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1. Abreviaturas

2-OG: 2-oxoglutarato
3-meT: 3-metiltimidina

ACT: agua corporal total
BIA: bioimpedancia eléctrica

cSNPs: polimorfismos de un solo nucleétido

en regiones codificantes (exones)

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DMG: diabetes mellitus gestacional
DNA: acido desoxirribonucleico

dNTPs: desoxinucledtidos

ECV: enfermedades cardiovasculares
EDTA: acido etilendiaminoacetico

FMD: Federacion Mexicana de Diabetes

FTO: Fat Mass and Obesity Associated

(asociado con la masa grasa y la obesidad)
GHO: Global Health Observatory

gSNPs: polimorfismos de un solo nucleétido

localizados en regiones intergenémicas
GWAS: estudios de asociacion genémica
HA: hipertension arterial

HDL-C: lipoproteinas de alta densidad
IMC: indice de masa corporal

iSNPs: polimorfismos de un solo nucleétido

localizados en regiones intronicas
Kg: kilogramos

LDL-C: lipoproteinas de baja densidad

LGA: grandes para la edad gestacional
MG: masa grasa

MGB: proteina de surco menor

MLG: masa libre de grasa

NHANES: Nacional Health and Nutrition

Examination Survey

OCDE: Organizacién para la Cooperacion y

el Desarrollo Econédmicos
OIM: Instituto de Medicina
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR-RT: reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real
PE: preeclampsia
RNA: acido ribonucleico

rSNPs: polimorfismos de un solo nucleétido

en regiones reguladoras

SM: sindrome metabdlico

SNPs: polimorfismos de un sélo nucleétido
TAC: tomografia axial computarizada
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa
TNG: tolerancia normal a la glucosa

UH: unidades Hounsfield

UTR: regiones no codificantes



2. Resumen

Antecedentes

En México ha incrementado la frecuencia de obesidad en mujeres en edad
reproductiva en un rango del 11 al 22% en los ultimos afios, aumentando
paralelamente el riesgo de complicaciones obstétricas como la diabetes mellitus
gestacional (DMG). La etiologia de este padecimiento es multifactorial y en ella
participan ademas de la obesidad, factores genéticos, por lo que es de interés
conocer la frecuencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) del gen FTO

(asociado con la masa grasa y la obesidad) en mujeres con DMG.
Objetivos

Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen FTO rs9939609 y
rs8050136 en mujeres con diabetes mellitus gestacional y embarazadas con
tolerancia normal a la glucosa (TNG).

Determinar la asociacion de los SNPs del gen FTO rs9939609 y rs8050136 con el
peso corporal antes, durante y después del embarazo.

Determinar la asociaciéon de los SNPs del gen FTO rs9939609 y rs8050136 con el

metabolismo de glucosa en el embarazo y posparto.

Método

Se llevdé a cabo un estudio auxiliar (secundario) en el que se incluyeron 160
mujeres embarazadas, 80 con TNG y 80 con DMG. Se les tomé muestra de
sangre venosa en el tercer trimestre de embarazo y a las seis semanas posparto,
y se realizaron ensayos de genotipificacion mediante reacciéon en cadena de la
polimerasa en tiempo real con tecnologia TagMan® para la determinacién de los
SNPs. El analisis estadistico se realizé mediante el equilibrio de Hardy-Weinberg y
la prueba de U de Mann-Whitney en el programa IBM SPSS Statistics version 21.



Resultados

La frecuencia del alelo de riesgo de los SNPs rs9939609 y rs8050136 fue similar
entre mujeres con TNG y DMG, ademas la frecuencia del alelo de riesgo (25% vy
20% respectivamente) fue menor a la de otras poblaciones Europeas

principalmente.

De manera alterna no se encontré asociacion de dichas variantes respecto a los
valores de peso corporal antes, durante y después del embarazo y con el
metabolismo de glucosa durante y después del embarazo, a diferencia de los

estudios realizados en la region europea.
Conclusién

Con base en la baja frecuencia del alelo de riesgo de los SNPs (rs9939609 y
rs8050136) del gen FTO mostrada en mujeres con DMG y embarazadas con TNG
se determind que no existe asociacidon con la elevacion del peso corporal antes,
durante y después del embarazo (riesgo para el desarrollo de DM2) ni con el

metabolismo de glucosa.

Se recomienda analizar un tamafio de muestra superior al de este estudio y
confrontar a la presencia del alelo de riesgo en dichos SNPs con las

caracteristicas antropométricas y bioquimicas presentadas.



3. Introduccion

Durante las ultimas décadas, en nuestro pais se ha observado un aumento en la
prevalencia de las enfermedades crénicas no transmisibles como hipertensién
arterial (HA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemias, enfermedad coronaria,
enfermedad vascular cerebral, osteoartritis y algunos tipos de cancer (mama,

esdfago, colon, endometrio y rifion)."2

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
estos padecimientos. Esta es una enfermedad de etiologia multifactorial de curso
cronico en la cual se involucran aspectos genéticos, ambientales y de estilo de
vida que conducen a un trastorno metabdlico. Es considerada un problema de
salud publica ya que su incidencia y prevalencia se han incrementado de manera

progresiva en los ultimos arios.3

En la actualidad, dentro de los paises miembros de la OCDE (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos), México ocupa el segundo lugar de
prevalencia de obesidad en la poblacién adulta y de manera particular la
prevalencia de obesidad en el embarazo se presenta en un rango del 11% al 22%.
La obesidad en el embarazo aumenta el riesgo de multiples complicaciones
maternas como preeclampsia y diabetes mellitus gestacional (DMG), e incrementa

el riesgo de malformaciones fetales.?

Desde el punto de vista genético, diversos estudios sobre polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs) del gen FTO (del inglés “asociado con la masa grasa y la
obesidad”) han mostrado una asociacion importante con la obesidad. La
asociacion entre las variantes rs9939609 y rs8050136 con la obesidad es una de

las mas fuertes entre genotipo y fenotipo identificada hasta la fecha.*

Aproximadamente una sexta parte de la poblacion que tiene ascendencia europea
es homocigota para el alelo de riesgo y se ha determinado que en ellas el riesgo
de obesidad es de 67% en comparacion con las personas heterocigotas en

quienes el riesgo de presentar obesidad es del 30%.°



4. Marco teérico

4.1. Definicion de obesidad

La obesidad es una enfermedad de curso crénico que tiene como origen una
cadena causal compleja, de etiologia multifactorial, donde interactuan factores
genéticos, sociales y ambientales, incluyendo estilo de vida, asi como
determinantes sociales y economicos. Se caracteriza por un aumento en los
depdsitos de grasa corporal y por ende ganancia de peso, causados por un
balance positivo de energia, que ocurre cuando la ingestion de energia de los
alimentos excede al gasto energético y, como consecuencia, el exceso se

almacena en forma de grasa en el organismo.®

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente declara que la obesidad
aumenta el riesgo de padecer enfermedades concomitantes como: diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipertension, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares
(ECV), gota, osteoartrosis, sindrome de apnea del suefio, higado graso y ciertos
tipos de cancer. Adicionalmente, la acumulacién excesiva de grasa a nivel
abdominal se asocia con resistencia a la accion de la insulina, intolerancia a la
glucosa y una alteracion en el perfil de lipidos (colesterol, HDL-C, LDL-C y
triglicéridos), lo que aumenta el riesgo de ECV y determina un aumento
significativo en la morbilidad y la mortalidad. Se ha estimado que la obesidad

reduce la esperanza de vida de 5-20 afios.” 8
4.2. Obesidad en el mundo

En el ano 1999 se publico la Declaracion de Milan en la que los paises
pertenecientes a la Unidon Europea asumieron que la obesidad constituia un
trastorno basico a partir del cual se desarrollan comorbilidades cardiacas,
reumatolégicas, digestivas, endocrinas, entre otras. En 2002, la OMS desarroll6 la
Estrategia Mundial sobre Régimen Alimentario, Actividad Fisica, y Salud, la cual
fue aprobada por los estados miembros en mayo de 2004, y a partir de ese

momento se etiquetd a la obesidad como “epidemia del siglo XXI”.°
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En el ano 2008, alrededor de 1,400 millones de adultos mayores de 20 afios
tenian sobrepeso y 500 millones tenian obesidad (200 millones de hombres y 300
millones de mujeres). Es decir, mas de 1 de cada 10 adultos eran obesos. Para el
2010 se estimé que mas de 40 millones de nifios menores de 5 afos tenian
sobrepeso, de los cuales 235 vivian en paises en desarrollo y cerca de 8 millones
en paises desarrollados. Para el 2012, la estimacion mundial de sobrepeso vy

obesidad fue de 1,200 millones de personas (Figura 1).1°

Figura 1. Infografia de las estimaciones en México y el mundo del sobrepeso, obesidad y diabetes
(Tomada y modificada de OMS, 2012; OCDE, 2012; FEDERACION MEXICANA DE DIABETES,
2013) http://www.revista.unam.mx/vol.16/num5/art34/).

