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Antecedentes

La diabetes mellitus (DM) figura entre las primeras causas de morbi-mortalidad en
paises desarrollados y en aquellos en transicién epidemiolégica como es el caso
de México. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud, la DM afecta al 10.9% de
la poblacion (Programa Nacional de la Salud 2001-2006).

Las enfermedades comunes tienen un componente genético complejo en el cual
participan multiples genes y su expresion es influenciada por factores ambientales
(Burmeister et al., 1999). Cada uno de los genes que participa en el desarrollo de
la enfermedad (genes de susceptibilidad) tiene un efecto parcial y aditivo. Por lo
tanto, en la definicion del componente genético de las enfermedades comunes es
necesario identificar cada uno de los genes implicados y establecer la interaccidn
que existe entre ellos.

La diabetes tipo 2 (DM2) es un padecimiento crénico que afecta el metabolismo de
la glucosa. Se caracteriza por alteraciones en la sensibilidad a la insulina aunado a
defectos en la secrecion de esta hormona. Se estima que 150 millones de
personas estan afectadas en el mundo (Zimmet et al., 2001). En México, la
diabetes se ha convertido en la primera causa de muerte (Aguilar-Salinas et al.,
2002). Una caracteristica de esta enfermedad en la poblacién mexicana es su
edad de aparicion mas temprana. Alrededor del 15% de los casos se diagnostican
antes de los 40 afios (DM2 de inicio temprano) (Aguilar-Salinas et al., 2003) y un
numero considerable de estos individuos presentan deficiencia en la secrecién de
insulina. Esto implica que una alta proporcidén de pacientes en nuestro pais
presenta un riesgo mayor para el desarrollo de complicaciones cronicas debido a
los periodos prolongados de hiperglucemia a los que estan expuestos comparados
con los pacientes que desarrollan la enfermedad mas tardiamente. Los costos en
la calidad de vida, la productividad asi como los derivados de la atencion médica
son extremadamente elevados. El costo socio-econdmico de esta enfermedad se
podria reducir notablemente si se invirtiera en prevencion, particularmente a través

de un diagndstico temprano, lo que tendria un efecto en retrasar el desarrollo de



complicaciones cronicas (Organizacion Mundial de la Salud). Por ello el
conocimiento detallado de la etiologia genética de este padecimiento es
fundamental no solo para entender el proceso fisiopatologico de esta entidad sino
para el disefio de mejores estrategias de diagndstico temprano y de prevencion de

complicaciones.

Las enfermedades comunes como la epilepsia, la diabetes mellitus, la enfermedad

coronaria y distintas enfermedades autoinmunes tienen un origen genético.

En muchos casos el componente es de origen poligénico. Ademas muchas de
estas enfermedades son genéticamente heterogéneas, esto es, distintos genes de
susceptibilidad son responsables de una misma enfermedad.

Las enfermedades monogénicas por el contrario, 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 un locus genético. Los organismos diploides, poseen dos
formas iguales de cada cromosoma autosomico. En estos, los diferentes loci
pueden estar ocupados en posiciones equivalentes por secuencias o formas
génicas distintas. Un individuo diploide solo puede presentar dos alelos para cada
locus, pero un locus puede presentar varios alelos. Si dos alelos respectivos de
ambos cromosomas homologos son idénticos, se trata de un genotipo homocigoto

para dicho locus, si son distintos, es un genotipo heterocigoto.

Herencia autosdmica dominante. En los padecimientos con herencia
autosdmica dominante los heterocigotos padecen la enfermedad, con lo que la
presencia de una sola copia del alelo alterado es suficiente para que la
enfermedad se manifieste. Los homocigotos pueden estar gravemente afectados o

ser indistinguibles de los heterocigotos.

Criterios que definen un proceso de herencia dominante:



a) Individuos enfermos con padre o madre enfermos.

b) Ambos sexos tienen el mismo riesgo de padecer el defecto genético y
transmitirlo a la descendencia.

¢) Cuando un afectado con pareja sana de la poblacién general tiene un
riesgo de tener 50% de hijos afectados.

d) Los hijos normales de una pareja en donde uno de los miembros padece el

defecto, no lo transmitiran a su descendencia.

