto actia a través de un proceso
epigenético ejerciendo una fuerte influencia sobre la composicion corporal y la
funcion metabdlica postnatal, esto basado en la observacion de que ciertas
mediciones epigenéticas evaluadas al momento del nacimiento predicen
adiposidad en la etapa prepuberal. Por ello se menciona que las mediciones
epigenéticas al momento del nacimiento pueden tener un valor prondstico y
podrian ser de utilidad para monitorear programas que optimicen la salud materna
y el estado nutricional para beneficios a largo plazo en la descendencia. Sin

embargo, la evaluacién de esta posibilidad requerird de futuras investigaciones.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DMG se considera como un factor de riesgo importante para el desarrollo de
DM2. Se ha intentado encontrar algun marcador bioquimico que aumente el valor
predictivo. Existen estudios a este respecto con la determinacion de diversas
adipocinas como adiponectina, leptina y TNFa. Se desconoce si la adipocina
RBP4, la cual fue descrita recientemente, pudiera tener una participacion en la

diabetes gestacional y en el riesgo a desarrollar DM2.
HIPOTESIS

Una mayor concentracion de RBP4 se asocia con la resistencia a la insulina en la
DMG lo que podria indicar un mayor riesgo para el desarrollo de DM2. A su vez el
incremento en RBP4 circulante se asocia con los polimorfismos rs3758539,
rs34571439 y rs116736522 del gen de esta proteina.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la asociacion entre las adipocinas: TNFa, adiponectina, leptina, RBP4, vy
los polimorfismos de RBP4 rs3758539, rs34571439 y rs116736522 con la

resistencia a la insulina durante el embarazo y posparto en mujeres con DMG.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la asociacién entre TNFa, adiponectina, leptina y RBP4 con resistencia
a la insulina en el tercer trimestre de gestacién y a las 6 semanas y 6 meses

postparto en mujeres con DMG y mujeres con embarazo normal.
Determinar la asociacion entre los polimorfismos de RBP4 rs3758539, rs34571439

y 1s116736522 con la resistencia a la insulina durante el embarazo y posparto en

mujeres con DMG y mujeres con embarazo normal.
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Determinar la incidencia de alteracién en la tolerancia a la glucosa durante el

primer afo postparto de mujeres con DMG.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio prospectivo en 100 mujeres con DMG y 100 embarazadas
sanas. La diabetes gestacional se diagnostico por una prueba de tolerancia oral a
la glucosa de 2 h con 75 g de glucosa a las 24-28 semanas de gestacion, los
valores de corte fueron de > 5,2 mmol / L en ayunas,> 10,0 mmol /L al 1-h,y > 7,8
mmol / L en 2 h*™* El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Gineco-
Obstetricia No. 3 La Raza, IMSS (R-2007-3504-12) y todas las participantes
dieron su consentimiento informado por escrito. Las mujeres con hipertension
arterial, enfermedad renal, enfermedad hepética, trastornos de la tiroides, o
enfermedades crénicas fueron excluidas. Por la mafana, en la semana
gestacional 30 y antes del inicio de la terapia de insulina en las mujeres con
diabetes gestacional tratadas con insulina, se obtuvieron las medidas
antropométricas de peso y talla y se tomaron muestras de sangre.

Se les evalud la presion arterial, y se les realizé una historia clinica para conocer si
tenian familiares con diabetes y sus antecedentes obstétricos y médicos. Se les
solicito a las participantes del estudio que regresaran a evaluacion de la tolerancia
a la glucosa por medio de una prueba de 2 h con 75 g de glucosa a las 6 semanas
y 6 meses después del alumbramiento y Unicamente a las que tuvieron DMG se

les solicito que regresaran al afio.

A través de los expedientes de las pacientes se obtuvieron los datos del recién
nacido y en sus evaluaciones postparto se les hizo la invitacion para que
acudieran con sus hijos para sus mediciones antropométricas como parte de una
colaboraciéon con el proyecto “Seguimiento a largo plazo del crecimiento vy

desarrollo del recién nacido, hijo de madre con diabetes tipo 2”. El peso al
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nacimiento se clasifico en bajo, adecuado o alto de acuerdo a tablas de percentiles
de Lubchenco, en nifilos menores de 2 afios se utilizod el indice de peso para la

talla y en mayores a dos afios el IMC*®°.

Mediciones de laboratorio

Se obtuvieron muestras de sangre venosa para los analisis bioquimicos. Por la
mafiana entre las 7:30 y 8:30 AM y después de un ayuno de 10 horas, se tomo
sangre de una vena antecubital. Las muestras fueron centrifugadas a 400 g
durante 15 minutos y se hicieron alicuotas que fueron conservadas a -70C hasta la
realizacion de los inmunoensayos. El mismo dia de la toma de muestra se realizo
la medicion de glucosa, triglicéridos y colesterol total por ensayos enzimaticos con
un analizador Roche Cobas Mira usando kits comerciales (Stanbio Laboratory,
Boerne, TX, USA). Insulina, leptina, adiponectina, y RBP4 se evaluaron por
radioinmunoanalisis (RIA); la insulina se midid con reactivos de Siemens
Healthcare Diagnostics (Los Angeles, CA, USA), la sensibilidad fue 8.3 pmol/L y
los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo (CVs) fueron 5.2 and 7.3%
respectivamente. Leptina y adiponectina se cuantificaron usando kits comerciales
de Millipore Co. (Billerica, MA, USA). La sensibilidad de adiponectina fue 1ng/mL y
los CVs fueron 3.9 and 8.5%; la sensibilidad de leptina fue 0.5 ng/mL y los CVs
fueron 5 and 4.5%. RBP4 se determind usando reactivos de Phoenix
Pharmaceuticals (Belmont CA, USA); la sensibilidad fue de 6.4 pg/mL y los CVs
fueron 4.9 and 8.3%. TNFa se determind por un ensayo quimioluminiscente
(Immulite Analyzer, Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA), la sensibilidad
fue 1.7 pg/mL, y los CVs fueron 3.2 y 5.2%. El indice de masa corporal se calculd
como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros. El
grado de resistencia a la insulina se estimé por el modelo de homeostasis para la
evaluacion de resistencia a la insulina (HOMA-IR) con la formula: glucosa de

ayuno (mmol/L) x insulina de ayuno (muU/L)/22.5",
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Evaluacion de polimorfismos de RBP4

El DNA gendémico se obtuvo de sangre anticoagulada usando los kits comerciales
GFX Genomic Blood DNA Purification de Amersham Biosciences y se conservo a
-70C . La genotipificacion de los SNPs se realiz6 usando sondas TagMan de
Applied Biosystems. Las reacciones de genotipificacion se desarrollaron de
acuerdo al protocolo del ABI Prism 7000 (Applied Biosystems).

Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de Kolmogorov—Smirnov para evaluar la distribucion de los
datos y se eligi6 realizar analisis no paramétricos. Para comparar diferencias entre
los grupos se usaron las pruebas de Friedman y de Kruskal-Wallis. La correccion
por variables confusoras se realiz6 con un analisis de covarianza. Para evaluar
correlaciones se utilizé la prueba de Spearman, y se realiz6 un andlisis de
correlacion parcial para ajustar por edad e IMC. Se usaron modelos de regresion
multiple para evaluar la influencia de las adipocinas sobre la resistencia a la
insulina, considerando factores asociados con esta variable como la edad y el
IMC. Los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa Statistica version
8 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Se considero significancia estadistica un valor de p <
0.05.

En el analisis de los polimorfismos se evalué la D"de Lewontin y el coeficiente de
desequilibrio de unién r? entre todos los pares de loci bialélicos. El analisis de
haplotipos se hizo usando el algoritmo desarrollado por el Instituto Broad,
Haploview'*. La distribucién de los alelos de los polimorfismos entre las pacientes
con DMG y las de embarazo normal, se evalu6 con modelos de %2 calculando la
razon de momios (ORS), los intervalos de confianza al 95% y los valores de p
correspondientes. Se hicieron regresiones multiples para evaluar asociaciones de

fenotipos relacionados con la DMG ajustando por edad e IMC como covariables.
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Ademas se hizo un analisis de regresion logistica para estimar si la edad, el IMC, y
el genotipo de RBP4 eran factores pronosticos de la DMG.
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RESULTADOS

Las caracteristicas de las participantes previas al embarazo se muestran en la

Tabla 8. Las mujeres que desarrollaron DMG eran de mayor edad y peso que las

mujeres del grupo control, ademas presentaron varios factores de riesgo para la

apariciéon de DMG.

Tabla 8. Caracteristicas previas a la gestacion.

Edad (afos)

Peso (kg)

IMC (kg/m®)

Talla (m)

Multigesta (%)

Macrosomias (%)

Obitos (%)

Diabetes en familiares directos (%)

DMG previa (%)

Tabaquismo (%)

Embarazo normal

(n=100)

24.8 + 6.4

58.1 + 11.4

24.0 + 4.1

1.54 + 0.07

72.0

24.2

25.0

DMG
(n=100)

31.9 + 5.6*

72.7 + 13.6

30.1 + 4.8

1.55 + 0.06

92.7*

15.0*

2*

64.0*

39.0*

26.0

Los datos se muestran como M + DE
*p<0.05
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a) Evaluacion de adipocinas
Durante el embarazo

Las caracteristicas de las participantes en el tercer trimestre de gestacion se
muestran en la Tabla 9. Todas las mujeres con DMG fueron controladas con dieta
de 1800 kcal y 37 pacientes requirieron la administracion de insulina. La Figura 7
ilustra que la insulina de ayuno y el valor de HOMA-IR fueron mayores en DMG; la
diferencia permanecié después de los ajustes por peso y edad. En contraste, las
concentraciones de las adipocinas fueron similares en los dos grupos (Figura 8).
La resistencia a la insulina se asocié con el IMC (r=0.65, p<0.05; r=0.43, p<0.05)

en los dos grupos y con triglicéridos (r=0.21, p<0.05) en el grupo control.