En 2014, mas de 1900 millones de adultos tenian sobrepeso (39%) y mas de 600

millones eran obesos (13%).""

En el continente americano durante el 2012 la tasa mas alta de obesidad con base
en el indice de masa corporal (IMC), la ocupé Estados Unidos en hombres y
mujeres, seguido de nuestro pais (Figura 2). Asimismo, en Estados Unidos se ha
identificado que en la ultima década la obesidad ha incrementado 30% en

personas mayores de 20 afos.'?
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Figura 2. Porcentaje de la poblacion que padece sobrepeso y obesidad en diferentes paises segun
la OMS.

En la mayoria de los paises de América Latina y el Caribe el sobrepeso y la
obesidad afectan a mas de la mitad de la poblacion adulta. De acuerdo a la Figura
3, Chile, México y Bahamas son los paises con las prevalencias mas elevadas con
63, 64 y 69%, respectivamente. La proporcion de mujeres con obesidad supera la
de los hombres y en mas de 20 paises la diferencia es mayor de 10 puntos
porcentuales. En Antigua y Barbuda la obesidad afecta al 22,8% de los hombres y
al 38,7% de las mujeres, mientras que en Jamaica al 18,4% de los hombres y al

35,7% de las mujeres.3
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Figura 3. Prevalencia del sobrepeso y obesidad en poblaciéon adulta (mayores de 18 afios) en
paises de América Latina y El Caribe. 2014, en porcentaje. (Fuente: OMS (en linea). Global Health
Observatory (GHO) data.)

4.3. Obesidad en México

En México la obesidad es considerada un problema de salud publica, estudios
recientes demuestran que la incidencia y prevalencia del sobrepeso y la obesidad
han aumentado de manera progresiva durante los ultimos seis decenios y de
modo considerable en los Ultimos 20 afos.® En la actualidad, de los paises
miembros de la OCDE, México ocupa el segundo lugar en prevalencia de
obesidad en la poblacion adulta y el cuarto lugar respecto a la poblacion infantil;

asimismo, mas del 70% de la poblacién adulta tiene exceso de peso.?

De 2012 a 2016 la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad paso6 de
71.2% a 72.5% (IC 95% 70.8, 74.3) en adultos mayores de 20 afos; este aumento

de 1.3 puntos porcentuales no fue estadisticamente significativo (Figura 4).!
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Figura 4. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion de 20 o mas afios de edad en la
ENSANUT 2012 y ENSANUT 2016.

En 2016, por tipo de localidad y regién la prevalencia de sobrepeso fue 4.5 puntos
porcentuales mas alta en las zonas rurales, mientras que la prevalencia de
obesidad fue 5.8 puntos porcentuales mas alta en las zonas urbanas. Ademas, la
prevalencia de obesidad fue mayor en la regiéon norte que en el centro, Ciudad de

México y region sur (Figura 5)."
M Bajo peso Normal Sobrepeso M Obesidad

41.8

378 40.0
45 361 38.0
40 33.5 347
35 29.4
27.5 15.6
30 24.3 1 265
25 A 1 I
20
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> 13 0.8 0.9
0 e =T
Norte Centro Ciudad de México Sur Rural Urbana
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Figura 5. Comparaciéon de las categorias de IMC en adultos de 20 o mas afios de edad, de
acuerdo a la regién del pais y tipo de localidad (ENSANUT 2016).
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Al categorizar por sexo se observa que la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad es mayor en las mujeres (75.6%, IC 95% 73.5, 77.5) que en los hombres
(69.4%, IC 95% 65.9, 72.6); y que la prevalencia de obesidad es también mas alta
en el sexo femenino (38.6%, IC 95% 36.1, 41.2) que en el masculino (27.7%, IC
95% 23.7, 32.1) (Figura 4). Asimismo, la categoria de obesidad moérbida es 2.4

veces mas alta en mujeres que en hombres." 2
4.4. Obesidad en mujeres en edad reproductiva

En México las mujeres en edad reproductiva (entre 20 y 49 afos) tienen una
prevalencia de obesidad en un rango del 11 al 22% y se ha observado que mas
del 25% de quienes acuden a control prenatal tienen un peso mayor a 90 kg.3
Ademas, se ha identificado que las mujeres con exceso de peso antes del
embarazo tienen mayor probabilidad de ganar exceso de peso durante el
embarazo. A este respecto, de manera general se considera que durante la
gestacion es necesario el aumento de peso fisioldogico que consiste en
aproximadamente 8 kg de agua (aumento del volumen plasmatico y liquido
amniotico), 1 kg de proteina (masa magra materna, placentaria y fetal) mas

cantidades variables de tejido adiposo (1 -6 kg).™

El exceso de peso de la mujer antes y durante el embarazo tiene un impacto
negativo en la salud materna generando diversas complicaciones obstétricas
como: hipertensién gestacional, preeclampsia, diabetes mellitus gestacional
(DMG), varices, coledocolitiasis, embarazos prolongados, infecciones antes y
después del parto, complicaciones trombdéticas, anemia generada por el estado

inflamatorio, infecciones urinarias y desérdenes en la lactancia.?

Asimismo, la obesidad gestacional altera el metabolismo del producto haciéndolo
mas susceptible antes del nacimiento y aumentando el riesgo de desarrollar
complicaciones como: parto pretérmino, ruptura prematura de membranas, retardo
en el crecimiento intrauterino, peso mayor a 4500g al nacer, defectos del tubo
neural, anomalia cardiovascular, labio y paladar hendido, atresia anorectal,

craneosinostosis, gastrosquisis, hidrocefalia y microcefalia.3 13 1°
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También, aumenta el riesgo de que el recién nacido padezca sobrepeso u
obesidad durante la infancia y que persista en la adolescencia y la adultez.
Particularmente en las nifias, al llegar a la edad reproductiva y embarazarse, el
ciclo se repite debido a que la obesidad gestacional afecta al menos a las 2

siguientes generaciones (Figura 6).13

Figura 6. La obesidad gestacional predispone el riesgo de padecer obesidad durante la infancia en

neonatos. LGA (grandes para la edad gestacional), OW/OB: sobrepeso/obesidad.38
4.5. Métodos para evaluar la obesidad

Existen diversos métodos para determinar el grado de obesidad y el contenido de
grasa corporal como la medicion del espesor de pliegues cutaneos, la
bioimpedancia y la tomografia computarizada. Un indicador simple utilizado
frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos es el

indice de masa corporal (IMC) o indice de Quetelet.3

Bioimpedancia eléctrica (BIA)
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El estudio se basa en la estrecha relacion que hay entre las propiedades eléctricas
del cuerpo humano, la composicién corporal de los diferentes tejidos y del
contenido total de agua en el cuerpo. Como todos los métodos indirectos de
estimacion de la composicion corporal, la BIA depende de algunas premisas
relativas a las propiedades eléctricas del cuerpo, de su composicidén y estado de
maduracion, su nivel de hidratacion, la edad, el sexo, la raza y la condicion fisica.
La BIA es una técnica simple, rapida y no invasiva que permite la estimacién del
agua corporal total (ACT) y, por elevacion en las constantes de hidratacion de los
tejidos, se obtiene la masa libre de grasa (MLG) y por derivacion, la masa grasa
(MG), mediante la simple ecuacion basada en dos componentes (MLG kg = peso
total kg — MG kg)."®

Tomografia Axial Computarizada (TAC)

Mediante la reconstruccion de un plano tomografico por medio de detectores
trasmitidos a un computador puede determinarse la cantidad de diversos tejidos.
El tubo gira alrededor del paciente y los detectores situados en el lado opuesto,
recogen la radiacion que atraviesa al paciente. Los datos recogidos por los
detectores se envian a un ordenador que integra y reconstruye la informacién

obtenida y la presenta como una imagen morfolégica en el monitor de television.!”

