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INTRODUCCION

La diabetes gestacional (DG) es considerada un problema de salud publica por .
alta prevalencia, complica el embarazo comprometiendo la salud materna vy fet...,
siendo la principal causa de Obito, macrosomia, distocia, trabajo de parto

pretérmino y trastornos hipertensivos asociados al embarazo.

La DG se define como intolerancia a los carbohidratos de severidad variable,

diagnosticada durante el embarazo.

A demas de resultados obstétricos adversos, la DG tiene un valor predictivo
positivo para el desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2) en la madre y en su producto.
Aparece después de 5 a 16 afios entre 17 y 63% de la poblacion que la padecié,
se reconocen otros factores de riesgo como son el grupo étnico y la obesidad. Por
otro lado los hijos de mujeres que cursaron DG, tienen mayor propension a
desarrollar obesidad infantil e intolerancia a la glucosa durante la adolescencia en
comparacion con hijos de mujeres que no la tuvieron. La DG ofrece una ventana

para buscar genes de predisposicion para el desarrollo subsecuente de DT2.

La DG y la diabetes tipo 2 comparten diversos factores de riesgo como son el
indice de masa corporal elevada, antecedente de intolerancia a la glucosa,
antecedente familiar de diabetes en familiares de primer grado, y el pertenecer a
un grupo étnico de alta prevalencia. Ademas comparten aspectos fisiopatolégicos

comunes:

1.- Resistencia a la insulina.- Cambio endécrino normal durante la gestacion, sin
embargo cuando la reserva pancreatica de células beta esta comprometida, se

desarrolla DG por resistencia a la accion periférica de la insulina.
2.- Secrecion deficiente de insulina.

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia de que dicha susceptibilidad a la
diabetes tipo 2 tiene un componente genético fuerte. Si bien los estudios sobre la
herencia de la DG no son contundentes, existen reportes que demuestran una

mayor agregacion familiar entre DG y DT2.



El riesgo para diabetes aumenta en 8.4 veces cuando un hermano es diabético y

2.3 veces si uno de los progenitores la padece.

La herencia de la DG es complicada, sin embargo existe evidencia acumulada de
que la exposicion a factores epigenéticos relacionados con un ambiente

diabetdégeno y el desarrollo posterior de diabetes.

Los estudios genéticos sobre la DT2 sugieren que es una enfermedad multigénica
con variantes de genes comunes que unidos a factores ambientales propician la
enfermedad. Debido al paralelismo entre la DT2y la DG se piensa que esta Ultima

es también una entidad multigénica.

El presente trabajo se orienta a la blusqueda de genes de predisposicién para
diabetes tipo 2 en mujeres mestizas mexicanas, esto permitird detectar aquellas
mujeres embarazadas que desarrollaran diabetes tipo 2 y contribuir al desarrollo

de estrategias que permitan prevenir o retrasar la aparicion de la DT2.

HISTORIA DE LA DIABETES

Hace cien afos la literatura era muy escasa respecto a embarazo y diabetes, esta
condicion era poco frecuente debido principalmente a condiciones demogréficas
como la edad de inicio reproductivo y desconocimiento de la entidad nosolégica
como tal para tener un tratamiento efectivo para prolongar la esperanza de vida de
quienes padecian diabetes, estando limitada a dos o tres afios. El diagnéstico de
diabetes consistia en la “demostracion de orina dulce” y la diferenciacién entre

diabetes tipo 1y 2 era solo anecddtica.

La diabetes se conoce hace mas de 2000 afos. La primera referencia que se hace
de ella se encuentra en el papiro egipcio de Ebers, que data del afio 1500 AC,
donde se describen sintomas que parecen corresponder a la DM. El término
“diabetes” fue usado por primera vez por Areteo de Capadocia en el siglo 2d.c., y
significa en griego “siféon”; es decir, se refiere a la eliminaciéon exagerada de orina.

Durante los siguientes afos, Galeno, Susruta y Sharuka, entre otros, hicieron
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observaciones importantes respecto a las caracteristicas de la enfermedad como,
por ejemplo, la asociacion de la poliuria con una sustancia que daba sabor dulce a
la orina. Incluso, la medicina india ya distinguia entre una forma que se daba en
jovenes delgados que no sobrevivian mucho tiempo, y otra que se daba en
personas mayores y obesas. En 1679, Thomas Willis describié la diabetes, la
designo con el nombre de diabetes mellitus (haciendo referencia al sabor dulce de
la orina) y a partir de entonces quedo considerada como una entidad clinica. Las
observaciones hechas por Willis son ciertas hasta la actualidad, incluyendo el
aumento explosivo de los casos debido a las dietas malsanas, la obesidad y las

formas de vida sedentarias.

En lo que se refiere a la historia moderna de la diabetes y el embarazo se
comprenden dos periodos antes del descubrimiento de la insulina y el posterior a
la misma, marcandose diferencias significativas en las tasas generales de
mortalidad materna y perinatal. En 1949 Priscilla White presenta la primera
version de su clasificacion, ha sido su contribucibn mas conocida, dicha
clasificacion ha sido difundida mundialmente y es de gran utilidad en el estudio y
manejo del padecimeinto. Un aspecto importante es el concepto de dafio vascular

progresivo, tanto macro como micro vascular.

La Dra. White fue la primera en asociar la diabetes con las malformaciones
congénitas, reportando una prevalencia del 12.9% en las embarazadas diabéticas
en comparacién con el 2% en las embarazadas no diabéticas de los Estados

Unidos de Norteamérica.



EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES EN MEXICO

Actualmente la DM ha alcanzado proporciones pandémicas. En el afio 2000, se
calculé que habia 171 millones de diabéticos alrededor del mundo, y se estima
que la cifra aumentara a 366 millones antes del 2030. Ademas, el numero de
muertes anuales atribuidas a la diabetes en el mundo es de alrededor de 3.2
millones, lo que corresponde a 6 muertes por minuto. Los 10 paises con mayor
namero de victimas son la India, China, EUA, Indonesia, Japon, Paquistan, Rusia,
Brasil, Italia y Bangladesh (Cérdova, 2008).

Tabla 1.1. Estadisticas de la DM en México.

Ezgig\ ENSANUT 2006

Tasa de mﬁ;t;lti::ig))or 100 mil 46.8 65.2
No. de causa de muerte 3 1
No. de causa de muerte (%) 1 1
No. de causa de muerte (&) 2 1

% de muertes ocurridas 10.7 13.8
Prevalencia (diagn6stico médico previo) 58 7

(%)

% diabéticos con diagnostico previo 77 n.d.

Prevalencia global (%) 7.5 14.42
Prevalencia en mujeres (%) 7.8 n.d.
Prevalencia en hombres (%) 7.2 n.d.

% de inicio temprano (%) 13.2 215
Nimero de casos (millones) 3.6 7.7

n.d.: no disponible. Datos obtenidos de (INEGI, 2002;0laiz, 2006;0laiz,
2000).



El panorama no es diferente para nuestro pais, donde ocupa el primer lugar en
namero de defunciones por afo. La tendencia de mortalidad es ascendente en
ambos sexos, con mas de 60 mil muertes y 400 mil casos nuevos anualmente. La
mortalidad por DM ha tenido un ritmo de crecimiento del 6% en los ultimos 7 afios
(Cordova, 2008). La Encuesta Nacional de Salud (ENSA) 2000 (Olaiz, 2000),
informo que la prevalencia nacional de DM para adultos mayores de 20 afios es de
7.5%. Por su parte, en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2006 (Olaiz, 2006) se reporto que dicha prevalencia aumenté a 14.42%. El nimero
de adultos jévenes diabéticos (20-40 afios de edad) también se ha incrementado,
siendo el 13.2% del total de pacientes en 2000 (Olaiz, 2000) y el 21.5% en el 2006
(Olaiz, 2006). De manera alarmante un porcentaje importante de estos pacientes
no se sabia diabético ya que fue diagnosticado durante la realizacion de las

encuestas (tabla 1.1).

La prevalencia es mayor: 1) en mujeres, 2) entre la poblacién con antecedentes
familiares de DM (padre, madre o ambos y hermanos, 3) entre la poblacién obesa,
4) entre grupos de edad mayores a 40 afios y 5) en la region norte del pais y el
area metropolitana de la Ciudad de México (Cérdova, 2008).

La mayoria de la poblacién diabética detectada a través de las encuestas presento
niveles altos de hemoglobina glucosilada (marcador de un pobre control
metabdlico), lo que refleja una cobertura de control de apenas un 20% en el pais.
Los costos directos totales de la atencion médica atribuibles a la DM van desde
2.5% hasta 15% de los presupuestos anuales, dependiendo del predominio local y

de la sofisticacion del tratamiento disponible.
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METABOLISMO EN EL EMBARAZO

Durante el embarazo, la madre adapta su metabolismo para asegurar el suministro
continuo de nutrientes al feto para asegurar su crecimiento de forma exponencial.
Entre los nutrientes que cruzan la placenta, la glucosa es cuantitativamente mas
importante, seguido de los aminoacidos. Aunque los lipidos atraviesan la placenta
en menor proporcion el metabolismo lipidico de la madre se encuentra acelerado
con la finalidad de cumplir con los requerimientos fetales y maternos. El
crecimiento y desarrollo del feto también depende de otros nutrientes esenciales
como son las vitaminas. El metabolismo de las vitaminas sufre también
modificaciones para asegura su disponibilidad en el feto a continuacién se
describen las adaptaciones maternas en el metabolismo de los carbohidratos,
lipidos y vitaminas que se requieren en un embarazo normal para posteriormente

describir las alteraciones en el embarazo complicado por diabetes.

METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS

La glucosa es la principal fuente de energia de la unidad fetoplacentaria. Durante
el primer trimestre del embarazo los niveles plasmaticos de glucosa, insulina y la
gluconeogénesis hepéatica no presentan cambios, mientras que al final del
embarazo la madre experimenta estados de hipoglicemia, principalmente
evidenciados durante el ayuno por lo que aumenta la gluconeogénesis de otros
sustratos. La utilizacion de diferentes sustratos para la obtencién de energia por
medio de la gluconeogénesis es variable, siendo principalmente a partir de glicerol
en vez del piruvato o alanina (vias mas frecuente fuera del embarazo). La
hipoglicemia materna, la gluconeogénesis y la resistencia a la insulina en los
tejidos maternos periféricos hacen que la transferencia de glucosa a la unidad
fetoplacentaria sea mayor que la de cualquier otro sustrato metabdlico. La
transferencia de glucosa hacia el feto es por medio de difusién facilitada, por
medio de gradientes de concentracion y por medio de transportadores de glucosa

llamados GLUT 1. El feto no sintetiza glucosa, pero la utiliza como su principal
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sustrato oxidativo. Normalmente la glicemia fetal es menor a la materna
favoreciendo una diferencia positiva de gradiente materno-fetal con lo que se
facilita la transferencia de glucosa hacia el feto.

METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS Y PROTEINAS

El aporte suficiente de proteinas es necesario para que el crecimiento fetal
alcance su potencial. El transporte de amino&cidos a través de la placenta se
lleva a cabo mediante transporte activo, y se caracteriza por tener un gradiente de
concentracion mayor en el compartimento fetal que en el materno caso contrario a
lo que sucede con la glucosa, es decir la aminoacidemia es mayor en el feto que
en la madre y conservan esta relaciéon durante todo el embarazo haciéndose
mayor de las 20 a las 40 semanas, etapa en la que el metabolismo materno
disminuye la utilizacion de proteinas para favorecer el paso de proteinas hacia el
feto esto se manifiesta como una disminucion en el nitrdgeno urinario y una
disminucién en la sintesis de urea. La retencion de nitrégeno para favorecer la
sintesis proteica fetal se asocia con una hipoamnoacidemia materna, siendo mas
evidente durante el ayuno. En mujeres no embarazadas, la infusiéon de insulina
provoca hipoaminoacidemia, en la mujer embarazada no se explica por resistencia
a la insulina sino por el aumento de utilizacion de aminoacidos a nivel placentario.
El transporte de aminoacidos a nivel placentario es en contra de un gradiente de
concentracion, requiere por esto transportadores dependientes de energia los
factores que alteran este aporte proteico a nivel placentario son multiples como
son alteracion el los sistemas transportadores, alteraciones en el tamafio de la

superficie placentaria, y alteraciones en la invasion trofoblastica.
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METABOLISMO DE LOS LIPIDOS

En el embarazo se dan cambios en el metabolismo de los lipidos, con la finalidad
de asegurar el paso hacia el feto de acidos grasos esenciales y acidos grasos
polinsaturados de cadena larga ya que estos son muy importantes para el
crecimiento fetal. La acumulacion de tejido graso se presenta en el primer y
segundo trimestre y representan el tejido materno de mayor aumento durante el
embarazo, esto se debe tanto a la hiperfagia asi como a al aumento de la sintesis
de lipidos dada por el incremento a la respuesta de la insulina en los tejidos
grasos. En el tercer trimestre la disminucion en los depdsitos de grasa se debe a
una disminucién en la actividad de la lipoproteinlipasa disminuyendo la hidrdlisis
con esto aumenta los triglicéridos circulantes y las lipoproteinas de muy baja
densidad otro mecanismo que disminuye los depdsitos de grasa en el tercer
trimestre es la lipolisis acelerada. Los triglicéridos son dirigidos hacia el higado
materno donde son con vertidos a acetil- CoA y glicerol 3 fosfato mismos siendo
estos importantes en las reacciones de beta oxidacion para la produccion de ATP,
por medio de la gluconeogénesis y formacion de cetonas, las cetonas atraviesan
facilmente la placenta y muestran concentraciones similares en el feto y en la
madre a diferencia del adulto el feto puede asimilar las cetonas como energético y
para la formacién de lipidos a nivel cerebral. El metabolismo de los lipidos durante
el embarazo se caracteriza por incremento materno de depoésitos de grasa a
manera de reserva energética, lipdlisis para la obtencion de energia este
mecanismo permite que la glucosa esté disponible para su transferencia al feto y
para el cerebro, los acidos grasos cumpliran funcion también como sustrato para

la estructura del sistema nervioso central.

Para poder entender la fisiopatologia de la DM, es necesario conocer la fisiologia
normal.

En individuos sanos, las concentraciones de glucosa plasméticas estan finamente
controladas por un sistema complejo cuyo regulador principal es la insulina.
Cualquier alteracion de este sistema puede resultar en hipoglucemia o

hiperglucemia. La insulina es una hormona sintetizada y secretada por las células
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B de los islotes pancreéticos, en respuesta al incremento en los niveles de
glucosa. Los efectos principales de la insulina son: 1) supresion de la liberacion de
acidos grasos, 2) inhibicion de la produccion enddégena de glucosa hepatica y 3)
incorporacion de glucosa circulante en musculo. Para lograr estos efectos, las
células de los 6rganos blancos tienen receptores de la insulina y a partir de ellos

se desencadenan las distintas respuestas fisioldgicas (figura 1.1).

Es por ello que para mantener la normoglucemia (70-125 mg/dl) es necesario
conservar un balance entre la secrecion de la insulina y la incorporacion de
glucosa. Cuando las concentraciones normales de insulina producen una
respuesta bioldgica disminuida, se dice que hay resistencia a la insulina y para
compensarlo, el organismo debe secretar mayores cantidades de insulina. Existen
diferentes condiciones bioldgicas en las que puede presentarse disfuncion de las

células B o resistencia a la insulina, una de ellas es la DM.

DIABETES
MELLITUS

célulap .

Péncr&

Insulina

Produccién
de glucosa Incorporacion

%
Higado\ %\ »

Acidos grasos Glucosa sanguinea

Lipdlisis

Grasa

Figura 1.1. Papel de la insulina en el
metabolismo. Modificada de (Stumvoll et al.,
2008).La célula B pancreatica juega un papel
central en la fisiopatologia de la DM ya que la
secrecion de insulina promueve distintos
efectos bioldgicos a nivel de diversos 6rganos
y tejidos.
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DEFINICION DE DM Y SU CLASIFICACION

La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia que resulta de defectos en la secrecién de insulina, su accion o
ambas ("Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus,” 2008). De acuerdo con
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, American Diabetes Association) hay
tres formas de diagnosticarla, todas deben ser confirmadas al dia subsecuente, a
menos que haya sintomas inequivocos de hiperglucemia. En dos de estas formas
de clasificacion, se utiliza la informacién arrojada durante una Curva de Tolerancia
Oral a la Glucosa (CTOG) en la que se administran 75 gr de glucosa disueltas en
375 ml de agua en ayuno y, se realizan determinaciones de glucosa en suero,
antes y 2 horas después de su administracion. La interpretacion se realiza

siguiendo puntos de corte ya establecidos (tabla 1.2).

Tabla 1.2. Criterios de diagndstico de la DM segun la ADA, 2007.
Normoglucemia

CTOG de 75 Glucosa ayuno <110 mg/dl
ar Glucosa 2 hrs <140 mg/dl

Intolerancia a los carbohidratos

Glucosa ayuno 110-125 mg/dI
CTOG de 75¢r

Glucosa 2 hrs 140-199 mg/dI
Diabetes Mellitus

Glucosa ayuno 2126 mg/dl
CTOG de 75¢r

Glucosa 2 hrs 2200 mg/dl

Glucosa sin
Casual
ayuno

=200 mg/dl + sintomas de DM

El diagnostico se realiza cuando el paciente cumple con cualquiera
de las condiciones de algun grupo.
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La DM puede clasificarse en cuatro tipos principales que se describen a

continuacion ("Standards of Medical Care in Diabetes," 2007).

DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DT1)

Es un desorden autoinmune en el cual el cuerpo ataca y destruye sus células 3
pancreaticas. Esto resulta en la produccion casi nula de insulina (causa directa de
la hiperglucemia), y los pacientes que la padecen, necesitan la administracion
exdgena de dicha hormona, de modo que también es llamada diabetes mellitus
insulinodependiente (figura 1.2). Ademas, estos pacientes son muy propensos a la
cetosis y presentan anticuerpos contra los islotes pancreaticos, caracteristica
utilizada para su diagnéstico (Porterfield, 2007). Generalmente, los pacientes
tienen sintomas agudos de la enfermedad y niveles muy elevados de glucosa
sanguinea, debido a lo cual son diagnosticados muy jovenes ("Standards of
Medical Care in Diabetes,"” 2007). El 90% de los casos de DT1 comienzan en la

infancia (entre 10-14 afos de edad).

Normoglucemia DT1
Produccion Glucosa Accion de
deinsulina lainsulina Glucosa
| D|$n;|nu¥§ Accién normal
aproduccion de lainsulina
Higado deinsulina i
P Insulina ﬂ L
3 Lo / K / -
N Mdusculo —. Niveles deinsulina
. esquelético Destrucciéon muy bajos (W, /
Célula B Tejido decélulas B )
adiposo
DT2 (inicio) DT2 (avanzada)
Glucosa Glucosa
A Disminuye . . . .
umenti la accién de D|Sm|nu>_/073 Dlsm!r)uye
la producciéon la insulina la producciéon laacciénde
de insulina (resistencia) de insulina la insulina
S . p 5 p
¢ Insulina ' 3 =
—_—— O A = Niveles de insulina 2 &y
Destruccion muy bajos

de células B
Célula B

Figura 1.2. Secrecion de lainsulina y resistencia a esta, en
condiciones de normoglucemia o cuando se padece algun tipo de
DM. Modificada de (Permutt et al., 2005).
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DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DT2)

Es la forma mas comun, en México representa el 97% de todos los casos
diagnosticados (Salud, 2008). Generalmente, se diagnostica hasta que aparecen
complicaciones, y aproximadamente un tercio de los afectados permanecen sin
diagnostico ("Standards of Medical Care in Diabetes,” 2007). La causa de la
hiperglucemia en este tipo de diabetes es mas compleja debido a que es resultado
tanto de defectos progresivos en la secrecion de la insulina como de la resistencia
a esta hormona. En un inicio, los pacientes continlan secretando insulina, incluso
suelen presentar hiperplasia de las células 3 e hiperinsulinemia, sin embargo, los
organos blancos no responden adecuadamente a la accion de hormona. Conforme
avanza la enfermedad, las células B van perdiendo poco a poco su funcién, o bien

la masa de las células 3 va disminuyendo (figura 1.2).

No es posible establecer una secuencia causal Unica puesto que la gravedad de
estas dos alteraciones (defecto secretorio y sensibilidad a la insulina) es variable
en cada paciente; no obstante, se pueden distinguir diferencias si se clasifica de
acuerdo a ciertos factores clinicos. Uno de los mas importantes es la edad a la
cual son diagnosticados, en funcidén a esta ya se han establecido puntos de corte
(Frayling et al., 2003). En lo que respecta a la poblacion mestiza mexicana, hay
estudios que contemplan diferentes intervalos de edad y, han demostrado las

siguientes diferencias:

1) DT2 de inicio temprano: se da en aquellos pacientes diagnosticados entre
los 20-39 afios de edad. Su principal caracteristica es la deficiencia severa
en la secrecion de insulina, y por tanto, requieren del tratamiento con
insulina mucho mas rapido. Se trata de una forma mucho mas agresiva de
la enfermedad, en la que los pacientes tienen mayor riesgo de sufrir
complicaciones crénicas (Aguilar-Salinas et al., 2001;Garcia-Garcia et al.,
2002).
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2) DT2 de inicio tardio: se da en aquellos pacientes diagnosticados a partir
de los 40 afios de edad. Su principal caracteristica es la resistencia a la
insulina. Presentan mayor indice de masa corporal (IMC) y perfiles lipidicos
adversos, incluyendo: niveles altos de triglicéridos, colesterol y de
lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoprotein). En
consecuencia, la proporcion de personas hipertensas es mucho mayor en

este grupo (Aguilar-Salinas et al., 2001;Garcia-Garcia et al., 2002).

