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PARTICIPACION DE LOS GENES CALPAINA-10 (POLIMORFISMOS SNP 19,43,44,63
Y 110} y PPARy (POLIMORFISMO P12A) COMO GENES DE SUSCEPTIBILIDAD
PARA DIABETES GESTACIONAL EN POBLACION MEXICANA.

ANTECEDENTES

El descubrimiento del acido desoxirribonucleico (ADN), la transmision de informacion del
gen a la proteina y el conocimiento de la estructura y accion de proteinas relevantes en
vias metabolicas o con funcién estructural, son avances destacados en el estudio de las
bases moleculares de la vida.

En la actualidad, la ingenieria genética ofrece herramientas poderosas para el estudio
molecular. Otros avances relevantes incluyen: el conocimiento detallado de la maquinaria
de transcripcion para la formacién del acido ribonucieico (mARN) mensajero, la
posibiloidad de sintetizar in vitro ADN compiementario (CADN) y el empleo de enzimas de
restriccion.

Con la tecnologia de ADN recombinante, se aislaron los pnmeros genes humanos
(lactégeno piacentario y hemoglobina). A principios de los afos ochenta solo unos veinte
genes habian sido clonados. En la actualidad la cifra sobrepasa los 3,000 genes (1)

Genética molecular y patologia humana.

El empleo de enzimas de restriccion y el analisis de fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica (FRLP), permitieron desarrollar la clonacion posicional, empleando
marcadores del ADN para localizar genes responsables de enfermedades hereditarias.

Las implicaciones de estos avances se han centrado en la prevencion de alteraciones
hereditarias. El consejo genético ofrece a familias con defecios hereditanos opciones
reproductivas adecuadas, gracias al diagnéstico prenatal y la deteccién de portadores
(2).

Espectro de la patologia genética humana.

Existen mas de 6,000 alteraciones heredables de forma dominante, recesiva o ligada al
sexo. Las anomalias cromosomicas son la causa de pérdida fetal y maiformacion
congenita mejor definida. La frecuencia de abortos espontaneos en el total de embarazos
es del 15%, y en la mitad de los casos existe una anomalia cromosomica asociada. Las
malformaciones congénitas tienen una incidencia entre 2 y 30 de cada 700 nacimientos.



Las enfermedades crénicas con un componente geneético variable afectan mas del 10%
del total de la poblacion adulta. Entre ellas se incluyen: la coronariopatia isquémica, la
hipertension, las enfermedades mentales y la diabetes mellitus. En muchas de elias, el
componente es de origen poligénico (3).

Genética molecular y tratamiento.

Existen enormes perspectivas para tratamiento de enfermedades de origen genético. La
correccion de trastornos hereditarios mediante sustitucion del gen deletéreo por el normal
debe permitir el control directo de las enfermedades genéticas en general. Se han
obtenido resultados positivos en experimentos con humanos en algunas neoplasias y en
la deficiencia de la enzima adenosindesaminasa (ADA). Sin embrago estas aplicaciones

se restringen mayoritariamente a enfermedades mendelianas donde participa un Unico
gen.

La oblencion de productos protéicos mediante ingenieria geneética permite su
administracion terapéutica. constituyendo el tratamiento idoneo para distintas
enfermedades. La produccion industnal de insulina, factores Vill y IX de la coagulacion,
hormona del crecimiento, interferones, factor estimuiante de colonias granulomonociticas
(GM-CSF) y granulociticas (G-CSF), eritropoyetina, activador tisular del plasminogeno,
vacunas, etc., es una realidad (3).

ADN y medicina preventiva.

Una implicacion del conocimiento sobre la estructura de los genes es su aplicacion al
diagnoslico de la patologia humana. A medida que se descifra el mapa del genoma
humano, un mayor nimero de Joci son accesibles al analisis genotipice, permitiendo
estudiar su participacion en un gran numero de enfermedades (2,3).

Codigo genético.

Es la relacion entre la secuencia de bases del ADN y la secuencia de aminoacidos de las
proteinas. Cada codon contiene tres nucleédtidos que definen un aminoacido. La mayoria
de los aminoacidos estan determinados por mas de un codén, y 61 codones de las 64
combinaciones posibles de tres bases codifican para 20 aminoacidos distintos. El codigo
genético no da lugar a ambigledad, al referirse un coddn a un solo aminoacido. Las tres
combinaciones que no determinan ningin aminoacido (UAA, UAG y UGA) corresponden
a senales para la terminacion o “stop” en la sintesis de la cadena protéica (6).

Estructura génica: del ADN a la proteina.

Los genes tienen regiones codificantes (exones) interrumpidas por regiones no
codificantes (intrones).



Los exones contienen secuencias especificas para la cadena polipeptidica. La
transcripcion origina un mARN precursor que se corresponde al gen. Esta molécula sufre
modificaciones en el nicleo antes de pasar al citoplasma. Los intrones son eliminados y
los exones se religan constituyendo un mARN maduro. Este proceso se denomina
“splicing” o procesamiento del mensajero.

El mARN en el citoplasma actiia como molde para la sintesis proteica. Los distintos tARN
presentan especificidad para los diferentes aminoacidos, teniendo tres bases (anticodén)
complementarias al codén respectivo del mARN para cada aminoacido. La sintesis
proteica se realiza en los ribosomas y comienza cuando un ribosoma se une a la region
en la que existe un coddn de iniciacion (AUG). Un tARN se une a éste y sequidamente lo
hace otro tARN, formandose un enlace peptidico entre los aminoacidos aportados. El
primer tARN se libera y el proceso se repite sucesivamente. La sintesis finaliza cuando
se llega a un codon de terminacion UAA, UAG o UGA. Posteriormente la cadena
peptidica se libera del ribosoma, asi como el mARN (3,5,6).

Herencia y enfermedad.

Existen mas de 6,000 defectos genéticos que se originan por defectos o mutaciones de

un solo gen. Estos comprenden alteraciones de herencia dominante, recesiva o ligada al
$6x0.

Hay enfermedades frecuentes con susceptibilidad genética. Entre ellas destacan la
epilepsia, la diabetes mellitus, la enfermedad coronaria y las enfermedades autoinmunes.

En muchos casos el componente es de origen poligénico. La heterogeneidad genética se
refiere a la existencia de varios genes responsables de una misma enfermedad, o la
presencia de diversas mutaciones en el mismo gen (2).

Enfermedades monogénicas: patrones de herencia.

Las enfermedades de herencia monogénica corresponden a las ocasionadas por la
alteracion de un solo gen.

El término locus se refiere a una posicion definida de una secuencia de ADN
determinada en un cromosoma. Si la mencionada secuencia corresponde a un gen,
hablaremos de locus genético. Los organismos diploides, poseen dos copias iguales de
cada cromosoma autosomico. En éstos, los diferentes loci pueden estar ocupados en
posiciones equivalentes por secuencias o formas génicas distintas (alelos). Un individuo
diploide sblo puede presentar dos alelos para cada locus, pero un locus puede presentar
varios alelos.

Una combinacién de alelos de uno o mas loci de un individuo constituye un genotipo,
correspondiendo el fenotipo a su expresion en el organismo. Si dos alelos respectivos de



ambos cromosomas homologos son idénticos, se trata de un genotipo homocigético
para dicho locus; si son distintos, es un genotipo heterocigoto.

La interaccion de los dos alelos (1/2) de un gen o locus para constituir un fenotipo
responde a las relaciones mendelianas de dominancia y recesividad. Existe dominancia
completa (1 > 2) cuando un fenotipo (1/2) es el mismo de (1/1), pero distinto al de (2/2). Al
alelo 1 se le llama dominante, y al 2, recesivo. Si el fenotipo de (1/2) es intermedio al de
(1/1) y (2/2) se habla de dominancia incompleta. Si los efectos de 1 y 2 no se mezclan en
el heterocigoto y cada alelo contribuye al fenotipo, se trata de herencia codominante. Los
alelos de los loci de los cromosomas sexuales presentan el mismo tipo de relaciones de
dominancia-recesividad en mujeres (X/X), pero no en varones (X/Y), que so6lo presentan
un alelo (hemicigotos) (6).

Herencia autosémica dominante.

Se conocen mas de 1,500 defectos autosdmico dominantes. Los heterocigotos padecen
la enfermedad, con lo que la presencia de una sola copia del alelo “enfermo” es suficiente

para que la enfermedad se manifieste. Los homocigotos pueden estar gravemente
afectados o ser indistinguibles de los heterocigotos.

Los siguientes criterios definen un proceso de herencia dominante: a) individuos
enfermos tienen su padre o su madre también afectados con el mismo padecimiento; b)
ambos sexos tienen el mismo riesgo de padecer el defecto genético y transmitirlo a la
descendencia; ¢) cuando un individuo afectado tiene descendencia con uno sano de la
poblacion general, este tiene un riesgo de 50% de probabilidades de tener hijos
afectados, y d) los hijos normales de una pareja en la que uno de los miembros padece el
defecto, no lo transmitiran a su descendencia (7).

Herencia autosomica recesiva.

Se conocen mas de 1,000 defectos autosomico recesivos, en los que unicamente los
homocigotos manifiestan la enfermedad y los padres de los individuos enfermos son
portadores heterocigotos, fenotipicamente normales. El 25% de los hijos de una pareja
portadora seran genotipicamente (+/+), el 50% (+/d) y el 25% (d/d); es decir, el 75% de
ellos seran fenotipicamente sanos y el 25% seran enfermos (7).

Herencia autosémica codominante.

En la herencia codominante el caracter fenotipico producido por cada alelo tiene su
expresion en el heterocigoto. Es el caso de los grupos sanguineos ABO. La codominancia
se da en el genotipo IA/IB, que causa un grupo sanguineo (fenotipo) “AB" (7).



Herencia ligada al cromosoma X.

Existen mas de 200 defeclos recesivos ligados al cromosoma X. La enfermedad se
transmite mediante una mujer portadora asintomatica (X/X) (+/d), en la que la mitad de
los hijos varones (X/Y) seran enfermos (hemicigotos} y la mitad de las hijas (X/X) seran
portadoras (heterocigotas) sanas (7).

Herencia poligénica.

Desempena un papel fundamental en enfermedades que afectan con gran frecuencia a la
poblacién. Estas incluyen defectos del nacimiento, coronariopatias, diabetes mellitus,
hipertension arterial o algunos trastornos psiquiatricos.

Se trata de muchos loci, no necesariamente ligados (segregacion independiente) y que
contribuyen cada uno de ellos de forma parcial y aditiva en el desarrollo de un fenotipo
determinado (7).

Penetrancia.

Es la probabilidad de que se presente un fenotipo determinado, dado que se posee un
genotipo determinado. Un individuo que ha heredado un alelo deletéreo (D) de una
enfermedad autosémica dominante, poseera un genotipo (+/D) para el locus donde reside
el gen responsable de la enfermedad [(+) corresponde al alelo no mutado; la penetrancia
del genotipo (+/D) corresponde a la probabilidad de que dicho individuo desarrolle la
enfermedad. Si la probabilidad es 1 (100% de los casos), se habla de penetrancia
completa; si es menor que 1, de penetrancia incompleta. Usualmente las enfermedades
autosomicas recesivas tienen penefrancia completa, y las dominantes, penetrancia
incompleta (7).

ANALISIS GENETICO
Analisis del ADN genoémico: Extraccion de acidos nucléicos.

Pocos microgramos (ug) de ADN son suficientes para realizar un analisis genotipice. Una
célula contiene aproximadamente 5 picogramos (pg) de ADN. Los estudios de expresion
genética requieren analisis del ARN, el cual debe proceder de tejidos en los que el gen
que se estudia se encuentre expresado. La extraccion de ADN a partir de leucocitos es la
mas utilizada. Unos 20 ml de sangre periférica, recogidos en presencia de un
anticoagulante (EDTA), proporcionan entre 250 y 500 mg de ADN. Las muestras pueden
conservarse a temperatura ambiente hasta 48 horas, debiendo ser procesadas o
congeladas hasta que se proceda a la extraccion del ADN. Para ello, deben lisarse los
hematies mediante una solucion hipotonica, sometiendo los leucocitos a un tratamiento
con un detergente (SDS) y una enzima que degrada proteinas (proteinasa K). El ADN



liberado del nicleo celular se extrae con fenol y cloroformo para eliminar restos proteicos
y precipitar el ADN con etanol absoluto. EI ADN se resuspende en una solucion con Tris y
EDTA, para prevenir roturas en la molécula y asegurar su conservacion a 4 °C (3).

Enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion cortan el ADN en secuencias especificas. Se encuentran en
bacterias y constituyen un mecanismo de defensa frente a bactenéfagos. Las enzimas de
restriccion se utilizan para realizar estudios genotipicos y manipular el ADN para la
clonacion de fragmentos de interés.

Separacion del ADN.

El ADN puede separarse segun el tamano de los fragmentos obtenidos después de su
digestion con enzimas de restriccion. Esta separacion se realiza sometiendo el ADN a
una electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida, que permite la migracion de los
fragmentos de ADN en funcion del tamafio y la carga eléctrica. Los geles de agarosa
resuelven fragmentos de entre 30 kilobases (kb) y unos 100 pares de bases (pb),
mientras que los de poliacrilamida ofrecen separaciones de fragmentos menores, entre
1,500 y 1 pb. La electroforesis en geles de campos pulsantes (PFGE, del inglés, pulsed
field gel electrophoresis), permite la separaciéon de fragmentos de ADN de entre 50 y
10,000 kb. La separacion consiste en que las moléculas de ADN guedan atrapadas en la
red que forma el gel de agarosa, y para poder avanzar, su onientacion debe cambiar cada
vez que cambia la direccion del campo eléctrico. Cuanto mayor es el peso molecular del
fragmento, mas tarda en orientarse, y menor su migracion a traveés del gel (1).

Oligonucleotidos sintéticos.

La molecula del ADN puede obtenerse de forma sintética. El ADN que se sintetiza
(oligonucleétidos) es de cadena sencilla. Los oligonucledtidos pueden ser empleados
como sondas para detectar cambios puntuales en la secuencia del ADN, en experimentos
de secuenciacion o de para la amplificacion especifica de fragmentos del genoma a
traves de PCR.

Secuenciacion del ADN.

Existen dos meétodos para secuenciar el ADN, uno desarrollado por Maxam y Gilbert y
otro por Sanger. Este ultimo es el mas empleado. El ADN que se va a secuenciar (ADN
templado) puede ser introducido en un vector o bien puede proceder de una amplificacion
por el método de PCR (1,8)

Amplificacion del DNA (PCR).En los ditimos afios se ha desarrollado una tecnologia
que facilita los estudios moleculares y se basa en la amplificacion de secuencias
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especificas del ADN. Dicha tecnologia se conoce como reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés, polymerase chain reaction).

La PCR constituye un método para la clonacion in vitro de cualquier segmento de ADN.