La relacion entre las adipocinas y la resistencia a la insulina fue diferente entre los
2 grupos, siendo Unicamente significativa en el grupo de embarazo normal. Se
encontré una asociacion positiva entre los valores séricos de RBP4 y la insulina de
ayuno (r= 0.48, p<0.05) y el valor de HOMA-IR (r= 0.47, p<0.05). Estas
asociaciones permanecieron significativas aun después del ajuste por el peso y la
edad. En el analisis de regresion multiple incluyendo covariables, la concentracion
de RBP4 fue un predictor estadisticamente significativo de HOMA-IR ($=0.52,
p<0.001) y de los valores de insulina ($=0.51, p<0.05).
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Tabla 9. Caracteristicas generales de las participantes en la semana gestacional 30.

Peso (kg)
Talla (m)
IMC (kg/m®)

Ganancia de peso (kg)

Insulina (pmol/l)
Glucosa (mmol/l)
HOMA-IR
Triglicéridos (mmol/l)
Colesterol (mmol/l)
Adiponectina (ng/mL)
Leptina (ng/mL)
RBP4 (ug/mL)

TNFa (pg/mL)

Presion arterial sist6lica (mmHg)

Presion arterial diastélica (mmHg)

Control B)\V[€
67.8+14.1 79.0 + 12.8*
1.55 +0.07 1.55 + 0.06
284+7.3 30.2 + 4.9*

85+4.2 6.2+5.9

104.6 + 10.7 108.6 + 14.0*
66.8 + 8.2 71.8 + 6.6*
50.7 + 33.3 61.1 + 40.3*
3.89+0.61 5.38 + 1.18*
1.3+0.95 23+2.3*
265+1.11 3.25 + 1.15*
6.86 + 1.57 6.89 + 1.37
12.0+6.0 8.6 +4.0
23.3+12.0 22.7+49
5.3+1.76 47+1.9
10.1+3.2 104 +2.1

Los datos son M + DE. *p <0.05
IMC: Indice de masa corporal; HOMA-IR

: resistencia a la insulina evaluada por el modelo HOMA
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Periodo postparto

Después del alumbramiento, los triglicéridos y el colesterol total disminuyeron
significativamente y los niveles de glucosa incrementaron en ambos grupos. En el
grupo con embarazo normal disminuyé el IMC. Las mujeres con diabetes
gestacional previa tuvieron mayor IMC, glucosa de ayuno, colesterol total y
triglicéridos que el grupo control (Tabla 10). El valor de HOMA-IR permanecio
elevado y fue mayor en las mujeres con DMG previa que en grupo control durante
el seguimiento (Figura 7). La resistencia a la insulina se asocié con el IMC
(r=0.43, p<0.05; r=0.56, p<0.05), edad (r=0.24, p<0.05; r=0.32, p<0.05) y
triglicéridos (r=0.41, p<0.05; r=0.45, p<0.05) en los dos grupos. Ademas, en las
mujeres con DMG previa los valores de TNFa incrementaron significativamente,
mientras que no se observd cambio en leptina, adiponectina y RBP4. Por otro
lado, las concentraciones de leptina, adiponectinay RBP4 disminuyeron después
del alumbramiento en el grupo control, mientras que los valores de TNFa se
incrementaron significativamente; ademas la resistencia a la insulina también
disminuy6 (Figura 8). Se encontré una asociacion entre RBP4 y los valores de
insulina (r= 0.52, p<0.05) y HOMA-IR (r= 0.51, p<0.05). Ademéas, el cambio de
RBP4, del embarazo a las 6 semanas postparto se asocio positivamente al cambio
en los niveles de insulina (r= 0.35, p<0.05) y de HOMA-IR (r =0.32, p<0.05).
Usando el andlisis de regresiéon multiple, se encontr6 a RBP4 como un predictor

independiente de resistencia a la insulina (=0.49, p=0.01).

Comparando los dos grupos, los niveles de leptina permanecieron elevados en las
mujeres con DMG previa y se observd una asociacion positiva entre la
concentracion de leptina e insulina (r= 0.49, p<0.05); sin embargo, esta relacién no
fue significativa después del ajuste por el peso y la edad.

Al hacer el analisis de correlacion entre las adipocinas se encontré una asociacion
entre RBP4 y TNFa (r=-0.188, p<0.05), RBP4 y leptina (r=0.21, p<0.05), TNFa y

adiponectina (r=-0.23, p<0.05).
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Tabla 10. Variables clinicas en pacientes con y sin DMG, 6 semanas y 6 meses después del

alumbramiento.

Grupo control Diabetes gestacional

6 semanas 6 meses 6 semanas 6 meses
Peso (kg) 61.3+10.5* 59.9+9.7* 72.7+12.6" 73.5+13.5"
IMC (kg/m®) 25.6+4.5% 24.89+4.2* 30.08+4.2" 30.4+5.2"
Lactancia (%) 87.9 58.7 86.2 50.0
Glucosa (mmol/L) 4.22+0.54* 4.37+0.58* 6.05+2.01" 7.3+3.5+
Triglicéridos (mmol/L) 1.73+0.92* 1.64+1.01*  2.31+1.09*"  2.21+1.22*
Colesterol (mmol/L) 5.63+1.29* 5.23+1.15* 6.05+1.27 5.96+1.68*"

Los datos se muestran como M + DE
*p<0.05 vs durante el embarazo; 'p<0.05 vs grupo control
IMC: Indice de masa corporal
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b) Polimorfismos de RBP4

Los genotipos y la frecuencia de los alelos se muestran en la tabla 11. Todas las
variantes se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg y no se observo
diferencia significativa en la frecuencia de los polimorfismos entre los dos grupos

estudiados.

Tabla 11. Analisis de xz de los polimorfismos de RBP4 entre pacientes con DMG y embarazo

normal.
Grupo control DMG

Loci Alelo n frecuencia n frecuencia OR (IC 95%) XZ p

rs3758539 G 91 0.91 93 0.93 1.39 (0.68-2.87) 0.83 0.36
A 9 0.09 7 0.07

rs116736522 C 96 0.96 97 0.97 1.07 (0.32-3.57) 0.01 0.91
G 4 0.04 3 0.03

rs34571439 T 88 0.88 91 0.91 1.44 (0.76-2.74) 1.28 0.26
G 12 0.12 9 0.09

OR: razén de momios; IC: intervalo de confianza; % chi cuadrada

Asi mismo, no se encontré diferencia en la frecuencia de haplotipos entre las

mujeres con DMG y las de embarazo normal.

Entre los polimorfismos rs34571439 y rs3758539 se encontrd desequilibrio de
ligamiento LD=23.25, D’de Lewontin 0.898 y coeficiente r* de 0.622.

En el analisis de regresion logistica, la asociacion de DMG con edad y peso fue
significativa (OR 1.11, IC 95% 1.01-1.22, p =0.04; OR 0.16, IC 95% 0.03- 0.87,
p=0.03, respectivamente); sin embargo los polimorfismos no se asociaron con el

riesgo de DMG ni con mediciones bioquimicas y antropométricas.
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En el postparto de las mujeres con DMG, los niveles de insulina y el valor de
HOMA-IR fue diferente entre las homocigotas G/G y las portadoras del alelo A
para el polimorfismo rs3758539; y entre las homocigotas T/T y las portadoras del
alelo G del polimorfismo rs34571439; las portadores del alelo A y las del alelo G
respectivamente, tuvieron mayor nivel de insulina y mayor HOMA-IR. Estas
diferencias permanecieron significativas después del ajuste por peso y edad
(Tabla 12).

En el postparto del grupo control, el colesterol total fue diferente entre las
homocigotas G/G y las portadoras del alelo A del SNP rs3758539, y entre las
homocigotas C/C y las portadoras del alelo G para el SNP rs116736522; las
portadoras del alelo A para el rs 3758539, y las portadoras del alelo G para el rs
116736522 tuvieron mayor concentracion. Ademas, los valores de RBP4 fueron
estadisticamente diferentes entre las homocigotas C/C y las portadoras del alelo G
para el SNP rs116736522; las portadoras del alelo G tuvieron mayor
concentracion. Sin embargo, la diferencia no persistio después del ajuste por el

peso y edad de las participantes (Tabla 12).
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Tabla 12

. Asociaciones entre los SNP’s y las caracteristicas clinicas de los dos grupos de estudio en el postparto.