Existe un estudio similar en poblacion estadounidense donde los resultados son
opuestos a los de poblacion mestiza mexicana; es decir, en ese estudio, los
pacientes diabéticos de inicio temprano (edad de diagndstico menor a 45 afios de
edad) presentan mayor IMC, mayor frecuencia de dislipidemias e hipertension,
aunque mantienen el riesgo elevado de sufrir mas complicaciones (Hillier et al.,
2001;2003). Esto podria reflejar la existencia de diferentes mecanismos de
desarrollo de la enfermedad entre diferentes poblaciones. Por otro lado, en la
poblacién mestiza mexicana, también se ha observado que los pacientes que
requieren acudir a un hospital para su control, son casos de mayor gravedad
donde son mas frecuentes las complicaciones. Estos sujetos son delgados y
necesitan administracion constante y temprana de insulina (al poco tiempo
después del diagnéstico) (Aguilar-Salinas et al., 2002). De acuerdo a lo anterior,

es posible definir grupos que poseen mayor riesgo a desarrollar DT2 (tabla 1.3).

DIABETES GESTACIONAL (DG)

Se define como una intolerancia a los carbohidratos de severidad variable, que se
presenta o se diagnostica por primera vez durante el embarazo (Buchanan et al.,
2007). Durante la gestacion, se producen cambios drasticos en el metabolismo
materno que son necesarios para asegurar las demandas de nutrientes del feto en
crecimiento, aun cuando la madre también mantenga su incorporacién (Torgersen

et al.,, 2006). Uno de los cambios es un aumento en la resistencia a la insulina
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(cuyo mayor pico se da al final del segundo trimestre), a lo que el organismo
compensa aumentando la secrecion; sin embargo, en las mujeres con DG este
mecanismo compensatorio no es suficiente y se presenta la hiperglucemia
(Buchanan et al., 2005; Vambergue et al., 2002).

La forma mundialmente aceptada para el diagnostico de la DG es mediante la
realizacion de una CTOG de 100 gr de 3 hrs en las semanas 24-28 de gestacion.
Se diagnostica DG, cuando hay dos o méas valores alterados de acuerdo a los
criterios establecidos por Carpenter y Coustan, 1982 (tabla 1.4). La curva deberia
realizarse a todas las mujeres embarazadas, sin embargo, dado su alto costo, se
reemplaza por una prueba de escrutinio o tamiz de 50 gr realizado entre las
semanas 13-28 de gestacion, lo que permite identificar a las mujeres con mayor
probabilidad de sufrir DG. De esta manera Unicamente a estas mujeres se les
realiza la CTOG de 100gr para verificar su estado metabdlico (Endocrinologia
Clinica, 2004).

Tabla 1.3. Similitudes entre laDT2 y la DG.

DT2 y DG DT2 DG
Aparicion Adultos Embarazo
Hiperglucemia
Sintomas S Glu_cqsu_na e
Poliuria, polidipsia, polifagia
Pérdida de peso inexplicable
Obesidad
Antecedentes familiares
Etnicidad Edad avanzada
Factores . . P
da it Intolerancia a la glucosa previa Productos macrosémicos
eriesgo ) . : - . Lo
Resistencia a la insulina previa Multiparidad

Sedentarismo, tabaquismo
Tamafio pequefio al nacer

Dieta
Tratamiento __Ejercicio
Hipoglucemiantes
Insulina
Retinopatias Macrosomia fetal
Neuropatias Complicaciones en parto
Complicaciones Nefropatias Hipoglucemia fetal
Microangiopatias Riesgo a DT2 fetal
Problemas visuales DT2 en la madre
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La DG puede desaparecer horas después del parto, sin embargo, un porcentaje
alto de las pacientes pueden desarrollar DT2 (17-63% en un periodo de 5-16 afios
después de resuelto el embarazo), principalmente si: 1) son obesas; 2) el
diagnéstico se estableci6 en etapas tempranas del embarazo y; 3) la
hiperglucemia fue muy elevada (Endocrinologia Clinica, 2004). Adicionalmente, la
recurrencia de DG es del 35 al 80% y estd influenciada por el IMC, la paridad,
caracteristicas del embarazo afectado (etapa de la gestacion en que se
diagnostico por primera vez, requerimientos de insulina y ganancia de peso), y el

intervalo de tiempo entre los embarazos (Ben-Haroush et al., 2004).

Tabla 1.4. Criterios de diagnéstico
de la DG, segun Carpenter y
Coustan, 1982.

Glucosa (mg/dL)

Ayuno 95
1h 180
2h 155
3h 140

La prevalencia de la DG también ha aumentado en los ultimos afios y varia entre
las diferentes poblaciones étnicas; por ejemplo, en asiaticas es de 5-10%, en
mexicoamericanas de 5-7%, en arabes de 5-7%, mientras que en europeas se
estima entre 2-4% (Shaat et al., 2007). Es importante mencionar que las
diferencias en los métodos de diagnostico impiden la comparacion de las
prevalencias entre poblaciones; ya que a diferencia de la DT2, aun no hay un
consenso mundial. Un estudio realizado por el Instituto Nacional de Perinatologia
Isidro de los Reyes (INPer) de la Ciudad de México reveld una prevalencia del

8.4% en la poblacion mestiza mexicana en 2005 (Ramirez, 2005).
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Si se le suma el hecho de que algunas mujeres pueden tener diabetes
preexistente no diagnosticada, las cifras de prevalencia son ain menos confiables
primordialmente en aquellas poblaciones con alto riesgo de DT2 de inicio
temprano, como lo es la poblacion mestiza mexicana. Todo esto ha hecho muy

complejo el estudio de la DG.

Podemos distinguir distintas caracteristicas comunes por las que se ha propuesto
que la DT2 y a la DG como entidades etiologicamente relacionadas, e incluso se
ha considerado a la DG como un estado prediabético: 1) ambos grupos presentan
resistencia a la insulina y disfuncion de la célula B pancreatica, 2) comparten
factores de riesgo y, 3) la prevalencia de la DG varia proporcionalmente con la de
DT2. Con respecto a su relaciéon con la DT1, algunas pacientes con DG presentan
anticuerpos contra la insulina y los islotes pancreaticos, sin embargo, son muy

poco frecuentes (<10%) (Ben-Haroush et al., 2004).

OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DM

Se desarrollan debido a otras causas, entre las que destacan: 1) defectos
genéticos en la funcion de la célula 3 o en la accion de la insulina por mutaciones
dominantes en diferentes genes, 2) enfermedades en el pancreas exocrino (como
la fibrosis quistica); o bien, 3) secundaria a la administracion de medicamentos u
otros quimicos (como aquellos utilizados en el tratamiento del SIDA) ("Standards
of Medical Care in Diabetes," 2007).
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GENETICA Y ESTRATEGIAS DE ESTUDIO

La DM es una enfermedad heterogénea y multifactorial, en la que participa un
factor genético que va desde mutaciones puntuales que por si mismas son
suficientes para desarrollar la enfermedad —en las formas monogénicas de la
enfermedad, como los casos MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), hasta
combinaciones de variantes alélicas en distintos loci —en las formas mas comunes
y poligénicas— que resultan en el fenotipo diabético en presencia de diversos
factores ambientales de diferente magnitud tales como el tipo de alimentacion, el
sedentarismo, la obesidad o la exposicion a agentes genotoxicos, etc. Es el factor
genético influenciado por el ambiente y el estilo de vida lo que determina la

susceptibilidad de un individuo a desarrollar diabetes (figura 1.3).

Entre la evidencia que apoya que la DT2 tiene un fuerte componente genético
destaca que: 1) la tasa de concordancia en gemelos monocigéticos idénticos (35-
58%) es mayor a de gemelos dicigo6ticos no idénticos (17-20%) pues éstos solo
comparten el 50% de sus genes; 2) los antecedentes familiares confieren 2.4
veces mas riesgo de desarrollar DT2 y aumenta cuando ambos padres la padecen
(Stumvoll et al., 2008). Esto demuestra también la existencia de factores
ambientales predisponentes; entre ellos podemos mencionar que el riesgo a
desarrollar DT2: 1) aumenta 20 veces en individuos obesos, 2) aumenta en
individuos que tuvieron bajo peso al nacer y que en la vida adulta llevan mala
nutricion (la malnutricion fetal puede provocar un pobre desarrollo de las células B

pancreaticas y resistencia a la insulina) (Permutt et al., 2005).
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Figura 1.3. Interaccion genes-
ambiente en el desarrollo de la DT2.

En 1962, Neel propuso la hipotesis del gen ahorrador. En esta plantea que ciertas
poblaciones (cazadores y recolectores) tienen rasgos genéticos que alguna vez
confirieron ventajas de sobrevivencia en tiempos antiguos porque mejoraban la
eficiencia metabdlica y el almacenamiento de calorias como grasa, pero que en la
actualidad, donde las provisiones de alimentos son abundantes y la actividad fisica

es minima, esos mismos rasgos se han vuelto perjudiciales.

En un esfuerzo por identificar aquellos genes o regiones genéticas que generen
susceptibilidad a la DT2, se han desarrollado dos estrategias principales (analisis
de ligamiento y analisis de asociacion) con sus respectivas variantes (figura 1.4).

Se distinguen tres de ellas:

1) Analisis de ligamiento: se realizan en nucleos familiares o pares de

hermanos afectados bajo la premisa de que compartiran regiones
gendmicas no al azar, el propésito es identificarlas. Tiene dos desventajas
importantes: 1) tienen poco poder estadistico para detectar efectos
modestos; 2) la resolucion del mapeo es muy baja, por lo que aun cuando
se ha identificado la region, detectar el gen funcional resulta complicado
(Freeman et al., 2006).
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2)

3)

Andlisis de genes candidatos: tiene como objetivo estudiar genes de los

cuales se tiene sospecha de su participacion en la enfermedad, ya sea
porque participan en vias metabdlicas relacionadas o bien, porque se tiene
evidencia en modelos animales. Es un tipo de estudio de asociacién y su
propésito es analizar la relacion entre la enfermedad y alelos particulares,
genotipos, o haplotipos de un marcador o conjunto de marcadores. Un
estudio de este tipo compara la frecuencia de un marcador entre individuos

afectados y no afectados (disefio caso-control).

El desarrollo de esta técnica se facilitd gracias al uso de los polimorfismos
de una sola base (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), ya que permiten
no sélo evaluar las regiones funcionales del gen, sino también aquéllas que
son intrénicas o intergénicas. Por otra parte, el desarrollo de proyectos
como el HapMap ayud6é a conocer cuales SNP serian redundantes de
estudiar, debido a que se heredan en blogue junto con un conjunto de SNP
(desequilibrio de ligamiento, LD). A partir de este momento, fue evidente la
importancia de usar miles de casos y controles, ademas de estudios de
replicacion, generalmente en diferentes poblaciones para tener suficiente

evidencia de la asociacion (Freeman et al., 2006; Perry et al., 2008).