Herencia autosémica recesiva. En los padecimientos autosémicos recesivos 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 enfermos y el 75% fenotipicamente sanos.

Herencia poligénica. Desempena un papel fundamental en enfermedades que
afectan a la poblacion. Estas incluyen defectos del nacimiento, coronariopatias,
diabetes, hipertensién arterial y algunos trastornos psiquiatricos. Se trata de
muchos loci, no necesariamente ligados y que contribuyen cada uno de ellos con

pequefas acciones, de forma aditiva en el desarrollo de un fenotipo determinado.

Definiciones

Diabetes Mellitus: es un grupo de padecimientos que tienen en comun la
alteracion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, caracterizado
por hiperglucemia, ocasionado por la deficiencia absoluta o relativa de la
acciéon de la insulina a nivel celular y que producen como complicaciones
alteraciones macro y microvasculares especificas por ateroesclerosis acelerada

y otras complicaciones secundarias.



Diabetes gestacional: cualquier grado de intolerancia a los carbohidratos que

ocasiona alteracidon en el metabolismo energético y que se detecta por primera

vez durante el embarazo, independientemente de que requiera o no insulina y

de que persista después del parto.

2.2 Epidemiologia

La transformacién en el perfil epidemiolégico en las ultimas décadas ha
condicionado un incremento notable en defunciones por enfermedades crénico
degenerativas, de este grupo la DM se considera actualmente un problema de
salud publica por su incremento como causa directa o subyacente de mortalidad
que ha ascendido del 4° lugar en 1996 hasta el 2° lugar en los ultimos afios
(Informe estadistico de mortalidad DGEI/SA).

El 90 % de los embarazos que cursan con diabetes son complicados por diabetes
gestacionals) (DG). La incidencia de DG a nivel mundial varia entre 1-14 % y es
mucho mas elevada en algunas poblaciones con alta prevalencia de DM2 (). En la
poblacion Mexicana se estima que persiste entre 1.6 — 12% (24). Alrededor del
60% de las mujeres caucasicas padeceran DM2 dentro de los 15 afios
posteriores al diagndstico, mientras que se estima que 50% de mujeres México-
Americanas padecera DM2 en los 5 primeros afos después del diagndstico de
DG. ()

En el servicio de Medicina Materno Fetal del Hospital 20 de Noviembre, un centro
de atencion de tercer nivel, la DG es la primera causa de hospitalizacién y

consulta, y la segunda patologia de referencia con una frecuencia de 25-30%

2.3. Clasificacion
Tradicionalmente se clasificaba a las diabéticas embarazadas de acuerdo con lo
propuesto por Priscila White a finales de los anos 40’, esta clasificacion ha sufrido

diversas modificaciones y se basa en la duracién de la enfermedad asi como



en las anormalidades anatdmicas especificas existentes secundarias a la misma.
En su momento se considerd pronostica e incluso se utilizd para decidir el
momento de interrumpir la gestacion. En la tabla 2.1 se muestra con una de las

ultimas modificaciones.

Tabla 2.1. Clasificacion modificada de White de diabetes y embarazo

Clase Edad de Inicio Duracién Enfermedad Requiere insulina

(anos) (anos) Vascular de insulina

Diabetes gestacional

A1l Cualquiera Cualquiera No No

A2 Cualquiera Cualquiera No Si

Diabetes pregestacional

B >20 <10 No Si

C 10-19 10-19 No Si

D <10 >20 Retinopatia benigna Si

O hipertension

F Cualquiera Cualquiera Nefropatia Si
Cualquiera Cualquiera Retinopatia proliferativa Si

T Cualquiera Cualquiera Embarazo postransplante Si

Renal
H Cualquiera Cualquiera Cardiopatia isquémica Si

Otros dos sistemas de clasificacion que se utilizaron fueron la anatdémica
simplificada propuesta por Pedowitz en 1964, en donde se reunio la clasificacion
de White en dos grupos; I. el grupo favorable, que contenia pacientes sin
evidencia de cambios vasculares, sin tomar en cuenta la edad de aparicion o la
duracion de la enfermedad. El grupo Il, o desfavorable, que consistié en pacientes
con cambios vasculares, también independientemente de la edad de inicio o




duracion del proceso y la propuesta por Pederson, que es una clasificacion
funcional simplificada, en la cual relacion6 los indicadores pronésticos con el mal

resultado fetal/ neonatalz).