Edad (afios)
IMC
Glucosa
Insulina
RBP4
HOMA-IR
Colesterol

Trigliceridos

rs 3758539 rs 34571439 rs 116736522

Grupo control DMG Grupo control DMG Grupo control DMG
GIG A/IAy GIA GIG A/A Y GIA T GIGy GIT TIT GIGy GIT ciC GIGy GIC ciC GIGy GIC
24.4+6.5 25.6+5.3 32.6+5.3 29.7+6.1 24.2+6.4 26.0+5.6 32.945.2 28.8+5.7 24.7+6.4 25.3+6.8 32.0+5.6 30.6+3.2
27.2+11.0 23.1+1.9 30.3+3.9 29.0+5.2 27.5+11.6 23.8+2.0 30.5+3.9 28.6+5.2 26.5+10.7 28.3+6.2 30.3+4.1 27.6+3.7
76.5+9.8 75.8+5.4 106.7+33.9 116.4+40.9 76.7+1.0 75.4+7.1 108.4+34.1 110.5+41.7  76.8+9.6 73.6+6.2 108.8+37.0  105.4+22.4
6.1+7.4 4.8+1.2 10.8+13.4*t  17.0+12.9 6.6+7.7 3.8+2.7 10.7+13.7*t  16.4+12.5 5.6+6.7 10.1+10.0 12.4+14.0 9.2+5.7
4.3+1.0 4.6+0.7 4.9+1.0 4.4+0.9 4.3+1.0 4.4+0.8 4.9+1.0 4.4+1.0 4.2+0.9* 4.9+0.3 4.9+1.0 4.2+0.4
1.2+1.6 0.9+0.2 2.7+43.5*t 5.8+7.2 1.3+1.7 0.7+0.5 2.7+43.5*t 5.4+7.0 1.1+1.5 1.7+41.6 3.5+5.0 2.5+1.5
212.6+49.6*  248.4+355  234.3+46.9 232.7+58.8 212.5+50.3  233.7+43.5  234.7+45.1 226.5+60.7  212.8+48.7*  269.5+42.4 234.3+48.7  206.6+47.0
159.6+95.0 127.0+26.2  201.8+95.2 220.2+105.4  166.3+97.3  118.5+41.0  194.5+92.6 227.5+96.5  149.0+83.6 213.6+117.3  207.7+98.1  205.0+106.5

Los datos se muestran como M + DE
IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: resistencia a la insulina

*p<0.05

T p< 0.05 ajustada por edad e IMC
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c) Incidencia de alteraciéon de la glucosa en el grupo con DMG previa

De las 100 mujeres con DMG, unicamente la mitad (52.0%) tuvieron las 3
evaluaciones durante el periodo de 1 afio postparto. De las 48 restantes, 4
mujeres fueron evaluadas dos veces durante el seguimiento, 5 fueron
evaluadas una vez y 39 no regresaron. Sin embargo, las mujeres que
regresaron a sus evaluaciones postparto fueron similares respecto a las
caracteristicas clinicas durante el embarazo, que las mujeres que no

regresaron a sus evaluaciones.

De las 52 mujeres que completaron el estudio, 24 (46.2%) fueron clasificadas
con tolerancia normal a la glucosa, 19 (36.5%) como glucosa de ayuno alterada
(GAA)/intolerancia a la glucosa (IG), y 9 (17.3%) como diabéticas a las 6
semanas postparto. En la segunda visita, a los 6 meses postparto, de las 24
mujeres que tenian tolerancia normal a la glucosa en la primera visita, 15
presentaron GAA/IG y 3 desarrollaron diabetes; de las 19 mujeres con GAA/IG
a las 6 semanas postparto, 5 desarrollaron diabetes, de tal forma que la
incidencia de GAA/IG fue de 55.8% y de diabetes 32.7% a los 6 meses
postparto. Al afio postparto, 3 mujeres que tenian tolerancia normal a la
glucosa a los 6 meses presentaron al afio GAA/IG, y 8 mujeres que tenian
GAA/IG a los 6 meses desarrollaron diabetes al afio. Las incidencias fueron de
46.2% y 48% para GAA/IG y diabetes respectivamente (Figura 9).

La tabla 13 muestra las caracteristicas de las participantes previas al embarazo
y en el seguimiento de un afo postparto, estratificadas en los siguientes grupos
basados en el estado de tolerancia a la glucosa en el postparto: normal,
GAA/IG, y diabetes. Las caracteristicas clinicas como edad, peso y paridad
fueron mayores en las mujeres que desarrollaron GAA/IG o diabetes durante el

seguimiento que las mujeres con tolerancia normal a la glucosa.

64



Previo al embarazo
Edad (afios)
Peso (kg)
IMC (kg/m?)
Paridad (%)
Nuliparas
1
>1
Historia familiar de diabetes (%)
DMG previa (%)

Durante el embarazo
Tx insulina (%)

6 semanas postparto
Peso (kg)
Glucosa (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

6 meses postparto
Peso (kg)
Glucosa (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

12 meses postparto
Peso (kg)
Glucosa (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Normal

26.6+1.5*"
63.3+14.0*"
28.2+4.5"

34.0*
66.0*"
0**
33.3*
0**

0**

74.5+0.7
67.5+14.6
178.7+35.7
231.9+38.7

67.8+14.6*
76.8+14.0%
111.2+28.8*'
191.2+59.5"

65.3+14.5*
79.9+7.6*"

147.8+11.2%
184.8+41.3"

GAA/IG

31.5+3.2
75.1+14.8
31.3+4.7

19.0
28.6
52.4
66.6
9.5

47.6

74.7+12.3
84.4+11.1
173.7+62.5
192.0+42.0

76.0+7
103.2+5.4
163.6+72.6
196.5+55.7

75.5+15.2
123.5+47.0
181.3+85.9
200.6+66.9

Tabla 13. Caracteristicas de las mujeres con diabetes gestacional en el seguimiento
durante un afio postparto clasificadas por su estado de tolerancia a la glucosa.

Diabetes

33.5+4.7
79.3+13.1
32.8+4.5

14.2
17.9
67.9
70.4
29.6

75.0

77.0+14.8
114.8+21.8
223.4+120.8
236.0+35.0

76.3+10.3
149.3+55.7
267.0+164.8
257.4+83.4

79.0+16.2
152.9+77.7
230.9+90.9
236.3+34.9

Los datos son M + DE
*p<0.05 vs IFG/IFT; 'p<0.05 vs diabetes

GAA: glucosa de ayuno alterada; IG: intolerancia a la glucosa

65



100% -

80%
=19
60% .
40% n=29 !
n=24
0 -
20% n=24
n=6
0% . . = .
6 semanas 6 meses 1 afio
Postparto

Figura 9. Tolerancia a la glucosa en el postparto de DMG. Se ilustra el estado de tolerancia a la
glucosa en mujeres con DMG previa en cada periodo de evaluacion; tolerancia normal a la
glucosa[]; glucosa de ayuno alterada/intolerancia a la glucosa[d ; y diabetesl . También se
muestra un incremento en la incidencia de alteraciones en el metabolismo de glucosa durante
un afio postparto.

El analisis de regresion multiple demostré que el peso previo al embarazo y la
edad se asociaron con los niveles de glucosa en el postparto (t=2.8, p<0.01;
t=2.6, p<0.05, respectivamente); en contraste, otros factores de riesgo como la
ganancia de peso en el embarazo, la paridad, historia familiar de diabetes y el
peso del recién nacido (corregido por la edad gestacional), asi como la

lactancia, no mostraron asociacion con los niveles de glucosa en el postparto.

También se demostrd una elevacién de la concentracion de triglicéridos en las
mujeres que presentaron intolerancia a la glucosa comparadas con aquellas

mujeres con tolerancia normal a la glucosa.

Se intent6 conocer las razones por las que la mitad de las participantes no
regresaron a sus evaluaciones postparto, por lo que se hizo un analisis
comparativo entre las que regresaron y las que no regresaron respecto a

diversas variables que se han asociado a la reevaluacion en estudios previos
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como edad, semana de diagnostico de DMG, tratamiento con insulina en el
embarazo, peso previo al embarazo, numero de hijos, familiares directos con
DM2, tabaquismo, alcoholismo; y ninguna de ellas se asocio a la tasa de

reevaluacion.

d) Recién nacido e infante
Las caracteristicas de los recién nacidos de los dos grupos de estudio se
muestran en la Tabla 14. Un gran porcentaje de los hijos de madres con DMG
nacieron por cesarea y aunque tuvieron un peso y talla similar que los de las
madres con embarazo normal, al hacer el ajuste por semana de gestacién al
momento del nacimiento hay una mayor proporcion de nifios grandes para su

edad gestacional.

Tabla 14. Caracteristicas de los recién nacidos.

Control DMG
Edad gestacional (semanas) 385+2.0 36.1 +1.8*
Parto (%) 85 4.3
Cesarea (%) 15 95.7*
Peso (kg) 3.0+0.6 3.1+0.7
Talla (cm) 496+ 2.9 491 +4.4
GEG (%) 4.7 20.9*
AEG (%) 88.2 74.4
PEG (%) 7.05 4.65
Mortalidad perinatal (n) 1 1
Mortalidad neonatal (n) 0 2

GEG: grande para edad gestacional; AEG: adecuado para edad gestacional; PEG: pequefio para edad

gestacional. Los datos son M + DE

*p<0.05
El peso de la madre previo a la gestacion también influyo en algunas
caracteristicas. En el grupo control el peso de la madre se asoci6 con el peso
del producto (r=0.3, p<0.05) y en el grupo con DMG el peso de la madre se
asocié inversamente con la semana de gestacion al momento del
alumbramiento (r= - 0.23, p<0.05) y con la frecuencia de cesareas (y*=6.91,

p<0.05).
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En relacion a la valoracion de los infantes, se evalué a 22 nifios con un rango

de edad de 5 meses a 3 afios y se encontrd que Unicamente el 36% tenian un

peso normal (Tabla 15).