El principio se basa en la utilizacion de secuencias cortas de oligonuclettidos ¢ primers,
que hibridan de forma especifica con las dos hebras complementarias de ADN, las cuales
flanquean la region de interés. La amplificacion se consigue al realizar una serie de ciclos
repetitivos que consisten en la desnaturalizacion del ADN molde, la hibridacion de los
primers con el molde y la sintesis del ADN mediante la accion de la enzima DNA-
polimerasa (3).

Polimorfismos del ADN.
Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica.

Dentro de la semejanza entre individuos de una misma especie, existen variaciones en la
secuencia de la informacién genética, la mayoria de las cuales son neutras, sin efecto
alguno sobre la informacion hereditaria. La mayoria de los cambios en el ADN se
producen en los intrones. Se estima que uno de cada 200 nucledtidos varia entre los
distintos individuos, por lo que se calcula que existen mas de 10 millones de sitios
polimérficos en nuestro ADN (8).

Minisatélites y microsatélites.

Existe un tipo de polimorfismos que presentan gran variedad de alelos: son los
minisatélites o numero variable de secuencias repetidas en tandem (VNTR, del inglés,
variable number of tandem repeats) y los microsatélites (STRP, del inglés, short tandem
repeat polymorphisms). Ambos son repeticiones en tdndem de un numero especifico de
nucleétidos, denominandose microsatélites cuando el nucleo repetitivo es inferior a 6
nucledtidos, y minisatélites cuando es superior. Su empleo es fundamental en estudios de
mapeo para enfermedades monogénicas o poligénicas (9).

Diagnéstico genotipico.

Analisis indirecto.

Para muchas enfermedades hereditarias monogénicas la deteccion de portadores y el
diagnoéstico prenatal sélo son posibles analizando polimorfismos del ADN ligados a los

genes responsables de estos procesos, es decir, mediante el estudio de polimorfismos y
el seguimiento de su herencia en una familia determinada.



Analisis directo.

En enfermedades para las que es conocido el gen, es posible utilizar técnicas que
permiten detectar las mutaciones responsables de esa enfermedad. En la mayoria se usa
la amplificacién por PCR (9).

Mapa genético.

Dos loci se encuentran ligados genéticamente si son heredados juntos en el seno de
familias con varios miembros en forma mas frecuente que por azar. Los loci que se
encuentran ligados estan situados en el mismo cromosoma, mientras que la ausencia de
ligamiento genético implica que éstos se encuentran lejos el uno del otro en el mismo
cromosoma o que estan situados en cromosomas distintos. Cuando dos loci se
encuentran muy cerca, tienen altas probabilidades de heredarse juntos, por lo que se dice
que se encuentran ligados. El sistema para valorar este ligamiento es la cosegregacion a
traves de varias generaciones.

Suponiendo que la recombinacion genética es la misma para cualquier parte del genoma
y que es igual en ambos sexos, se puede establecer una correlacion entre la distancia
genética entre loci y la distancia fisica. La unidad de medida de la distancia genética es el
morgan o unidad de recombinacion. La distancia relativa entre distintos loci en un
cromosoma determinado esta relacionada con la frecuencia con la que se producen
recombinaciones entre ellos. En los cromosomas humanos existe una media de 52
quiasmas (puntos de entrelazamiento entre cromatides) durante la primera division
meidtica en el total de 22 pares de autosomas. Los quiasmas se cofrelacionan con la
recombinacion genética, por lo que la longitud genética total del genoma humano
haploide es de 26 morgans (30 comtando el cromosoma X). Si consideramos que la
longitud fisica del genoma humano es de 3 billones de pb, 1 morgan equivale a 100
millones de pb o, lo que es lo mismo, 1 centimorgan (cM) es 1 milion de pb.

Todos los cromosomas tienen una longitud de, al menos, 50 cM, y casi todos sobrepasan
los 100 cM. El cromosoma 1 constituye el 9% del total del genoma haploide, mientras que
el cromosoma 21 es menos del 2%. Un cM equivale a 1 Mb, y una banda cromosdmica
equivale a 5 Mb, pudiendo contener entre 100 y 200 genes (10-12).

DIABETES MELLITUS.

La Diabetes Mellitus (DM) comprende un conjunto de alteraciones en el metabolismo de
los carbohidratos que se caracteriza por hiperglucemia, deficiencia absoluta o relativa de
insulina y el desarrollo de complicaciones macrovasculares, microvasculares y
neuropaticas. La clasificacion clinica de la DM ha evolucionado conforme progresa el
conocimiento sobre su patogénesis. Incluso la clasificacion mas reciente emitida por la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) pronto sera nuevamente revisada (13).



La clasificacion mas reciente (2003) considera dos tipos principales de diabetes, con
diversas formas menos frecuentes (cuadro 1). El diagndstico de diabetes se fundamenta
en una de tres pruebas cuyo resultado debe confirmarse al dia siguiente. Estas pruebas
incluyen: a) determinacion casual de glucosa plasmatica con un valor igual o mayor a 200
mg/dl; b) determinacion plasmatica de glucosa en ayunas mayor o igual a 126 mg/dl; c)
prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (TOG) con 75 gr. V.0. con un valor igual o
mayor de 200 mg/dl a las 2 hrs. (14).

CUADRO 1. PRINCIPALES TIPOS DE DIABETES

MODY
Glucocinasa
(anteriormente
MODY 2)
MOoDY
Factores de
trascripcion
(anteriormente
MODY
1,345)
Tipo 2

Tipo 1.5

Diabetes
atipica

Diabetes
pancreatica
Diabetes
lipodistréfica
Diabetes
Tipo 3

Destruccidn auto inmune de las
células B

Destruccién auto
células p

inmune de las

Alteracion en el sensor pancreatico
de glucosa

Defecto en la secrecion de insulina

Resistencia a la insulina y deficiencia
relativa de insulina no debida a
destruccion auto inmune de las
células p

Resistencia a la insulina y deficiencia
de insulina debido a destruccién auto
inmune de las células p

Deficiencia no auto inmune de
insulina y resistencia a la insulina

Deficiencia de insulina y Glucagon
Severa resistencia a la insulina
Destruccion auto inmune de las
células P en la infancia con desarrolio
postenor de resistencia a la insulina

Marcadores  genéticos
confieren mayor
susceptibilidad

Marcadores  genéticos
confieren mayor
susceptibilidad

Mutacion del gen
Glucocinasa en el

cromosoma 7

Mutacion de los genes
HNF-1a, HNF-4c, HNF-
1P, Beta2/NeuroD1 y en
el gen del factor
promotor de insulina

Poligénica

Desconocida

Desconocida,
probablemente
autosdmico dominante

Variable, dependiendo ia

Variable, dependiendo si
es congénita o adquirida
Mismos marcadores
genéticos de la diabetes
tipo 1 con antecedentes
familiares de obesidad o
diabetes tipo 2

Terapéutica
Insulina

Insulina

Ninguna

Sulfonilurea o Insulina

Sulfonilureas, metformin,
inhibidores de la
alfaglucodidasa,

tiazolidenedionas,
insulina
Se desconoce la mejor
terapia aunque todas los
farmacos funcionan
Inicialmente requiere de
insulina pero luego se
controla con
hipoglucemiantes orales
Insulina

Sensibilizantes a la
insulina, Insulina
Sensibilizantes de
insulina




La conferencia de 1987 reconocid niveles intermedios de intolerancia a la glucosa que
incluyen, intolerancia a la glucosa en ayunas definida por un valor de glucosa plasmatica
en ayunas entre 110 a 125 mg/dl y. la intolerancia a la glucosa con un resultado a ias dos
horas de la TOG con valeres plasmaticos entre 140 y 200 mg/dl. A partir del Programa
para la Prevencion de la Diabetes, estos dos grupos se consideran actualmente como
“pre-diabéticos”. En el cuadro 2 se resume la Clasificacion de la Diabetes Mellitus emitida
por la ADA en 1977, en virtud de que continia considerandose vigente para fines de
diversas investigaciones y en aspectos clinicos (15).

Cuadro 2. Clasificacion Etiolégica de Diabetes Mellitus

I. Diabetes tipo | (disfuncion de células p que origina deficiencia absoluta de insulina)

A. Mediada Inmunologicamente

B. Idiopatica

Il. Diabetes tipo Il (Puede variar de resistencia a insulina con deficiencia severa de insulina a un
defecto con resistencia a la insulina).

(Il Otros tipos Especificos

+ ST e, TSP R PP oW ra T P ] CEN e n e —

A. Defectos Genéticos en la funcion de céluias
Cromosoma 12, HNF-1alpha (anteriormente MODY3)
Cromosoma 7, glucokinase (anteriormente MODY2)
Cromosoma 20, HNF-4alpha (anteriormente MODY1)
Mitocondrial ADN

Otros

[ S

Defectos Genéticos en la accion de insulina
1. Resistencia a la Insulina Tipo A

2. Leprecaunismo

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall

4 Diabetes Lipoatrofica

5. Dtros

C. Diabetes del Pancreas exécrino
1. Pancreatitis

2. Traumatismo / pancreatectomia

3. Neoplasia

4. Fibrosis Quistica

5. Hemocromatosis

6. Pancreatopatia Fibrocalculosa

7. Otros

D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromocitoma
Hiperticoidismo
Somatostatinoma 10

Do s W
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Cuadro 2. Clasificacion Etiolégica de Diabetes Mellitus

E. Inducida por Quimicos o Farmacos

Vacor
Pentamidina
Acida Nicotinico
Glucocorticoides
Hormona tiroidea

. Diazoxida

. Agonistas beta adrenérgicos
. Tiazidas

. Dilantin

Interferon aifa
Otros

1
2.
3

F. Infecciones

Rubéola congénita
Citomegalovirus
Otros

Z.
3.

G Formas infrecuentes de diabetes autoinmune

Sindrome de “Hombre rigido”
Anticuerpos anti-receptor de insulina
Otros

-
= T - I o

H. Otros sindromes genéticos asaciados con diabetes

Sindrome de Down
Sindrome de Kiinefelter

. Sindrome de Turner

Sindrome Wolfram

. Ataxia de Friedreich

Corea de Huntington

Sindrome Lawrence Moon Beidel
Distrofia Miotonica

Porfiria

Sindrome Prader Willi

Otros

IV. Diabetes Mellitus Gestacional (GDM)

Desde el punto de vista genético la DM se divide en tres grandes categorias:

Diabetes poligénica. Resuita de la alteracion en distintos genes, cada uno con un
efecto aditivo.

- Diabetes Tipo 1. - ocasionada por destruccion auto inmune de la célula
del pancreas y asociada a deficiencia absoluta de insulina.

- Diabetes Tipo 2. - Ocasionada por diversas alteraciones en los procesos
de sintesis, secrecion, accion de la insulina, asi como la produccion
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hepatica de glucosa. Usualmente existen alteraciones de grado variable
en mas de uno de estos procesos. La deficiencia de insulina no es
absoluta.

Diabetes de herencia mitocondrial. Resultado de mutaciones en el genoma
mitocondrial.

Diabetes monogénica. La enfermedad es resultadc de la alteracion de un unico
gen.

a) Defectos genéticos que afectan la funcion de la célula B-pancreatica:
- Diabetes Tipo “MODY" (maturity-onset diabetes of the young)
- Diabetes neonatal

b) Defectos genéticos que alteran la accion de la insulina

Diabetes Poligénica.
Diabetes Tipo 1.

La Diabetes Tipo 1 se asocia con una deficiencia absoluta de insulina. La diabetes Tipo
1 A (anteriormente denominada Diabetes Mellitus Insulino Dependiente o Diabetes
Juvenil) resulta de la destruccion auto inmune de las células. p del pancreas. La evidencia
de la autoinmunidad se demuestra por la presencia de uno o mas auto anticuerpos para
los islotes pancreaticos. Los anticuerpos dirigidos contra las células de los islotes
(ICAS) fueron descritos por vez primera en los afios seterta. En los afios ochenta, se
descubrieron los autoanticuerpos para la insulina (IAAS) y posteriormente se
descubrieron los autoanticuerpos para la descarboxilasa del dcido glutamico (GADA)
y los autoanticuerpos asociados a insulinoma 2 (I1A-ZAS). Actualmente, solo es posible
efectuar la determinacion de ICAS y GADs en la practica médica, en virtud de que los
IAAS Yy los IA-2A aun se utilizan anicamente para fines de investigacion.

Los anticuerpos contra las células de los islotes (citoplasmaticos) no parecen
desempefriar un papel en la etiologia de la destruccion de las células B. Al comienzo de la
Diabetes Tipo 1, del 70 al 80% de los pacientes son positivos para ICAS. Los anticuerpos
contra los islotes frecuentemente declinan después del diagnéstico y no mas del 5% al
10% de los pacientes con Diabetes Tipo 1 presenta positividad para ICAS 10 afios
después. La frecuencia de ICAS en la poblacion general es baja y oscila entre el 0.1% y
el 0.3%.

Los autoanticuerpos contra la insulina fueron reportados por vez primera en 1983. Estos
anticuerpos deben ser determinados de manera previa a la administracion exégena de
insulina, debido a que la administracion de esta durante cinco a siete dias origina
resultados positivos. Feeney y cols. comunicaron que los IAAS estuvieron presentes en

12



90% de nifios menores a 5 afios de edad, en 71% de nifios entre 5 a 10 afios de edad, y
en el 50% de los 10 a los 15 afos de edad.

Los autoanticuerpos para GAD son mas persistentes que los ICAS después del
diagnostico.

Los autoanticuerpos asociados a insulinoma 2 son detectados en aproximadamente 60%
o mas en casos de Diabetes Tipo 1 recientemente diagnosticada. Su frecuencia en la
poblacion general oscila del 2 al 3%.

La presencia de uno o mas de estos anticuerpos sugiere de manera significativa un
proceso auto inmune que conduce a la deficiencia de células f.

La destruccién autoinmune de las células p tiene predisposicion genética determinada por
distintos loci y también guarda relacion con factores ambientales no completamente
conocidos. Debe enfatizarse que la presencia de obesidad no excluye el diagnostico de
Diabetes Tipo 1A. Por otra parte, los pacientes con Diabetes Tipo 1, también presentan
susceptibilidad para el desarrollo de otros trastornos autoinmunes como la enfermedad de
Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, enfermedad celiaca, esclerosis
multiple, artritis remautoide juvenil, sindrome de rubéola congénita y anemia perniciosa.

Algunas formas de Diabetes Tipo 1 no tienen una causa conocida. Algunos pacientes que
tienen insulinopenia permanente no presentan anticuerpos contra los islotes pancreaticos.
Por ejemplo, unicamente 47% de pacientes de raza negra y Diabetes Tipo 1 de inicio
reciente tienen ICAS positivos, lo que sugiere que una considerable proporcion de estos
pacientes no tienen un componente autoinmune. A este tipo de diabetes se le clasifica
como Diabetes Atipica. A esta forma de diabetes se le conoce también como “diabetes
Flatbush”. Estos pacientes usualmente tienen hiperglicemia y cursan con cetoacidosis
de manera mas frecuente que los pacientes con Diabetes Tipo 2.