En el afo de 1997 el Comité de Expertos en Diagndstico y Clasificacion de la
Diabetes Mellitus publicaron una clasificaciéon tomando en consideracion los

factores etiologicos de la diabetes incluyendo ya en un rubro independiente a la

diabetes gestacional. En esta se evidencian dos hechos, el primero es que la
diabetes constituye en realidad un sindrome clinico que puede obedecer a
distintas causas genéticas y el segundo es que existen tanto formas primarias
como secundarias de la enfermedad. Las formas primarias son las que no se
relacionan con otra alteracion, es decir, son el resultado de una susceptibilidad
individual determinada genéticamente. Estas formas primarias corresponden a
diabetes tipo 1y 2. ( Tabla 2.2)



Tabla 2.2. Clasificacion etiolégica de Diabetes Mellitas

. Diabetes Mellitus tipo 1.

A. Autoinmune.

B. Idiopatica.
Il. Diabetes Mellitus tipo 2.

lll. Otros tipos especificos.

A. Defectos genéticos de las células [3.

1.
2.
3.
4.
5.

Cromosoma 12, HNF —1-a (antes MODY 3)
Cromosoma 7, glucocinasa (antes MODY 2)
Cromosoma 20, NHF-4-a (antes MODY 1)
DNA mitocondrial

Otros

B. Defectos genéticos en la accion de la insulina

1.
2,
3.
4.
5,

Resistencia a las insulina tipo A
Leprechaunismo

Sindrome de Rabson- Mendenhall
Diabetes lipoatréfica

Otros

C. Enfermedades del pancreas exdcrino

1.

N o o ke N

Pancreatitis
Traumatismo/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis
Pancreatopatia fibrocalculosa
Otros

D. Endocrinopatias

1.

Acromegalia



Sindrome de Cushing
Glucagoma
Feocromocitoma
Hipertiroidismo

Somatostatinoma

N o o ke N

Aldosteronoma
8. Otros

E. Inducida por farmacos o sustancias quimicas.
1. Vacor

Pentamidina

Acido nicotinico

Glucocorticoides

Hormonas tiroideas

Diazéxido

Agonistas beta adrenérgicos

© N o 0o kWD

Tiacidas
9. Dillantin
10. Interferén o
11.Otros
F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otros
G. Formas poco comunes de diabetes inmunoldgica
1. Sindrome del “hombre tieso”
2. Anticuerpos antirreceptor de insulina
3. Otros
H. Otros sindromes genéticos asociados en ocasiones a la diabetes
1. Sindrome de Down

2. Sindrome de Klinefelter



Sindrome de Turner
Sindrome de Wolfram
Ataxia de Friedreich
Corea de Huntington

Sindrome de Lawrence —Moon- Beidl|

© N o O b~ W

Distrofia miotonica

9. Porfiria

10.Sindrome de Prader- Willi
11.Otros

IV. Diabetes gestacional

Fuente: Diabetes Care Vol. 20 No 7 July 1997

Fisiopatologia
En las primeras semanas de la gestacidon los niveles crecientes de estradiol y
progesterona estimulan las células B del pancreas materno, de tal manera que
existe hipertrofia de las mismas con niveles mayores de insulina en la sangre
materna, como consecuencia, la produccién de glucosa por el higado disminuye,
asi en el principio se observa tendencia a la hipoglucemia, entonces las
hormonas maternas interactuan con el fin de incrementar el depdsito de grasas,
disminuyendo el gasto energético y retrasando la depuracién de la glucosa, al
mismo tiempo que aumentan los requerimientos energéticos ademas de
incrementar las concentraciones de hormonas gluconeogénicas maternas.
Conforme la gestacion avanza, se elevan progresivamente los niveles de
somatomamotropina corionica (hGC), hormona proteica con propiedades
biolégicas semejantes a la de la hormona de crecimiento, principal efector
contrainsulinico. El cortisol tiene gran efecto diabetdogeno y alcanza su pico

maximo a la semana 26 de la gestacion, la progesterona tiene propiedades



antiinsulinicas y alcanza su maximo niveles a la semana 32¢). Al elevarse las
concentraciones de prolactina vy cortisol, inicia una etapa de resistencia a la
insulina con gran tendencia a la lipdlisis en ayuno para proporcionar energia
sobre todo a la madre y reservar glucosa para el feto; en el postprandio hay
dificultad para utilizar glucosa pese a las cantidades crecientes de insulina.