Tabla 15. Caracteristicas de los infantes de mujeres con DMG

Desnutricion (n)
Peso normal (n)
Sobrepeso (n)
Obesidad (n)
Glucosa (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)

Mujeres
n=10
3
4
1
2
81.5+5.7

144.5+28.5
90.0+31.0

Hombres
n=12

N b~ O

1
83.7+10.6
139.8+27.5
57.1+14.0

Los datos son M + DE
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DISCUSION

Se demostré que los niveles de adipocinas no son estadisticamente diferentes
entre las mujeres con DMG vy las de embarazo normal*’®. Por el contrario,
estudios previos han mostrado concentraciones elevadas de RBP4, leptina y
TNFa, asi como menores concentraciones de adiponectina en DMG"1%
129173178 "Una de las razones de la discrepancia de los resultados obtenidos en
este estudio con las publicaciones previas, puede ser el elevado IMC de las
mujeres con DMG. Esta interpretacion se apoya por estudios previos realizados
en mujeres obesas con DMG, donde no se observé diferencia en los niveles de
RBP4'3177 | as discrepancias también pueden deberse a la semana de
gestacion a la que se tomé la muestra, a los métodos usados para la
evaluacion de las adipocinas, al tamafio de la muestra y a diferencias entre las

poblaciones.

Los valores de adiponectina fueron menores en las mujeres con DMG de forma
limitrofe. A este respecto, se ha sugerido que bajos niveles de adiponectina
pueden inducir una severa resistencia a la insulina antes de la aparicién de la
DMG, y que la adiponectina puede relacionarse con la patogénesis de un

metabolismo anormal de la tolerancia a la glucosa durante el embarazo™'*%2.

La RBP4 se asoci6 con insulina y HOMA-IR en el grupo de embarazo normal,
mientras que no se encontrd asociaciéon en las mujeres con DMG. Se ha
demostrado que la expresiéon de RBP4 esta regulada por el grado de obesidad

y resistencia a la insulina®*%*"". Asi,

en este estudio la mayor resistencia a la
insulina y obesidad en el grupo con DMG pudiera explicar una regulacion

anormal de RBPA4.

Se ha sugerido que las adipocinas pudieran contribuir al desarrollo de
resistencia a la insulina. Por lo tanto, para analizar si los cambios en los niveles
de adipocinas son reversibles en mujeres con DMG, las mujeres fueron
evaluadas en el postparto. En las mujeres con DMG previa, se observo que la
resistencia a la insulina persistié en el postparto en asociacién con alteracion

en la tolerancia a la glucosa; los niveles de adiponectina, leptina y RBP4
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permanecieron sin cambio. Sin embargo, los valores de leptina fueron elevados
comparados con el grupo control. Es posible que la resistencia a la insulina en
el postparto pudiera contribuir a estos niveles elevados. Se ha demostrado una
asociacion positiva entre leptina e insulina en numerosos estudios realizados
en personas obesas y no obesas'’®'’®. De manera experimental, los niveles
elevados de insulina pueden estimular la produccion de leptina en adipocitos, y
viceversa, un incremento de los niveles de leptina puede llevar a resistencia a
la insulina y alterar la capacidad secretora de la célula beta'®8! En este
estudio, se observd una correlacién positive entre los niveles de insulina y
leptina; sin embargo, esta relaciébn no permanecié significativa después del

ajuste por el peso y la edad.

En contraste, en mujeres sin DMG se encontré una disminucién de los valores
de insulina, leptina, adiponectina y RBP4 a las 6 semanas postparto. En
estudios recientes, se demostraron mayores niveles de leptina y adiponectina
durante el embarazo normal debido a cambios en el IMC, a mayores niveles

de insulina en el embarazo y a la sintesis placentaria de estas adipocinas®.

Por otra parte, el cambio en los valores de RBP4 se asocid con el cambio en
los niveles de insulina y de HOMA-IR. A este respecto, se ha sugerido que la
expresion de RBP4 puede ser una consecuencia directa de hiperinsulinemia.
Sin embargo, las mujeres con DMG previa tuvieron mayores niveles de insulina
y mayor HOMA-IR que las mujeres sanas. Ademas, RBP4 e insulina no se
asociaron en mujeres con DMG, quienes ademas no mostraron una mejoria en
su sensibilidad a la insulina en el postparto. Por lo tanto, un incremento en los
niveles de insulina y en HOMA-IR no determina los valores de RBP4. Aunque,
se ha sugerido que pudiera haber un umbral en el cual los niveles de insulina

sean permisivos para un incremento en la expresion de RBP4,

En relacion a la evaluacion de los SNPs de RBP4, se decidid su andlisis debido
a que la region del DNA donde se encuentra el gen de RBP4 se ha asociado a

110-111

un mayor riesgo de diabetes y a que en algunos estudios se ha evaluado

la relacion entre diversos polimorfismos de RBP4, que se ubican en regiones
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no codificantes, con el riesgo de diabetes® %% sin embargo hasta el

momento no hay publicaciones en las que se valore su relacion con la DMG.

Las frecuencias de los tres SNPs evaluados fueron similares a las reportadas
en otras poblaciones africoamericanas y caucésicas®>*****. No se encontré
asociacion entre los SNPs y la DMG; sin embargo algunas variantes se
asociaron a resistencia a la insulina e insulina Unicamente en el postparto,
similar a lo reportado por otros autores en personas con DM2, quienes inclusive
han mostrado una asociacion entre las variantes y los niveles de péptido C en

113

circulaciéon™°, IMC, acidos grasos libres, e inclusive con el RNAm de RBP4 en

tejido adiposo visceral***.

Los dos SNPs que se asociaron con niveles de insulina y el grado de
resistencia a la insulina estan en LD. EI SNP rs3758539 se encuentra en la
region promotora y se ha determinado que el alelo A induce una mayor
actividad transcripcional que el alelo G en hepatocitos pero se desconoce en
adipocitos**2. El cambio de la base altera la afinidad del factor de transcripcion
HNFla (hepatocyte nuclear factor 1) a la region promotora. Este factor de
transcripcion se ha implicado en el metabolismo de glucosa y se ha asociado
con la actividad de la G6Pasa, enzima clave de la gluconeogénesis y del
transportador de glucosa GLUT2. El cambio de G por A tiene mayor afinidad
por HNFla y se asocia con una mayor expresion de RBP4 y un mayor riesgo
de diabetes™®, sin embargo en este estudio no se asocié a niveles séricos de
RBP4, que como ya se ha mencionado pueden estar influidos por diversos

factores.

La asociacion entre las variantes del SNP rs116736522 desaparecidé después
del ajuste por el peso y la edad, lo que sugiere una mayor influencia por el
estado metabdlico. Ademas el tamafio de la muestra probablemente influy6

para no detectar diversas asociaciones.

En algunos estudios se han asociado los SNPs evaluados en este estudio y

ciertos haplotipos con SNPs que no fueron determinados en este estudio, con
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resistencia a la insulina e insulina; sin embargo las diferencias étnicas y la

exposicion a factores ambientales pueden explicar las diferencias

La participacion de RBP4 y particularmente algunas de sus variantes sobre el
riesgo de DM2 se ha explicado a través de dos mecanismos, un mecanismo
retinol dependiente y un mecanismo retinol independiente. En el mecanismo
retinol dependiente, una vez que la RBP4 lo transporta a tejidos especificos el
retinol es activado a isdbmeros de acido retinoico, los cuales tienen una gran
variedad de efectos pleiotropicos a través de interacciones con receptores de
acido retinoico X (RXRs) y receptores de acido retinoico, regulando la
transcripcion de 300 genes aproximadamente, entre los que se encuentra
PEPCK, enzima gluconeogénica y PPARg (peroxisome proliferator activated
receptor), factor de transcripcion que promueve la expresion de genes
implicados en homeostasis energética, metabolismo de lipidos y control de la
inflamacién®”. Por lo que algunos &cidos retinoicos se han asociado con

resistencia a la insulina, mientras que otros con sensibilidad a la insulina.

El otro mecanismo retinol independiente es a través de la union de RBP4 a
receptores de membrana celular como Stra6®. RBP4 puede afectar
directamente la sefializacion de insulina al bloquear la fosforilacion de IRS1 en
adipocitos'®. Ademas RBP4 puede modular la funcién de la transtirretina que

recientemente se asoci6 con la secrecién y estimulo a la célula beta®**%.