Es conveniente sefialar que los niveles de insulina sérica (péptido C) no constituyen un
buen elemento diagnéstico para la Diabetes Tipo 1. Lo anterior obedece a que en fases
iniciales de la Diabetes Tipo 1, especialmente en la Diabetes Autoinmune Latente del
Adulto (LADA) existe secrecion de insulina endégena y puede ser cuantificada durante
meses y ocasionalmente durante afios después de haber efectuado el diagnodstico (13-
16).

Diabetes Tipo 2.

Los pacientes con Diabetes Tipo 2 presentan tanto resistencia a la insulina como
deficiencia relativa de la misma. La terapia con insulina no se requiere para la sobrevida
pero con frecuencia es necesaria para el control de la hiperglucemia. Existen varias
formas de este tipo de diabetes y no existe evidencia de destruccion autoinmune de las
células p.
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La mayoria de pacientes con Diabetes Tipo 2 presentan resistencia a la insulina
relacionada con la presencia obesidad. A pesar de que la cetoacidosis raramente se
presenta, puede ocurrir en asociacion con otras condiciones que elevan las hormonas
contra reguladoras. Las infecciones y el infarto agudo al miocardio son causas frecuentes
de cetoacidosis diabética, especialmente en pacientes afosos.

La Diabetes Tipo 2 se asocia con una fuerte predisposicion genética, incluso en mayor
grado que la Diabetes Tipo 1. Desafortunadamente, la genética de la diabetes Tipo 2 es
compleja y no esta completamente definida. Los principales factores de riesgo para la
diabetes Tipo 2 incluyen edad avanzada, obesidad y sedentarismo. Es mas frecuente en
individuos con hipertension o dislipidemia y es muy frecuente en hispanos, negros, indios
americanos y asiatico americanos. También es mas frecuente en mujeres con
antecedente de diabetes gestacional o mujeres con antecedente de un producto
macrosomico. Es importante sefialar que aproximadamente 50% de las mujeres con
Diabetes Gestacional, desarrollan Diabetes Tipo 2 en los seis afios subsecuentes
(16).

Diabetes de herencia mitocondrial.

Este subtipo de diabetes es originada por mutaciones en el genoma mitocondrial las
cuales son heredadas exclusivamente por via matema. Estas mutaciones se asocian a
defectos en la fosforilacion oxidativa, derivando en disfuncion a nivel tisular y Ia
sintomatologia incluye miopatia, encefalopatia, acidosis lactica y diabetes (sindrome
MELAS). La mutacion mas frecuentemente reportada es A—>G en la posicion 3243 del
gen del tRNA, que también se asocia a diabetes de transmision materna y sordera. En
esta forma de diabetes existe un defecto primario en la secrecion de insulina y se
encuentra en individuos jovenes asociada a sordera bilateral.

Distintos autores han evaluado la posible participacion de alteraciones en el genoma
mitocondrial en la Diabetes Tipo 2 y encontraron que la frecuencia de la mutacién 3243
A—G oscila entre el 0.5 y el 2.8% de los pacientes diabéticos (16).

Diabetes monogénica

Defectos genéticos que afectan la funcion de la célula B-pancreatica.

Diabetes Tipo “MODY"” (Maturity-Onset Diabetes of the Young).

Constituye un grupo heterogéneo de alteraciones hereditarias autosémico dominantes
caracterizadas por diabetes no cetogénica, comienzo en la infancia o la adolescencia y un
defecto en la funcion de las células B del pancreas.

Desde el punto de vista clinico algunos pacientes presentan hiperglicemia leve en ayunas
durante muchos afos, mientras otros pueden presentar diversos grados de intolerancia a
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la glucosa, antes del comienzo de la hiperglicemia persistente. De manera ocasional
existe una progresion rapida a la hiperglicemia persistente (13, 14, 15, 16).

Estimaciones recientes sefialan que la Diabetes Tipo “MODY” constituye del 1% al 5%
de todos los casos de diabetes en los Estados Unidos de Norteamérica y diversos paises
industrializados.

La diabetes tipo "MODY” ademas de que se caracteriza por una edad de aparicion
temprana y un patréon de herencia autosémico dominante (la presencia de individuos
afectados en al menos tres generaciones). A pesar de que este tipo diabetes ocurre por
mutaciones en un solo gen, se han relacionado con este tipo de diabetes seis distintos
genes que codifican para proteinas involucradas en el metabolismo y desarrollo de las
células B pancreaticas: el Factor Nuclear de Hepatocitos 4o (HNF-4a), el Factor Nuclear
de Hepatocitos 1a (HNF-1a ), el Factor Promotor de Insulina 1 (IPF-1), el Factor Nuclear
de Hepatocitos 18 (HNF18), el Factor NeuroD1 y el gen de la enzima glucocinasa (GK).
Alteraciones en cualquiera de estos genes causan disminucién en la secrecion de
insulina. La frecuencia reportada para mutaciones en estos genes varia segun distintos
grupos etnicos.

Por otra parte, existen reportes en donde se sefiala que entre el 25-45% de familias con
Diabetes Tipo MODY tienen alteraciones en genes distintos (aun no identificados) a los
seis genes MODY conocidos (Shin & Stoffel, 2002) y agrupan a las familias afectadas en
una categoria denominada "MODY X (17,18,19,20,21,22).

Diabetes Neonatal
Diabetes neonatal transitoria.

Es un subtipo de diabetes poco frecuente que ocurre durante las primeras seis semanas
de vida en productos a término y que se resuelve alrededor de los 18 meses de edad. Se
refiere que estos pacientes presentan un riesgo incrementado para desarrollar Diabetes
Tipo 2 en la etapa adulta. Se sefala que es resultado de la sobre-expresion de un gen
transmitido por via paterna sujeto a imprinting, dentro del locus 6p24. Entre los
mecanismos implicados en la génesis de la Diabetes Transitoria Neonatal esta la
isodisomia uniparental, una duplicacion sub-microscépica de un segmento del
cromosoma 6 de origen patemo y un defecto de metilacion en la region CpG que
comprende el exén 1 del gen ZAC/HYMAI (25).

Diabetes neonatal permanente (Sindrome de Wolcott- Rallison)
Representa un padecimiento recesivo poco frecuente causado por mutaciones en le gen

EIFAK3 que codifica para el factor de iniciacion de la traduccion 2-a cinasa 3 localizado
en el cromosoma 2p12 (Delepine et al, 2000). En casos de autopsia de pacientes con
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este sindrome encuentra una disminucion en el nimero de células p del pancreas
(26,27).

Formas monogénicas que afectan la accién de la insulina (Sindromes de
resistencia a la insulina).

A la fecha se han descrito mas de 60 mutaciones distintas asociadas a resistencia a la
insulina y otras condiciones asociadas como acantosis nigricans e hiperandrogenismo. La
mayoria de estas mutaciones se heredan de forma dominante y alteran la fosforilacion del
receptor. Pacientes homocigotos para mutaciones en el receptor de la insulina o
heterocigotos compuestos (pacientes portadores de una mutacion distinta en cada uno de
los alelos del gen) presentan el sindrome de Rabson-Mendelhall con resistencia extrema
a la accion de la insulina.

Otra forma de resistencia a la insulina de herencia autosémica dominante es la causada
por mutaciones en el gen que codifica para la laminina A y C (LMNA) y esta caracterizado
por lipodistrofia parcial de inicio después de la pubertad y un riego incrementado a DM2,
hipertension, dislipidemia y enfermedad coronaria prematura (23).

Se han descrito adicionalmente dos familias con mutaciones en el gen PPARy que
afectan el dominio de union al ligando (P476L, V290M). Estas familias tienen un patron de
herencia autosémico dominante y los individuos afectados tienen resistencia severa a la
accion de la insulina, con desarollo de diabetes e hipertension a una edad temprana
Ademas presentan niveles elevados de triglicéridos y bajos de HDL-colesterol.
Adicionalmente, las mujeres presentan oligomenorrea o amenorrea primaria

Participacion del polimorfismo comin P12A en el gen de PPAR gamma en la
etiologia de la diabetes

Al igual que para otros genes, distintos grupos han tratado de evidenciar la participacion
de variantes de secuencia en el gen PPARy en la DM2 poligénica. La presencia del alelo
Pro12 se ha asociado a resistencia a la insulina, mayor indice de masa corporal y un
riesgo incrementado al desamollo de DM2. Dada la elevada frecuencia del alelo Pro12 en
la poblacién general, este seria el primer caso de un alelo frecuente que confiere un
riesgo elevado para el desarrollo de la DM2, y donde el riesgo es aparentemente
modulado por factores ambientales como el tipo de grasa que se consume en la dieta



Diabetes gestacional.
Definicion.

La Diabetes Gestacional (DG) corresponde a la alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos que se detecta por vez primera durante el embarazo, independientemente
que se requiera y administre insulina (28). Esta definicién engloba aspectos complejos en
relacion con la glicemia, efectos fisiopatologicos y clinicos para los cuales existen
diversas opiniones relacionadas con su deteccion y manejo clinico.

Existe evidencia de que la hiperglicemia materna leve constituye un factor de riesgo para
la morbilidad fetal (29).

Seis semanas después del parto, la paciente debe de ser nuevamente evaluada, ya que
la mayoria de las pacientes con DG retoman a sus valores normales de glucosa en

sangre; sin embargo, el 30% puede persistir con Diabetes o Intolerancia a la Glucosa
(29).

Epidemiologia.

A nivel mundial se reporta una incidencia que oscila entre 1 a 5%. En nuestro pais,
Forsbach y cols., comunicaron una incidencia del 4.3% en el Estado de Nuevo Leén. En
la Ciudad de México, se reporté una incidencia del 7% en el Hospital “Luis Castelazo
Ayala” del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (30,31)

Clasificacion.

Cuando la diabetes y el embarazo coexisten, se puede utilizar el sistema de clasificacion
de la Dra. White (modificado por Freinkel). Dicho sistema tiene como base la edad de
inicio de la enfermedad, su duracién y la presencia de alteraciones vasculares, lo que
confiere un valor prondstico al embarazo y ademas posibilita valorar a la paciente
diabética.

Lo anterior es importante, ya que en la Third Intemational Workshop Conference on
Gestational Diabetes patrocinada por The American Diabetes Association (ADA) en
cooperacion con The American College of Obstetritian and Gynecologist (ACOG), han
hecho la siguiente consideracion: Aquellas mujeres que solamente requieren dieta para
lograr niveles de euglicemia, tienen una disminucion significativa de mortalidad perinatal.
En cambio, aquellas pacientes con diabetes gestacional que requieren de insulina para su
control (A2), tienen un pobre resultado perinatal (32).



Metabolismo Energético durante el embarazo y en la DG.

El embarazo incrementa la demanda de energéticos metabolicos que se requieren para el
crecimiento y desarrollo fetal y sus estructuras de sostén, que incluyen la placenta y el
utero. El costo energético total relacionado con la gestacion se calcula en 83, 000 Kcal.
Una mujer nomal con peso adecuado aumenta aproximadamente trece kilogramos
durante un embarazo no complicado. El crecimiento del ttero y su contenido contribuyen
con casi 6 Kg. Existe un aumento de liquidos corporales de casi 3 Kg y un acamulo de
grasa de casi 4 Kg.

La modificacion del gasto energético y la acumulacion de grasa ocurren en etapas
diferentes durante el embarazo. La tasa metabdlica basal materna cambia poco durante
las primeras 20 semanas pero se incrementa hasta casi 400 Kcal diarias con respecto a
cifras basales pregestacionales en la segunda mitad del embarazo. Por otro lado, el
deposito de grasa aumenta en etapas tempranas de la primera mitad del embarazo,
alcanzando su maximo antes de la semana 30 ( 34 ).

Por tanto, resulta practico dividir la descripcion de los cambios metabdlicos que ocurren
durante el embarazo en aquellos que se presentan en etapa temprana (1 a 20 semanas)
y los que se manifiestan en etapa tardia (21 a 40 semanas) (33).

Metabolismo energético durante el embarazo temprano.

Estudios realizados durante el embarazo en mujeres no diabéticas, ni obesas revelaron
mayor sensibilidad que la normal al efecto de disminucion de glucosa sanguinea por
insulina exdgena administrada durante el primer trimestre, en comparacion con el
segundo y el tercero (34).

Catalano y cols., (35) realizaron estudios prospectivos en seis mujeres no obesas antes y
después del embarazo (12-14 semanas) y encontraron un incremento de casi 120% en la
respuesta insulinica de primera fase después de la administracion intravenosa de
glucosa, asi como un pequefio incremento en la tasa de depuracion de glucosa en sangre
venosa en etapas tempranas del embarazo. Dichas pacientes tuvieron un aumento de la
proporcién insulina/glucosa plasmatica durante pruebas de TOG que indicaron mayor
liberacion de insulina. Esto ultimo, pudiera relacionarse con el aumento de la cifra
plasmatica de estrégenos, ya que sensibilizan la capacidad de respuesta de las células f
de los islotes de Langerhans a la glucosa. Mediante la técnica denominada de
“pinzamiento  euglicémico-hiperinsulinémico®, que pemmite precisar la sensibilidad
periférica a la insulina, se encontr6 que era casi igual antes y durante el embarazo
temprano al igual que la capacidad de produccidn hepatica basal de la glucosa
determinada con el is6topo 6,6 2H2 glucosa. De manera que estos autores concluyeron
que, durante la etapa temprana del embarazo, la respuesta de primera fase de insulina a
la glucosa era mayor, la tolerancia a la glucosa era normal o un poco aumentada y la
sensibilidad periférica a la insulina asi como la produccién hepatica basal de glucosa eran
normales (35).
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La relacién entre el aumento de insulina, con sensibilidad tisular normal o aumentada a
ella durante el embarazo temprano, produce un medio metabélico que favorece el
aumento de la lipogénesis y almacenamiento de grasa como preparacion para la mayor
necesidad energética de la unidad feto-placentaria en crecimiento durante la segunda
mitad del embarazo. Observaciones adicionales apoyaron este concepto tales como la
variacion en cifras sanguineas de diversas hormonas que ocurren durante etapas
tempranas del embarazo, que incluyen cortisol, estrogenos y progestagenos, que
estimulan la acumulacion de grasa. De manera particular, se considera que el importante
aumento de la concentracién plasmatica de cortisol contribuye al incremento en la
lipogénesis (36).En conclusion, el embarazo temprano se caracteriza por mayor secrecion
de insulina en respuesta a la glucosa, sensibilidad periférica a la insulina ligeramente
aumentada, tolerancia a la glucosa normal o levemente aumentada y acumulacion de
grasa materna.

Metabolismo energético durante etapas avanzadas del embarazo.

El embarazo en fase tardia se caracteriza por un crecimiento acelerado del feto,
incremento brusco de diversas hormonas diabetégenas que incluyen Lactdégeno
Placentario Humano (LPH) y estrogenos, asi como resistencia creciente a multiples
acciones de la insulina (37) .

Catalano y cols., comunicaron un decremento superior al 50% en la sensibilidad periférica
a la insulina durante el tercer trimestre, en comparacion con el primer trimestre y mujeres
no embarazadas. Adicionalmente, reportaron un incremento de casi 30% en la secrecion
hepatica basal de glucosa a pesar de cifras elevadas de insulina sérica, lo cual indica
resistencia hepatica a la insulina (34).