Se resumen en las tablas 2.3 y 2.4 (g efectos de las hormonas gestacionales
sobre los carbohidratos.

Tabla 2.3. Metabolismo de los carbohidratos antes de la semana 20

Cambio Hormonal Efecto Cambio metabdlico

[ Deposito de glucégeno
0 Estrégenos y | Produccién de glucosa Anabdlica
progesterona hepatica
[ utilizacion periférica
de la glucosa [ esteroides sexualesy
Hiperplasia de células B |Réapida de glicemia Hiperinsulinemia

[ secrecion de insulina

Tabla 2.4. Metabolismo de los carbohidratos entre la semana 20 — 40

Cambio Hormonal Efecto Cambio metabdlico

Efecto “ diabetogeno”
1hCG ltolerancia a la glucosa Aceleracion del anabolismo

durante los alimentos

0 Prolactina Resistencia a la insulina Inanicién acelerada
I Cortisol y | Reservas de glucdgeno
hepatico Asegura glucosa y

0 Glucolisis aminodcidos al feto




Hormonas pancreaticas en el embarazo

La resistencia a la insulina es una caracteristica del embarazo, en diversos
estudios se ha demostrado que la mujer embarazada secreta mayor cantidad de
insulina como respuesta a una carga de glucosa oral, y una disminucién discreta
en la tolerancia a los carbohidratos en comparacién con la mujer no embarazada,
lo que traduce una disminucion en la sensibilidad a la insulina.

Con la técnica de “pinzas euglucemicas” se encontré una reduccion en la
sensibilidad de la insulina de 33 a 56% en el 3er trimestre de la gestacién en
mujeres sanas y a través de otras técnicas se observo disminucién de hasta
70%, lo que confirma la magnitud y evolucién de la resistencia a la insulina
durante el embarazog,

Jul y Holst compararon las respuestas a 50 gr. de glucosa administrados por via
oral en la mitad y final de la gestacion con las que se producen en el puerperio
en condiciones estandar, las concentraciones séricas de glucosa en ayuno
permanecieron relativamente constantes durante toda la gestacion normal,
mientras que las concentraciones plasmaticas de insulina en ayuno aumentaron
en el ultimo trimestre. Tras una carga de glucosa oral se observo que las
concentraciones séricas permanecen en valores normales para las mujeres no
embarazadas. En cambio se observdé mayor respuesta a la insulina a medida que
el embarazo progresa.

En las pacientes que cursan con DG la concentracion en respuesta a la carga de
glucosa se elevd tres desviaciones estandar por encima de las mujeres no
embarazadas 1 y 2 horas después de la prueba. Por otro lado, la insulina
plasmatica s6lo aumentd proporcionalmente con la concentracion sanguinea de la
glucosa y no se incrementé como en la gestacién normal. De igual manera Fisher
y cols. mostraron que las curvas de respuesta media de la insulina durante la
perfusién constante de glucosa eran uniformemente inferiores en su grupo de
diabéticas gestacionales. Asi, la etapa mas precoz de la diabetes parece
manifestarse por una insuficiencia del aumento de la respuesta de las células 3

del pancreas a un estimulo glucémico.



Por lo tanto, la diabetes gestacional se traduce en una incapacidad
progresivamente severa del pancreas para producir insulina en respuesta a una
carga de glucosa asi como en una reduccion en la eficiencia de dicha hormona.
La severidad de la diabetes se relaciona directamente con el grado de disfuncion
de la célula B pancredtica. La enfermedad entonces, aparece como un estado
insulinodeficiente  “desenmascarado” por la accion antiinsulinica de las

hormonas gestacionales )