Andlisis_de asociacién _del genoma completo ** (GWAS, Genome Wide

Association Studies): es otra variante de los estudios de asociacion en los
que en lugar de ser restringidos a una sola regién génica o gen, se tipifican
cientos de miles de marcadores polimérficos (de 100 mil a 500 mil)
espaciados a lo largo de todo el genoma en un mismo experimento. Al no
tenerse ninguna hipétesis de la participacion de los genes en la
enfermedad, permite detectar regiones inesperadas y ampliar asi el

entendimiento de los mecanismos fisiopatologicos implicados.

El desarrollo de nueva tecnologia permitid disefiar chips de DNA que
capturan una proporcion importante de la variaciébn genética en miles de

muestras. Hay dos plataformas comerciales principales de genotipificacion
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para analizar variabilidad en el genoma completo: 1) el panel Illumina,
disefiado con informacion de LD procedente del HapMap, lo cual permite
una cobertura completa del genomay, 2) los chips de Affymetrix, disefiados
sin considerar el LD (eleccion de los SNP al azar), por lo que no son
especificos para una poblacion y al ser redundantes ayudan a compensar
las fallas de genotipificacion. La desventaja de ambos es que no cubren los
SNP raros (frecuencia del alelo menor < 5%) o los que son particulares a
ciertas poblaciones humanas, ni variaciones estructurales como las

variantes de nimero de copias (CNV) (Perry et al., 2008).

GENES ASOCIADOS Y MECANISMOS DE ACCION

Los GWAS son los analisis que han tenido el mayor avance en poco tiempo, tan
s6lo en un afio entre 2007 a 2008 se realizaron mas de 10 GWAS en diferentes
poblaciones, la mayoria europeas (tabla 1.5). Los primeros estudios no sélo
permitieron identificar nuevas variantes alélicas, sino confirmar aquéllas que ya
habian sido identificadas mediante otras estrategias (p.ej. KCNJ11 rs5219,
TCF7L2 rs7903146). A excepcion de TCF7L2, la contribucion de los SNP que se
han identificado en el riesgo a la DT2 es baja, evidenciado por los valores de OR
(Odds Ratio) de entre 1.1-1.2, lo cual explica por qué es necesario analizar un
namero mucho mayor de muestras, o bien, realizar meta-andlisis para alcanzar

poderes estadisticos suficientes (figura 1.4)
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Figura 1.4. Estrategias de estudio de los genes relacionados con la DT2
(izquierda) vy, los genes identificados con ellas, el riesgo que confieren a la
enfermedad (OR) y su posible participacién bioldgica (derecha). Los valores
de OR proceden de meta-analisis estimados a partir de informacion en
poblaciones europeas (excepto KCNQ1, que incluye también informacién de
poblacién asiatica), los datos se reportan en (Prokopenko et al., 2008).

El rango de frecuencia del alelo de riesgo va del 10-90%, en parte como
consecuencia del uso de los arreglos de genotipificacion, que se han orientado a
detectar variantes comunes (presentes en la mayoria de las poblaciones
humanas), pero que tienen muy bajo poder para detectar asociaciones causadas
por variantes raras (exclusivas de una o pocas poblaciones) La frecuencia de las
variantes raras solo es alta en aquellas poblaciones donde se fij6 el alelo y donde
el riesgo que confieren es mucho mayor comparado con el resto. Ejemplos de
estas variantes son: G319 S de HNF1a en poblacion Oji-Cree y R230C de
ABCA1l en la poblacibn mestiza mexicana. La seleccién de los paneles de
genotipificacion también ha provocado que para la mayoria de los loci, la variante

causal no se conozca con certeza. Es probable entonces que las variantes
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causales o relacionadas al efecto de riesgo estén en LD con la variante

inicialmente identificada.

Los estudios de replicacion han mostrado que muchas de las variantes
inicialmente identificadas en poblacion europea, también ejercen efectos similares
en otras poblaciones, aun cuando presentan con frecuencias alélicas diferentes.
De este modo, cambia la facilidad para detectarlas y la magnitud de su efecto
poblacional (tabla 1.8). Esto mismo ha sucedido a la inversa; por ejemplo, el gen
KCNQ1 fue detectado de forma mas facil en la poblacion asiatica, puesto que las
frecuencias del alelo de riesgo son mucho mas altas (Unoki et al., 2008;Yasuda et
al., 2008). Es por esto que la realizacion de estudios en pacientes no europeos
serd util para identificar nuevos loci que dadas las diferencias en frecuencias
alélicas, estructura de haplotipos, fondo genético o exposicidbn ambiental, serian

dificiles de encontrar en poblaciones europeas.

Todos los esfuerzos para detectar a estos genes estan impulsados, en un
principio, por el hecho de encontrar asociaciones genotipo-fenotipo que ayuden a
dilucidar los mecanismos de la enfermedad y mas adelante, que estos
conocimientos puedan ser aplicados en la profilaxis y tratamiento. Sin embargo,
con las estrategias mas recientes sorprende que en varios de los genes
encontrados, no sea tan obvia su participacion en la enfermedad. Sélo de algunos
genes asociados a la DT2, la evidencia es clara respecto a su funcién y es posible
concluir cual es el polimorfismo responsable (p.ej. SLC30A8). En otros casos, mas
de un gen candidato esta en la region donde se encuentra la sefial de asociacién
(p.ej. HHEX/IDE). En los mas recientes, la relacion es mucho menos obvia e,

incluso, los efectos se traslapan con alguna otra enfermedad (p.ej. cancer).

Sin embargo, a la mayoria se les ha atribuido un papel importante en la disfuncion
de la célula B pancreatica debido a que las proteinas para las cuales codifican se
expresan dentro de la misma (figura 1.5). Son pocos a los que se les ha

relacionado con la resistencia a la insulina. Entre las razones que explican la
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ausencia de genes directamente asociados con la resistencia a la insulina
destacan las siguientes: 1) el disefio del estudio podria favorecer la deteccién de
variantes de riesgo asociadas a un defecto secretorio de insulina; 2) los rasgos
asociados a la resistencia a la insulina estan fuertemente influenciados por
covariables ambientales; 3) podria haber pocas variantes que afecten la
sensibilidad a la insulina; 4) las variantes podrian ser menos frecuentes en la
poblacion y 5) las variantes podrian tener efectos muy modestos. Todo esto

sugiere que aun hay muchos genes y mecanismos por identificar (Florez, 2008).
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Tabla 1.5. Resumen de GWAS realizados para la DT2.

Casos/
controle
Estudio S Origen Arreglo Fenotipo de casos
Wellcome Trust Case
Control Consortium 1924/ Affymetrix Con historia familiar de DT2, edad de
(Zeggini et al., 2007) 2938 Inglaterra 500K diagndstico <65 afios
Diabetes Genetics
Initiative 1464/ Finlandia, Affymetrix Con historia familiar de DT2,
(Saxena et al., 2007) 1467 Suecia 500K pacientes delgados
deCODE Genetics
(Steinthorsdottir et al., | 1399/
2007) 5275 Islandia lllumina 300K | Ningun tipo de enrigquecimiento
Finland-US Investigation
of NIDDM Genetics
(FUSION) 1161/
(Scott et al., 2007) 1174 Finlandia lllumina 300K | Con historia familiar de DT2
Diabetes Gene lllumina 300K
Discovery Group 694/ + Con historia familiar de DT2, edad de
(Sladek et al., 2007) 645 Francia lllumina 100K | diagndstico menor a 45 afios, IMC<30
Finlandia del Este,
Alemania,
DiaGen 500/ Inglaterra, Con historia familiar, edad de
(Salonen et al., 2007) 497 Ashkenazi lllumina 300K | diagnéstico <60 afios
Pima 300/ Affymetrix Con historia familiar de DT2, edad de
(Hanson et al., 2007) 334 Indios Pima 100K diagndstico <25 afios
Starr Country, Texas 281/ Mexico- Affymetrix
(Hayes et al., 2007) 280 Americanos 100K Controlado por admixture
BioBank 194/ Panel de
(Unoki et al., 2008) 1556 Japon disefio ~268K | Con retinopatia
Japanese multi-disease
collaborative ~ genome
scan 187/ Panel de
(Yasuda et al., 2008) 1504 Japon disefio 100K Ningun tipo de enriquecimiento
Old Order Amish
(Rampersaud et al., | 124/ Affymetrix
2007) 295 Amish 100K Con historia familiar de DT2
Framigham Health
Study 91/ Affymetrix
(Florez et al., 2007) 1087 Massachusetts 100K Ningun tipo de enriquecimiento
Affymetrix Con historia familiar de DT2, edad de
WTCCC, DGI, FUSION 4549/ Inglaterra, 500K diagnéstico <65 afios, pacientes
(Zeggini et al., 2008) 5579 Finlandia, Suecia lllumina 300K | delgados

Modificada de (Prokopenko et al., 2008).

Son pocos los estudios genéticos de DT2 en la poblacién mestiza mexicana. A la

fecha so6lo se han obtenido asociaciones positivas en los genes TCF7L2
rs12255372 (OR=1.78, IC 95%: 1.11-2.88, p=0.017) (Parra et al., 2007) y ABCA1
rs9282541 (OR=2.76 IC 95%: 1.87-3.92, p=9.4x10®) en diabéticos de inicio
temprano (Villarreal-Molina et al., 2008). La primera es la variante comun con

mayor efecto de riesgo reportada hasta el momento; mientras que la segunda es
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una variante rara (especifica de poblaciones amerindias), que también se ha
asociado con bajos niveles séricos de lipoproteinas de alta densidad (HDL, High
Density Lipoprotein) y obesidad (Villarreal-Molina et al., 2007). En cuanto a la DG,
los reportes son mas escasos aun. Solo hay tres reportes donde se replican en
poblaciones europeas y asiaticas, algunas de las variantes inicialmente asociadas
a la DT2 (Cho et al., 2009;Lauenborg et al., 2009;Shaat et al., 2005) y para

poblacion mestiza mexicana, alin no hay estudios genéticos de la DG.
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Figura 1.5. Localizacion de las proteinas codificadas por los genes
asociados a la DT2 en la célula B pancreatica. Modificada de (Florez, 2008).

En las tablas subsecuentes, se hace un resumen de algunos de los genes
asociados a la DT2, la informacion biolégica conocida para estos genes, la
evidencia fisioldgica de su participacion en la enfermedad, las magnitudes de sus

efectos en distintas poblaciones asi como su relacion con la DG (tablas 1.6-1.9).
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Tabla 1.6. Genes asociados ala DT2.