Otros autores como Ryan y cols., (38) utilizando la técnica de “pinzamiento” mostraron un
decremento de casi 33% en la sensibilidad periférica a la insulina en embarazadas
durante el tercer trimestre en comparacion con mujeres no embarazadas.

Por otra parte, Buchanan y cols., mediante pruebas de tolerancia a la glucosa intravenosa
y estimando la sensibilidad a la insulina con la técnica del modelo minimo de Bergman
(39), encontraron menor sensibilidad durante el tercer trimestre en un 33% de lo normal,
en tanto que las concentraciones de insulina sérica estaban elevadas casi al triple (33).
Las causas de dicha resistencia a la insulina durante etapas avanzadas del embarazo no
estan totaimente dilucidadas. La aparicion concomitante de resistencia a la insulina y el
aumento de la cifra sanguinea del LPH, una hormona con intensa actividad lipolitica y
antiinsulinica (34) sugiere que el LPH y ofras hormonas diabetdgenas (cortisol,
progesterona y estrégenos) pudieran originar gran parte de la resistencia a la insulina
observada (40).

La fase avanzada del embarazo también se caracteriza por aparicion de lo que se ha
denominado “inanicion acelerada” (33) que comresponde a un patréon metabolico derivado
de la extraccion continua de nutrimentos de la sangre matema por el feto.



En mujeres no embarazadas, el higado constituye la unica fuente de glucosa e inicia su
participacion aproximadamente seis horas después de la ultima comida, esto es, cuando
termina la absorcion de nutrimentos del tubo digestivo. Bajo estas circunstancias, el
higado produce glucosa a una velocidad de casi 2.2 mg/Kg/min, la mayor parte de la cual
proviene de glucdgeno y el resto de la gluconeogénesis (35). Entre el 502 60% (1.1a2 1.3
mg/Kg/min) de la secrecion hepatica de glucosa es captada y oxidada por el sistema
nervioso central y el resto por diversos tejidos que incluyen eritrocitos, leucocitos y
médula 6sea (40). En éstos, la captacion de glucosa no depende de insulina y es
mediada por una proteina especifica de transporte lamada GLUT 1 (37).

Durante el tercer trimestre del embarazo, la captacion de glucosa por el feto se calcula en
casi 6 mg/Kg/min (39). Para poder satisfacer este requerimiento, es necesario aumentar
la produccion de glucosa hepatica materna en casi 3 mg/Kg/min, que equivale a un 14%.
Calan y cols., informaron el incremento de la tasa basal de produccion de glucosa
hepatica durante etapas avanzadas del embarazo (40) en 16%, en tanto que Catalano y
cols., comunicaron 30% (35).

Ademas de glucosa, el producto obtiene aminoacidos de la circulacién materna y como
resultado, su concentracion permanece relativamente baja, limitando el potencial de
gluconeogénesis hepatica a partir de estas sustancias. Lo anterior, se resuelve con mayor
fragmentacién y utilizacion de grasa. La lipdlisis produce glicerol, que es un excelente
sustrato para la gluconeogénesis hepatica (37), y proporciona acidos grasos cuya
oxidacion genera energia necesaria para impulsar la gluconeogénesis y aceti-CoA, que
activa la piruvato carboxicinasa, enzima limitante en la via de la gluconeogénesis (35).

Por ofra parte, cifras elevadas de acidos grasos libres inhiben la captacion y oxidacion de
glucosa conservandola para uso del sistema nervioso central y el feto (31). Los cambios
metabdlicos descritos son semejantes a los que ocurren durante el ayuno prolongado en
mujeres no embarazadas, cuando se utilizan acidos grasos para cubrir casi todas las
necesidades de energia corporal y la gluconeogénesis a partir de aminoacidos disminuye
a un minimo para proteger las reservas de proteinas esenciales (33). En el embarazo, el
cambio del metabolismo de carbohidratos al de grasas, que durante el ayuno requiere de
dos a tres dias para manifestarse por completo, se realiza en 14 a 18 horas y se le
denomina “inanicion acelerada” (33, 41).

El cambio de utilizacién de carbohidratos al de grasa es regulado por hormonas. La
merma de la concentracion plasmatica de insulina, producida por la concentracion
decreciente de glucosa, permite que aumente la lipdlisis (14), gluconeogénesis y
produccion hepatica de glucosa.

El concepto de inanicion acelerada se sustenta por la demostracion de que la glucosa y
alanina plasmaticas (aminoacido gluconeogénico importante) disminuyen y los acidos
grasos libres y los cuerpos cetonicos plasmaticos (productos de la lipdlisis y oxidacion de
las grasas) aumentan horas antes de observar estos cambios en mujeres no
embarazadas.



La resistencia a la insulina en etapas avanzadas del embarazo origina cambios
importantes en la cifra posprandial de energéticos metabolicos. Asi, en respuesta a
comidas ricas en carbohidratos, la concentracion de glucosa plasmatica aumenta mucho
mas durante el embarazo. Asimismo, ocurren aumentos similares en triglicéridos
plasmaticos, especialmente en lipoproteinas de muy baja densidad (40,41).

En resumen, la etapa avanzada del embarazo se caracteriza por el crecimiento fetal y las
distintas respuestas matermnas a las necesidades crecientes de nutrimentos por el feto que
incluyen un cambio acelerado de la utilizacion de carbohidratos a grasas, favorecido por
la resistencia periférica a la insulina y las cifras sanguineas altas de hormonas lipoliticas.

La DG usualmente ocurre durante la segunda mitad del embarazo aunada a la aparicion
paralela de resistencia a la insulina. Sin embargo, es poco probable que esta resistencia
sea la Unica causa de DG.

En primer lugar, para producir intolerancia a la glucosa en presencia de un pancreas
endocrino sano, dicha resistencia tiene que ser muy intensa, tal como la que se sucede
en el sindrome de resistencia extrema a la insulina Tipo B, donde anticuerpos contra el
receptor de insulina producen un sindrome similar a la Diabetes Tipo 2. La resistencia
encontrada en la DG nunca alcanza el grado que ocumre en el sindrome Tipo B. En
segundo lugar, todas las mujeres embarazadas presentan resistencia a la insulina, pero
menos del 10% desarrollan DG (30-32). Lo anterior indica que la resistencia puede no
ser el unico trastomo responsable y sugiere que las pacientes con DG tienen
ademas un defecto en la secrecién de insulina.

En relacion con lo sefalado, Buchanan y cols., (42) encontraron que la primera fase de
secrecion de insulina en respuesta a glucosa intravenosa disminuia mucho en mujeres
con DG durante el tercer trimestre, en comparacion con mujeres embarazadas no
diabéticas. De manera similar, Kiihl informé que la respuesta de insulina a la glucosa oral
e intravenosa era tardia y estaba disminuida durante etapas avanzadas del embarazo, en
comparacion con la gestante no diabética.

La DG representa un trastono heterogéneo en el que la resistencia a la insulina
determinada genéticamente, la obesidad y la edad,asi como un posible defecto secretorio
de insulina contribuyen a la manifestacién de la enfermedad (40).

Ryan y cols., reportaron un aumento del 60% en la resistencia a la insulina durante el
segundo trimestre en mujeres con DG en comparacion con embarazadas no diabéticas.
La hiperglicemia en pacientes con DG parece ser consecuencia de una mayor produccion
hepatica de glucosa y la citada resistencia a la insulina (38).

Al respecto, Catalano y cols., (33) encontraron que la produccion de glucosa hepatica
responde menos a la supresion por insulina en la DG, lo que sugiere resistencia hepatica
a la hormona.
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Hormonas vinculadas con la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en el
embarazo.

Las hormonas de la reproduccion aumentan conforme avanza la gestaciéon. Estas
hormonas inducen resistencia periférica a la insulina y contribuyen a alterar la funcion de
células p pancreaticas.

Estrégenos y progesterona.

Los estrdgenos y la progesterona aumentan en etapas tempranas del embarazo y se ha
sefialado a estas hormonas en la modificacion del metabolismo de la glucosa materna.

En animales tratados con estrogenos, hubo un decremento significativo en la
concentracion de glucosa después de una prueba de tolerancia al carbohidrato. Este
decremento se vinculd con un incremento casi al doble en la concentracion de insulina.

En adipocitos de rata en cultivo, el tratamiento con estrégenos no tuvo efecto sobre el
transporte de glucosa, pero si una union importante de insulina. Se ha sefialado a la
progesterona con un vinculo entre 60 a 70% de aumento en la respuesta a la insulina
ante una carga de glucosa, pero no disminuyd la tolerancia a ésta. La progesterona
disminuyo el transporte maximo de glucosa y la union a insulina en adipocitos de ratas en
cultivo. Nelson y cols., calcularon el recambio endogeno de glucosa y la captacion del
carbohidrato en el modelo de rata con ovariectomia utilizando inyeccion de un trazador y
una pinza de euglicemia. El tratamiento con progesterona no cambi6 la captacion de
glucosa mediada por insulina en tejido periférico, pero aminoré la capacidad de la insulina
para suprimir la produccion endogena de glucosa (42).

Cortisol.

En etapas avanzadas del embarazo su concentracion matema es casi 2.5 veces mayor
que fuera del embarazo. Rizza y cols., comunicaron que la tasa de produccion de glucosa
hepdtica aumentaba y la sensibilidad a la insulina disminuia bajo condiciones
experimentales de inyeccion intravenosa lenta de una gran cantidad de cortisol en 24
horas. Giorgino y cols., demostraron que el exceso de glucocorticoides en misculo
estriado se caracteriza por menor fosforilacion de tirosina del receptor de insulina y
del contenido del sustrato 1 del receptor de insulina. Concluyeron que la resistencia a
la insulina inducida por glucocorticoides parecia producto de mecanismos posteriores al
receptor (43,44).

Lactégeno Placentario Humano.
Se sefiala al LPH como una de las hormonas principaimente relacionadas a la menor

sensibilidad a la insulina conforme avanza la gestacién. En realidad, la inyeccién durante
doce horas de la noche de LPH produce alteracion de la tolerancia a la glucosa que se
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manifiesta por aumento de la insulina y glicemia en respuesta a una carga de glucosa
oral. En adipocitos en cultivo, el LPH disminuyd el transporte maximo de glucosa, pero no
cambio la unién de insulina. Brelje y cols., informaron que el LPH estimulé directamente la
secrecion de insulina en células de islotes pancreaticos humanos en cultivo. Se
desconoce si tales adaptaciones tienen relacion con defectos posteriores al receptor de
insulina que causan resistencia a la hormona in vivo (45).

Prolactina.

La concentracion de prolactina plasmatica aumenta 5 a 10 veces durante el embarazo.
Gustafson y cols. comunicaron que la concentracion basal de insulina y la posterior a una
carga de glucosa asi como la respuesta de insulina eran mayores en mujeres con
hiperprolactinemia que en controles durante una curva de tolerancia a la glucosa. Cuando
se cultivaron células de los islotes de rata con prolactina, se obtuvo un incremento al
triple, dependiente del tiempo, en la secrecion de insulina. En adipocitos de rata en
cultivo, la prolactina disminuyd el transporte maximo de glucosa, pero no cambié la union
de insulina. Skouby y cols., utilizaron una curva de tolerancia a la glucosa en 15
embarazadas sin DG y en 15 con DG y después cuantificaron las respuestas de insulina,
glucagon y prolactina en el embarazo avanzado y posparto. No hubo diferencias en la
concentracion basal de prolactina entre los dos grupos durante el embarazo o en el
posparto. Las cifras de prolactina no se alteraron durante pruebas de TOG y no se
encontré correlacion entre el deterioro de la tolerancia a la glucosa y la concentracion de
prolactina en ningun grupo. Concluyeron que las cifras anormales de prolactina no tienen
importancia fisiopatologica para la aparicion de la DG, lo que sugiere que se requiere de
mayores investigaciones (45).

Factores involucrados en el equilibrio energético durante el embarzo.
Factor de necrosis tumoral a (TNF a).

Es una citosina producida en monocitos, macréfagos, células T, neutréfilos, fibroblastos y
adipocitos. Los animales y seres humanos obesos muestran una correlacion positiva
entre la concentracion de TNF- y el indice de Masa Corporal e hiperinsulinemia. La
inyeccion de TNF-a produce aumento de la resistencia a la insulina en la rata y células de
musculo estriado humano en cultivo. Aunque la concentracion de TNF-o circulante en
plasma de pacientes ocbesas es muy baja en comparacion con la que se encuentra en
pacientes quemadas y caquécticas, estudios recientes indican que las células de
miusculo estriado expresan mRNA para TNF-a y que este actua en forma paracrina. TNF-
a antagonizar la funcion de la insulina, lo que se demuestra por fosforilacion creciente de
serina de IRS-1, que inhibe la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina. Aunque
la neutralizacion de TNF-a en ratas obesas y resistentes a la insulina mejora la
sensibilidad a la hormona y la autofosforilacion de su receptor, la neutralizacion de TNF-a
circulante no mejora la sensibilidad a la insulina en seres humanos. Catalano y cols.,
informaron que los cambios en la sensibilidad a insulina desde el embarazo temprano (22
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a 24 semanas) hasta el tardio (34 a 36 semanas) tienen relacion con TNF-a . Hubo un
incremento significativo del 25% en TNF-a que correlaciond con el cambio en porcentaje
de grasa corporal de las etapas tempranas a tardias del embarazo. Concluyeron que

esos datos apoyan la importancia de TNF-a como factor contribuyente al decremento en
la sensibilidad a la insulina en el embarazo (46).

Leptina.

Producto del gen de la obesidad (ob), es una hormona polipeptidica de 167 aminoacidos
originalmente identificada por clonacion posicional en 1994. Se produce y secreta en
tejido adiposo, puede inhibir la ingestion de alimentos y aumentar el gasto de energia al
actuar sobre hipotalamo. La concentracion circulante de leptina en seres humanos tiene
un estrecho vinculo con la concentracion de insulina en ayuno y el porcentaje de grasa
corporal, lo que lo hace un marcador de obesidad y del sindrome de resistencia a la
insulina. Se encuentran receptores a la leptina no soélo en el hipotalamo (hipotalamo
ventromedial, ntcleo arqueado) sino también en masculo, higado, pancreas, adipocitos,
Utero, placenta, ovario y células linfoides. En ratones ob/ob (ob mutacion en el gen de
leptina) que carecen de leptina, su administracion se vinculd con un aumento de la
concentracion de hormona luteinizante, mayor peso ovarico y uterino y cambios
significativos en la histologia ovarica y uterina, lo que identifica asi potenciaimente al
péptido como un regulador permisivo de la madurez reproductiva. En la rata, la inyeccion
de leptina aumenté de manera aguda y significativa la velocidad de inyeccion de glucosa
en una pinza de euglicemia-hiperinsulinemia. El tratamiento cronico con leptina disminuye
la grasa visceral, inhibe la produccion hepatica de glucosa y estimula la captacion de esta
ultima en el musculo (47).