Dicha informacién obtenida se expresa en unidades Hounsfield, que van desde —
1.000 a +1.0000. UH, realiza cortes de un grosor determinado, 1 a 20 mm en

direccion perpendicular a la posicion del paciente. 7
IMC

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) mide el sobrepeso y la obesidad a
partir del calculo del indice de Masa Corporal (IMC) el cual se obtiene dividiendo el
peso de una persona en kilogramos entre el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?) y la circunferencia de la cintura. El IMC constituye una medida poblacional
uatil y practica, pues la forma de calcularlo no varia en funcién del sexo ni de la
edad en la poblacién adulta. No obstante, debe considerarse como una guia

aproximativa, pues puede no corresponder al mismo grado en diferentes
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individuos. De aparente sencillez en el diagnéstico, el sobrepeso y la obesidad no
son en realidad una afeccion facil de determinar, ya que una persona puede tener
un peso elevado junto con una importante masa muscular, o bien tener un peso

normal junto a niveles de grasa superiores a los considerados como normales.?

La OMS ha propuesto la siguiente clasificacion para determinar el estado
nutricional de una persona con base en el valor del IMC (Tabla 1), el cual ha
demostrado una buena asociacion con el grado de adiposidad y con el riesgo de
enfermedades cronicas y tiene la ventaja de ser facil de calcular y de no requerir

un estandar de referencia: 3

Tabla 1. Indicador del estado nutricional respecto al IMC.

Categoria Valor de IMC (kg/m?)

Desnutricién <18.5
Peso normal 18.5-24.9
Sobrepeso 225

Obesidad grado | 30-34.9
Obesidad grado Il 35-39.9
Obesidad grado lli >40

El IMC ha sido propuesto como base para determinar el peso recomendable
durante la gestacion por parte del Instituto de Medicina de Estados Unidos (OIM),
el cual ha sefalado la importancia de determinar el estado nutricional con el que la
mujer inicia el embarazo y con base a este se establece el peso recomendable
durante la gestacién, sefialando que a mayor IMC al inicio del embarazo, la

ganancia de peso debe ser menor (Tabla 2)."8

Tabla 2. Recomendaciones de la ganancia de peso gestacional en mujeres en

edad reproductiva respecto al IMC, segun la OIM 2009.

18



IMC Rango del total Tasas de aumento de peso en el

(kg/m?)  del aumento de 2°y 3er trimestres (rango medio

peso (kg) en kg por semana)
Bajo peso <18.5 12.7-18.1 0.45 (0.45-0.59)
Peso normal 18.5-24.9 11.3-15.9 0.45 (0.36-0.45)
Sobrepeso 25-29.9 6.8-11.3 0.27 (0.23-0.32)
Obesidad (todos 230 5.0-9.1 0.23 (0.18-0.27)
los grados)

Estos calculos suponen un aumento de peso de 0.5-2.0 kg en el primer trimestre.

4.6. Factores genéticos de la obesidad
La genética de la obesidad tiene 3 formas de presentacion:

a) Monogénica
b) Sindromatica

c) Comun

Las dos primeras ocurren con una prevalencia <0.01%. La forma monogénica es
aquella en la que el fenotipo de obesidad se deriva de cambios mutagénicos en un
solo gen como el reportado para el gen de leptina y su receptor, la
carboxipeptidasa E, la proteina orexigénica Agouti, el receptor de melanocortina 4,

la pro-hormona convertasa 1y la pro-piomelanocortina.’

En cuanto a los desd6rdenes sindromaticos, existen aproximadamente 30
sindromes y al menos 20 de ellos son causados por anormalidades cromosomicas
tanto autosdmicas como ligadas al cromosoma X, muchos de ellos asociados a

retraso mental. 1920

Finalmente, la obesidad genética comun agrupa todos aquellos casos donde
existe un problema multifactorial que tiene como sustrato un desequilibrio entre el
consumo y el uso de la energia ingerida que puede deberse a factores

ambientales o genéticos ya que se ha observado que existe una asociacion
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familiar para la adiposidad. Se ha estimado que los valores de heredabilidad del

IMC se encuentran entre el 50 y el 70%. 2!

La obesidad comun y los fenotipos relacionados con ella tienen un componente
genético significativo y existe amplia evidencia de la influencia de multiples genes
en el desarrollo de esta enfermedad. A la fecha se han descrito mas de 430
marcadores genéticos o regiones cromosdmicas ligadas a rasgos relacionados

con la obesidad. 22 23

Entre los genes implicados en la etiologia de la obesidad se encuentran genes
metabdlicos, genes que codifican para péptidos que controlan las sefiales de
hambre y saciedad, genes reguladores del gasto energético y genes reguladores
del crecimiento y diferenciacion de los adipocitos. Por tanto, es muy probable que

no exista un solo tipo de obesidad sino varios genotipos con fenotipos similares. 2’

4.6.1. Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

Para comprender el papel de la genética en la obesidad se han analizado
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs por sus siglas en inglés “single
nucleotide polymorphism”) en estudios de asociacion de amplitud gendmica
(GWAS)."® Un polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia del

alelo alterado (alelo variante) en la poblacion es superior al 1%. %4

Los SNP’s son variantes del genoma que aparecen por mutaciones en algunos
individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta frecuencia en la
poblacién tras multiples generaciones (Figura 7). Se ha estimado que hay una
variante en cada 1.000 pares de bases de los 3.000 millones que configuran el
genoma humano. Los polimorfismos son la base de la evolucion y los que se
consolidan, bien pueden ser silentes o proporcionar ventajas a los individuos,

aunque también pueden contribuir a causar enfermedades. %°
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Figura 7. Esquema de SNP. La secuencia de nucleétidos es la misma en ambas hebras, el Unico
lugar alterado es donde se produce el SNP (http://www.viagenefertility.com/Available-PGD-

Technologies.php).