Tabla 2.5. Potencial diabetégeno de las hormonas del embarazo

HORMONA PICO MAXIMO (SEMANAS) POTENCIAL DIABETOGENO
Prolactina 10 ligero

Estradiol 26 Muy ligero

HCS 26 Moderado
Cortisol 26 Muy fuerte
Progesterona 32 Fuerte

Fuente: Diabetes Metab. Rev. 12:287- 308.1996

Nuevos factores descritos para el equilibrio energético en el embarazo

Factor de necrosis tumoral o (TNF-a)

Es una citosina producida por monocitos, macréfagos, células T, neutrofilos,
fibroblastos y adipositos. Se ha encontrado correlacién positiva entre la
concentracion de TNFa, el indice de masa corporal e hiperinsulinemia en
humanos y animales obesos. La administracion de TNF a produce aumento en la

resistencia a lainsulina enla rata y células del musculo estriado humano.



Catalano y cols. informaron de los cambios en la sensibilidad a insulina en
embarazos tempranos, de 22 a 24 semanas, hasta el tardio (34-36 semanas) que
tienen relacion con TNF a. Hubo un incremento significativo del 25% que se
correlacion6 con el cambio en porcentaje de grasa corporal de las etapas
tardias del embarazo, concluyendo que las investigaciones apoyan la importancia
del TNF a como contribuyente a la disminucion en la sensibilidad de la

insulina durante la gestacion.

Leptina

Es una hormona polipeptidica que se produce en tejido adiposo, puede inhibir la
ingestion de alimentos y aumentar el gasto de energia al actuar sobre el
hipotalamo. La concentracion circulante de leptina se correlaciona con la
concentracion de insulina en ayuno y el porcentaje de grasa corporal. Esto lo hace
un buen marcador de obesidad y de resistencia a la insulina. Las cifras
plasmaticas de leptina se encuentran muy aumentadas en embarazadas en
comparacién con las que no lo estan. Masuzaki y cols encontraron que las
concentraciones plasmaticas se encuentran muy elevadas en el 2° y 3er
trimestre, disminuyendo significativamente 24 horas posteriores al alumbramiento.
En diversas investigaciones se ha encontrado que las cifras de leptina en
sangre de corddn tuvieron correlacion positiva con el peso al nacer, el indice
ponderal, la talla y la circunferencia cefalica. Asi la leptina puede tener un
papel importante en el crecimiento fetal y el metabolismo materno de Ia

glucosaio).

Transportadores de glucosa

La captacion de glucosa estimulada por insulina en células ocurre a través de una
familia de proteinas de membrana que comparten similitud significativa en su
secuencia, denominadas GLUT1 a GLUT4. La distribucion tisular de esos

transportadores de glucosa es especifico. El GLUT4, transportador de glucosa



sensible a insulina se expresa de manera exclusiva en musculo estriado,
miocardio y tejido adiposo, en tanto que la expresién 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 captacién 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 sucede en musculo estriado, estudios de tejido adiposo humano han
encontrado que la expresion de la proteina GLUT4 estaba disminuida en
embarazadas y que la disminucion era mas importante en mujeres con DG. La
insulina induce translocacion de GLUT4 de microsomas de baja densidad a
membranas plasmaticas en controles, pero no altera la distribucién subcelular en
pacientes con DG, lo que produce una mayor secrecion de insulina y un mejor
control de glucemia. Los mecanismos para la expresién y distribucién alterada de
GLUT4 en la resistencia a la insulina inducida por el embarazo no son claros, pero
pudieran vincularse con hiperinsulinemia debido a que los sujetos obesos

insulinorresistentes muestran cambios similares.

Diagnéstico

Existe una considerable variacion con respecto a los criterios para el diagndstico
de DG. El reconocimiento clinico de la diabetes es importante no sélo para la
atencion inmediata de la madre y el feto sino también por el riesgo de la madre a
desarrollar DM2 afios después.

Asi, existen pruebas de deteccion o escrutinio y pruebas diagnésticas. Las
primeras identifican un grupo en riesgo alto de algun trastorno particular y en las

restantes se identifican aquellas personas que en realidad tienen el trastorno.