Otra adipocina evaluada fue TNFa, cuyos niveles séricos se incrementaron a
las 6 semanas postparto en ambos grupos. TNFa es una citocina asociada con
resistencia a la insulina y es considerada una citocina proinflamatoria porque
estimula la sintesis de o6xido nitrico y otros mediadores inflamatorios que
conducen a una respuesta inflamatoria crénica. Se ha demostrado que al final
del embarazo, comparado con el postparto, disminuye la capacidad de los
monocitos ( ~40%), para la produccién de TNFa y esto se ha asociado con el

incremento de cortisol, estradiol y progesterona durante el embarazo*®°.
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Las limitaciones del estudio fueron las diferencias en el peso y edad entre las
mujeres con DMG y las de embarazo normal, aunque se hicieron los ajustes
pertinentes por estas variables. Una segunda limitacién es que no se evaluo la
resistencia a la insulina mediante el clamp, el estdndar de oro para la
evaluacién de resistencia a la insulina®®’. Aunque se ha mostrado que el
HOMA-IR puede ser una medida precisa al final del embarazo®. En relacién a
los hallazgos de RBP4 es importante sefialar que no se midieron los niveles de
vitamina A en circulacion ni se realizdé un cuestionario para conocer su ingesta,
lo que pudiera haber influido en los niveles de RBP4 en circulacion; sin
embargo por el momento no se ha encontrado relacién entre su ingesta y el

riesgo de DM2'%>,

En relacién al riesgo de desarrollar DM2 en mujeres con DMG, en este estudio
se confirma que las mujeres con DMG tienen un riesgo elevado de desarrollar
alteracién en la tolerancia a la glucosa durante el primer afio postparto. Aber et
al, en una cohorte de tipo retrospectivo mostraron una incidencia de
intolerancia a la glucosa de 31% al afio postparto®®®; Metzeger et al en una
cohorte prospectiva encontraron una incidencia de diabetes de 38% y de
intolerancia a la glucosa de 19% en el mismo periodo de observacion'®.
Recientemente, Retnakaran et al, en una cohorte prospectiva describieron una
incidencia de intolerancia a la glucosa de 27% y diabetes de 5.8% a los 3

meses postparto®.

Ademas, otros estudios con diferentes periodos de
observacion después de la DMG (2-30 afios) sefialan un amplio rango de

incidencia, de 19 a 87% para intolerancia a la glucosa™.

La incidencia de GAA/IG y diabetes inmediatamente después de la DMG fue
elevada en nuestra poblacion; cerca del 90% de las mujeres que regresaron a
sus evaluaciones postparto al afio presentaron GAA/IG o diabetes. Las
explicaciones a la elevada incidencia de intolerancia a la glucosa en este
estudio incluyen la elevada prevalencia de obesidad en mujeres en edad
reproductiva, la edad avanzada para embarazarse, la poca actividad fisica que
se realiza, asi como la elevada carga genética de diabetes tipo 2 en nuestra
poblacion'®?'%3. Los hallazgos también pueden asociarse al uso de la carga

oral de tolerancia a la glucosa de 75-g en el postparto, debido a que esta
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prueba identifica una mayor proporcion de mujeres con intolerancia a la
glucosa comparada con la glucosa de ayuno'®*. Sin embargo, no se puede
excluir la posibilidad de que algunos casos de DMG pudieran representar una
diabetes previa al embarazo no reconocida, Yy es probable que algunas
mujeres asintomaticas con tolerancia normal a la glucosa en el posparto

acudieran con menor probabilidad a las 3 evaluaciones del postparto.

La asociacion significativa entre el peso previo al embarazo y la edad con la
intolerancia a la glucosa en el postparto confirma observaciones previas en las
cuales se demostré que el incremento del tejido adiposo contribuye a una
disminucion de la compensacion de la célula beta para la resistencia a la
insulina a través de alteraciones en los niveles de adipocinas y por la elevacion
de triglicéridos en suero y tejidos'***%. Se ha descrito que el incremento en
triglicéridos interfiere con el metabolismo de glucosa en musculo disminuyendo

la sensibilidad a la insulina.

Ademas, la obesidad en la mujer gestante la ubica en un mayor riesgo de
diversas complicaciones perinatales. En este estudio se encontré6 una
asociacion positiva entre el peso y la frecuencia de cesareas y negativa entre el
peso y la edad gestacional a la que se resolvian los embarazos; es decir, a
mayor peso previo a la gestacion, el embarazo fue finalizado a una edad

gestacional mas temprana, lo cual es un riesgo de morbimortalidad perinatal.

La obesidad materna también le confiere riesgos al producto, ya que son mas
proclives a desarrollar obesidad en la infancia y adolescencia; en el estudio se
observd una asociacion entre el peso materno y el del recién nacido. Se ha
propuesto que el ambiente en desarrollo a través de las modificaciones
epigenéticas como metilaciéon del DNA o modificacion de histonas modula la
transcripcion de genes que participan en la composicion corporal y en diversas
funciones metabdlicas; es asi como el ambiente prenatal puede predisponer a

una mayor adiposidad y alteraciones metabdlicas en el futuro.

La obesidad de la gestante aunada a la alteracion metabdlica en DMG tuvo un

efecto en el peso del recién nacido, el 20% de los productos tuvieron un mayor
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peso que el que les correspondia para su edad gestacional; inclusive en la
evaluacion de los infantes se encontré una frecuencia de sobrepeso/obesidad
del 27%. Sin embargo, ademas de este trastorno, una tercera parte de los
infantes presentd desnutricion, por lo que se requirid una valoracion de su

estado nutricional para corregir este trastorno.

En relacion a las evaluaciones postparto realizadas en mujeres con DMG,
Unicamente la mitad de las mujeres evaluadas en el embarazo regresaron a las
evaluaciones postparto, al igual que en estudios realizados en otras
poblaciones. Sin embargo, las mujeres que no regresaron fueron similares a las
que regresaron respecto a las caracteristicas clinicas y demogréficas como
historia familiar de diabetes, IMC, edad y paridad. EI célculo del tamafio de
muestra previo al inicio del estudio sugiri6 que con 73 mujeres con DMG, el
estudio tendria un poder del 80% para detectar una incidencia de intolerancia a
la glucosa de 30-50%"%’. Sin embargo, la incidencia en nuestra poblacién fue

del 94% vy el calculo del poder basado en esta observacion es de 90%.

Aunque las evaluaciones en el postparto se han incrementado durante los
altimos afios, todavia es deficiente, y las bajas tasas de atencién en el
postparto indican que los profesionales del area de salud y las mujeres que
presentaron DMG no le dan la importancia pertinente a este padecimiento
como una sefal de susceptibilidad para el desarrollo de DM2 en el futuro. En
este estudio no se logro identificar las razones por las cuales las mujeres no
acudian a sus evaluaciones postparto, sin embargo no se evaluaron variables

socieconémicas y psicolégicas que pudieran haberse asociado®.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones de adipocinas fueron similares entre las mujeres con DMG
y las de embarazo normal. Las mujeres con DMG presentan mayor resistencia
a la insulina evaluada por HOMA-IR, y esta persisti6 en el postparto a
diferencia del grupo control que disminuyo la resistencia a la insulina y este

decremento se asocié a una menor concentracion de RBP4.

Los polimorfismos de RBP4 no se asocian con el riesgo de DMG, pero algunas
variantes se asocian tanto con los niveles de insulina como con el grado de

resistencia a la insulina.
Las mujeres con DMG presentaron un deterioro progresivo de la tolerancia a la

glucosa durante el primer afio postparto, principalmente aquellas con mayor
peso y edad.
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ANEXOS
1. Autorizacién del Comité de Investigacion

Carta Dictamen Pagina 1 de 2

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

Unidad de Educacién, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacién de Investigacion en Salud

Solicitud de nimero de registro para protocolos de investigacién autorizados

COMITE LOCAL DE INVESTIGACION EN SALUD 3504

FECHA 16/05/2007

Estimado Dr. (a).

PRESENTE

Informo a usted que el protocolo de investigacién en salud titulado:

Asociacion de la proteina de unién del retinol y sus polimorfismos con la resistencia a la
insulina en la diabetes gestacional.

fue sometido a consideracion de este Comité Local de Investigacion en Salud por el Renata
Patricia Saucedo Garcia.

De acuerdo con las recomendaciones emitidas por los revisores e integrantes del CLIS y tomando
en cuenta que el protocolo de investigacidon cumple con la calidad metodolégica y los
requerimientos de ética médica y de investigacion vigentes, el dictcamen fue: AUTORIZAD
0.

Para dar cumplimiento a la normativa vigente, el protocolo de investigacion fue enviado para su
evaluacion y dictamen a los Comités Locales de Investigacion en Salud, que a continuacion se
enlistan:

Comité Local de Investigacion en
Salud Num.

3504

Unidad Sede del CLIS

HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUM. 3, CENTRO MEDICO NACIONAL
LA RAZA

En consecuencia,v_.éolicito a usted que una vez recibido el dictamen de autorizacion de los CLIS
antes sefialados, hotifique a este Comité, €l nimero de registro asignado.

/ -
Atentamente /

Dr(a). «__ C ez C > \_;
Presidente del Comité LocAl de Investigdcion en Safud Num 3504

1
|
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2. Carta de consentimiento informado

México DF a de de

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo

de investigacion titulado: Asociacién de la proteina de unién del retinol y sus polimorfismos con

la resistencia a la insulina en la diabetes gestacional, registrado ante el Comité Local de

Investigacion con el nimero: R-2007-3504-12, el objetivo del estudio es medir la concentracion

de la proteina de union del retinol en la diabetes gestacional y en el embarazo normal e
identificar la asociacion de la resistencia a la insulina con la concentracién de esta proteina y
sus polimorfismos. Se me ha explicado que mi participacién consistira en tomas de sangre
venosa en el dltimo trimestre del embarazo, en la sexta semana posparto y después de 6
meses del parto. Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,

inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacién en el estudio, que son los

siguientes: los riesgos y molestias asociados con la toma de la muestra sanguinea son
desmayo o sensacion de mareo, hematoma (acumulacion de sangre bajo la piel) y punciones
multiples para localizar las venas. Los beneficios de mi participacién es que se evaluara
continuamente mis niveles de glucosa y mi riesgo a desarrollar diabetes en el futuro.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las
presentaciones 0 publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el
estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma

Investigador Responsable Médico responsable
Renata Patricia Saucedo Garcia Armando Cruz Rodriguez
Matricula 99091877

Los numeros telefénicos a los cuales puedo comunicarme en caso de emergencia, dudas o

preguntas relacionadas con el estudio son el 56276900 Ext. 21479 y el 57662232

90



3. Hoja de recoleccion de datos

Referida por: Folio:
Nombre: Fecha: Edad:
Afiliacién: Teléfono: Ocupacion:

Semana 24-36 de embarazo:

Num.