Un SNP se caracteriza porque diferentes individuos presentan un solo nucleétido
diferente en una posicion concreta del genoma que se denomina locus. A cada
posible variante se le denomina alelo. 2° Cada individuo es portador de 2 alelos,
uno en cada copia del cromosoma que se heredan del padre y madre de manera
independiente. Los individuos con los 2 alelos idénticos se denominan
homocigotos y los que tienen diferentes alelos, heterocigotos. El alelo mas
frecuente es el alelo principal o mejor conocido como “ancestral” o “silvestre” y el

alelo menos frecuente se conoce como “variante” o “mutante”.24

En la figura 8 se observa la clasificacion de los SNP’s funcionales, de acuerdo con

su importancia funcional y su localizacion: 26

e iSNPs, si estan localizados en regiones intronicas,
¢ CSNPs en regiones codificantes (exones),
e rSNPs, en regiones reguladoras, y

e gSNPs, localizados en regiones intergendmicas
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Figura 8. Clasificacion de los SNPs de acuerdo a su localizacion en el genoma (E: exones, I:

intrones, UTR: regiones no codificantes). 24

Los cSNPs pueden estar representados por: 2’

a) SNPs sinénimos (sSNP) o

b) No sindbnimos (nsSNPs)

Los SNP’s sinénimos (o silenciosos) no alteran la conformacion del gen; sin
embargo, pueden tener consecuencias funcionales por algun tipo de mecanismo

aun desconocido.?*

Los SNP’s no sinénimos provocan un cambio en un aminoacido afectando
directamente la funcion de la proteina. Muchos investigadores han centrado su

atencion en estudios de asociacion genética en este tipo de variaciones.?*

Asimismo, existen variaciones funcionales que pueden producir alguna
enfermedad o susceptibilidad a ésta sin alterar la conformacion del gen. Estas
variaciones pueden estar localizadas en la regién promotora del gen, influenciando
la actividad transcripcional del gen (modulando la uni6on de factores de
transcripcion), en intrones (modulando la estabilidad de la proteina), en sitios de
“splicing” (sitios donde ocurre la eliminacion de intrones y unién de exones) o en

regiones intragénicas (Figura 9). %4
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Figura 9. Clasificacion de los SNPs funcionales: a) cSNP sinénimos (el nucleétido no cambia
aminoacido) y no sinénimos (el nucleétido cambia aminoacido) que se encuentran en los exones;

b) en rSNP si afectan a la expresién génica, y c) los srSNP si afectan a la estructura y funcion de

los ARNm de genes que sintetizan proteinas. 26

4.6.1.1. Genotipificacion

El progreso en la identificacion de secuencias especificas de DNA en los seres
humanos se ha logrado con el uso de la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) desarrollada por Mullis y
Faloona en 1983 (Figura 10). Esta técnica hizo posible la obtenciéon de varias
copias de un fragmento de DNA y ha contribuido a la comprensiéon fundamental de

la etiologia de las enfermedades y a su aplicacion practica en el diagnéstico.?8

Figura 10. Kary B. Mullis, acreedor del Premio Nobel en 1993.2°
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Esta técnica es considerada la mas revolucionaria del ultimo cuarto del siglo XX,
ya que se consigue copiar millones de veces, en un par de horas, una secuencia
predeterminada de DNA, donde la secuencia de interés representa tan so6lo una

diezmillonésima parte.?°

Basicamente, la PCR simula en un tubo el proceso de sintesis de DNA que tiene
lugar en la naturaleza amplificando fragmentos de acidos nucleicos de forma
exponencial en horas, el proceso se lleva a cabo de forma ciclica en un

termociclador y cada uno de los ciclos consta de tres fases.*°

1. En la primera fase o fase de desnaturalizacion, tras la extraccion del DNA
de la muestra bioldgica, éste se calienta a 95-98° C durante 30-90
segundos, de tal modo que debido a la sensibilidad del DNA a temperaturas
elevadas se rompen los puentes de hidrogeno que mantienen unidas las
dos hebras del DNA y éstas se separan.

2. En la fase de acoplamiento los cebadores o iniciadores, que son moléculas
de DNA monocatenario previamente disefadas, se unen al lugar
complementario de la hebra del DNA diana desnaturalizado previamente.
Esta fase tiene lugar a una temperatura entre 45° y 65° C durante 30-90
segundos y precisa de los iniciadores porque todas las polimerasas
necesitan un fragmento de cadena doble de DNA que les indique dénde
comenzar a incorporar nucleoétidos.

3. Finalmente, una vez acoplados los cebadores al DNA diana, la DNA
polimerasa mediante su accion endonucleasa comienza a incorporar los
nucledtidos (dNTPs) presentes en la mezcla (incluyendo al i6n Mg?*) y
sintetizando asi una copia de cada una de las dos hebras del DNA diana.
Esta ultima fase del proceso tiene lugar a 70-75° C durante 30-180
segundos.

4. EIl proceso se repite n veces, de tal manera que en condiciones ideales se
obtendrian 2" copias de la region adyacente a la zona complementaria a los

cebadores.
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Una vez terminada la serie de ciclos es posible detectar e identificar el producto de

la reaccion por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida.3%: 3

Para mejorar la eficiencia de la PCR y verificar la calidad del producto de reaccion
pueden emplearse cortes con endonucleasas de restriccion, las cuales son
enzimas que escinden moléculas de DNA de doble hélice en sitios determinados

por medio del reconocimiento de secuencias especificas.

Es estos casos las enzimas de restriccion que se emplean, reconocen secuencias
cortas (4-8 pb) que por lo general son palindromos, y las cortan en una posicién
determinada de la secuencia, por ejemplo, la enzima de restriccion BSP119I, corta

el DNA en la siguiente secuencia: 32

5..TTYCGAA...3
3...AAGCATT...5

Otra utilidad de las enzimas de restriccion es para genotipificar los SNP’s con la
técnica de RFLP (restriction fragment length polymorphism) en la cual el DNA
genomico es tratado con las enzimas generando un patrén unico de restriccion

especifico.
PCR en tiempo real (RT-PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, también conocida como
Real Time PCR (RT-PCR) muestra la capacidad de monitorear el progreso de la
reaccion de PCR a medida que esta ocurre. Los datos son colectados a lo largo

del proceso de PCR y no al final.33

Este método revolucion6 la forma en que se usaba la técnica de PCR para
cuantificacion de DNA y RNA. El RT-PCR usa moléculas de un “reportero”
fluorescente para monitorear la amplificacion de productos durante cada ciclo de
reaccion. Esta técnica combina los pasos de amplificaciéon de DNA vy la deteccién
en un unico ensayo Yy evita tener que preparar geles de electroforesis para

detectar los productos amplificados.33
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Un analisis apropiado de los datos elimina la necesidad de realizar pruebas de
Southern Blot o secuenciacidon de DNA para identificacion de los amplicones. Su
simplicidad, especificidad y sensibilidad junto con su potencial como técnica en
aplicaciones futuras y la evolucién hacia nuevos conocimientos de la quimica,
ademas de la confiabilidad en la instrumentacion y protocolos mejorados, han
hecho del RT-PCT una tecnologia altamente competitiva para la deteccion de DNA
y RNA.33

Es indispensable la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacion de la
region del genoma de interés. Para llevar a cabo esta deteccién existen varios
meétodos casi todos basados en la utilizacion de otro fragmento de DNA (sonda)

complementario a una parte intermedia del DNA que se desea amplificar.3

Las sondas ademas pueden ser marcadas con diferentes fluordforos, lo cual
permite la deteccion simultanea de varios productos de amplificaciéon en una
misma reaccion de PCR (multiplexing), otro método de deteccion de amplificacion

es la denominada tecnologia TagMan®.
Durante la RT-PCR con sondas Tagman:

e Cada sonda TagMan® MGB hibrida especificamente con el nucleétido
especifico en su secuencia complementaria entre los sitios “sentido” y

“retroceso” de los cebadores.

Esta sonda se encuentra unida a una molécula fluorescente y otra molécula que
inhibe esta fluorescencia ("quencher o apagador"), de tal forma que sélo cuando la
sonda es desplazada de su sitio por accion de la DNA polimerasa, la molécula
fluorescente se libera de la accién del "quencher o apagador" y emite

fluorescencia al ser iluminada con un laser.3%

e La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo sera
proporcional a la cantidad de DNA que se esta amplificando e indica que los

alelos estan presentes en la muestra

26



Ventajas:

e Alta sensibilidad y especificidad.

¢ Permite cuantificar el producto exponencial de una amplificacion de DNA

e Puede generar amplicones pequefios (desde 60 pb).

e El proceso completo se realiza en el termociclador lo cual disminuye la

posibilidad de contaminacion y aumenta el rendimiento.
Desventajas:

e Se debe utilizar DNA como secuencia molde.