PRUEBAS DE TAMIZAJE PARA DG

La prueba de deteccion oportuna mas temprana y sencilla es la elaboracion de
una adecuada historia clinica, propuesta por primera vez en la década de 1940.
Posteriormente se observo que los individuos con factores de riesgo, como
antecedentes familiares, la presencia de glucosuria durante el embarazo y una
prueba de tolerancia a la glucosa anormal, tenian mayor riesgo de mortalidad
perinatal. Con el paso de los afios se fueron agregando otros factores como
hijo macrosémico, antecedente de DG, edad gestacional mayor a 25 afios, peso

pregestacional mayor de 67.5 Kg, 6bito previo, etc..

Tamiz de glucosa

Antes de 1994, el Colegio Americano de Ginecdélogos y Obstetras recomendaba
hacer una prueba con carga de 50 gra todas las mujeres de mas de 30 afos
y a las mas jovenes que tenian factores de riesgo. Sin embargo se observo
que esta prueba no reflejaba beneficios obvios en la poblacién general.
Posteriormente este criterio se modificé para aplicar la prueba de tamiz a los
grupos de riesgo alto.

Recientemente el Comité de Expertos sobre Diagndstico y Clasificacion de
Diabetes y la Sociedad Americana de Diabetes, consider6 que no es necesario
aplicar la prueba de forma universal en aquellas mujeres que cumplan con los
siguientes criterios: 1) menores de 25 afios, 2) sin sobrepeso 3) sin antecedentes
de diabetes en familiares linea directa, 4) que no pertenezcan a grupos étnicos
americanos, latinos, asiaticos o afro americanoss.

Segun encuestas en diversos afos, casi todos los miembros del Colegio
Americano de Obstetras y Ginecdlogos (ACOG) realizan el Tamiz de manera
universal.

Tomando en cuenta la carga génica y los habitos alimenticios de la poblacion
mexicana, e€s necesario contar con una prueba universal para nuestras

pacientes. La propuesta es realizar el tamiz de 50 gramos de glucosa promueve



una gran oportunidad de diagnéstico perinatal para evitar complicaciones a corto

y largo plazo para la madre y el feto ().

Requisitos de la prueba

Se recomienda su realizacion a toda embarazada que se encuentre entre la
semana 24 y 28 de la gestacion para una mayor sensibilidad del estudio.

No es necesario el ayuno, ni una hora especifica para la determinacion de
glucemia poscarga, no requiere de preparacion y solo requiere integridad de la

via enteral para la adecuada absorcion de la carga de glucosai1).

Metodologia.
Glucemia en ayuno en sangre venosa (menor a 95 mg/dl), ingesta de 50gr de
glucosa anhidra disuelta en 200 ml de agua potable, y toma de glucemia venosa

central a la hora postcarga1).

Interpretacion de la prueba.

Originalmente O’ Sullivan y colaboradores valoraron la prueba de 50 gr. con un
umbral de 130 mg./dl. realizado en sangre venosa entera y con técnica de Nelson
Somogyi con una sensibilidad de 80% y especificidad de 90 %, cuando los
laboratorios cambian la metodologia de sangre

venosa entera a plasma venoso y la técnica de Nelson Somogyi a métodos
enzimaticos; el valor de 130 mg/dl se modificé agregando 14% para compensar
el uso de plasma que daria una cifra de 148 mg /dl, en tanto que al restar 5 mg.
antes de afadir el 14% daria una cifra de 143 mg./dl. como umbral con analisis
enzimaticos daria 143 mg./dl.

Dos importantes estudios demostraron que 10% de las pacientes con DG cuyas
determinaciones de glucosa en plasma por métodos enzimaticos variaron entre
130 y 139 mg/dl. De tal manera que si se elige el umbral para tamiz de 130
mg./dl lasensibilidad aumentara 10% asi como el numero de curvas diagnosticas a

realizar, de 14 % a 23% de la poblacion(s, o).
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Aun cuando se reconoce que la prueba tamiz no es diagndstica existen un punto
de controversia el cual se basa en que los dos valores, tanto ayuno como tamiz
se encuentren alterados, basados en los criterios de Carpenter el valor en ayuno
mayor o igual a 95mg/dl y 180 Mg./dl. ala hora postcarga de 100 gr de glucosa
anhidra se considera criterio diagnéstico de DG porque si con una carga de 50 gr
y sin preparacion la paciente mostré dichos resultados es muy probable que con
carga de 100 gr y preparacion, los resultados sean semejantes.