Gen Cr Tipo de molécula Funcién Expresion Relacién DT2
; ; Forma el poro que conduce los iones K*. Ante un aumento de ATP D|§fun0|on
Subunidad Kir6.2 S - R . . célula B,
KCNJ11 11p15.1 del canal de K* membranal citosdlico, el canal cierra provocando la despolarizacion de las células 8 Ubicua B
y finalmente, la liberacion de insulina (Riedel et al., 2005). insulina
SLC30A8 802411 Transportador de Zn** Permite la entrada de Zn** a las vesiculas donde se almacenara la Células B Disfuncién
s membranal insulina, formando hexameros con ésta (Lemaire et al., 2009). Adipocitos célula B
HHEX/ Factor de transcripcién Regula el desarrollo embrionario de higado, pancreas tiroides, linfocitos, Endodermo, higado y Disfuncién
IDE 10923.33 homeobox // Enzima entre otros (Hunter et al., 2007) // Metalopeptidasa dependiente de Zn** tiroides adultos // célula B
degradadora de insulina que degrada la insulina intracelular (Pivovarova et al., 2009a). Ubicua
CDKN2A/ Proteinas de union a cinasas Proteinas supresoras de tumores que inhiben a CDK4 y CDK®, cinasas . Disfuncién
9p21 dependientes . S . Ubicuas .
2B de ciclina promotoras de la proliferacion (Kim et al., 2006). célula B
Proteina regulatoria Se une a p35, una proteina que a su vez regula a CDKS5, cinasa : Disfuncién
CRlaLd ez de CDK5 implicada en la expresion de la insulina (Wei et al., 2005). Colilzs P célula B
Se une ala 5 UTR del RNAm de IGF2 (factor de crecimiento tipo Ti’ggfjr%mi?ﬁfsﬁfs; Disfuncion
IGF2BP2 3q27.2 Proteina regulatoria insulina 2) y desacopla su traduccion. IGF2 esta involucrado en el . R ' -
desarrollo postnatal (Chao et al., 2008;Christiansen et al., 2009) m,usculo, higado, célula p
N ' N ' pancreas adultos
ARHGEF11 1921 Factor'd_e |nterca_mb|0 de Interacciona con GTPasas pequefias y funciona como interruptor Ubiclio D|sfuncmn
nucleétido guanina Rho molecular (Ma et al., 2007). célula B
Represor transcripcional de Involucrado en la expresion de NR2C2, receptor nuclear que favorece el . .
JAZFL 7p15.1 NR2C2 crecimiento peri y postnatal (Frayling et al., 2008). Ubicuo Desconocida
CDC123 es necesaria para la entrada a fase S del ciclo celular; ante
. . deprivacion nutricional disminuye los niveles de elFy (Bieganowski et al., Bazo, timo, prostata,
CDC123/ FEE _reguladora dgl dde 2004;0nisto et al., 1998). // CAMK1D es una cinasa citosélica que testiculo, ovario, .
10p13 celular // Cinasa dependiente de ; o X . A A Desconocida
CAMK1D 2+ ; regula procesos de proliferacion celular, apoptosis y balance de energia; intestino, colon,
Ca“ -calmodulina : PR 7 ; .
sin embargo, sus sustratos fisiolégicos ain no se conocen (Colomer et leucocitos // Ubicua
al., 2007;Soderling, 1999).
Células escamosas,
musculo liso y
Glucoproteina de membrana // TSPANS se acopla con integrinas y regula sefiales de transduccion para estriado, endotelio
TSPANS/ P P el desarrollo, activacion, crecimiento y motilidad celular (Zoller, 2009) // vascular // Intestino, .
12q14.1 Receptor 5 acoplado a proteina . ! ) . . Desconocida
LGR5 G LGR5 es un marcador de células madre que se expresa en células en foliculos pilosos, ojo,
divisién activa (Haegebarth et al., 2009). cerebro, mamas,
6rganos reproductivos,
estdmago
Gene asociado al adenoma de Parece ser una proteina en la cual se unen otras involucradas con la
THADA 2p21 - ruta del receptor de muerte y apoptosis. Es un sitio blanco de rearreglos Ubicua Desconocida
tiroides - S >
observados en las neoplasias de tiroides (Drieschner et al., 2007).
Implicada en la ruptura de proteoglucanos para controlar el desarrollo y Tejidos fetales;
ADAMTS9 3p14.3 Metalopeptidasa la maduracion de los 6rganos, e inhibicion de la angiogénesis corazén y musculo Desconocida
(Boesgaard et al., 2009). esquelético adultos
1 Proteina de membrana de unién Participa en el desarrollo vascular, renal y hepético. Se expresa en
NOTCH2 12 a ligandos células del ducto embrionarias durante la organogénesis pancreatica Tejidos fetales Desconocida

(Rooman et al., 2006).
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Tabla 1.7. Evidencia biolégica de la participacién de los genes asociados ala DT2.

Evidencia del SNP en

Gen SNP Ubicacién Evidencia funcional del gen y/o SNP h
umanos
El alelo K aumenta la actividad del canal de K+ y en consecuencia disminuye la secrecién de la
Ex6n 1 insulina, lo que aumenta la disponibilidad de sustratos. No obstante, con el estilo de vida 1 IMC (Riedel et al., 2005), |
KCNJ11 rs5219 occidental, donde los niveles de &cidos grasos circulantes son elevados, representa una secrecion de insulina
E23K . . . . 2 h
desventaja. Estas moléculas se unen al canal aumentando mas la corriente del canal, disminuye (Villareal et al., 2009).
larespuesta a la glucosa y finalmente, genera hiperglucemia (Riedel et al., 2005;Wan et al., 2009).
El Zn2+ es esencial parala formacion de los cristales de insulina y hacer eficiente su 1 efecto en diabéticos no
Exén 10 empaquetamiento y almacén; pero no modifica el procesamiento de la hormona (Lemaire et al., obesos (Cauchi et al., 2008), |
SLC30A8 rs13266634 R325W 2009). La disminucién en su expresién en condiciones de hiperglucemia o bajo dietas altas en secrecion de lainsulina de
grasa, da como resultado una disminucién en la secrecion de lainsulina porque el contenido de primera fase (Boesgaard et
insulina intracelular es insuficiente (Fu et al., 2009;Lemaire et al., 2009). al., 2008).
rs1111875 Intergénico La ausencia de HHEX detiene el desarrollo del higado y pancreas y es letal, en modelos murinos. P
. <z Y g . 1 efecto en diabéticos obesos
Ademas, regula la expresion de otros factores de trascripcion ya implicados en la DT2 (HNF18, . )
) : . (Horikoshi et al., 2007), |
HHEX/ HNF4a) (Hunter et al., 2007) / IDE degrada a la insulina una vez que ha producido su efecto. Tanto secrecion de insulina (Staiger
IDE rs7923837 Intergénico el ATP como los acidos grasos libres interaccionan con IDE y la inhiben; de modo que en et al., 2007), | peso al nace?
condiciones de hiperglucemia, disminuye su actividad y puede producirse hiperinsulinemia iy P
; (Freathy et al., 2009).
(Pivovarova et al., 2009a).
CDKN2ay 2b se unen alas CDK4 y 6, responsables del paso de G1 a S del ciclo celular, y las
inhiben. Cuando envejecemos, aumentan sus niveles de expresion, lo cual detiene la | secrecién de insulina
CDKN2A/2B  rs10811661 Intergénico regeneracion celular. Se ha visto deletado en adenocarcinomas pancreaticos (Kim et al., 2006). (Horikoshi et al., 2007)
En la célula B, la activacion de CDKN2a produce reduccion en la masa B pancreatica y en la N ’
secrecion de insulina (Dhawan et al., 2009).
z Cdkall podria ser el inhibidor del complejo CDK5/p35, al unirse a este Ultimo (Steinthorsdottir et > . .
SR e Intron S al., 2007). Esto evita que el factor de transcripcion Pdx-1 salga del nicleo, se una al promotor del ! S de !nsu:!na, !
CDKAL1 de lainsuli ting ion, baj diciones de hiperglucemia (Ubeda et al CONVETSIon proinsuiina-
gen de lainsulinay continte su expresion, bajo condiciones de hiperglucemia (Ubeda et al., insulina (Kirchhoff et al
rs10484634 Intrén 2 2006). Ademas, aumenta el influjo de Ca2+ a las células B y con ello, la secrecion de la insulina 2008) N
(Wei et al., 2005). :
IGE2BP2 rs4402960 Intrén 2 El SNP podria tener una interaccion con la malnutricion fetal para afectar el metabolismo de | secrecién de insulina
rs1470579 Intrén 2 glucosa en el adulto (van Hoek et al., 2009). (Horikoshi et al., 2007).
| incorporacion de
ARHGEF11  rs945508 Exo6n 39 Ar_hgefl_l participa en laregulacién de la via de sefializacion de la insulina, pero no hay suficiente qucosa(Ma_et al., 2007), |
R1467H evidencia reportada. almacenamiento de
glucosa(Ma et al., 2007).
Los ratones carentes de NR2C2 sufren de hipoglucemia neonatal y postnatal (Frayling et al., | IMC, | resistencia a insulina
JAZF1 15864745 Intrén 1 2008). NR2C2 puede inducir la expresion de ApoE en células HepG2, por lo que podria estar (Grarup et al., 2008), |
implicado en la aterosclerosis (Kim et al., 2003) y funciona como un sensor de acidos grasos para secrecion de insulina (Grarup
modular la formacién de células (Xie et al., 2009). et al., 2008).
CcDC123/ | secrecion de insulina, |
rs12779790 Intergénico No se hareportado unarelacion directa. respuesta a lainsulina
CAMK1D
(Grarup et al., 2008).
. - - | secrecion de insulina, |
TSPANS/ rs7961581 Intergénico TSPANS8 se sobreex'plresg en carcinoma hepatico y pancreatico (Zoller, 2009). Para LGR5 no se ha respuesta a la insulina
LGR5 reportado una relacion directa.
(Grarup et al., 2008).
Exén 24 8 A | respuesta B pancreatica
THADA rs7578597 T1187A No se hareportado una relacién directa. (Simonis-Bik et al.).
- S | sensibilidad a la insulina
ADAMTS9 rs4607103 Intergénico  No se hareportado unarelacion directa. (Boesgaard et al., 2009).
NOTCH2 1510923931 Intrén 5 NOTCH2 se puede reactiva en el adulto, lo cual esta involucrado con la regeneracion del tejido No hay evidencia.

pancreatico, hepatico y muscular. También puede causar metaplasias (Rooman et al., 2006).
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Tabla 1.8. Magnitud del efecto de los genes asociados ala DT2 en diferentes poblaciones.