La principal limitacion de los marcadores es que, al unirse al total de acidos
nucleicos en la reaccion de la PCR, emiten una senal luminosa tanto para

productos especificos como para aquellos que no lo son (primer-dimers).3°

Ademas de la sonda, se requieren otros reactivos necesarios para la amplificacion

como: 37

a) Un templete de DNA, tal como DNA gendmico de doble hebra.

b) Dos secuencias especificas de oligonucledétidos (primers o iniciadores), de
aproximadamente 20 nucleétidos de longitud y complementarios a los
extremos 3°de cada hebra de la region de DNA que sera copiada.

c) Una enzima: DNA polimerasa termoestable que sintetice copias de DNA,
como Taq polimerasa.

d) Una mezcla de 4 desoxinucleotidos: dNTP's

e) Soluciones amortiguadoras (buffers) que contengan magnesio, el cual es

requerido por la Taq polimerasa.

Estos reactivos se colocan en un tubo pequeno con un volumen total de 10-50 uL,

que sera la mezcla de PCR. ¥’
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RT-PCR para deteccion de polimorfismos

Para llevar a cabo la detecciéon de cada SNP se emplean dos sondas TagMan®
complementarias a las variantes del SNP, las cuales contienen en su estructura un
fluorocromo especifico (VIC o FAM), y al unirse a la regién donde se encuentra la
base complementaria del SNP, por actividad exonucleasa de la Taq polimerasa, la
sonda se degrada y se emite la sefal fluorescente producida por la reaccion. De
tal manera que cuando el alelo 1 se une la sonda marcada con el fluorocromo
VIC®, el resultado sera homocigoto para el alelo 1 y si se une el alelo 2 a la sonda
marcada con FAM™ |a interpretacion sera: homocigoto para el alelo 2. En el caso
de que se encuentren ambos alelos en la regidn de interés, se unen ambas

sondas (heterocigoto) (Figura 11).

Figura 11. Ensayo de PCR en tiempo real mediante el uso de una sonda que emite fluorescencia

(ensayos TagMan®) al ser degradada por la DNA polimerasa durante la amplificacion. 38
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4.6.2.GenFTO

Los estudios de asociacion gendmica (GWAS) han identificado mas de 90 loci que
contienen variantes genéticas, muchas en regiones intronicas, asociadas con la
obesidad humana. Las variantes genéticas relacionadas con la obesidad se
encuentran en los genes de adiponectina, factores adrenérgicos, leptina y su
receptor, receptor de glucocorticoides, receptor del peroxisoma proliferativo
activado, proteinas desacoplantes mitocondriales transportadoras de protones y
en el gen FTO (Fat Mass and Obesity Associated). 19 39

La asociacion del gen FTO con la obesidad se identificd en 2007 y es el gen que
tiene la mayor asociacion con la obesidad, ya que explica del 40-80% de la
heredabilidad del IMC (Figura 12).40

Figura 12. Odds ratios de genes asociados con obesidad en estudios genémicos. 67

Este gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 16 banda12 sub-banda 2

(16912.2) y esta formado por nueve exones que abarcan mas de 400 kb. 40
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El gen codifica para una desmetilasa y se expresa en tejido adiposo, hipotalamo e
hipofisis*’43 y se ha demostrado que desempeiia un papel especifico en los
precursores de adipocitos influyendo en los procesos iniciales de la cascada de

diferenciacion.39
Funcién

Las proteinas del gen FTO pertenecen a la familia ADN/ARN metilasa dependiente
de FE?* y 2-oxoglutarato (2-OG), las cuales catalizan la desmetilacién de 3-
metiltimidina (3-meT) del DNA monosustratado, con produccion concomitante de
succinato, formaldehido y didxido de carbono. Se ha observado que dicho gen
tiene una mayor afinidad por el RNA que el DNA y una preferencia por la timina o
el uracilo, y que esta especificidad del sitio depende de su estructura cristalina 44,
lo que sugiere que FTO tiene un sustrato preferente para la desmetilacién de RNA

que sobre el DNA. 40.45

La metilacion es un fendmeno fisiologico importante en la regulacién de la
expresion de los genes en mamiferos, principalmente durante la embriogénesis, y
es de vital importancia para mantener el silenciamiento genético con el fin de
regular de manera adecuada, la expresion de los genes y asegurar un desarrollo

normal del ser humano.#®

En los estudios iniciales la eliminacién o reduccion de la actividad del gen FTO en
ratones dio como resultado una disminucion de la adiposidad y un gasto
energético elevado sin impacto en la ingesta de alimentos. Por otra parte, la
expresion del gen en ratones condujo a la ingesta de alimentos elevados y
adiposidad, sin ningun impacto en el gasto. Se describié que en estos animales el
gen FTO se expresaba ampliamente en el cerebro, incluyendo los nucleos

hipotalamicos vinculados a la regulacion de la ingesta de alimentos. 44

Posteriormente se describieron diversas variantes del gen FTO asociadas al IMC
las cuales se encuentran en el primer y mas grande intron del gen, una region
donde la secuencia estd muy conservada entre especies.?0 Estas variantes

parecen conferir un riesgo hacia la obesidad a través de una alteracién en la
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sensacion de saciedad, una mayor ingesta de energia y mayor almacenamiento
de lipidos. El hecho de que los SNPs del gen FTO, asociados a la obesidad se
encuentren en el primer intron del gen, ha llevado a la idea de que regulan los
efectos de la obesidad a través de la expresion de los genes proximales a dicho
gen en el mismo locus: RPGRIP1L, IRX3, e IRX5.46-49

Las variantes mas estudiadas han sido la rs8050136 y rs9939609 (Figura 13). En
las dos variantes el alelo de riesgo es la adenina (A), dicha base purica se
intercambia por citosina (C) en el rs8050136 y por timina (T) en el rs9939609. En
los individuos portadores del alelo A, se ha descrito que en los nucleos cerebrales
donde se expresa la proteina que codifica el gen FTO, existe una mayor
resistencia a la insulina, asi como la preferencia por ingestas hipercaldricas.*
Asimismo, dichas variantes se asocian fuertemente con cambios en el peso

corporal y adiposidad.?’

Figura 13. Organizacion gendmica del gen FTO y sus genes vecinos (Stratigopoulos et al., 2011).
40

La presencia del alelo de riesgo en individuos homocigotos de la variante
rs9939609, contribuye a aumentar el peso corporal 3 kg y el riesgo a desarrollar
obesidad es de 1.67 veces, mientras que los portadores heterocigotos muestran

un aumento de peso de 1.5 kg.%°
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En relacion al embarazo, un estudio prospectivo longitudinal realizado por Lawlor
DA et al, en el que se analiz6 a la variante rs9939609 en 10331 embarazadas de
la region del Reino Unido mostré asociacion del alelo de riesgo con el peso previo

al embarazo y la retencion de peso en el postparto.>®

Otro estudio de Gaillard R. evalu6 a la variante rs8050136 en 6959 embarazadas
de Rotterdam y Paises Bajos, y encontré asociacion del alelo de riesgo con el
sobrepeso (OR: 1.30 IC 95% 1.06-1.58) y obesidad materna (OR: 1.64, IC 95%
1.21-2.23).%

4.7. Diabetes Mellitus Gestacional

La DMG es una de las complicaciones obstétricas que ha mostrado un mayor
incremento en los ultimos afios en paralelo al incremento de la obesidad. El riesgo
de desarrollar este padecimiento aumenta exponencialmente con el aumento del
IMC. EIl riesgo en pacientes con sobrepeso es de 1.97 (IC 95% 1.77-2.19), en
mujeres obesas es de 3.01 (IC 95% 2.34-3.87) y en obesidad morbida es de 5.55
(IC 95% 4.27-7.21).3

La DMG se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio o
primer reconocimiento durante el 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. 52

La hiperglucemia ocasionada por la DMG es un factor de riesgo de complicaciones
para la madre y el feto. Las complicaciones maternas mas frecuentes son
hipertension arterial durante el embarazo, infeccion de vias urinarias vy
polihidramnios. % En el producto se incrementa el riesgo de muerte fetal

intrauterina en las Ultimas 4 a 8 semanas de gestacion.%*

La mayoria de las mujeres que cursaron con DMG tienen tolerancia normal a la
glucosa en el posparto, pero pueden presentar un mayor riesgo de desarrollar

DM2 pocos meses después del parto.>*
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Se ha identificado que el 10% de las pacientes presentaran DM2 poco después de
concluir la gestacion. Posterior a este lapso de tiempo, se ha sefialado que el
riesgo es de aproximadamente del 70% 52, en un rango de 5-10% por afio. % Sin
embargo, este riesgo se incrementa cuando hay retencion del peso adquirido en el

embarazo y/o se incrementa el peso después del embarazo (Figura 14).