La cifra plasmatica de leptina se encuentra muy aumentada en embarazadas en
comparacion con mujeres no embarazadas. Masuzaki y cols., encontraron que la
concentracion de leptina plasmatica estaba muy incrementada durante el segundo
trimestre y se mantuvo alta en el tercero. La concentracion de leptina plasmatica 24 horas
después del alumbramiento disminuyé a menos que la cuantificada durante el primer
trimestre. Highman y cols., mostraron que la leptina plasmatica materna aumenté mucho
durante etapas tempranas del embarazo, antes de cualquier cambio importante en la
grasa corporal y la tasa metabélica en reposo, y sugirieron que el embarazo parece ser
un estado de resistencia a la leptina. En seres humanos, la mayor concentracion de
leptina en venas umbilicales que en las arterias correspondientes y el decremento notorio
durante el periodo neonatal sugieren que la placenta es una de las principales fuentes de
leptina en la circulacion fetal. Si bien la concentracion plasmatica de leptina aumenta
durante el embarazo en el ratén y la rata, su mRNA no lo hace en esas placentas. Tal
vez la produccion de leptina puede regularse de modo diferentes en especies diversas
durante el embarazo. Las cifras de leptina en sangre del cordon tuvieron correlacion
positiva con el peso al nacer, el indice ponderal y la talla y circunferencia cefalica. La
concentracion de leptina en sangre del cordén, no asi la de insulina, tuvo relacion
negativa con el aumento de peso del nacimiento a los cuatro meses. Asi, la leptina puede
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tener un papel importante en el crecimiento fetal y el metabolismo materno de la glucosa
(47).

Sistema de sefales de la insulina.

La insulina es la principal hormona que regula la concentracion de glucosa en sangre.
Actua por estimulacion de la entrada de glucosa y su metabolismo en adipocitos y por
inhibicion de la gluconeogénesis hepatica. Definir las moléculas y pasos clave en las
sefales de la insulina ha sido un reto importante para la investigacion bioquimica. Se ha
logrado gran progreso en la comprension de los mecanismos de transmision de sefiales
de insulina, a través del descubrimiento de los sustratos del receptor de insulina .

La insulina inicia su accion por union al receptor de la hormona, que se encuentra en
todos los tejidos. El numero de receptores de insulina varia de tan poco como 40 en
eritrocitos circulantes hasta mas de 200, 000 en adipocitos y hepatocitos. El receptor de
insulina pertenece a la familia de receptores de factores de crecimiento con actividad
intrinseca de tirosincinasa. Esta constituido por dos subunidades o unidas cada una de
ellas a una subunidad B y entre si por puentes disulfuro. La subunidad p tiene actividad
de tirosincinasa. Al unirse, la insulina produce un cambio conformacional en el receptor,
que activa a la subunidad § para autofosforilar al menos seis fragmentos de tirosina (48).
La autofosforilacion de esas moléculas aumenta la actividad de la tirosincinasa, que lleva
a un aumento de la fosforilacion de tirosina de sustratos celulares. En 1991 se purifico y
cloné una profeina importante del cifosiol que participa en las senales de la
insulina, denominada sustrato de! receptor de insulina-1 (IRS-1). El IRS-1 y otros
sustratos, conocidos como proteinas dique, se unen a los sustratos intracelulares
fosforilados y transmiten asi la sefial descendente. La distribucion de los miembros de la
familia de proteinas IRS es especifica de tejidos. Estudios recientes han indicado que la
proteina IRS-2 es mas abundante que la IRS-1 en higado y pancreas, aunque ambas se
expresan ampliamente y son abundantes en musculo. IRS-1 e IRS-2 pueden tener
participaciones diferentes en las sefiales de la insulina. En el raton con delecion del gen
IRS-1 existe retraso del crecimiento y una forma de intolerancia a la glucosa, que incluye
disminucion del 50% en el transporte de ésta estimulado por insulina en masculo estriado
y tejido adiposo, lo que confirma que la via de IRS-1 tiene un papel importante en la
regulacion del crecimiento y metabolismo de la glucosa . La delecion del gen de IRS-1
produce resistencia leve a la insulina, pero no diabetes franca, porque la secrecion de
insulina aumenta para compensar la resistencia. La inactivacion del gen IRS-2 causa
resistencia a la insulina en tejidos periféricos e higado, y los ratones presentan
insuficiencia de células B a las 12 semanas de edad, lo que sugiere participacion de IRS-
2 en pancreas .

La insulina estimula la unién y activacion de la enzima fosfatidilinositol-3 (Pi-3)-cinasaa
IRS-1. La PI-3 cinasa esta constituida por una subunidad reguladora de 85 kD (p85) que
se vincula con la IRS-1 fosforilada y activa a la subunidad catalitica de 110 kD. La
formacioén Pl (3,4,5)P3 es necesaria para la accion de la insulina en el transporte de la
glucosa. La estimulacion de la actividad de la PI-3 cinasa se vincula con el transporte de



glucosa estimulado por insulina en musculo y células grasas, por activacion de la
translocacion de vesiculas que contienen transportador de glucosa GLUT4 a la
membrana plasmatica (48).

Se conoce bien que la captacion de glucosa estimulada por insulina en células ocurre a
través de una familia de proteinas de membrana integrales altamente vinculadas que
comparten similitud significativa en su secuencia, denominadas GLUT1-GLUT4. La
distribucion tisular de esos transportadores de glucosa es bastante especial. De ellos,
GLUT4, el transportador de glucosa sensible a insulina se expresa de manera exclusiva
en musculo estriado, miocardio y tejido adiposo, en tanto que la expresion de GLUT1 es
relativamente baja en esos tejidos. En condiciones basales, GLUT4 pasa por ciclos
lentamente entre la membrana plasmatica y uno o mas compartimientos intracelulares,
con la mayor parte del transportador ubicado en compartimientos vesiculares del interior
de la célula. Después de la estimulacion por insulina, aumenta la velocidad de exocitosis
de vesiculas de GLUT4 y disminuye el proceso de endocitosis. Asi, el cambio de las
vesiculas GLUT4 estimulado por insulina produce un aumento de GLUT4 sobre la
superficie celular e incrementa asi la captacion de glucosa (48).

Sistema de seiiales de insulina durante el embarazo y la DG.
Unién del receptor de insulina y su actividad de cinasa.

Aunque la resistencia a la insulina es un hallazgo universal en el embarazo y la DG,
pocos estudios se han dedicado a los mecanismos celulares encargados de la
resistencia a la insulina. Casi todos los estudios han sefalado que no hay decremento
significativo en la union del receptor de insulina en el embarazo nommal y la DG. Estos
datos sugieren que la resistencia a la insulina durante el embarazo pudiera ser especifica
de ciertos tejidos y puede vincularse con sucesos posteriores al receptor que cambian
vias metabdlicas para la disponibilidad de glucosa.

La actividad de tirosincinasa del receptor de insulina es una de las vias de sefalizacion
posterior a la unién de insulina a su receptor . Estudios con ratas han sefialado que el
embarazo se vincula con menor actividad de tirosincinasa del receptor de insulina en el
higado, no asi en misculo estriado. En un estudio en musculo estriado humano se
informé que la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina no cambia en el
embarazo. Estudios recientes han sefialado que la actividad de tirosincinasa del receptor
de insulina en musculo estriado de embarazadas obesas a término disminuy6 de 30 a
40% en comparacién con el de no embarazadas obesas y esta actividad disminuy6
todavia mas en mujeres con DG. Ademas, la autofosforilacion del receptor se alteré en
mujeres con DG, algo compatible con la mayor resistencia a la insulina en ellas. En la
actualidad, no se conocen bien los mecanismos de alteracion de la actividad de la
tirosincinasa en el receptor de insulina en la DG y la Diabetes Tipo 2. En otros estudios
recientes se encontré que la sobre-expresion del factor 1 de diferenciacion de la
membrana plasmatica celular (PC-1), una glucoproteina, puede participar en la
resistencia a la insulina en sujetos con o sin diabetes no insulinodependiente. Se ha
demostrado que PC-1 inhibe la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina in vitro .
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En embarazadas y pacientes con DG, las cifras de PC-1 no fueron significativamente
mayores en musculo estriado en comparacion con mujeres no embarazadas . Estos datos
sugieren gue el aumento de PC-1 en musculo estriado pudiera tener participacion con
una menor actividad de cinasa del receptor de insulina, lo que contribuye a la resistencia
a la homona y DG. Un segundo mecanismo pudiera relacionarse con la fosforilacion
serina/treonina del receptor de insulina, que se ha demostrado inhibe la actividad de
tirosincinasa de dicho receptor (49).

Fosfatasas de tirosina.

La fosforilacién de tirosina del receptor de insulina y las proteinas IRS se realiza a través
de reacciones de desfosforilacion mediadas por fosfatasas de tirosina unidas a
membranas celulares (PTPasas). Se han postulado como factor patogénico en la
resistencia a la insulina en obesas y diabéticas no insulinodependientes. En estudios
celulares y moleculares, la fosfatasa vinculada con el antigeno de leucocitos (LAR), la
PTPasa transmembrana de tipo receptor y la enzima intracelular PTP1B han mostrado
tener impacto directo sobre las sefiales de insulina en modelos de células integras.
Puesto que las sefiales de insulina pueden incrementarse por disminucion de la
abundancia o actividad de PTPasas especificas, los agentes farmacoldgicos dirigidos a
bloquear la interaccion entre PTPasas individuales y el receptor de insulina pueden tener
importancia clinica para el fratamiento de estados de resistencia a la insulina como la
obesidad y la Diabetes Tipo 2. Datos de musculo estriado de Indios Pima no diabéticos
sensibles a la insulina y resistentes a ella mostraron un aumento de 33% en la actividad
de PTPasa citosdlica basal en sujetos sensibles a hormona, pero no en resistenes a ella.
La concentracion de mRNA de PTP1B aumento en sujetos resistentes a la insulina, en
tanto que los niveles disminuyen en sujetos sensibles a la insulina en un 50%. En los
raténes transgénicos que sobre-expresa PTP1B se mejora la sensibilidad a la insulina
y su concentracion plasmatica. En este estudio también se encontré que en ratones con
delecion en el gen PTP1B, la fosforilacion de tirosina del receptor de insulina estimulado
por la hormona aumento y los ratones eran resistentes al aumento de peso inducido por
una dieta abundante en grasas y resistencia a la insulina. Estos datos son compatibles
con un papel de PTPasa, en especial PTP1B en la regulacion de la sensibilidad a la
insulina y el metabolismo energético, que los relaciona comop potenciales blancos
terapéuticos en el tratamiento de la Diabetes Tipo 2 y obesidad. Ademas, varios estudios
han demostrado que el vanadato, un inhibidor competitivo de la fosfatasa de PTB1B
administrado por via oral normaliza la hiperglucemia en seres humanos y animales
diabéticos al incrementar la captacién de glucosa por el misculo estriado, mediado
probablemente por aumento del estado de fosforilacion en el receptor de insulina o las
proteinas IRS (50).

Proteinas del sustrato del receptor de insulina.
Los sustratos del receptor de insulina sonuna familia de proteinas que se unen al receptor

de la insulina y traducen su informacion a diferentes sustratos a través de cascadas de
senalizacion. La concentracion de la proteina y la fosforilacion de tirosina de proteinas

27



IRS estimulada por la insulina son indispensables para la sensibilidad a la hormona en
tejidos sensibles a ella. En ratones transgénicos con delecion, la ausencia de IRS-1 o
IRS-2 causa resistencia leve a la insulina o Diabetes Tipo 2, respectivamente. Se ha
reportado que en el musculo de ratas prefiadas existe una menor expresion de IRS-1.
En una investigacion reciente se encontré que la concentracion de proteina IRS-1 en
musculo estriado humano disminuyé de 22 a 44% durante etapas avanzadas de la
gestacion o en la DG, respectivamente, en comparacion con las cifras de controles no
embarazadas pareadas. En ese estudio también se encontré que en el misculo estriado
de pacientes embarazadas y con DG, la fosforilacion de tirosina IRS-1 estimulada por
insulina disminuyé de manera significativa, 28 y 41%, respectivamente, en comparacion
con mujeres no embarazadas. En gestantes y pacientes con DG, la concentracion de
proteina IRS-2 en muasculo estd aumentada. Estos hallazgos sugieren que la
resistencia a la insulina durante el embarazo puede ejercerse a través de
decrementos en la cascada de seiiales de la hormona mediadas por proteinas de
IRS. El aumento de IRS-2 puede compensar la disminucién de IRS-1,; sin embargo, la
primera no parece compensar el menor transporte de glucosa estimulado por insulina que
ocurre en musculo estriado de embarazadas y pacientes con DG . En un estudio reciente
se comunico que el gen de IRS-2 humano tiene un elemento de respuesta primaria a la
progesterona , una de las principales hormonas del embarazo, lo que sugiere su
importancia fisiolégica en la regulacion de IRS-2 en la funcidén de células hepaticas o 8
pancreaticas (50).

Fostatidilinositol-3-cinasa.

Es una cinasa que tiene una subunidad reguladora de 85 kD y una catalitica de 110 kD.
Hay muchas pruebas que indican que se requiere de la activacion de P-3-cinasa por la
insulina para la translocacion de GLUT-4. La primera prueba de que se requiere Pl-3-
cinasa para la estimulacion insulinica de la captacion de glucosa proviene de
experimenios que muestran que se abolieron por completo la translocacion de GLUT4
estimulada por insulina y la captacion de glucosa por una baja concentracion nanomolar
de wortmanina y LY 294002 en una variedad de tejidos sensibles a la insulina. No
obstante, hay otros estudios que sugieren que aunque necesaria, la activacion de PI-3-
cinasa no es suficiente para promover la translocacion del transportador de glucosa. Se
desconoce si hay un cambio en la actividad de Pl-3-cinasa en la resistencia a la insulina
inducida por el embarazo. Las cifras proteinicas de p85 en musculo estriado de
embarazadas y pacientes con DG fueron inesperadamente mas altas en comparacion
con mujeres no embarazadas (49). Hay al menos siete formas altemnativas de
subunidades reguladoras de PI-3 cinasa y actualmente se estudia su papel en la
regulacion de la captacion de glucosa en distintos tejidos.

Transportadores de glucosa.
El sistema de transporte de glucosa es importante en la regulacion de la captacion de

glucosa estimulada por insulina en tejidos sensibles a la hormona. A diferencia de lo que
se encontré en misculo estriado, estudios de tejido adiposo humano han encontrado que
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la expresion de la proteina GLUT4 estaba disminuida en embarazadas y que el
decremento era mas intenso en mujeres con DG (50). Adicionalmente, la insulina indujo
translocacion de GLUT4 de microsomas de baja densidad a membranas plasmaticas en
controles, pero no alterd la distribucién subcelular en pacientes con DG. Un estudio
reciente demostré que la sobreexpresion de GLUT4 humana en roedores C57BL6/J
Lepr db/+ diabéticas gestacionales espontineas mejora las sehales de insulina en
DG, lo que produce una mayor secrecion de insulina estimulada por glucosa y un mejor
control de glucemia (50). Los mecanismos para la expresion y distribucion alterada de
GLUT4 en la resistencia a la insulina inducida por el embarazo no son claros, pero
pudieran vincularse con la hiperinsulinemia debido a que los sujetos obesos
insulinomesistentes muestran cambios similares.