FUR:

Edad gestacional (semanas): Fecha probable de parto:

Peso previo al embarazo: Peso actual: Talla:
Ganancia de peso en el embarazo: IMC previo al embarazo:

TA (1): TA (2):

HAS previa al embarazo: NO Sl controlada:

HAS durante el embarazo: No Sl Tiempo de evolucion TX.
Controlada: SI No

Paridad Gestas: Partos: Cesareas: Abortos:
Parto previo de un bebé por encima de 4 Kg. de peso: S| No

Peso de bebé(s) previo(s):

Muerte de un bebé o recién nacido: Si No

Bebé anterior con una malformacion: Sl No

Diabetes gestacional previa: Sl No

Familiar en primer grado con DM: No Sl (quien)

Tabaquismo: Nunca: Actual: Previo al embarazo: Duracion:
Cantidad:

Alcoholismo: Nunca: ____ Actual: Previo al embarazo: Duracién:
Cantidad:

Actividad fisica actual: ligera: moderada: severa:

Act. fisica previa al embarazo:

Glucosa previa y fecha:
Toma vitaminas (cuéles):

Tx para la diabetes gestacional: Dieta:

Insulina: Dosis: Tiempo:

Cuando le Dx la DMG:

Motivo de internamiento:

Semana 6 posparto:

Edad gestacional al momento del parto o cesérea:

Parto o cesarea: Motivo:

Peso del bebé al nacimiento: Talla del bebé:

Peso actual del bebé:

Amamanta a su bebé:

Peso: Talla: IMC: TA (1): TA (2):

6 meses posparto:

Peso: Talla: IMC: TA (1): TA (2):
Peso actual del bebé:

Amamanta a su bebé:

Resultados:

Semana 24-36 de Semana 6 posparto
embarazo

6 meses posparto

Glucosa

Colesterol

Triglicéridos

LDL

HDL

Insulina

RBP-4

Polimorfismo -804

Polimorfismo +9476

Polimorfismo +390
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4. Inmunoensayos

a) Determinacion de TNFa

Meidicidn realizada en el analizador automatizado para inmunoensayos
enzimaticos con deteccidn por quimiolumuniscencia Immulite de Diagnostic
Products Corporation (Los Angeles USA).

1. Calibrar el equipo de Immulite siguiendo las indicaciones del programa
que especifica el equipo.

2. Colocar el reactivo para la determinacion de TNFoa en el carrusel de
reactivos del equipo y presionar GO.

3. Programar el equipo para la realizacion de la curva estandar de TNFa

4. Colocar al menos 100 uL del estandar bajo en una copa para estandar y
100 pL de estandar alto en una copa para estandar.

5. Presionar GO para iniciar el analisis.

6. Cuando ya se obtiene la curva de calibracién por el equipo se procede a
correr las muestras y controles. Se colocan al menos 100 uL de estas

muestras en sus copas correspondientes y se colocan en el equipo.
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b) Determinacion de RBP4

Medicién por radioinmunoanalisis (RIA) con estuche comercial de Phoenix

Pharmaceuticals, Inc (Burlingame, California USA).

8.
9.

10. Reconstituir

Etiquetar dos tubos de polipropileno para las cuentas totales y dos para
el enlace no especifico.
Etiquetar 16 tubos para los estandares por duplicado (A-H) y para los

controles y muestras de los pacientes

Estandar ng/mL
250
125

62.5
31.25
15.63

7.81

3.91

1.95

I o T m o O © >»

Diluir las muestras de suero 1:1000 con buffer

Pipetear 200 uL de buffer en los tubos de unién no especifica'y 100 pl a
los tubos de unién total

Pipetear 100 uL de cada estandar A a H a sus tubos correspondientes
Pipetear 100 puL de cada control y muestras de pacientes a sus tubos
correspondientes.

Pipetear 100 pul del anticuerpo primario en todos los tubos, excepto los
de cuentas totales y unién no especifica

Agitar los tubos

Cubrir los tubos y mantenerlos a 4°C 16-24 horas

112> RBP4 con 13 mL de buffer y mezclar. Ajustar la solucién
con buffer hasta que las cuentas por minuto en el contador de rayos

gamma sea de 8000-10000 cpm/100 pL
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11. Adicionar 100 pL de I**RBP4 5 cada tubo y agitar

12. Cubrir los tubos y mantenerlos a 4°C 16-24 horas

13. Reconstituir el segundo anticuerpo con 13 mL de buffer y el suero de
conejo con 13 mL de buffer

14. Adicionar 100 pL del segundo anticuerpo y 100 pL de suero de conejo a
todos los tubos excepto a los de cuentas totales

15. Agitar los tubos y mantenerlos a temperatura ambiente durante 90
minutos

16. Adicionar 500 pL de buffer a cada tubo excepto a los de cuentas totales
y agitarlos

17.Centrifigar los tubos a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C

18. Decantar los tubos excepto los de cuentas totales

19. Contar la radioactividad de cada tubo en un contador de radiaciones

gamma durante 1 minuto.
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c) Determinacion de leptina

Medicién por RIA con estuche comercial de Millipore Corporation (Billerica, MA,

USA)
1,

9.

Etiquetar dos tubos de polipropileno para las cuentas totales y dos para
el enlace no especifico.
Etiquetar 16 tubos para los estandares por duplicado (A-H) y para los
controles y muestras de los pacientes.
Estandar ng/mL
0.5
1.0
2.0
5.0
10.0
20.0
50.0
100.0

I o T m o O W >»

Pipetear 300 uL de buffer en los tubos de union no especifica, 200 uL a
los de union total y 100 puL a los tubos restantes excepto a los de
cuentas totales

Pipetear 100 uL de los estandares, controles y muestras de pacientes a
sus tubos correspondientes.

Adicionar 100 pL de 1'% 3 cada tubo y agitar

Adicionar 100 pL de anticuerpo a todos los tubos excepto a los de
cuentas totales y a los de unidén no especifica

Agitar y mantener los tubos 20-24 horas a 4°C

Adicionar 1.0 mL de reactivo precipitante a todos los tubos (excepto
cuentas totales)

Agitar y mantener los tubos a 4°C durante 20 minutos

10. Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C

11. Decantar todos los tubos excepto los de cuentas totales

12.Contar la radioactividad de cada tubo en un contador de radiaciones

gamma durante 1 minuto.
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d) Determinacion de adiponectina

Medicion por RIA con estuche comercial de Millipore Corporation (Billerica, MA,

USA)

1. Etiquetar dos tubos de polipropileno para las cuentas totales y dos para el

enlace no especifico.

2. Etiquetar 16 tubos para los estandares por duplicado (A-I) y para los

controles y muestras de los pacientes.

Estandar ng/mL
0.938
1.88
3.75
7.5
15.0
30.0
60.0
120.0
240.0

I o T m o O © >»

Diluir las muestras de suero 1:500 con buffer

Pipetear 300 uL de buffer en los tubos de union no especifica, 200 uL a
los de union total y 100 puL a los tubos restantes excepto a los de
cuentas totales

Pipetear 100 uL de los estandares, controles y muestras de pacientes a
sus tubos correspondientes.

Adicionar 100 pL de |*2>-2dipenectina 5 cada tubo y agitar

Adicionar 100 pL de anticuerpo a todos los tubos excepto a los de
cuentas totales y a los de unién no especifica

Agitar y mantener los tubos 20-24 horas a temperatura ambiente
Adicionar 10 uL de suero de conejo a todos los tubos excepto a los de

cuentas totales
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9. Adicionar 1.0 mL de reactivo precipitante a todos los tubos (excepto
cuentas totales)

10. Agitar y mantener los tubos a 4°C durante 20 minutos

11.Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C

12. Decantar todos los tubos excepto los de cuentas totales

13.Contar la radioactividad de cada tubo en un contador de radiaciones

gamma durante 1 minuto.
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e) Determinacion de insulina

Medicion por RIA con estuche comercial de Millipore Corporation (Billerica, MA,
USA)

1. Etiquetar dos tubos de polipropileno para las cuentas totales y dos para el
enlace no especifico.

2. Etiquetar 14 tubos para los estandares por duplicado (A-G) y para los

controles y muestras de los pacientes.