Figura 14. La prevalencia de DM2 en mujeres con DMG previa ( A). Prevalencia de DM2 en

mujeres sin DMG, encuesta de 1998 ( 4). Prevalencia de DM2 en mujeres sin antecedente de

DMG encuestadas en 2001 ( M )55

Debido a que la DMG y la DM2 son mas frecuentes en mujeres obesas se ha
sugerido la participacion del tejido adiposo a través de la secrecidn de diversas
adipocinas como leptina, adiponectina y citocinas inflamatorias como TNF-a en la
etiologia de ambos padecimientos. Ademas, como estas alteraciones son mas
frecuentes en mujeres genéticamente predispuestas se ha sefialado un importante

componente genético para su desarrollo.52 %

4.71. Gen FTO y DMG

Respecto a la variante rs9939609 del gen FTO se han realizado diversos estudios

dentro de los cuales se encuentra el de Huopio H. et al, en el cual participaron 533
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mujeres con DMG y 407 embarazadas con TNG de Finlandia mostrando
asociacion con el desarrollo de DMG (OR: 1.28, IC 95% 1.06-1.54).57

Asimismo, Pagan A., en su estudio en la poblacién de Murcia (Espafia) que
incluyé a 25 embarazadas con TNG y 45 embarazadas con diagnéstico de DMG,
demostré que las madres portadoras del alelo de riesgo tienen 2 veces mas
probabilidad de desarrollar DMG (OR: 2.17, IC 95% 1.07-4.41).58

De igual manera, Lauenborg J. et al observaron asociacién del alelo A con el
desarrollo de DMG en un estudio que incluyé 283 mujeres danesas con DMG y
2446 con TNG, las frecuencias de dicho alelo fueron del 22.1% en el grupo con
DMG y de 17% en TNG (OR: 1.26, IC 95% 1.05-1.51).%°

En otro estudio, Fabrico SF analizé a 200 mujeres euro-brasilefias con DMG y 200
embarazadas con TNG, y observo que el alelo de riesgo no se asociaba al
desarrollo de DMG,; la frecuencia del alelo de riesgo en el grupo con DMG fue de
41% y en el grupo con TNG de 40%. Asimismo, evaluo a la variante rs8050136 y
observo que tampoco se asocido a DMG, la frecuencia del alelo de riesgo fue de

38% para el grupo con DMG y de 39% para el grupo con TNG.°

Adicionalmente, Cho YM reporté que al analizar la variante rs8050136 en 869
mujeres con DMG y 345 con TNG no demostré asociacion con DMG (OR: 1.12, IC
95% 0.90-1.40).5

Otro estudio que evalu6 a la variante rs8050136 en el postparto de DMG fue el
realizado por Ekelund M. quién estudié a 793 mujeres (75% europeas y 25% no
europeas) y encontré asociacion del alelo de riesgo con el riesgo a desarrollar
DM2 (OR: 1.56, IC 95% 1.06-2.29); sin embargo, al hacer el ajuste por el IMC la
variante no se asocio a DM2 (OR: 1.39, IC 95% 0.91-2.12).52

5. Planteamiento del problema

El rdpido aumento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad en nuestro pais

han generado de manera proporcional un aumento de DM2 y DMG. Esto ha
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obligado a la obtencion de conocimiento de los mecanismos moleculares vy

fisioloégicos que interactuan entre si para el desarrollo de DM2 y DMG.

La obesidad se considera una enfermedad sistémica, crénica y multifactorial, no
exclusiva de paises econdmicamente desarrollados, que involucra a todos los
grupos de edad, de distintas etnias, de todas las clases sociales. Es el resultado
de la interaccion entre la susceptibilidad genética y las caracteristicas del entorno
politico y social, ha alcanzado proporciones epidémicas, razén por la que la
Organizacion Mundial de la Salud denomina a la obesidad como la epidemia del
siglo XXI.2

Entre los genes implicados en la etiologia de la obesidad se encuentran genes
metabadlicos como el gen FTO cuyas variantes rs9939609 y rs8050136 se han

asociado a DM2, DMG y al aumento de IMC en distintas poblaciones.# 40. 50, 51, 57-59,
63, 64

Sin embargo, en nuestro pais no se ha evaluado la asociacion de las diferentes
variantes del gen FTO en DMG, la cual es un factor de riesgo para DM2, por cual

surge la siguiente pregunta:

¢ Existe asociacion entre las variantes rs9939609 y rs8050136 del gen FTO vy el
peso corporal antes, durante y después del embarazo en mujeres con DMG y

embarazadas con TNG?

6. Hipotesis
Los alelos de riesgo de las variantes rs9939609 y rs8050136 del gen FTO se
presentaran con mayor frecuencia en el grupo de DMG, manifestaran una

elevacion del peso corporal antes, durante y después del embarazo y un mayor

riesgo para el desarrollo de DM2.
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7. Objetivos

General

e Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen FTO rs9939609 y
rs8050136 en mujeres con DMG y embarazadas con tolerancia normal a la
glucosa.

Especificos

e Determinar la asociacion de los SNPs del gen FTO rs9939609 y rs8050136
con el peso corporal antes, durante y después del embarazo.

e Determinar la asociacion de los SNPs del gen FTO rs9939609 y rs8050136

con el metabolismo de glucosa en el embarazo y posparto.

8. Diseno experimental

a) Tipo de estudio: auxiliar.%*

b) Poblaciéon de estudio: 80 mujeres con DMG y 80 embarazadas con TNG
de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Gineco-Obstetricia
No. 3 La Raza, IMSS.

c) Criterios de inclusion: DMG diagnosticada mediante la prueba de

tolerancia oral a la glucosa de 2 h con 75 g de glucosa, los valores de corte de

> 5,2 mmol / L en ayunas,> 10,0 mmol /L al 1-h, y > 7,8 mmol / L en 2 h entre
las semanas 24-28. Embarazo normotenso y euglucémico para el grupo de
embarazo con TNG.

d) Criterios de exclusién: mujeres con hipertension arterial, enfermedad
renal, enfermedad hepatica, trastornos de la tiroides, o enfermedades
cronicas.

e) Criterios de eliminacién: mujeres que no regresan para ser evaluadas en
el seguimiento del estudio.

f) Metodologia

El presente protocolo representa un estudio secundario de un proyecto ya
culminado. En este sentido, el estudio se realizé con un banco de DNA de un
estudio de cohorte prospectivo registrado y 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). Del estudio se obtuvieron
muestras de sangre periférica anticoagulada con EDTA de pacientes en ayunas
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con DMG o embarazo con TNG en el tercer trimestre de gestacion, a las 6
semanas y 6 meses postparto. De estas muestras se extrajo y purifico DNA
gendmico usando los kits comerciales GFX Genomic Blood DNA Purification

(Amersham Biosciences) y se conservaron a -70°C.

Se determind la concentracion de DNA con base al protocolo de uso del NanoDrop
(ThermoScientific) en cada una de las muestras Control y de DMG. Después se

evaluo la integridad de las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa.

Finalmente, la genotipificacion de los SNPs rs9939609 y rs8050136 se realizod
mediante ensayos TagMan® (Applied Biosystems), de acuerdo a la Guia de
Introduccion de Experimentos de Genotipificacion de Sistemas de PCR en Tiempo

Real.