Diagnéstico de la DG.

En el afio de 1973, O’Sullivan y cols. (51) valoraron una prueba de glucemia efectuada
una hora después de una carga de 50 g de glucosa en sangre venosa total mediante el
método de Somogyi-Nelson. En dicho estudio se encontré que un umbral de 130 mg/di
tenia una sensibilidad de 79% y una especificidad de 87% para DG en un grupo de 752
embarazadas en etapa tardia del segundo trimestre y en el tercer trimestre sometidas a la
prueba de deteccion y al parametro de curva de TOG.

Para el afio de 1982, se propuso un conjunto alternativo de umbrales diagnoésticos,
basados también en los criterios de O"Sullivan y Mahan (51). Puesto que en casi todos
los laboratorios se habia cambiado del método de Somogyi-Nelson de analisis de
glucosa, que incluia una pequefia cantidad de azicares reductores diferentes a la
glucosa, a los métodos enzimaticos de analisis, mas especificos, Carpenter y Coustan
(52, 53) restaron primero 5 mg/dl de cada una de las cifras originales no redondeadas de
O’Sullivan y Mahan y posteriormente agregaron un 14% para compensar el cambio de la
glucosa en sangre venosa entera al nivel plasmatico. Las cifras resultantes se
redondearon después a los 5 mg/dl mas cercanos y se muestran a continuacion

Hora Sangre Total Plasma
(Semogyi-Neison) ___(Glucosa Oxidasa)
Ayuno 90 mg/di 95 mg/di
1 Hora 165 mg/dl 180 mg/dl
2 Horas 143 mg/dl 155 mgy/di
3 Horas 127 mg/di 140 mg/d|

En ese entonces se considerd que la mejor forma de saber cudles son las adaptaciones
mas precisas seria repetir la metodologia original e implementar los estudios paralelos
respectivos (12). Asi, Sacks y colaboradores (54) elaboraron tales estudios y encontraron
que las derivaciones del NDDG estaban por arriba de los intervalos de confianza 95%, en
tanto que los valores recomendados por Carpenter y Coustan (53) siempre se
encontraron dentro de estos limites.

29



Por lo anterior, en el afio de 1998 en la Fourth International Workshop-Conference on
Gestational Diabetes (29) se recomendo la modificacion de Carpenter y Coustan de los
criterios de O"Sullivan y Mahan con base en los trabajos de Sacks y cols.(44). Asimismo,
numerosos estudios clinicos mostraron tasas de morbilidad perinatal en estudios que
emplearon los umbrales mas bajos.

Anteriormente, también hubo confusion en cuanto a qué paciente debe someterse a
estudio. Antes de 1994 la ACOG recomendaba hacer una prueba de TOG a la hora con
carga de 50 g a todas las mujeres de 30 aflos o mayores y a las mas jovenes cuando
tenian factores de riesgo (42). En ese entonces, la ACOG noté que no se habian
demostrado los beneficios de las pruebas de deteccion en la poblacion y modifichd su
recomendacion, de tal manera que en algunos grupos con riesgo fuese el examen
universal, en tanto que en ofros se requieren esquemas diferentes (49). Por ejemplo, un
programa de embarazo en adolescentes, en el que todas las pacientes son muy jovenes,
daria tan pocos casos de DG y el estudio basado en el riesgo seria mas eficaz en cuanto
a costo que el universal. Por el contrario, en la poblaciéon estadounidense indigena, como
la de los indios Pima, la prevalencia de diabetes es tan alta que la posibilidad de DG es
mayor que el riesgo vinculado con una prueba de deteccion positiva, por lo que se
sugiere proceder de manera directa a la curva de tolerancia. La ADA aconsejo el
muestreo universal durante el embarazo con la carga de 50 g de glucosa una hora
después hasta el afio de 1977 (41). En ese tiempo, la ADA tomé una posicion similar a la
de la ACOG, al sefialar que parece haber un grupo de bajo riesgo, en quien el estudio no
seria eficaz en cuanto a costo (48). Para considerarse en ese grupo de bajo riesgo, la
mujer debe ser menor de 24 afios con peso corporal normal, sin antecedente de diabetes
familiar y no ser miembro de un grupo étnico y racial con alta prevalencia de la
enfermedad. Aunque no se sefiala explicitamente, también seria razonable agregar que
la paciente no debe tener antecedentes de resultados obstétricos adversos, como 6bito o
macrosomia. Los individuos que cumplen con todos los criterios previos no necesitan
estudios. La Fourth Intemational Workshop Conference on Gestational Diabetes lieg6 a
conclusiones similares (55).

Deteccion de la DG.

El riesgo del feto aumenta de manera continua al incrementarse la glicemia matema. En
este rubro no existe un umbral que discrimine entre embarazos de bajo riesgo y
embarazos de alto riesgo. Los criterios diagnésticos para la DG pueden establecerse de
manera no rigurosa para identificar inicamente gestaciones muy riesgosas (pasando por
alto algunos embarazos de riesgo) o de manera rigurosa pero con la consecuencia de
incluir casos falso positivos. Después de afos de numerosas experiencias y
recomendaciones, este Gltimo enfoque fue el adoptado por la Cuarta Conferencia
Intermacional en DG (55).

El procedimiento de deteccion, identifica mujeres embarazadas quienes presentan un
riesgo suficiente para elaborar una prueba diagnéstica, la curva de TOG.
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Ha sido recomendado ampliamente realizar la prueba de deteccién cuantificando la
glucosa plasmatica en toda mujer embarazada entre la semana 24 y la semana 28 de la
gestacion . Sin embargo, algunas mujeres presentan caracteristicas clinicas que indican
un riesgo muy bajo para DG que incluso tal deteccion pudiera omiirse (56). Otras
mujeres embarazadas presentan caracteristicas clinicas consideradas de alto riesgo en
quienes la prueba de deteccion debiera realizarse de manera mas temprana. De acuerdo
con lo anterior, la deteccion para la DG incluye la evaluacion de las caracteristicas
clinicas de toda mujer embarazada para determinar el riesgo de DG vy la tealizacion de la
prueba de deteccion de glucosa sérica en mujeres quienes no tienen un perfil de bajo
riesgo. La evaluacion inicial se realiza en la primer consulta prenatal. Aquellas mujeres
con caracteristicas clinicas de alto riesgo, deben someterse a prueba de deteccion lo
antes posible. Para ello, se recomienda la prueba de la carga oral de 50 g de glucosa
seguido por la curva de TOG si las concentraciones encontradas asi lo sefialan (57). Por
otra parte, si existe sospecha clinica de hiperglicemia (poliuria, polidipsia) la cuantificacion
de glucosa en ayunas puede ser suficiente para confirmar el diagnéstico.

Las mujeres que presentan un riesgo medio, deben valorarse mediante prueba de
deteccion entre la semana 24 y la semana 28 de la gestacion. Las mujeres con bajo
riesgo no requieren prueba de deteccion. A toda mujer con caracteristicas clinicas de
riesgo para desarrollo de DG debe practicarse la prueba de deteccion.

En la mayoria de los casos se realiza el procedimiento de dos pasos; el paso 1 consiste
en la cuantificacion de glucosa plasmatica una hora después de una carga oral de 50 g
de glucosa, y el paso 2 constituye la curva de TOG, que se realiza en mujeres en quienes
el primer paso indico que presentan riesgo de DG. Como cualquier prueba diagnéstica su
sensibilidad y especificidad varian segun el punto de corte utilizado (57).

Diagnéstico.

Se basa en los resultados de la curva de TOG, a excepcion de mujeres en quienes se
encontré una hiperglicemia severa. El enfoque mas ampliamente recomendado
corresponde al propuesto por la Cuarta Conferencia Internacional en DG (56). Asi,
durante el Tamizaje, cuando se encuentran valores de 95 mg/dl de glicemia basal y de
180 mg/di de glicemia a la hora, queda establecido el diagnético de DG.

Prueba _ Gicema  _ Diagnostico
Glicemia basal en ayuno 80-110 mg/di Sano
Glicemia basal en ayuno 110-125 mg/dl Glicemia anormal en ayuno
Glicemia basal en ayuno x 2 > 126 mg/dl Diabetes Mellitus
Post-carga 75 g a las 2 horas 140-200 mg/dl Intolerancia a la glucosa
Post-carga 75 g a las 2 horas > 200 mgt/dl Diabetes Mellitus
Glicemia casual > 200 mg/di Diabetes Mellitus
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Implicaciones prenatales de la DG

La morbilidad prenatal en mujeres con DG se limita a un aumento en la frecuencia de
entidades hipertensivas. Los datos mas evidentes se relacionan con la pre-eclampsia
(48,49) y existe una asociacibn mas controversial con la hipertension inducida por el
embarazo (49). Por lo cual se recomienda un monitoreo cuidadoso de la presion arterial,
la ganancia de peso y la proteinuria, especialmente durante la segunda mitad de la
gestacion.

El riesgo prenatal principal de la DG se relaciona con el feto. Algunos autores han
reportado un aumento importante en la frecuencia de defectos congénitos, pero dicha
asociacion parece limitarse a productos de madres quienes presentan hiperglicemia
severa (glucosa en ayuno mayor a 120 mg/dl).

Histéricamente, el 6bito representd una complicacion importante en las gestaciones de
mujeres diabéticas, incluyendo mujeres embarazadas con DG no tratada (53). En
consecuencia, se recomienda el monitoreo de los movimientos fetales y la
cardiotocografia en embarazos complicados con DG con objeto de detectar fetos con
riesgo de muerte intrauterina.

Se han reportado indices variables de asociacion con macrosomia, hipoglicemia, ictericia,
sindrome de dificultad repiratoria, policitemia e hipocalcemia en productos de mujeres con
DG (56).

La macrosomia y las complicaciones intraparto asociadas se consideran como los tipos
mas importantes de morbilidad. La macrosomia se considera es consecuencia de un
aporte excesivo de glucosa al feto como resultado de la hiperglicemia matema. De hecho,
existe una asociacioén débil entre el grado de glicemia materna y el peso al nacimiento
(57). Otros factores matemos reportados en asociacion con macrosomia incluyen
obesidad (56) y concentraciones matemnas elevadas de aminodacidos y lipidos (57,58,59).

Estudios genéticos en DG.

Las mutaciones en el gen GK se encuentran aproximadamente en el 3% de mujeres
caucasicas con DG y usualmente se verifica en pacientes con hiperglicemia persistente
en ayunas, con un pequefio incremento en la TOG y que requieren tratamiento mediante
insulina durante el embarazo.

Ellard y cols., estudiaron mujeres caucasicas con DG quienes tenian hiperglicemia en
ayunas y que no cumplian con los criterios clinicos para diagnéstico de Diabetes Tipo
MODY. Estos autores realizaron un analisis de secuencia directa del gen de glucocinas
en 15 pacientes, encontrando 12 de ellas (80%) con mutaciones en dicho gen (24).



Por su parte, Stoffel (1993) reporté que de 40 pacientes con DG en dos de ellas se
encontraron mutaciones en el gen de glucocinasa, sugiriendo una prevalencia
aproximada del 5% (60).

En Suecia, Weng y cols., estudiaron 66 pacientes con DG y antecedentes familiares de
Diabetes. Estos autores encontraron tres mutaciones : una en el gen de la Glucocinasa;
una en el gen HNF-1a y una en el gen IPF-1. En este mismo estudio, los autores sefialan

que no encontraron evidencia de anticuerpos GAD ni genotipos asociados al complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA) (61).

Spyer y cols. (2000) reportaron el caso de una mujer con DG en dos embarazos
subsecuentes, encontrando la mutacion E40ins21 para el gen de glucocinasa. Estos
autores sefialaron que el producto del primer embarazo presenté bajo peso al nacimiento
(percentil 30). Al cumplir cuatro afios de edad, se encontré hiperglicemia en ayuno y se
verificd la misma mutacion en el gen de glucocinasa en el nifio (62).

En el mismo estudio, siele de las pacientes portaban la mutacion AV98 y tenian
antecedentes matemos de DG. Una paciente resulté portadora de Prol447Leu y
mostraba un familiograma con diabetes en cuatro generaciones consecutivas y por Gltimo
otra paciente present6 la mutacion Glu48Lys. En ésta ultima paciente se detectaron
también titulos bajos de anticuerpos GAD y anti-insulina en suero, por lo que fue
clasificada como Diabetes Tipo 1. Adicionalmente estos autores encontraron la
duplicacién de una insercion TGGGGGT en la region 5°'UTR, concluyendo que estas
variaciones de secuencia estan relacionadas al desarrollo de DG (61)

GENES INVOLUCRADOS EN DIABETES TIPO MODY Y LA DIABETES TIPO 2 Y
VINCULADOS AL DESARROLLO DE DIABETES GESTACIONAL.

Factor 1 del Promotor de la Insulina (IPF-1)

El IPF-1 es también conocido como PDX-1 (del inglés, Pancreas-Duodenum Homeobox-
1). Este gen codifica para un factor de transcripcion con una region tipo homeodominio.
En humanos y otras especies, el desarrollo embrionario pancreatico depende de la
expresion de este gen (65), (66). Durante la etapa aduita, el gen IPF-1 participa en el
metabolismo de la célula B pancreatica como regulador transcripcional positivo del gen de
la insulina (67).

El homeodominio de IPF-1 es necesario para la union de la proteina al ADN y de manera
adicional actua como un dominio de interaccion proteina-proteina con otros factores de
transcripcion como NEUROD1 y TCF-3.



Gen de la glucocinasa (GK).

La enzima GK tiene un papel preponderante en la regulacion del metabolismo de la
glucosa. Su funcién como sensor de la célula  pancreatica de los niveles de glucosa en
sangre es importante, pues en un estado de hiperglicemia, participa en la secrecion de
insulina, misma que normaliza las concentraciones de glucosa. La GK cataliza el primer
paso de la glucdlisis, la transferencia de un fosfato de ATP a la glucosa para generar
glucosa-6-fosfato. Como se menciond alteraciones en este gen ocasionan MODY 2y a la
fecha se han reportado mas de 100 mutaciones a lo largo de todo el gen.

A diferencia de lo observado para el gen HNF-1a ninguna de estas mutaciones
reportadas parece ser mas frecuente. El gen consta de 12 exones y su region promotora.
Los sujetos que presentan mutaciones en glucocinasa desarrollan un hiperglicemia leve,
que no progresa significativamente con la edad. Mas del 85% de estas personas son
tratadas con dieta tinicamente y las complicaciones microvasculares son poco frecuentes.
Caracteristicas del sindrome metabdlico generaimente no se observan, la concentracién
de insulina y de lipidos son normales, por lo cual tienen menor posibilidad de alteraciones
cardiovasculares si se comparan con diabéticos con mutaciones en los genes HNF-1a 6
HNF-4aq.