Gen SNP Poblacién Alelo Alelo f.aIeIo OR (1C95%) p Referencia
menor riesgo  riesgo

L J— Eur(’)pea T T 0.47 1.14 (1.10-1.19)  6.7x10™ (Sa?<ena et al., 2007)
Asiatica C (o 0.37  1.03(0.89-1.20) 0.68 (Horikoshi et al., 2007)
Europea T C 0.65 1.12 (1.07-1.16) 5.3x10® (Saxena et al., 2007)
SLC30A8 1513266634, diatica c c 043  1.19(1.03-1.37) 0.016 (Horikoshi et al., 2007)
1111875 Europea T c 0.53  1.13(1.08-1.17)  5.7x10™ (Sa.xena et al., 2007)
HHEXDE Asiética C C 0.26  1.30(1.11-1.52) 0.00136 (Horikoshi et al., 2007)
($7923837 Europea A G 0.62 1.22 (1.01-1.43) 3.4x1(1' (Saxena et al., 2007)
Asiética G G 0.19  1.40(1.17-1.68) 2x10° (Horikoshi et al., 2007)
Europea C T 0.83 1.20 (1.14-1.25)  7.8x10™® (Saxena et al., 2007)
CDKN2A/2B  rs10811661 istica c T 043  122(1.05-1.41) 00076  (Horikoshi et al., 2007)
S Eur('Jp.)ea C C 0.31 1.12 (1.08-1.16) 4'1)(10-.1: (Saxena et al., 2007)
CEAL Asua_tuca C C 0.36  1.29 (1.17-1.43) 1.0x10 (Ng et al., 2008)
rs10484634 Mexico- c T 0.95 2.83 (n.d.) 0.004 (Hayes et al., 2007)
americana
14402960 Europea T T 0.30 1.14 (1.11-1.18)  8.9x10™® (Sa-xena et al., 2007)
IGF2BP2 Asiatica T T 0.31 1.05 (0.90-1.23) 0.55 , (Horikoshi et al., 2007)
11470579 Europea c c 0.30  1.17(1.11-1.23)  1.13x10 (Saxena et al., 2007)
Asiatica C C 0.35 1.12 (0.96-1.30) 0.16 (Horikoshi et al., 2007)
Alemana © C 0.46 1.43 (1.12-1.87) 0.004 (Bottcher et al., 2008)
ARHGEF11 rs945508 Amish T C 0.53  0.66 (0.44-0.98) 0.04 (Fu et al., 2007)
Pima T T 0.10  3.39(1.29-8.93) 0.01 (Ma et al., 2007)
Europea C T 0.50 1.10 (1.07-1.13) 5x10™ (Zeggini et al., 2008)
JAZFL s864745 Asiatica c T 079  1.15(1.03-1.27)  0.0098 (Omori et al., 2009)
CDC123/ 1s12779790 Europea G G 0.18 1.11 (1.07-1.14) 1.2x10™° (Zeggini et al., 2008)
CAMK1D Asiética G G 0.15  1.11(0.99-1.26) 0.0729 (Omori et al., 2009)
TSPANS/ 1S7961581 Europea C C 0.27 1.09 (1.06-1.12) 1.1x107 (Zeggini et al., 2008)
LGR5 Asiatica c C 0.21  1.099 (0.99-1.22) 0.0730 (Omori et al., 2009)
THADA rs7578597 Europea © T 0.90 1.15 (1.10-1.20) 1.1x10° (Zeggini et al., 2008)
ADAMTS9 rs4607103 Europea T C 0.76 1.09 (1.06-1.12) 1.2x10® (Zeggini et al., 2008)
NOTCH2 rs10923931 Europea T T 0.11 1.13 (1.08-1.17) 4.1x10°® (Zeggini et al., 2008)

n.d., no disponible

Tabla 1.9. Magnitud del efecto de los genes inicialmente asociados ala DT2, en mujeres con DG.

- Alel Alel f alel .
Gen SNP Poblacién el elo aielo OR (IC95%) p Referencia
menor riesgo riesgo

Europea T T 0.36 1.20 (0.99-1.45) 0.070 (Lauenborg et al., 2009)
KCNJ11 s5219 Asiatica T T 038  1.12(0.97-1.30)  0.130 (Cho et al., 2009)
Europea T C 0.17 1.19 (0.97-1.44 0.092 (Lauenborg et al., 2009)
LC30A 13266634
SLC30A8  rs1326663 Asiatica T c 059  1.24(1.07-1.43)  0.005 (Cho et al., 2009)
1s1111875 Europea T C 0.59 1.18 (0.98-1.43) 0.082 (Lauenborg et al., 2009)
HHEX/IDE Asidtica c c 031  1.27(1.09-1.49)  0.003 (Cho et al., 2009)
1s7923837  Asidtica G G 021  1.26(1.06-1.50)  0.011 (Cho et al., 2009)
Europea C T 0.83 1.13 (0.88-1.46) 0.340 (Lauenborg et al., 2009)
DKN2A/2B 10811661
c / rs10811661 \siatica c T 051  1.49(1.290-1.72)  1.1x107 (Cho et al., 2009)
CDKAL1 rs7754840  Asidtica c c 046  1.55(1.34-1.79)  4.2x10° (Cho et al., 2009)
Europea T T 0.30 1.16 (0.95-1.41) 0.130 (Lauenborg et al., 2009)
IGF2BP2 14402960\ Giatica T T 030  1.18(1.01-1.38)  0.034 (Cho et al., 2009)




JUSTIFICACION

Nuestro grupo de investigacion cuenta con amplia experiencia en el disefio y la
realizacion de estudios de ligamiento genético, asociacién caso-control y mas
recientemente de asociacion genomica (GWAS) y biologia de sistemas para la
identificacion de genes y variantes de riesgo a enfermedades metabdlicas
complejas. Ademas participamos también con el grupo del Dr. David Riech en la
generacion de un mapa de admixture para distintas poblaciones de Ameérica,
incluida la poblacion mexicana donde identificamos un conjunto de cerca de 1700
marcadores de etnicidad (AIMS) con cobertura completa del genoma, utiles para el
mapeo de genes de riesgo a enfermedades complejas como la DT2 o la DG (Price
et al, 2007). La poblacion mestiza mexicana mostré el mayor poder estadistico
con tamafos de muestra necesarios para detectar loci asociados a enfermedades
de n= 1,700 para alelos con un riesgo relativo (OR) de 1.2; n= 500 para alelos
con una OR= 1.4, n= 250 para alelos con una OR= 1.6 El avance en la deteccion
de los genes implicados en la DT2 han sido muy lentos y, aunque los reportes mas
recientes (GWAS) han arrojado mucha informacion, la mayoria se han enfocado
en el estudio de poblaciones con ancestria europea. Las plataformas de
genotipificacion han sido disefiadas con base en informacion genética caucasica,
de modo que solo permiten detectar las variantes que estan presentes en dichas
poblaciones. Las réplicas de estos estudios en otras, principalmente asiaticas, han
demostrado que aunque algunas variantes de riesgo son comunes entre
poblaciones, sus frecuencias alélicas y la magnitud del efecto, son diferentes. Aun
mas, con las mismas plataformas, se han podido identificar nuevas variantes de
riesgo que no fueron reportadas para las poblaciones en donde originalmente se
investigd. Pese a los esfuerzos, se ha calculado que s6lo una pequefia proporcion
(alrededor del 10%) de la variacion total en la predisposicion a la DT2 ha sido

descrita (Prokopenko et al., 2008).

La poblacién mestiza mexicana se originé hace 8.8+1.2 generaciones (Price et al.,
2007), a partir de la mezcla de ancestria europea, amerindia y africana (50%, 45%

y 5%, respectivamente), de modo que es importante saber cuales de las variantes
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alélicas que se han reportado en poblaciones europeas y que han replicado en
asidticas, son también de riesgo en la poblacion mestiza mexicana. Por otra parte,
la prevalencia de la DT2 en poblacién amerindia (46% en 1998) es mucho mayor
gue en poblacion mestiza mexicana (21.5% en 2006) y a su vez la prevalencia es
mayor que en la de poblacién espafiola (9.9% en 2003). Debido a lo anterior, este
estudio servird para reconocer la contribucion de las variantes comunes en el
riesgo a la DT2 vy si es necesario establecer estrategias alternas para identificar

variantes con mayor efecto o bien especificas de nuestra poblacion.

Ya se han reportado diferencias en las caracteristicas fisiopatoldgicas de los
pacientes diabéticos, pero a la fecha sélo se ha analizado la modulacion del efecto
de riesgo de las variantes de acuerdo a la presencia de obesidad y la
predisposicién de los pacientes que se diagnostican jévenes con respecto a los
que son diagnosticados mas tardiamente. Dichos resultados sugieren que las
variantes que afectan la capacidad secretoria de las células 3 confieren mayor
riesgo en los pacientes no obesos; por su parte, las que se relacionan con la
resistencia a la insulina modulan el riesgo en los sujetos obesos (Cauchi et al.,
2008). Otros estudios proponen que habra regiones de susceptibilidad especificas
en los diabéticos jévenes y que el componente genético podria ser menor en
aguéllos diagnosticados a mayor edad, o bien, que en su etiologia participa

fuertemente el ambiente (Frayling et al., 2003).

Por ello, estudiar diferentes subgrupos de pacientes diabéticos permitira identificar
si existen diferencias fisioldgicas y/o genéticas entre ellos. La arquitectura genética
de la DT2 podria ser diferente en individuos obesos, en aquellos que son
diagnosticados a temprana edad y que desarrollan complicaciones rapidamente,
asi como en los que no requieren un control y seguimiento médico tan estricto.
Sabemos que también hay diferencias poblacionales en las prevalencias no sélo
de la DT2, sino de obesidad y de distintas dislipidemias, de modo que las
interacciones genético-ambientales seran especificas de cada poblacién, por lo

que es fundamental hacer estos estudios en poblacion mestiza mexicana.
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Finalmente, la dificultad para distinguir entre mujeres con intolerancia a los
carbohidratos y DT2 no diagnosticada, ha hecho muy complejo el andlisis genético
de la DG, sobre todo en poblaciones con alta prevalencia de DT2 como lo es la
poblacién mestiza mexicana. Es por ello que nos interesa entender si para ambas
patologias existen regiones genéticas de susceptibilidad compartidas, asi como

valorar la pertinencia de buscar variantes especificas de la DG.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar distintos locus y genes de susceptibilidad para el desarrollo de la DG en

pacientes de la poblacion mestiza mexicana a través del mapeo por admixture

acoplado al andlisis de expresion de genes de tejidos potencialmente relevantes

en la fisiopatologia de la DG como placenta, tejido adiposo y musculo.

1.

Conocer la frecuencia y distribucion alélica de un conjunto de 1,649 AIMs
seleccionados previamente para el mapa de admixture en un grupo de

casos y controles para DG de la poblacion mestiza mexicana.

. Analizar la ancestria del grupo de casos y controles para identificar nuevas

regiones cromosomicas potencialmente asociadas a la DG en nuestra
poblacién (software ANCESTRYMAP).

Determinar la posible contribucion de los genes o loci identificados a los
distintos fenotipos relacionados (e.g. obesidad, niveles de lipidos,

hipertension arterial).

Estudiar en detalle la estructura de haplotipos para cada una de las

regiones que muestren evidencia de asociacion.