Estandar pU/mL
2.0
5.0

10.0
20.0
50.0

100.0

200.0

G Mmoo o >

3. Pipetear 300 pL de buffer en los tubos de union no especifica, 200 uL a los
de union total y 100 uL a los tubos restantes excepto a los de cuentas totales
3. Pipetear 100 uL de los estandares, controles y muestras de pacientes a
sus tubos correspondientes.
4. Adicionar 100 pL de 1*?5"Ui" 3 cada tubo y agitar
5. Adicionar 100 pL de anticuerpo a todos los tubos excepto a los de
cuentas totales y a los de unién no especifica
6. Agitar y mantener los tubos 20-24 horas a temperatura ambiente
7. Adicionar 1.0 mL de reactivo precipitante a todos los tubos (excepto
cuentas totales)
8. Agitar y mantener los tubos a 4°C durante 20 minutos
9. Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C
10. Decantar todos los tubos excepto los de cuentas totales
11.Contar la radioactividad de cada tubo en un contador de radiaciones

gamma durante 1 minuto.
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5. Determinacion de polimorfismos

1. Se extraen 5 mL de sangre periférica colocandose en un tubo con
EDTA.

2. Se aisla el DNA de los leucocitos de sangre periférica utilizando el kit
GFX Genomic Blood DNA Purification (Amersham Biosciences, NJ,
USA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

3. Se cuantifica el DNA obtenido, en un espectrofotometro ND-1000,
NanoDrop.

4. Se determina la integridad del DNA, a través de geles de agarosa al
1.5% tefiidos con bromuro de etidio y TBE como amortiguador. La
visulizacion del desplazamiento se realiza en un transiluminador.

5. Se diluyen las muestras de los pacientes con agua para obtener una
concentracion de DNA de 20 ng/mL

6. Se preparan las reacciones de discriminacion alélica con las sondas

TagMan para cada polimorfismo de la siguiente forma:

TagMan universal PCR Master Mix 10.0 puL
Sondas 0.5 uL
Agua 4.5 uL
DNA (20 ng/uL) 5.0 uL

7. Se colocan 20 uL de la reaccion de cada muestra a los pozos de la
placa.

8. En tres pozos de la placa se colocan 5 uL de agua para controles de
amplificacion (NTC, no template control).

9. Se coloca la placa en el ABI PRISM 7000 y se programa para la

amplificacion del DNA y para la discriminacién alélica.
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Reconocimiento
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Adipocinas en DMG vy postparto, septiembre 2010.

Sesion general UMAE Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI, IMSS.
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del 2007- 2010, IMSS 2011.
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Background and Aims. We undertook this study to assess the relationship between circu
lating adipokines and insulin resistance during pregnancy and postpartum in women with
gestational diabetes mellitus (GDM).

Methods. This was a prospective study including 60 women with GDM and 60 subjects
with normal gestation who were evaluated at gestational week 30, 6 weeks and 6 months
postpartum. Circulating adipokines that were evaluated during the study were leptin,
adiponectin, retinol-binding protein-4 (RBP4), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-u).
Results. Women with GDM showed higher insulin resistance measured by HOMA-IR
than subjects with normal gestation (2.3 = 2.3 vs. 1.3 = 0.95). There was no difference
between groups in adipokines; however, in women with a healthy pregnancy, RBP4 was
associated with insulin resistance (r = 047, p <0.05). At 6 wecks and 6 months
postpartum, women with previous GDM exhibited persistent elevated leptin and insulin
resistance. RBP4 was associated with insulin resistance only in women with a previous
healthy pregnancy (r = 051 p <20.05). In addition. progressively impaired glucose
tolerance was observed after delivery in women with previous GDM.

Conclusions. Tt was demonstrated that GDM is associated with greater insulin resistance
than observed in normal pregnancy: however, adipokines are similar in both groups.
RBP4 levels are significantly associated with insulin resistance in healthy women during
pregnancy and postpartum. After a pregnancy complicated by GDM, leptin and insulin
resistance remain elevated and glucose tolerance worsens. © 2011 IMSS. Published
by Elsevier Inc.

Key Words: Gestational digbetes mellitus, Adiponectin, Leptin, Retinol-binding protein-4, Insulin
resistance.

Introduction for the development of T2D is unclear, but obesity and
overweight-related factors are strongly implicated (3).
Adipocyte-derived cytokines (adipokines) provide an
important  link between  obesity-related  disorders  and
insulin resistance. Insulin resistance during pregnancy has
been partially explained by the influence of cytokines
derived from fat tissue. mainly twmor necrosis factor-o
(TNF-2), adiponectin and leptin (4—6); however, recent
studies have shown that another adipokine known as
retinol-binding protein-4 (RBP4) may play a role in regu
T Address reprint requests to: Renata Smicedo, Endocrine Research Unit, lating glucose metabolism and insulin sensitivity (7). Over
National Medical Center, Cuauhtemoe 330, Mexico City 06720, Mexico; expression of RBP4 induces systemic insulin resistance in
Phome: (4-52) {55) 5588752 1; E-mail: sgrenata@yahoo.com normal mice, whereas genetic disruption of RBP4 increases

Gestational  diabetes mellitus (GDM) is  described as
glucose intolerance of variable intensities that beging or is
first diagnosed during pregnancy and usually resolves
during the first postpartum weeks (1) Tt is generally
accepted that women with GDM exhibit eminent insulin
resistance and are at high rsk for developing type 2 dia
betes (T2D) after delivery (2). The mechanism responsible

OTEE=H090% - see fromt matter. Copyright € 2011 IMSS. Published by Elsevier Inc.
doi: 10,1016/ . arcmed 201 1.06.009
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insulin sensitivity (7). In humans, several studies hawve
shown that circulating RBP4 levels are related o insulin
resistance (8—9). However, other studies have reported
controversial findings (10—11).

Only a few swdies have addressed adipokine levels in
GDM and postpartum, and the reports are scarce and yield
conflicting results. Thus, we investigated the relationship
between insulin resistance and some adipokines in gesta
tional diabetes during pregnancy and postpartum.

Materials and Methods

This is a prospective study conducted with 60 women with
GDM and 60 pregnant healthy controls. GDM was diag
nosed by a 2-h 75-g oral glucose tolerance test (OGTT)
at 2428 weeks of gestation, the cut-off values being
=352 mmold fasting, > 100 mmol/l a 1 h and >7.8
mmold a2 h (1) The protocol was approved by the
Hospital Research Ethics Board and all  participants
provided written informed consent. Women with arterial
hypertension, renal disease, liver disease, thyroid disorders
or other endocrine or chronic diseases were excluded. In the
moming, at gestational week 30 and before initiation of
insulin therapy in those women with GDM treated with
insulin, anthropometric measurements of height and weight
were obtained using a medical scale. Blood samples were
also taken. A physical examination including measurement
of blood pressure and a detailed history including family
history of diabetes and obstetrical and medical information
were obtaned. Afier delivery, women with GDM  and
women with nommal pregnancy returned to the clinical
investigation unit for a 2-h 75-g OGTT at both 6 weeks
and & months postpartum.

Laboratory Measurements

Venous blood samples for biochemical analysis were ob
tained in the moming, after an overnight fast, from an ante
cubital vein between 7:30 AM and 8:30 AM using vacuum
tubes. Samples were centrifuged at 400 g for 15 min, and
aliguots were obtained and stored at —70°C until assayed
in a single nun. Plasma glucose, triglycerides and total
cholesterol were measured by enzymalic  assays with
a Roche Cobas Mira analyzer using commercial kits
(Stanbio Laboratory, Boerne, TX). Insulin, leptin, adipo
nectin, and RBP4 concentrations were determined by radio
immunoassay (RIA) insulin was measured using reagents
from Siemens Healthcare Diagnostics (Los Angeles, CA).
Sensitivity was 8.3 pmold and intra- and inter-assay coeffi
cients of variation (CVs) were 5.2 and 7.3%, respectively.
Leptin and adiponectin were guantified using commercial
kits from Millipore Co. (Billerica, MA). Adiponectin sensi
tivity was | ng/mL and CVs were 3.9 and B.35%: leplin
sensitivity was 0.5 ng/mL and CVs were 5 and 4.5%.

RBP4 was determined wsing reagents from  Phoenix
Pharmaceuticals (Belmont, CA). Sensitivity was 6.4 pg/mL
and CVs were 4.9 and 83%. TNFo was measured
by chemiluminescent immunoassay (Immulite  Analyzer,
Diagnostic Products, Los Angeles, CA). Sensitivity was
1.7 pg/mL, and CVs were 3.2 and 5.2%. BMI was calcu
lated as weight in kilograms divided by the square of height
in meters. The degree of insulin resistance was estimated
by the homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMA-TR) as follows: fasting glucose (mmol/L) x fasting
insulin (mUVL)22.5 (12).

Statistical Analysis

The Kolmogorov—Smirnov statistical test was used to test
the nomality of the distributions, and a nonparametric
statistical analysis was performed. To compare differences
between groups, we used Friedman and Kruskal-Wallis
tests. Correction for potential confounders was performed
with analysis of covarance. Spearman test was used o
evaluate correlation values, and partial correlation analyses
were performed o adjust for age and BMIL Multiple
regression models were used to assess the influence of
adipokines on insulin resistance, considering potential
factors associated with this wariable such as BMI and
age. Statistical analyses were carried out using Statistica
v.& (StatSoft, Tulsa, OK). Significance was achieved at
p <005

Results
During Pregnancy
Baseline participant characteristics are shown in Table 1. Tt

is noteworthy that pregnant GDM women were older and

Tabe 1. General characteristics of participants at gestational week 30

GDOM Contraol

(n= 6 (n =60
Age (year) 31.9 =54 ME =64
Weight (kg) TO.0 = 128 GTE = 141
Height (m) 155 = 00é 1.55 = 007
BMI (kg/m*) ANz =48 WA =73
Systolic blood pressure {mmHg) 1086 = 139 1A = 107
Diastolic blood pressure (mmHg) 718 =66" GhE = B2
Fasting insulin {pmalil) a1.1 =403 507 =333
Fasting glucose {mmal/l) 538 118" 80 = .61
HOMA-IR 23 23" 132045
Triglycerides {mmaolsl) 3325 =115 265 = 111
Total cholesterol (mmalfl) 6HEY =137 hB6 = 1.57
Adiponectin {ng/mL) B6 =40 11.96 = 5.86
Leptin (ng/mL.) 227 +49 nBnix=zNns
RBP-4 (pg/mL) 47=19 53 =176
THF-2 {pg/mL) 104 =21 101 =32

Diata are mean = 50,
*n (105,
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maore overweight than women in the control group. The two
groups had an equal proportion of women who were
smokers before pregnancy (26% in the GDM group, 23%
in the control group), and none reported matermal smoking
during pregnancy. All women with GDM were diet controlled
and 37 patients required insulin therapy. Figure 1 illustrates
that fasting plasma insulin and HOMA-TR were higher in
GDM; the difference remained after adjustments for age
and body weight. By contrast, adipokine concentrations
were similar in both groups (Figure 2). Insulin resistance
wis associated with BMI (r = 0,635, p <005 r = 0,43,
P =<0.035) in both groups and with triglycerides (r = 0.21,
p <<0.05) in control group.