La enzima glucolitica GK desempeiia un papel importante en la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa. La region promotora del gen de GK comprende mudltiples elementos
que actian en cis incluyendo dos importantes motivos: la estructura palindromica hPal-1 y
un motivo hUPE3. E| factor IPF-1 se une a este ltimo para activar la trascripcion de GK.
Se sefiala que alelos mutantes del gen de IPF-1 modifican la actividad transcripcional de
GK, lo que ocasiona un defecto en la secrecion de insulina (68).

Gen del transportador-2 de la Glucosa (GLUT-2).

Se sabe que la disminucion en la expresion de IPF-1 ocasiona modificaciones en los
niveles intracelulares de GLUT-2. En relacion con lo anterior, Waeber y cols (74)
postularon que IPF-1 interactiia con una secuencia TATA del promotor del gen de GLUT-
2. El control transcripional de GLUT-2 es regulado por dos proteinas de uniéon ADN
especificas del islote: IPF-1 y GTlla. En ratones diabéticos (db/db), la disminucion de la
expresion del mARN de GLUT-2, se correlaciona con una disminucion de la actividad de
unién al ADN de la proteina GTlla como paso inicial la disfuncion de célula .
Posteriormente ocurre una desregulacion de IPF-1, que ocasiona un mayor grado de
disfuncion (68).

Otros genes MODY
Otros genes involucrados en el fenotipo MODY son el HNF-4a, HNF-18 vy

NeuroD1/BETA2. Mutaciones en estos genes relacionados al fenotipo MODY han sido
reportadas, pero con menor frecuencia que las identificadas para los genes HNF-1a y
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glucocinasa. El fenotipo causado por mutaciones en el gen HNF-4a es similar al causado
por aquellas presentes en el gen de HNF-1«, aunque la penetrancia puede ser
ligeramente menor. No es posible diferenciar clinicamente a pacientes que presenten
mutaciones en uno u otro gen.

Pacientes con alteraciones en el gen de HNF-4a presentan una falla progresiva de célula
B, requieren tratamiento farmacolégico y desarrollan frecuentemente complicaciones
microvasculares. Por otro lado mutaciones en el gen de HNF-1p se han relacionado mas
frecuentemente con problemas renales como son la enfermedad renal quistica y defectos
en la morfologia del rifion. La severidad del fenotipo diabético es semejante a la descrita
para enfermos con mutaciones en los genes HNF-1a y HNF-4a. Ademas, sujetos que
presentan mutaciones en este gen pueden desarrollar retinopatia proliferativa.

Con lo que respecta a mutaciones en el gen que codifica para el factor de transcripcion
NEUROD1/BETA2 como causantes del fenotipo MODY, estas son raras, solo se han
encontrado en algunos individuos integrantes de familias caucdsicas que presentan un
patron de herencia autosomico dominante, estos individuos desarrollaron diabetes antes
de los 25 afos de edad y requinieron insulinoterapia para su control metabélico (69).

PPAR-y

En el cromosoma 3 se ubica un gen un receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARY).(88). Los PPARSs son miembros de ia superfamiiia de factores de
transcripcion de receptores de hormonas nucleares. Los PPARs forman heterodimeros
con receptores retinoides X, y regulan la transcripcion de multiples genes. Hay tres tipos
de PPARs , alfa, delta y gamma (PPARYy). El gen de PPARy humano abarca alrededor de
100 kb y esta compuesto de 9 exones el cual da lugar a los RNAs mensajeros PPARy1 y
PPARy2 mediante el uso de promotores diferentes y splicing altemativo en el extremo 5’
del gen. PPARy2 se expresa abundantemente en el tejido adiposo (88). La estructura de
la proteina PPARy consiste de un dominio central de union a DNA, un dominio de
activacion en el amino terminal, y un dominio de unién a ligando en el carboxilo terminal
(89) Esta proteina esta involucrada en el metabolismo de la glucosa y los lipidos, el
transporte de acidos grasos y la diferenciacion ceiular. ( 90 ) PPARy se expresa en los
tejidos blanco de la insulina y su activacién regula el metabolismo de la glucosa y de los
acidos grasos (91).

Variantes genéticas de PPARy

Se han asociado diferentes variantes del gen de PPARy con la susceptibilidad a la
diabetes y a la resistencia a la insulina. La variante P115Q ha sido asociada con
obesidad, mientras que las variantes V290M y P467L se han asociado con resistencia
severa a la insulina y diabetes. PPARy mejora la sefalizacion de la insulina mediante las
drogas tiazolidinedionas (TZD) que actian como ligandos (90). El alelo A12 es asociado
con la reduccion de la adipogénesis inducida por TZD (92). Mientras que el alelo P12 se



asocié con una disminucion de la sensibilidad a la insulina, obesidad y diabetes tipo 2 en
poblaciones japonesa y finlandesa. ( 88 ) En poblacién caucasica se asocio a diabetes
mellitus tipo 2 (93).

Al igual que para otros genes, distintos grupos han tratado de evidenciar la participacion
de variantes de secuencia en el gen PPARy en la DM2 poligénica. La presencia del alelo
Pro12 se ha asociado a resistencia a la insulina, mayor indice de masa corporal y un
riesgo incrementado al desarrolio de DM2. Dada la elevada frecuencia del alelo Pro12 en
la poblacion general, este seria el primer caso de un alelo frecuente que confiere un
riesgo elevado para el desamolio de la DM2, y donde el riesgo es aparentemente
modulado por factores ambientales como el tipo de grasa que se consume en la dieta
(28,94).

CALPAINA-10

El gen de la calpaina -10 se identifico recientemente como el primer gen de
susceptibilidad para la diabetes tipo 2 en el brazo largo del cromosoma 2q 37.3 a través
de clonacion posicional (76). Este gen parece tener un papel muy importante en la
susceptibilidad al desarrollo de la diabetes tipo 2 particularmente en la poblacion méxico-
americana y mestiza mexicana aunque se ha demostrado también su participacion en
distintas poblaciones de origen Europeo y en Africano- americanos donde su contribucion
a la susceptibilidad para desarrollar la enfermedad es menor (77,78).

Un haplotipo constituido por los polimorfismos SNP-43 (single nucleotide polymorphism)
localizados en el intrén 3, un polimorfismo de delecion —insercion conocido como SNP-19
en el intron 6 y el SNP-63 localizado en el intron 13 del gen de la calpaina-10 (CAPN10)
incrementa el riesgo al desarrollo de la diabetes tipo 2 en un 14% en la poblacion Mexico-
americana (79). En un estudio mas reciente publicado por el grupo de la Dra. Tusié en
colaboracion con el Dr. Graeme Bell de la Universidad de Chicago se demostro la
participacion de un haplotipo distinto del gen CAPN10 en la susceptibilidad al desarrolio
de la diabetes tipo 2 de inicio tardio en la poblacion mestiza mexicana. Este haplotipo
esta constituido por los SNPs 44, 43 y 110. y confiere un riesgo del 22% al desarrollo de
la enfermedad en nuestra poblacién (Del Bosque et al, 2004).

Por lo tanto en este estudio planteamos el andlisis de los 5 polimorfismos descritos para
el gen de la calpaina-10 asociados al riego de manifestar la enfermedad en poblacién
Mexico-americana o en la poblacién mestiza mexicana. Este seria el primer analisis para
un subtipo de diabetes de inicio temprano en nuestra poblacion.

Despties de la ubicaciéon de este gen y la demostracion de distintas variantes génicas
involucradas en la susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad, han aparecido distintos
estudios tratando de dilucidar el papel de etas variantes en la etiopatologia de la DM2. El
gen calpaina 10 codifica una proteina calcio dependiente que esta presente de forma
ubicua en todos los tejidos humanos y se han descrito a la fecha al menos 8 isoformas las
cuales pudieran tener expresion restringida a ciertos tipos celulares. El tratamiento con
diferentes inhibidores de calpaina resulta en un aumento en la secrecion de insulina
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inducida por la glucosa en los islotes pancreaticos asi como disminucion de la misma en
musculo y adipositos. Estos resultados proveen tentativamente un mecanismo molecular
para explicar la asociacion entre la variabilidad de CAPN10 y diabetes tipo 2. (85)

La diabetes gestacional asi como la no insulinodependiente es una enfermedad
multifactorial poligénica en donde participan un conjunto de genes de susceptibilidad que
pudieran estar involucrados en distintos procesos incluyendo la sintesi y secrecion de
insulina, la incorporacion de glucosa en los distintos organos y tejidos asi como la
produccion hepatica de glucosa.

En este estudio se plantea el analisis de los polimorfismos conocidos de dos de los genes
involucrados en algunos de estos procesos CAPN10 y PPAR-y.

JUSTIFICACION.

La DM2 es el tipo mas frecuente de diabetes en todo el mundo representando mas del
95% del total de casos (30). Se estima que actualmente hay cerca de 150 millones de
diabéticos en el mundo, y de acuerdo a ciertas proyecciones, para el 2010 habra
aproximadamente 220 millones, mientras que para el 2025 la cifra sera de unos 300
millones (86).

La OMS reportd en 1995 que la prevalencia de DM2 en el adulto a nivel mundial era del
4%, y estimd que esta cifra incrementara al 5.4% para el afo del 2025 (88). La mayor
parte de este incremento de prevalencia podria ocurrir en paises en vias de desarmollo. La
mayoria de casos se encuentran en el intervalo de edad de los 45 a los 64 arios, siendo
las mujeres mas afectadas que los hombres. El riesgo de padecer DM2 es mayor en
ciertas poblaciones del mundo, como es el caso de los Indios Pima en Arizona que tienen
la mas alta prevalencia: 50% de los adultos tienen la enfermedad. Otro grupo en los
Estados Unidos que también tiene una alta prevalencia de DM2 son los afroamericanos
con un 13% (89).

En México, la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC) en 1993 report6
una prevalencia de DM2 del 8.2% en la poblacion de 20 a 69 afnos, mientras que la
Encuesta Nacional de Salud (ENSA) en el 2000 lo hizo en un 10.9% para el mismo
intervalo de edad (90). Por su parte, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), ha
estimado que en México la prevalencia general de DM para el aiio del 2025 sera del
12.3% (88).

En 1997 se reporté una tasa de 15.5 defunciones por 100 000 habitantes, ocupando en
ese momento y hasta la fecha la tercera causa de muerte, seguidas de las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (90).
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Las consecuencias clinicas mas importantes en los pacientes con DM2 son el desarrollo
de complicaciones cronicas, entre las que destacan la retinopatia y la vasculopatia, que
ocasionan incapacidad permanente como ceguera o amputacion de miembros inferiores.

En algunos casos la muerte es secundaria a insuficiencia renal cronica.

La prevalencia mundial de la diabetes gestacional (DG) oscila entre 1y 4%, con mas de
135,000 casos anualmente (90). En México no hay una cifra general, pero se han
reportado cifras de 4.3% (30). Las mujeres que presentan mayor riesgo de padecer DG
son aquellas con algin grado de obesidad, con una edad en el momento del embarazo
mayor a los 25 afios, aquélias con historia familiar de alteraciones en el metabolismo de
la glucosa o las que pertenecen a un grupo étnico con alta prevalencia de DM.

Datos epidemiologicos y fisiopatologicos sugieren un vinculo estrecho de esta entidad
con la diabetes mellitus no insulino dependiente. Se han identificado diversos
polimorfismos en nucledtidos del gen de la calpaina 10 y en el polimorfismo de P12A en
el gen PPARy como de riesgo para el desamollo de diabetes meliitus no insulino
dependiente, por lo que se examinara la presencia de dichos polimorfismos en estos
genes en mujeres con diabetes gestacional.

El reconocimiento de la participacion de estos genes en el desarmrollo DG en nuestra
poblacién, permitira proponer medidas de prevencion para reducir riesgos perinatales y
gastos de atencion médica.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La diabetes gestacional al igual que la diabetes no insulinodependiente es una
enfermedad multifactorial poligénica. Los genes que participan en el desarrollo de la
diabetes tienen efecto parcial, donde ninguno de ellos es suficiente para que esta se
desarrolle. Sin embrago el efecto combinado y aditivo de distintos genes aunados a la
presencia de factores ambientales como el sedentarismo, la obesidad o la dieta alta en
grasas favorece el desamollo de la enfermedad. Recientemente se identifico a la calpaina
10 como el primer gen de susceptibilidad para diabtes tipo 2 asi como la participacion
importante del polimorfismo PA12 en el gen PPRAy vinculada al riesgo de manifestar la
enfermedad. Polimorfismos o variantes genéticas particulares en estos dos genes
pudieran participar también en la etiologia de la diabetes gestacional en la poblacion
mexicana.

El reconocimiento de la participacion de estos genes en el desamollo DG en nuestra
poblacién permitird proponer medidas de prevencion para reducir riesgos perinatales y
gastos de atencion médica.

38



HIPOTESIS

Conociendo la participacion de distintos polimorfismos en los genes de la calpaina 10
(SNP 19,43, 44,63 y 110) y PPRA[T (P12A) en la etiologia de la diabetes mellitus no
insulinodependiente y de la semejanza epidemiologica y fisiopatolégica con la diabetes
gestacional, estos genes pudieran participar también en la etiologia de la Diabetes
Gestacional en poblacion mexicana.

METAS

Objetivo general.

Estudiar la participacion de distintas variantes genéticas o polimorfismos de los genes de
la Calpaina 10 ( SNP 19, 43, 4463 y 110) y del PPAR gamma (P12A) como posibles
alelos de de susceptibilidad para el desarrollo de la diabetes gestacional en una muestra
de la poblacion mexicana.

Objetivos especificos
1. Determinar la frecuencia con la que se presentan los polimorfismos de calpaina
SNP 19, 43, 44, 63 y 110 (de forma aislada y como haplotipo) en pacientes con
diabetes gestacional y en grupo control.

2. Determinar la frecuencia con la que se presenta el polimorfismo Pro12Ala de
PPAR gamma 2 en pacientes con diabetes gestacional y en grupo control.

3. Establecer si las frecuencias genetipicas mantienen el equilibrio de Hardy-
Weinberg en ambos grupos de estudio.

4. Establecer si existen diferencias significativas entre las frecuencias alélicas o
genotipicas de estos polimorfismos de manera aislada o como haplotipos entre
pacientes y controles.
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MATERIAL Y METODO.

TIPO DE POBLACION (UNIVERSO DEL PROBLEMA).

a. Grupo problema (Grupo l). Se estudiaron 124 mujeres mexicanas embarazadas
con diagnéstico de DG atendidas en el Servicio Materno-fetal del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE, en la ciudad de México.

b. Grupo control (Grupo ll). 100 mujeres mexicanas no relacionadas, sin
antecedentes heredofamiliares de diabetes mellitus en primer grado o de DG
con una determinacion de glucosa en sangre en ayunas normal (80-110mg/dl) y
mayores de 40 afios.