Correlacionar los datos generados a través del mapeo por admixture con

los datos de expresion génica global de placenta y tejido adiposo.
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HIPOTESIS

A través del MALD sera posible identificar regiones de susceptibilidad a la
diabetes gestacional en la poblacibn mestiza mexicana. La evaluacion de las
diferencias en la expresion génica global entre casos y controles en tejidos
fisiolégicamente relevantes para la enfermedad, asi como la correlacion de estos
cambios con los datos de variabilidad genomica orientara sobre los genes y las

rutas metabdlicas involucradas en la fisiopatologia.
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METODOS:

SUJETOS DE ESTUDIO

Se reunié una muestra de mujeres mestizas mexicanas no relacionados (donde
los probandos, padres y abuelos se reconocieron como mexicanos), y mayores de
18 afos de edad. Para cada sujeto, se elaboré una hoja de coleccién de datos, en
la cual se recabd informacién sociodemografica, datos antropométricos,
antecedentes clinicos personales y heredofamiliares. También se recolectaron
datos diagnaosticos y de los recién nacidos. Ademas, se les tom6 una muestra de
sangre después de ayuno de doce horas para la purificacion de DNA y la medicién
de rasgos bioquimicos.

La muestra esta integrada por mujeres embarazadas atendidas en el Hospital 20
de Noviembre (H20N) del ISSSTE, para todas se siguié el mismo protocolo de
diagndstico. Se les realiz6 una CTOG de 100 g y el diagnéstico se llevé a cabo
siguiendo los criterios de Carpenter y Coustan, 1982. Una vez concluido el
embarazo, las mujeres con DG recibieron una solicitud para que acudieran entre la
semana 6-8 del puerperio a la realizacion de una CTOG de 75 g para la
reclasificacion de la DM. De acuerdo a los resultados se clasificaron segun los
criterios de la ADA. Por otra parte, se excluyeron mujeres con otros padecimientos

gue modifican per se el metabolismo de carbohidratos.

Criterios de inclusién y exclusién para la muestra de DG.

Grupo Inclusién Exclusion

Diagnostico negativo a DG No mestizas mexicanas
Controles CTOG realizada en semanas de Edad <18 afios
gestacion 22-35 DT1, DT2

Hipotiroidismo

Diagnostico positivo a DG ) o
) Hipertiroidismo
Casos CTOG realizada en semanas de _
) Sindrome de  ovario
gestacion 16-30 o
poliquistico
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El DNA gendmico fue extraido de sangre total usando un kit comercial (Qiagen
Cat.51162). La genotipificacion fue realizada usando ensayos KASPar
(Kbiosciences Allele Specific PcR) de la compafiia KBiosciences (Hoddesdon,
UK). En la muestra de DG so6lo se genotipificaron 5 de los SNP que en las pruebas
iniciales mostraron asociacion a la DT2: rs5219 (KCNJ11); rs13266634
(SLC30A8); rs1111875 (HHEXI/IDE); rs10811661 (CDKN2A/2B) y; rs7578507
(THADA). Esto, con el fin de explorar la relevancia de continuar el analisis del

resto de las variantes.

MEDICIONES BIOQUIMICAS Y CALCULOS

Todas las determinaciones fueron realizadas en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del INCMNSZ, se utilizaron
procedimientos comerciales estandarizados (Boehringer, Mannheim). Glucosa;
colesterol total, HDL vy triglicéridos fueron medidos por métodos enzimaticos. La
insulina se determind por medio de radioinmunoensayo; mientras que los niveles

de LDL se calcularon usando la formula de Friedewald (1972).

El indice de masa corporal se calculdé siguiendo la férmula:

Se considero obesidad cuando el IMC=30 y, no

obesidad cuando el IMC<30.

También se calcularon los indices de evaluacion del modelo homeostatico (HOMA,
Homeostasis Model Assessment). Dichos indices son modelos mateméaticos que
permiten evaluar el grado de disfuncion de la célula B y de resistencia a la insulina
a partir de datos de glucosa e insulina en ayuno. Se disefiaron con informacion en
humanos, construyendo gréaficos de las concentraciones de glucosa e insulina en
ayuno que son esperadas para diferentes grados de disfuncién B y resistencia a la
insulina; de modo que uno puede estimar los indices a partir de datos de los

pacientes. De esta forma, se puede predecir: 1) HOMA B, porcentaje de funcion
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de la célula B, 2) HOMA S, porcentaje de sensibilidad a la insulina por parte de sus
organos blancos (reciproco del HOMA IR) y, 3) HOMA IR, resistencia a la insulina
(Matthews et al., 1985).

En este trabajo se utilizadé la aplicacion HomaCalculator v.2.2.2

(http://www.dtu.ox.ac.uk/homa) que incluye modificaciones a las aproximaciones

lineales, las cuales, toman en cuenta las variaciones en la resistencia a la glucosa
hepatica y periférica, el aumento en la curva de secrecion de la insulina para
concentraciones de glucosa plasmatica por arriba de 180 mg/dL, asi como la
contribucion de la proinsulina circulante. Ademas, el modelo fue recalibrado para
los valores de HOMA B y HOMA S, de modo que dieran exactamente 100% en

adultos jévenes normales. El valor normal de HOMA IR es de 1.

El area bajo la curva de los niveles de glucosa plasmética durante la CTOG
de 100 gr fue calculada utilizando el método del trapezoide:

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA2-1993, sobre la Atencion
de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio y del recién nacido
(Echeverria, 1993), se consider6: 1) PRETERMINO si el parto se dio entre la
semana 28-36; 2) prematuro si el parto se dio entre la semana 28-37 pero el
producto peso entre 1.0-2.5 kg y; 3) muerte neonatal si el parto se dio después de
la semana 21 pero el producto nacio sin vida. Adicionalmente, se evalu6 la edad
gestacional con el método del capurro, el cual considera datos somaéticos y

neuroldgicos del producto al momento del parto para su clasificacion.
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GENOTIPIFICACION

ElI DNA gendmico fue extraido de sangre total usando un kit comercial (Qiagen
Cat.51162). La genotipificacion fue realizada usando ensayos KASPAR
(KBiosciences, UK) diseflados para cada variante. Se utilizaron duplicados y
controles de calidad. En la muestra de DT2, se genotipificé un total de 16 SNP
correspondientes a 13 regiones geénicas distintas, reportados en los anlisis
GWAS recientes y que han resultado asociados a la DT2 en poblaciones europeas
y asidticas: rs5219 (KCNJ11); rs13266634 (SLC30A8); rs1111875 y rs7923837
(HHEX/IDE); rs10811661 (CDKNZ2A/2B); rs7754840 y rs10484634 (CDKALL);
rs4402960 y rs1470579 (IGF2BP2); rs945508 (ARHGEF11); rs864745 (JAZF1);
rs12779790 (CDC123/CAMK1D); rs7961581 (TSPANS8/LGR5); rs7578507
(THADA); rs4607103 (ADAMTSY); y rs10923931 (NOTCH2). Por su parte, en la
muestra de DG, se genotipificaron 5 SNP: rs5219 (KCNJ11); rs13266634
(SLC30A8); rs1111875 (HHEX/IDE); rs10811661 (CDKNZ2A/2B) y; rs7578507
(THADA).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los célculos se realizaron usando los paquetes estadisticos STATA/SE v9.0
(StataCorp LP, USA) y SPSS v15.0. Se hicieron comparaciones entre parejas de
grupos analizando entre medias, medianas o frecuencias, utilizando las pruebas
de t de Student (variables con distribucion normal), U de Mann-Whitney (variables
con distribucién no normal) 6, y? (variables categéricas), respectivamente. Para
comparar los genotipos entre grupos, se utilizaron las pruebas de y? o exacta de
Fisher. El equilibrio de Hardy-Weinberg y el desequilibrio de ligamiento entre SNP
se calcularon con el paquete estadistico R v2.7.1 (http://www.r-project.org).

Las asociaciones entre genotipos y enfermedad se probaron calculando la razén
de momios (OR), a partir del ajuste de un modelo de regresion logistica bajo
diferentes modelos genéticos: 1) aditivo, el efecto es dependiente del nimero de

alelos de riesgo; 2) dominante, una sola copia del alelo de riesgo es suficiente
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para dar el efecto y 3) recesivo, se necesitan dos copias del alelo de riesgo para
dar el efecto.

En cada modelo se incluyeron las variables confusoras identificadas en las
pruebas de comparacion: 1) edad y/o sexo y/o IMC, para la asociacion a DT2, 2)
edad y/o sexo y/o DT2, para la asociacion a obesidad y 3) edad y/o obesidad y/o
antecedentes familiares a DT2, para la asociacion a DG; cuando la p Wald>0.05.
Los modelos ajustados se usaron para calcular la probabilidad de un individuo a
desarrollar la enfermedad en presencia de distintos genotipos, suponiendo que
tuvieran 30 afios de edad e IMC de 25 kg/m?. El poder estadistico fue calculado

con el programa QUANTO v1.2 (http://hydra.usc.edu/GXE), utilizando como

parametros una prevalencia de 14.4% para DT2 (Olaiz, 2006), 8.4% para DG
(Ramirez, 2005), de 30% para obesidad (Olaiz, 2006) y 70% para obesidad mas

sobrepeso (Olaiz, 2006). Asimismo, se considerd un error a del 95%.

En la muestra de DT2, se analizd la asociacion del genotipo y las variables
continuas por medio del ajuste de modelos de regresion lineal incluyendo las
variables confusoras: edad y/o sexo y/o IMC y/o procedencia de los casos y/o
DT2, cuando la p [t]<0.05. Se utilizé el modelo genético al cual se asocioé el SNP
en los analisis de asociacion o segun el tamafio de muestra. En las pruebas que
incluyeran multiples comparaciones, se utilizé ANOVA de una via en aquéllas
variables con distribucién normal, asi como; la prueba de Kruskal-Wallis, usando la
prueba de U Mann-Whitney y el ajuste de Bonferroni como post hoc, en aquellas

gue no cumplieron con el supuesto de normalidad.

Ademas, se realizd un analisis de interaccién génica entre pares de las variantes
genotipificadas, utilizando dos métodos: 1) el programa MDR (Multifactor

Dimensionality Reduction) (http://www.multifactordimensionalityreduction.org/) y, 2)

modelos de regresion logistica. El programa MDR es una herramienta no
paramétrica y que no considera un modelo genético, de tal forma que es posible
detectar interacciones de alto orden; no obstante, no contempla la participacion de

otras covariables (p.ej.: ambientales). Es por esto, que se decidié6 usar ambos
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meétodos en la busqueda de interacciones genéticas en nuestra muestra. MDR
realiza permutaciones para minimizar los falsos positivos que resultarian de las
multiples comparaciones si se probaran todos los pares de SNP con modelos de
regresion logistica; y lo hace dividiendo el conjunto de datos tantas veces como se
pida y, probando los modelos en las diferentes combinaciones.