Este ensayo de genotipificacién detecta variantes de una sola secuencia de acido
nucleico, sin cuantificar el blanco. La presencia de dos sondas en cada reaccion

permite la genotipificacion de los dos posibles SNP en la secuencia blanco.

Para cada SNP genotipificado, el ensayo TagMan® consta de un solo tubo listo

para usar, que contiene:

e Dos cebadores especificos de secuencia para amplificar el polimorfismo de
interés.

e Dos sondas TagMan® MGB especificas para la deteccion del alelo del
polimorfismo especifico de interés.

Cada sonda alelo-especifica TagMan MGB tiene:

e Un colorante (reportero) en su extremo 5'
o Elcolorante VIC ® esta ligado al extremo 5 'de la sonda del alelo 1.
o El colorante FAM ™ esta ligado al extremo 5 'de la sonda del alelo 2.
Para cada ensayo TagMan® Applied Biosystems Inc (Foster City, CA, USA), se

requeriran las siguientes condiciones en cada 1 de los 40 ciclos:

e Desnaturalizacion de DNA: 95°C durante 15 segundos.
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Alineaciéon de los componentes del ensayo y extension de la cadena

complementaria: 60°C durante 1 minuto.

Los reactivos necesarios en cada pocillo de reaccidn son:

9.5 uL de dilucion de DNA (7.5 yL de agua y 2 uL de DNA stock a una
concentracion de 25 ng/uL, previamente determinada)

10uL Master mix

0.5 yL Tagman

El ensayo se llevd a cabo en el equipo Applied Biosystems StepOnePlus™,

utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa basada en la emision de

fluorescencia detectada por el equipo.

Un punto de recogida de datos o lectura en el instrumento consta de tres fases:

1.

Excitacion. El instrumento ilumina todos los pocillos de la placa de reaccion

dentro del instrumento, excitando los fluoréforos en cada reaccion.

. Emisién. Los instrumentos 6pticos recogen la fluorescencia residual emitida

desde los pozos de la placa de reaccion. La imagen resultante que se
recogié por el dispositivo se compone soélo de luz, que corresponde a la
gama de longitudes de onda de emision.

Coleccion. El instrumento ensambla una representacién digital de la
fluorescencia residual recogida durante un intervalo de tiempo fijo. El

sistema StepOne ™ almacena la imagen fluorescente prima para analisis.

Por ultimo, el software Applied Biosystems StepOnePlus™, algoritmicamente

agrupod los datos de la muestra, y asigné un genotipo a las muestras de cada

grupo de acuerdo con su posicion en la grafica:
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Figura 15. Grafica de genotipificacion del sistema StepOnePlus™.

Un aumento sustancial en la Indica
fluorescencia en...
VIC Homocigotas (tienen solo el alelo 1)
FAM Homocigotas (tienen solo el alelo 2)
Ambos Heterocigotas (tienen ambos alelos)

Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk y
se encontré que no tenian una distribucion normal por lo que los datos fueron
expresados con la mediana y rangos intercuartilicos. La comparacion de variables
cualitativas dicotémicas se hizo con la prueba de X? y las variables cuantitativas se
compararon entre 2 grupos de estudio con la prueba de U de Mann-Whitney y
entre embarazo y posparto con la prueba de Wilcoxon.

La relacién entre las variables se evalué con la correlacion de Spearman. Se
utilizé el programa IBM SPSS Statistics version 21. Asimismo, se determiné el
equilibrio de Hardy-Weinberg de los genotipos estudiados.

39



9. Resultados

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas antropométricas y bioquimicas del
grupo con TNG vy del grupo con DMG en el tercer trimestre de gestacion. Se
observo que la edad, el peso y el IMC previo al embarazo, la historia familiar de
diabetes y los niveles de glucosa vy triglicéridos fueron significativamente mayores
en el grupo con DMG respecto al grupo con TNG; sin embargo, la ganancia de
peso y los niveles de colesterol fueron menores en las mujeres con DMG lo que

sugiere un adecuado control durante la gestacion.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los grupos TNG y
DMG.

TNG DMG P
n= 80 n=80
Edad (afios) 25.0(19.0-29.0) 33.5 (28.2-36.0) * < 0.001
Peso previo al 56.0 (56.0-64.0) 72.0 (63.2-80.0) * < 0.001
embarazo (kg)
IMC previo al 23.2 (21.5-25.7) 30.2 (27.0-32.9) * < 0.001
embarazo (kg/m?)
Ganancia de peso 8.5 (3.0-10.0) 6.7 (3.0-10.0) * <0.05
gestacional (kg)
Historia familiar de 16.0 (20.7) 55.0 (66.2) * < 0.001
diabetes n (%)
Glucosa (mg/dL) 68.3 (62.8-74.6) 99.7 (87.0-122.0) * < 0.001
Colesterol total 259.3 (215.7-312.4) 238.2 (216.2-268.8) * <0.01
(mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL) 221.7 (169.9-284.6) 286.4 (228.5- 351.4) * < 0.001

Datos expresados como mediana y rango intercuartilico (25-75%) o n (%)
*diferencia estadisticamente significativa

Electroforesis y cuantificacion de DNA

Para comprobar la integridad de cada muestra de DNA empleada en la
genotipificacion de ambos SNPs se realizé una electroforesis en gel de agarosa
con las muestras 67, 29, 162 y 148 de mujeres con TNG; y 152, 189, 191 y 142 de
embarazadas con DMG (Figura 16). Una vez que se confirmd la intacta
preservacion de las muestras de DMG y TNG se cuantific6 cada muestra para
realizar los calculos necesarios en la genotipificacion mediante PCR en tiempo

real.
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67 29 162 148 152 189 191 142

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de DMG y TNG.

En relacion a los dos polimorfismos estudiados, se determind que se encuentran

en equilibrio de Hardy-Weinberg:

e rs8050136

Genotipo # Observado Genotipo # Esperado ‘
A/A 1 A/A 1.37
A/IC 19 A/C 18.24
ciC 60 cic 60.37
Total 80 Total 79.99
X?=X(observados-esperados)?/esperados
X?=0.1366

X2calculada < X2 tablas: la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

e 159939609

Genotipo # Observado Genotipo # Esperado ‘
A/A 1 AIA 0.88
AT 15 AIT 15.01
TT 64 TT 64.09
Total 80 Total 79.98
X?=0.0164

Valor de X? de tablas: 3.84
X2calculada < X? tablas: la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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La distribucidn genotipica del grupo con TNG y del grupo con DMG se muestra en
la Figura 17 en donde se observa minimo el porcentaje de frecuencia del alelo de
riesgo en ambos grupos de estudio.

DMG

100%

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Homocigoto noriesgo M Heterocigoto B Homocigoto riesgo

Figura 17. Distribucion genotipica de los SNP’s rs8050136 y rs9939609 del gen FTO.

No se encontro diferencia de dicha distribucion entre TNG y DMG y se advirtié que
los dos polimorfismos evaluados estaban en desequilibrio de union completo
(Tabla 4).

Tabla 4. Distribuciéon genotipica de los SNPs en TNG y DMG

Polimorfismo Genotipo TNG DMG OR(95% CI)
FTO rs8050136 CC 60 64 1.35(0.64-2.85) 0.42
CA 19 15
AA 1 1
Alelo de riesgo A
Frecuencia del alelo de riesgo (%) 25% 20%
FTO rs9939609 1T 60 64 1.35(0.64-2.85) 0.42
TA 19 15
AA 1 1
Alelo de riesgo A
Frecuencia del alelo de riesgo (%) 25% 20%

OR: odds ratios
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Debido a la baja frecuencia de individuos homocigotos para el alelo de riesgo se

decidi6 utilizar un modelo dominante y agrupar a los homocigotos del alelo de

riesgo con los heterocigotos para compararlos con los homocigotos al alelo de no

riesgo (Tabla 5). Tanto en el grupo control como en DMG no se encontré una

diferencia significativa entre los grupos.