TIPO DE ESTUDIO.

a. Experimental

b. Comparativo

CRITERIOS DE INCLUSION

a. Pacientes embarazadas con diagnéstico de DG
b. Que acepten participar en el estudio y firnen la hoja de consentimiento informado.
c. Para el grupo control se incluiran mujeres mayores de 40 afios con glicemia de

ayuno nommal sin antecedentes heredofamiliares de primer grado de diabetes
mellitus o antecedentes de diabetes gestacional. X
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CRITERIOS DE EXCLUSION

a. Pacientes embarazadas con diagnéstico de Diabetes Tipo 1y Tipe 2.

b. Pacientes quienes rechazaran participar en el estudio.

PROCEDIMIENTO

Tamiz de glucosa 50.

No se requiere preparacion de la paciente y consiste en:

Toma de muestra de sangre periférica en ayuno.

Administracion de una carga oral de glucosa de 50 g.

Se realiza otra toma de glucemia central 60 minutos después de la toma de glucosa oral.
Si el resultado de la glucosa a la hora es igual o ayor a 130 mg/dl se realiza curva de
tolerancia a la glucosa oral.

Curva de tolerancia a la glucosa oral

Requiere de una preparacion de tres dias previos a la prueba con una dieta que contenga
minimo 150 g de carbohidratos al dia (en este Centro Hospitalario se ajusto a 3000
calorias por dia). En ese tiempo no deben consumirse medicamentos ni tabaco y
mantener una actividad fisica normal. El dia de la prueba se toma muestra de sangre
periférica en ayuno, se administra una carga oral de 100 g de glucosa y posteriormente
se determina glucemia a los 60, 120 y 180 minutos.

El analisis genotipico se llevd a cabo con la participacion interdisciplinaria del
Servicio de Medicina Materno Fetal del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE y la Unidad
de Biologia Molecular y Medicina Genoémica del INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION “DR. SALVADOR ZUBIRAN” bajo la direccion de
la Dra. Maria Teresa Tusié Luna.

Extraccion de DNA

Se obtuvieron20 ml de sangre total con EDTA como anticoagulante de las pacientes
seleccionadas y los controles.

La extraccion de ADN se llevara a cabo por medio de lisis hipotdnica de eritrocitos a partir
de sangre total por digestion de linfocitos con proteinasa K, seguido con fenol-cloroformo,
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se homogeniza por 30 segundos y se centrifuga a 12000 rpm/2min. Se decanta todo el
sobrenadante y al pellet se le adiciona 180ml de buffer TE y se incuba a 55° por 10 min,
se adiciona 20 ml de NaCl 5M y se mezcla vigorosamente antes de agregar 1 mi de
etanol absoluto frio. Se mezcla y centrifuga a 12000 rpm/ 1min, se decanta el
sobrenadante y el paquete de ADN se seca en el speedvac por 20 min. Finalmente el
pellet se resuspende en 200 mi de buffer TE y se incuba a 55°C toda la noche agitandose
periédicamente para disolver el ADN. Para conocer la concentracion del ADN, tomar una

alicuota de 4 ml ADN recién disuelto y disolverio en 996 ml de agua y leer en espectro a
260nm.

Genotipificacion de los SNPs

La genotificacion de los SNPs 43 y 44 se realizara por PCR tiempo real, para lo cual se
disefieron las sondas Taq man y los primers especificos para cada uno de los SNPs
(7000, Applied Biosystems Inc.) el andlisis se realizara de acuerdo a las indicaciones del
manual de Applied Biosystems. El polimorfismo denominado SNP 19, polimorfismo de
insercion-delecion sera genotificado por PCR mutagénicamente separada (MS_PCR). El
método usa un primer sentido 5GTT TGG TTC TCT TCA GCG TGG AG-3' y el
antisentido 5' CTA GAA CCC TGG CAG GGT AG-3'. La PCR se llevara a cabo en un
volumen de 10 uL conteniendo 1.5 mmol de MgCI2/L, 5% dimetil sulfoxido, 250 nmol de
cada pnmer/L, 0.25 U de Ampli Taq Gold y 40 ng de DNA genomico. Las condiciones
son 94°C por 12 min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 30s y 72°C por 10 min. Los
productos de PCR se separan en gel de agarosa al 3%: alelo 1 (2 repeticiones de
secuencias de 32pb) es de 155pb y el alelo 2 (3 repeticiones) es de 187pb.

Los SNP 110 y 63 se analizaran por secuenciacion directa o a través de analisis de
hibridacion utilizando microarreglos.

Amplificacion de la region de interés del gen PPAR ' a través de PCR

Un fragmento de 270 pb del gen PPAR[2 abarcando el sitio de el polimorfismo se
amplifica a partir de DNA genomico por PCR usando el primer (sentido) 5-GCC AAT
TCA AGC CCA GTC-3' y el primer (antisentido) mutagénico 5' GAT ATG TTT GCA GAC
AGT GTA TCA GTG AAG GAA TCG CTT TCCG- 3' el cual introduce un sitio de
restriccion (CGIICG) para BstU-1 solo cuando esta presente la sustitucion C-G en el
nucledtido 34. La reaccion se corre en presencia de 1.5 mM de cloruro de magnesio, y
con una temperatura de alineamiento de 60°C.

Analisis de restriccion para identificacion del polimorfismo (P12A).

Los pesos de los productos esperados después de la digestion con BstU-1 son de 270 pb
del homocigoto P12, de 227 pb y de 43 pb del homocigoto A12, y de 270 pb, de 227 pb y
de 43 pb de los heterocigotos. Estos genotipos fueron confirnados por secuenciacion
directa en muestras tomadas al azar.



RESULTADOS

Se estudiaron 126 pacientes de entre 21 y 45 afios de edad con una media de 33 afos y
un promedio de 34.7 anos. De estas el 43.6% se consideraron como de edad materna
avanzada ya que tenian 36 o mas afnos, no hubo adolescentes en este estudio.

EDAD

4%
15% 14%

30%

39%

m20-25 @26-30 @31-35 [(136-40 WM41-45

En cuanto a los resultados de tamiz y curva de tolerancia se obtuvieron como
diagnésticos en 90 pacientes (71.4%) diabetes gestacional, en 33 pacientes (26.1%)
intolerancia a carbohidratos en 2 pacientes (1.58%) normales y una paciente con DMZ2
(0.79%). Para fines de estudio genético los individuos con intolerancia a carbohidrats se
consideran comoe afectados.

DIAGNOSTICO
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En 96 pacientes se obtuvo un tamiz aiterado (76.1%) de las cuales 63 (65.6%) tuvieron
diabetes gestacional, 30 (31.25%) intolernacia a carbohidratos, 2 (2.08%) no se les
realizd CTGO y una (1.04%) tuvo un resultado normal.

En 18 pacientes se obtuvo tamiz diagnéstico ( ambos valores aiterados, con el segundo
valor por arriba de 200mg/dl), de los cuales 27.7% ( 5 pacientes) se les realizo CTGO
clasificandose también como diabeticas gestacionales en el 100% de los casos. Tuvimos
un caso en el que el tamiz fue normal con una ctgo que clasificaba para diabetes
gestacional ( tres valores alterados).

PACIENTES CON ANTECEDENTE DE DG

OoDG @iC ONL

A las pacientes con antecedente de diabetes gestacional en embarazos previos (12) se
les realizo directamente la CTGO encontrando diabetes gestacional en 9 (75%), 2
(16.6%) con intolerancia a

carbohidratos y en un caso (8.3%) la CTGO fue normal.

En 46.1% de las pacientes se realizaron CTGO de reclasificacion encontrando en 4
casos (6.8%) una curva alterada quedando clasificadas como diabeticas tipo 2.
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CURVA DE RECLASIFICACION

7%

93%

NORMAL mDM 2

Se obtuvieron indices de masa corporal (IMC) con peso previo al embarazo, tomandose
como obesidad posterior a 26 de IMC. Encontramos obesidad previa al embarazo en

44.4% de nuestras pacientes.

OBESIDAD

[119.5-26 m>26.1

56%

En cuanto a los antecedentes familiares de diabetes se encontraron que 81 pacientes
(64.2%) tenian por lo menos un familiar en linea directa con diabetes.
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FAMILIARES CON DM

NEGADOS mFAMDM

Se obtuvieron 132 productos ( hubo 6 embarazos gemelares) de los cuales 64 fueron
mujeres (48.4%) y 68 fueron varones (51.6%). La edad al nacimiento en 26 productos fue
menor de 37 semanas. No hubo productos macrosomicos, el de mayor peso fue de 3980
grs, el de menor fue de 1150 grs. Solo 11 de los productos presentaron un apgar menor
de 7 al minuto.

SEXO

48%

OFEMENINO mMASCULINO
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APGAR AL MINUTO

9%

91%
a<7 0>7

En cuanto al analisis genoétipico se han analizado el polimorfismo de insercion SNP-19 del
gen de la calpaina-10 en 123 pacientes con DG y en un grupo control de 68 mujeres
Para el polimorfismo de PPAR-y se han analizado un total de 75 pacientes y 68 sujetos
control. En la fig. 1 se muestra un ejemplo del analisis para obtener el genotipo
correspondiente para el polimorfismo P12A del gen PPAR-y

FIG.1
Homocigoto P/P de 270 pb.

Homocigoto A/A de 227 y 43 pb
Heterocigoto de 270, 227 y 43 pb.

123 4567 8 910
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Fig Analisis de genotipos para el polimorfismo P12A del gen PPAR-y en distintas
muestras El carr! 1 corresponde a un marcador de peso molecular de DNA de doble
cadena. Las muestras de los carriles 2, 4 6 y 10 corresponden a individuos homocigotas
PP, la muestra del carril 5 corresponde a un individuo homocigoto AA y ios carriles 3, 8 y
9 a individuos heterocigotos PA.

Fig. 2

M I 2 3 4 5 67 8 91011 12 13 M

Fig.2. Analisis de genotipes para el polimorfismo de insercion-delecion SNP-19 del gen de
la calpaina-10 en distintas muestras. Los carriles marcados con M corresponden al
marcador de peso molecular de DNA de doble cadena. Las muesiras de los carriles 1, 3
4,10 y 11 corresponden a individuos con el genetipo 2/2, los carmmiles 2, 5, 6, 7, 8 y 13
corresponden a muestras con el genotipo heterocigoto 1/2 y los carriles 9 y 12 a
individuos homocigotos para el alelo 1/1,

Para ambos polimosfismos tanto el grupo de pacientes como el control mostraron
mantener el equilibrio de Hardy- Weinberg lo que sugiere que no existen errores de
genotipificacion o sesgo en la conformacion de ambos grupos.

En la Tabla 1 se muestra las frecuencias genctipicas obtenidas para el SNP-19 en el
grupo de pacientes de DG y el grupo control asi como el estimado de OR (odds ratio) con
los intervalos de confianza y los valores de significancia obtenidos.

En la Tabla 2 se muestran las frecuencias genotipicas obtenidas para el polimorfismo
P12A en el gen PPAR-y en los dos grupos de estudio, el estimado de OD con los
intervalos de confianza obtenidos asi como los valores de significancia.



TABLA 1. Frecuencias genotipicas obtenidas para el SNP-19 del gen de la calpaina-10

Genotipo DG Controles OR 1}
2RI2R 13/123 31/68 1.66 (0.4-6.8) 0.47
2R/3R 707123 32/68 1.53(0.7-3.34) 0.28

3R/3R 40/123 5/68 0.53 (0.24-1.19) 0.12

Tabla 2. Frecuencias genotipicas obtenidas para el polimorfismo P12A del gen PPAR-y

Genotipo DG Controles OR p
PP 7175 8/68 0.72 (0.28-1.88) 0.5
PA 42(75 37/68 1.04 (0.58-1.89) 0.87
AA 26/75 23/68 1.08 (0.58-2.01) 0.79
DISCUSION.

Un porcentaje importante de nuestras pacientes esta considerado como de edad materna
avanzada (43.6%), asi como con obesidad (44.4%), ambos factores mencionados en la
literatura como de riesgo para el desarrollo de diabetes gestacional.

Se sabe también de la importancia de contar con el antecedente de uno a mas familiares
en linea directa que presenten diabetes mellitus como factor de riesgo para desarrollar
diabetes gestacional. En nuestras pacientes encontramos que el 64.2% tiene, al menos,
un familiar en linea directa con diabetes mellitus tipo 2 ya diagnosticado.

El diagnostico realizado tanto por tamiz como por curva de tolerancia a la glucosa oral
coincide también con los porcentajes mencionados en la literatura internacional,
basandonos en los valores de Carpenter.

En cuanto a la curva de reclasificacion se encontré que en un 6.8% de las pacientes
estuvo alterada, por lo que se clasificaron como diabéticas tipo 2, cifra que coincide con lo
que marca la literatura mundial.

Una observacion muy importante es que en nuestras pacientes no se presentaron
complicaciones fetales como macrosomia o membrana hialina, muy probablemente por la
deteccion temprana y la vigilancia estrecha que se les brind6 a las mismas.
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Ninguno de los polimorfismos analizados paracen estar asociados al desarrollo de la DG
en la muestra de pacientes incluidas en este estudio. Cabe mencionar que el proyecto
plantea la busqueda de asociacion a polimorfismos especificos o bien asociacion a
haplotipos particulares en el caso del gen de la calpaina-10. En este sentido, en la
mayoria de los estudios donde se ha mostrado asociacion de la calpaina —10 con el
riesgo a manifestar DM2, esta asociacion se ha demostrado a través de analizar
haplotipos conjuntos. Por lo tanto es posible que el SNP-19 en conjunto con algin o
algunos otros polimorfismos muestre asociacion significativa a la DG en nuestro estudio.

Por su parte, el polimorfismo de PPAR-y, P12A vinculado previamente al riesgo a
manifestar DM2 y obesidad en distintas poblaciones de origen caucasico, no muestra
asociacion significativa en nuestro grupo de estudio. En este sentido es importante
sefalar que debido a que alin no se completa la tipificacion del total de las muestras
(pacientes y controles) no es posible analizar los datos en cuanto al riesgo a manifestar
DM2 en pacientes con y sin obesidad o sobrepeso. De no confirnarse asociacion, este
seria el primer estudio en poblacion mestiza donde el polimorfismo P12A de PPAR-y no
parece contribuir a la suseptibilidad al desarrolio de obesidad y tampoco al riesgo a
manifestar DG. En este sentido no existen todavia datos en la literatura donde se analize
especificamente el papel del gen PPAR-y y del polimorfismo P12A en la susceptibilidad al
desarrollo de la diabetes de inicio temprano o en relacion a la diabetes gestacional.

Los datos preliminares mostrados en este trabajo hacen evidente la heterogeneidad
genética subyacente a los distintos subtipos de diabetes tipo 2 asi como los determinates
genéticos de susceptibilidad a esta patologia en las distintas poblaciones.

La caracterizacion clinica de un grupo de estudio como el presentado en este trabajo es
fundamental para emprender trabajos de genética/genomica-molecular donde sera
posible evidenciar el papel de distintos genes y su contribucién relativa al riesgo a
manifestar DG en mujeres de la poblacién mexicana. Este tipo de esfuerzos colaborativos
inter-institucionales es valioso en la busqueda de marcadores moleculares de riesgo para
esta patologia en nuestra poblacion.
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