El mejor modelo es el que arroja los mismos resultados en la mayoria de las
combinaciones solicitado, a lo que se le llama consistencia. La exactitud de
prediccion de los modelos es un promedio de los valores de cada combinacion
(Moore et al., 2006). ElI programa se configur6 para hacer 10 divisiones y, se
escogieron los modelos con la mejor consistencia y exactitud para ser probados
con el método de regresion logistica. Para estos, se considerd la muestra total, se
usaron modelos aditivos y, se incluyeron las variables confusoras: edad y/o sexo
y/o IMC, cuando la p [t]<0.05.

Finalmente, considerando Unicamente las variantes alélicas que resultaron
asociadas a la DT2 en nuestra poblacidén, se analizé el efecto acumulativo de
estas sobre el riesgo a la enfermedad. Para cada individuo se sumé el nimero de
alelos de riesgo que portaban (0 si eran homocigotos para el alelo de no riesgo; 1
si eran heterocigotos; 2 si eran homocigotos para el alelo de riesgo), sélo fueron
considerados aquellos cuyos datos de genotipificacion para todos los SNP
incluidos estaban completos. Se realizaron histogramas para comparar la
distribucién de frecuencias entre nimero de alelos de riesgo en diferentes grupos
y, se hizo una curva ROC para establecer un punto de corte a considerar para
calcular el numero de alelos en que el riesgo a DT2 aumenta significativamente.
Utilizando dicho punto de corte, se ajustaron modelos de regresion logistica para
calcular el riesgo a DT2 al poseer ese numero de alelos de riesgo o mas y, se
corrigieron por edad y/o sexo y/o IMC, cuando la p Wald<0.05. Dado que en la
muestra de DG se analizaron sélo 5 SNP, Unicamente fue posible realizar los

histogramas.

44



CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion Biomédica en
Humanos del INCMNSZ, con niumero de referencia 1212 y por el comité de ética
del CMN Nacional 20 de Noviembre con numero de control 473. Los individuos
incluidos firmaron una hoja de consentimiento informado antes de su inclusion al

estudio y la toma de muestra.
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RESULTADOS

La muestra total estuvo conformada por 356 mujeres, 113 controles y 243 casos.
De acuerdo a los criterios de severidad propuestos por Freinkel: el 82.2% fue de
tipo Al; el 16.5% fue de tipo A2 y el 1.3% fue de tipo B1. Sélo el 48% de los
casos, regresaron a realizarse la CTOG de 75 g postparto, de ellas: el 56.4%
permanecieron normoglucémicas; el 31.6% desarrollaron intolerancia a los
carbohidratos; mientras que el 12% desarrollaron DT2. En la tabla se observan las

caracteristicas de la muestra de DG entre casos y controles.

Caracteristicas generales de la muestra de DG.

ControlesDG Casos DG
n=113 n=243
30.4+7.3 349454 *
Edad (afios)
Obesidad (%) 12.5 30.8*
Presion sistélica (mmHg) 106.4+9.8 112.5+12.1 *
Presion diastélica (mmHg) 67.7+8.5 72.4+8.7 *
Factores Edad materna avanzada (>35 afios)
32.7 57.3*
maternos (%)
Paridad (>3 gestas) (%) 44.9 57.1*
Antecedentes de DT2 (%) 78.7 83.3
Antecedentes de DG (%) 0 7.3*
) 11.1*
DG previa (%) 0
» 27.9+3.8 23.9+4 *
Semana de gestacion
Glucosa ayuno (mg/dl) 80.2+6.8 94.6+12.5 *
Datos
) ) Glucosa a 60' (mg/dl) 128.1+25.5 195.3+27.2 *
diagnésticos
Glucosa a 120’ (mg/dl) 114.1+18.2 176.1+27.2 *
Glucosa a 180’ (mg/dl) 98.1+16.8 140.5+27.3 *
95.9+6.7 103.3+31.2 *
Glucosa en ayuno (mg/dl)
Datos
139.9+64 *
postparto Glucosa a 120’ (mg/dl) 108.9+15.7
38.1+2.2 37.1+2.1*
Semana de parto
Factores Peso (gr) 2901.3+521 2899.1+604.1
producto Talla (cm) 48.8+2.8 48.6+3.9
Capurro 38.6+1.8 37.5+2.4*
Pretérmino y MNT (%) 9.8 22.9*

Se muestra la media = DS. *p<0.05 con respecto al grupo control.
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La tasa de la genotipificacion fue del 92%. Se analizaron 5 SNP antes
considerados para una muestra de DT2. A excepcion de KCNJ11 (rs5219) y
SLC30A8 (rs13266634) en el grupo de casos (p=0.05, 0.015), el resto de las
variantes estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05). Solo se utilizaron
los datos de las mujeres de una muestra de DT2 para comparar sus frecuencias
alélicas con las de la muestra de DG, Unicamente se incluyeron a aquéllas

mujeres diabéticas cuya edad correspondia al intervalo de las pacientes con DG.

Para todas las variantes, las frecuencias del alelo de riesgo fueron mayores en los
casos de DT2 en comparacién con su grupo de controles, aunque debido a la
seleccion de los grupos mencionado arriba, no se alcanzé la significancia
estadistica. Sucedi6 lo contrario en la muestra de DG, en la que las frecuencias de
los alelos de riesgo de los controles fueron mayores que las de los casos e,
incluso, también lo fueron con respecto a las de los casos de DT2. Por su parte,
las frecuencias alélicas de los casos de DG fueron muy similares a las de los

casos de DT2.

Comparacion de las frecuencias alélicas de riesgo entre mujeres con DT2 y
DG.

DT2 @ DG
Alelo
Gen SNP _ Controles Casos Controles Casos
riesgo
J n=194 n=182 n=113 n=243
KCNJ11 rs5219 T 0.318 0.383 0.436 0.388
SLC30A8 rs13266634 C 0.723 0.757 0.766 0.753
0.354
HHEX/IDE  rs1111875 T 0.348 0.359 0.445 .
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.892 0.905 0.912 0.916
THADA rs7578597 T 0.958 0.980 0.972 0.963

*p<0.05 con respecto al grupo control.
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Se analiz6 la asociacion de los genotipos a la enfermedad tanto en la muestra total
de DG como en el grupo con antecedentes familiares de DT2, pero no en el grupo

sin antecedentes por tener un tamafo de muestra insuficiente.

En contraste con los resultados de DT2, encontramos que la variante del gen
KCNJ11 (rs5219) disminuye el riesgo a desarrollar DG en el grupo con
antecedentes familiares de DT2, bajo un modelo genético recesivo. Las mujeres
con DG tuvieron menor frecuencia del genotipo de riesgo que los controles
(p=0.022).

La frecuencia del alelo de riesgo del SNP rs7578597 (THADA) fue tan alta que no
se pudieron ajustar los modelos de regresion. Ninguna otra variante resulto
asociada; aunque la region HHEX/IDE (rs1111875) casi alcanzé la significancia
estadistica para un efecto de proteccion a DG, al igual que rs5219 (p=0.056).
Finalmente, se probo la asociacion de los SNP utilizando los datos de las mujeres
controles de la muestra de DT2. En estas condiciones, encontramos que la
variante del gen KCNJ11 (rs5219) confiere riesgo a desarrollar DG, bajo un
modelo genético recesivo. En contraste con lo observado anteriormente, las
mujeres con DG tuvieron mayor frecuencia del genotipo de riesgo que las mujeres
controles de DT2 (p=0.046).

Asociacion a DG en poblacién mestiza mexicana.

Controles de DG vy Controles de DG vy Controles DT2 y casos
Alelo casos de DG totales. casos de DG con AHDM de DG totales
Gen SNP .
riesgo OR (Ic OR (Ic OR (Ic
95%) P 95%) P 95%) P
0.50
0.43 (0.20- 1.91 (1.003-
KCNJ11 rs5219 T (0.24- 0.056 0.024 0.049
0.90) 3.64)
1.02)
1.03
0.61 (0.12- 2.19 (0.85-
SLC30A8 rs13266634 C (0.24- 0.968 0.550 0.106
3.14) 5.69)
4.40)
0.70
0.67 (0.45- 1.03 (0.77-
HHEX/IDE rs1111875 T (0.48- 0.062 0.056 0.847
1.01) 1.38)
1.02)
0.84
0.84 (0.067- 2.46 (0.45-
CDKN2A/2B rs10811661 T (0.62- 0.897 0.891 0.301
10.5) 13.6)
11.5)
THADA rs7578597 T n.a. n.a. n.a.

Los primeros dos andlisis fueron ajustados por edad, obesidad y antecedentes familiares de DT2 cuando p Wald <0.05. n.a., no aplicable. AHDM,
Antecedentes heredofamiliares de DM.
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CONCLUSIONES:

La realizacion de esta investigacion permitié derivar las siguientes conclusiones:

e La DT2 es una enfermedad tan heterogénea, que es posible identificar

subgrupos de pacientes distinguibles tanto por sus caracteristicas clinicas

(fenotipo) como por sus caracteristicas genéticas (genotipo).

e Las variantes alélicas comunes tienen un efecto relativamente modesto en la

susceptibilidad a desarrollar DT2 en la poblacion mestiza mexicana.

e Cuatro variantes alélicas que se han corroborado como participantes del

componente genético de la DT2 en poblaciones europeas y asiaticas se

asociaron en la poblacion mestiza mexicana en general: KCNJ11 (rs5219),

HHEX/IDE (rs1111875), CDKN2A/2B (rs10811661), ARHGEF11 (rs945508).

e El efecto de ARHGEF11 (rs945508) es mayor en los pacientes diabéticas no

obesas.

e Tres variantes alélicas confieren riesgo sélo en algunos subgrupos de DT2:

SLC30A8 (rs13266623) en pacientes diabéticos de inicio temprano, mientras
que IGF2BP2 (rs4402960) y CDC123/CAMKI1D (rs12779790) en pacientes

diabéticas captadas de poblacion abierta.

e Algunas de estas variantes alélicas ejercen efectos sobre rasgos propios de la

enfermedad y su magnitud estd modulada por el ambiente.

e Existen interacciones génicas entre pares de variantes que pueden modular el

efecto individual de cada una de las variantes de riesgo.

e La carga alélica es fundamental en la predisposicion de un individuo para

desarrollar la enfermedad, pero la magnitud con la cual influye no es la misma

en todos los subgrupos de DT2.

e La mayor proporcion de los pacientes diabéticos no obesos, los captados de

poblacion abierta y los de inicio tardio tienen mayor numero de variantes

alélicas de riesgo.
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e En poblacion mestiza mexicana, las variantes alélicas de riesgo para DT2
(KCNJ11, rs5219; SLC30A8, rs13266634; HHEX/IDE, rs1111875; CDKN2A/2B,
rs10811661) no son alelos de riesgo para la DG.

e Tener carga alélica para la DT2 no confiere riesgo a desarrollar DG, pero si

puede tener un efecto adicional adverso en el estado glucémico postparto.
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