The relationship between adipokines and insulin resis
tance appeared different between groups, being only signif
icantly associated in the healthy pregnancy group. There
was a positive correlation between serum levels of RBP4
and fasting insulin (r = 048, p <0.05) and HOMA-IR
(r= 047, p <0.03). These observed associations remained
significant after adjusting for age and weight. In a multivar
iate regression  analysis including  potential  covariates,
serum RBP4 concentration was a statistically significant
predictor of HOMA-IR (B = 052, p = 0.001) and mnsulin
levels (B = 0.51, p = 0.02).
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Figure 1. HOMA-IR and insulin levels during late pregnancy (30 wecks,
Oy 6 weeks W and 6 months Bl postpartum in women with GDM and
women with nomal glucose tolerance. Data are presented as mean =
S0 *p <005, **p <001,

FPostpartum Period

After delivery, triglycenides and total cholesterol decreased
significantly and fasting glucose increased in both groups.
In healthy pregnant controls, BMI decreased. Women with
gestational diabetes had elevated BMI, fasting glucose,
triglycerides and total cholesterol compared with controls
(Table 2). HOMA-IR remained elevated and higher in
wormen with previous GDM than in the control group during
the postpartum period up o 6 months (Figure 1), Insulin
resistance was associated with BMI (v = 043, p <0.05;
r= 0356 p <005), age (r = 024, p <0.05; r = 032,
po<0.05) and triglycenides (r = 041, p <0.05; r = 045,
p <003) in both groups. Moreover, in women with
previous GDM, TNF-a« levels increased  significantly,
whereas no significant change was observed in leptin
adiponectin and RBP4 levels. On the other hand, leptin,
adiponectin, and RBP4 concentrations  decreased  afiler
delivery in the control group, whereas TNF-z levels
increased significantly; in addition, insulin resistance also
decreased (Figure 2). There was a correlation between RBP4
and insulin levels (v = 0.52, p <0.05) and HOMA-IR
(r = 0.51, p <<0.05). Furthermore, the change in RBP4
from pregnancy to 6 weeks postpartum was positively
related to the corresponding change in insulin levels (r =
0.35, p <0.05) and HOMA-IR (r = 0.32, p <0.05). Using
multiple regression analysis, RBP4 was found to be an inde
pendent predictor of insulin resistance (B = 0,49, p = 0.01).

Comparing the two groups, leptin levels were remark
ably elevated in women with previous GDM and a positive
correlation was observed between leptin and insulin levels
(r = 049, p <0.035); however, this relationship was no
longer significant after adjustment for BMI and age.

In the postpartum period of women with GDM, the
percentage of women with impaired glucose tolerance
and diabetes increased with time (Figure 3).

Discussion

In this report we demonstrate that adipokine levels are not
significantly different between GDM patients and pregnant
controls, By contrast, previous reports have shown elevated
RBP4, leptin and TNF-2 concentrations as well as lower
adiponectin levels in GDM (4—6,13—16). We speculate that
one of the reasons for the discrepancy of our data with
previously published reports could be the elevated BMI
in our GDM group. This interpretation is supported by
previous studies of obese women with GDM where no
difference was observed in RBP4 levels (17—18). The
discrepancies may also be due to the time of maternal blood
collection, the methods used 0 measure adipokines, sample
size, and population differences.

We also observed that adiponectin levels tended to be
lower among GDM subjects, although not statistically
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Figure 2. Adipokines during late pregnancy {0 weeks, [1); 6 weeks l; and 6 months Wl postpartum in women with GDM and women with normal glucose

tolerance. Data are presented as mean = S0, *p << (05, **p <001,

significantly. In this regard, it has been suggested that the
low levels of adiponectin may induce severe insulin resis
lance prior o the onset of GDM, and that adiponectin
may be related to the pathogenesis of abnormal glucose
metabolism during pregnancy (4-—3).

We found that RBP4 was strongly associated with
insulin and HOMA-IR in healthy pregnant
whereas no relationship could be observed in GDM.
Previous data indicate that RBP4 expression is regulated
by the degree of obesity and insulin resistance (17—18).
Thus, in this study. the increase in insulin resistance and
obesity could explain an abnormal regulation of RBP4,

It has been suggested that serum  adipokines may
contribute o the development or worsening of insulin

controls,

resistance. Therefore, to explore whether the changes in
adipokine levels are reversible in women with GDM,
the women were followed longitudinally postpartum. In
women with previous GDM, it was observed that insulin
resistance persisted in the postpartum period in association
with impaired glucose tolerance; adiponecting leptin and
RBP4 levels also remained unchanged. However, leptin
levels were remarkably elevated compared with the control
group. It is possible that insulin resistance postpartum may
be contributing to these elevated levels. A positive associa
tion between leptinemia and insulinemia has been reported
in numerous studies of obese and nonobese humans
(19=20). Experimentally, increased insulin levels may
stimulate leptin production in adipocytes, and vice versa,

Table 2. Clinical parameters in patients with and without gestational diabetes mellitus at & weoeks and & months after delivery

Gestational diabetes

6 months

Mo gestational diabetes

6 weeks 6 months

715 = 115"

Weight (kg

BMI (kg/m®)

Fasting glucose {mmaol/l)
Triglycerides {mmaol/l)
Total cholesterol {mmald)

509 =97"

61.3 = 105"

L& = 1.01°
513 +1.05

Diata are mean = 50,
‘o <0105 vs, during pregnancy.
Pp < {105 vs. no gestational diabetes,
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Figure 3. Prevalence (%) of glucose tolemnce status in previows
GDM; normal glecose tolerance [ impaired glucose tolerance M and
diabetes M.

an increase in leptin levels may lead to insulin resistance
and alter B-cell secretory capacity (21-22). In this study,
a positive correlation was observed between leptin and
insulin levels; however, this relationship was no longer
significant after adjustment for BMI and age.

In contrast, in women without GDM we found decreased
insulin, leptin, adiponectin and RBP4 concentrations at
6 weeks postpartum. In recent studies, higher leptin and
adiponectin levels were observed during normal pregnancy.
explained as due to changes in BMI, fasting insulinemia,
and adipokine synthesis in placenta (23). In addition, the
change in RBP4 levels was associated with changes in
insulin levels and HOMA-IR. It has been suggested that
RBP4 expression may be a direct consegquence of hyperin
sulinemia. However, women with previous GDM  had
higher fasting plasma insulin levels and HOMA-IR than
healthy women. Moreover, RBP4 and insulin levels were
not associated in women with GDM who did not show an
improvement in insulin sensitivity at postpartum. There
fore, an increase in plasma insulin levels and HOMA-IR
does not determine RBP4 levels. Nevertheless, it has been
suggested that there may be a threshold at which plasma
insulin is permissive for increased RBP4 expression (8).

Serum TNF-% levels increased at 6 weeks postpartum in
both groups. TNF-z is a cytokine that is linked to insulin
resistance and is considered a major proinflammatory cylo
kine because it stimulates the synthesis of nitric oxide and
other inflammatory mediators that drive chronic delayed
inflammatory  response. It has been demonstrated  that
during late pregnancy, compared with the postpartum
period, the capacity of monocytes o produce TNF-% is
reduced by ~40%., and this is paralleled by increases in
cortisol, estradiol and progesterone during pregnancy (24).

To the best of our knowledge this is the first report
comparing various adipokines in pregnancy and post
partum. However, this study has some potential limitations,
the first being the differences in age and weight between

women with GDM and women with normal pregnancy,
although adjustments for these wvariables were made. A
second limitation is that we did not assess insulin resistance
with clamp studies, the gold standard for analyzing insulin
resistance (25). Although HOMA-IR can provide an
accurate measure of insulin resistance even during late
pregnancy. clamp measurements may have increased our
sensitivity for detecting insulin resistance (26).

In summary, adipokine levels were similar between
GDM and normal pregnancy. Women with GDM exhibited
a higher index of insulin resistance measured by HOMA-IR,
which persisted in the postpartum period, in association with
the occurrence of deterioration in glucose tolerance. Leptin
levels remained elevated in this group after delivery. By
contrast, women with a previous normal pregnancy showed
a decrease in insulin, adiponectin, leptin and RBP4 concen
trations at postpartum. Only RBP4 levels correlated with
insulin resistance and changes in insulin sensitivity in
healthy women.
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