Tabla 5. Caracteristicas antropométricas con base al genotipo de los SNP’s
del gen FTO en grupo TNG y DMG.

GRUPO TNG

FTO rs9939609
rs8050136

TT
CcC

TA, AA
CA, AA

Peso previo al embarazo
(kg)

55.0 (50.0-64.0)

56.0 (50.0-60.0)

IMC previo al embarazo
(kg/m?)

22.9 (20.5-26.8)

23.0 (21.5-23.9)

Ganancia de peso
gestacional (kg)

8.0 (4.6-10.7)

8.9 (6.0-10.3)

Glucosa en el embarazo
(mg/dL)

66.5 (62.2-72.8)

69.7 (63.5-76.5)

Glucosa en el posparto
(mg/dL)

FTO rs9939609
rs8050136

75.3 (68.5-79.4)

TT
CcC

71.3 (67.3-78.0)

GRUPO DMG

TA, AA
CA, AA

Peso previo al embarazo
(kg)

72.0 (60.7-79.7)

72.0 (63.0-81.2)

IMC previo al embarazo
(kg/m?)

30.0 (27.0-33.0)

30.6 (26.0-32.1)

Ganancia de peso
gestacional (kg)

6.0 (2.0-10.0)

9.0 (4.4-13.0)

Glucosa en el embarazo
(mg/dL)

101.1 (87.9-123.5)

90.6 (75.8-119.7)

Glucosa en el posparto
(mg/dL)

99.1 (83.9-118.9)

109.1 (95.9-126.0)

Datos expresados como mediana y rango intercuartilico (25-75%)
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A la evaluaciéon en el posparto de las mujeres con DMG regresaron 26
participantes y se identific6 que 16 mujeres tenian glucosa normal (61.5%), 6
presentaban glucosa de ayuno alterada (GAA) (23.0%) y 4 tenian cifras de DM2
(15.5%). Sin embargo, no se encontrd relacién entre los SNPs (rs9939609 vy

rs8050136) y la alteracion en el metabolismo de glucosa (Tabla 6).

Tabla 6. Metabolismo de glucosa a las 6 semanas posparto.

Metabolismo de glucosa (n=26)

Normal GAA DM2
rs8050136 A/T A/A 4 (15.4%) 1(3.8%) 0
TIT 12 (46.2%) 5(19.2%) 4 (15.4%)

10.Discusion

La DMG es una de las complicaciones obstétricas que ha mostrado un mayor
incremento en los ultimos afios en paralelo al incremento de la obesidad.? La
hiperglucemia ocasionada por este padecimiento es un factor de riesgo de

complicaciones para la madre y el feto.

Se ha identificado que del total de mujeres que se embarazan en México, el 10%
son propensas a desarrollar diabetes gestacional. Sin embargo, si las mujeres
embarazadas presentan obesidad y tienen predisposicion genética familiar de

DM2, el riesgo de que desarrollen diabetes gestacional sera hasta de un 45%.5%2

En este estudio se encontré que las mujeres con DMG presentaban mayor peso e
IMC previo al embarazo (33.8% tenian sobrepeso y 48.8% tenian obesidad) que
las mujeres con TNG (23.8% tenian sobrepeso y 5.0% tenian obesidad), lo cual
aunado a una mayor edad y a los antecedentes heredo familiares de DM2 les

confirid un mayor riesgo para el desarrollo del padecimiento.

Sin embargo, el peso adquirido durante la gestacién fue menor en las mujeres con
DMG, cumpliendo con las recomendaciones del OIM, el cual sefala que a mayor

IMC al inicio del embarazo, la ganancia de peso gestacional debe ser menor. Esto



pudo ser reflejo del manejo nutricional que se le brinda a la paciente con DMG
desde el momento del diagnéstico hasta la resolucion del embarazo, ya que

ademas sus niveles de colesterol fueron menores.

En relacion a las variantes del gen FTO evaluadas en este estudio rs9939609
(cambio del nucledtido A por el nucledétido T) y rs8050136 (cambio del nucleétido A
por el nucleétido C) se observd una baja frecuencia del alelo de riesgo en ambos
grupos de estudio (25% en TNG y 20% en DMG). Estas frecuencias son similares
a las reportadas en mujeres coreanas pero menores a las de mujeres europeas 0

brasilefas.

Asimismo, no se encontr6 asociacion entre los SNPs y la DMG, al igual que Cho et
al. 87 y Fabrico et al °. Sin embargo, estos resultados difieren a los de otros tres
estudios realizados en poblacion europea en los que sefialan una asociacién entre
el alelo de riesgo y el riesgo a desarrollar DMG.%0 57 58 Es probable que la baja
frecuencia del alelo de riesgo en nuestra poblacion ademas del limitado tamafio de
muestra de nuestro estudio pudo haber influido. Se ha sugerido que los efectos de
los SNPs del gen FTO solo pueden advertirse en poblaciones con mayor

frecuencia del alelo de riesgo.%®

Algunas variantes genéticas del gen FTO se han relacionado a diversas
caracteristicas antropométricas en poblaciones europeas. Sin embargo, en este
estudio no se encontré relacion de los SNPs con el peso y el IMC previo al
embarazo, a diferencia de Lawlor et al. y Gaillard et al. quienes si demostraron
asociacion entre las variantes de riesgo de los SNPs rs9939609 y rs8050136 con
el peso e IMC previos al embarazo. A este respecto cabe sefalar que diversos
estudios realizados en poblacién mexicana unicamente han identificado asociacion
de los SNPs del gen FTO con la obesidad grado lll y ninguna de las participantes

de este estudio presentaba ese grado de obesidad. %°

Las mujeres con DMG tienen mayor riesgo de padecer DM2 a largo plazo que las
mujeres que cursan con un embarazo normal, de ahi nuestro interés en evaluarlas
a las 6 semanas posparto. Sin embargo, uUnicamente se logré evaluar a 26

participantes (32.5%) y se identificé que el 61.5% tenian glucosa normal, el 23%
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presentaban glucosa de ayuno alterada y el 15.5% tenian cifras de DM2. Al
evaluar la relacion de los SNPs con el metabolismo de glucosa no se encontrd
relacion. A diferencia de un estudio realizado en poblacion europea en el que se
encontré asociacion entre el SNP rs8050136 y la DM2 del posparto, no obstante,

al hacer el ajuste por el IMC de las participantes disminuyo la asociacion. 62

Algunas limitaciones del estudio son el tamafio de muestra y el considerar
unicamente al IMC como una medida de adiposidad, la determinacién de la grasa

corporal hubiera sido una medicién mas precisa.

11.Conclusiones

Debido a que se obtuvo un resultado diferente al esperado en relacién a la
asociacion de los SNPs con la DMG y a que la frecuencia del alelo de riesgo es
baja es necesario centrarse en ampliar el tamafo de la muestra y ademas incluir
estudios complementarios como bioimpedancia eléctrica antes, durante y después
del embarazo, para contar con valores de composicion corporal que puedan
contribuir a un mejor entendimiento de la relacion de los SNPs del gen FTO con la

obesidad.

Asimismo, se recomienda hacer mayor énfasis en las evaluaciones posparto de
las participantes ya que el 68% de las participantes no regresaron a su evaluacion

una vez concluido el embarazo.

12.Perspectivas

Ofrecer un seguimiento a las mujeres en edad reproductiva que les permita
conocer la importancia del cuidado de su cuerpo y del tipo de consecuencias que
genera la obesidad, particularmente después de un embarazo. Realizarles
estudios especificos de laboratorio cada 6 meses (perfil de lipidos, niveles de
glucosa e insulina y perfil hormonal) asi como bioimpedancia, en los que los
servicios de salud se apoyen para la determinacion de enfermedades relacionadas
con la obesidad y DM2.
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