Existen diversos reportes en la literatura acerca de este hallazgo; sin embargo
ninguno es convincente. Por ejemplo; a) Carpenter y Coustan estudian 381
pacientes concluyendo que solo el 5% de pacientes con tamiz arriba de 183
mg/dl no tendra diabetes gestacional2) b) Lorraine y cols al estudiar 512
pacientes encontrando un valor predictivo positivo de 57% con tamiz = a 185

mg/dly Valor predictivo positivo de 69% con tamiz > 199 mg/dl3).

OTRAS PRUEBAS DE TAMIZAJE
Se ha intentado el uso de otras pruebas sin lograr superar al tamiz algunas se

describen enseguida:

1) Prueba de deteccién con desayuno mixto que mezcla carbohidratos, grasas y
proteinas que constituyen una dieta normal, se valord la respuesta de glucosa
plasmatica dos horas después de un desayuno de 600 cal. Con umbrales de

120 a 140 mg/dl. Se han reportado datos limitados acerca del método.

2) Glucosuria. debido al aumento en indice de filtracion glomerular y una
disminucién en la reabsorcién tubular, el 50% de las embarazadas normales
presenta glucosuria en algun momento de la gestacion asi pues no es un buen

meétodo para discriminar la poblacion con probable diabetes.



3) Proteinas plasmaticas glucosiladas. No es un parametro util para descartar
diabetes gestacional ya que existen valores confusos entre la poblacion normal

y la diabética.

4) Fructosamina. Se basa en que las cetoaminas resultados de la glucosilacién de
las proteinas plasmaticas se comportan como agentes reductores en solucién
alcalina. Los niveles de fructosamina refleja el control glucémico en los 7 a 21
dias previos, la desventaja es que no se encuentran métodos bien estandarizados
asi como valores especificos por lo que se realiza mas frecuentemente la

hemoglobina glucosilada.

5) Hemoglobina glucosilada. Las proteinas sufren modificacion no enzimatica
post sintética que produce la union de la glucosa a diversos aminoacidos de
forma lenta e irreversible proceso al que se conoce como glucosilacién. La
cantidad de hemoglobina que se glucosila depende de la concentracion de
glucosa integrada durante el tiempo de exposicion. Debido a que el tiempo de
vida media del eritrocito es de 120 dias el parametro refleja la concentracion
media de glucosa en los 120 dias previos, sin embargo dado el costo y que solo
se realiza en sitios especificos se reserva su cuantificacién para la valoracion

del control metabdlico.

La Hemoglobina glucosilada (HbAi;) proporciona un valor prondstico para
malformaciones fetales mayores. Asi se ha encontrado que a un valor igual o
menor de 8.5%" la tasa de malformaciones es de 3.4% sin embargo cifras
mayores de 9.5% ** se han encontrado una tasa de hasta 22% durante el primer

trimestre (11).



PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Pruebas de tolerancia a la glucosa.
Tienen por objetivo establecer la capacidad del sistema endocrino para manejar
una dosis fija de glucosa administrada por via oral o intravenosa en condiciones

estandar.

A) VIA ORAL

La prueba de tolerancia a la glucosa es una prueba que permite establecer la respuesta
insulinica frente a un estimulo fisioldgico por glucosa, la absorcion de glucosa en el
intestino desencadena liberacion de insulina (preformada por las células beta del
pancreas) en cantidad suficiente para cubrir las necesidades, es decir; aumentar la
captacion de la hexosa por los tejidos, en especial por el higado. En el sujeto normal rara
vez sobrepasa los 150 mg/dl y las cifras se recobran generalmente antes de las dos
horas. La desventaja del estudio es que incluye un factor que no guarda relacion con la

respuesta insulinica y es la velocidad de absorcion en el tubo digestivo.

Requisitos: Para este tipo de curvas se requieren preparacion 72 horas previas al
estudio con dieta de 150 gr de carbohidratosig se debe contar con ayuno de 8 a
14 horas, realizarse entre las 7 y 9 a.m. debido a los pulsos que presentan las
hormonas del embarazo, debe de realizarse la actividad fisica normales, se
debe identificar patologia agregada que modifique la curva como; la acromegalia,
sindrome de Cushing, insuficiencia renal y cirrosis hepatica, descartar la
presencia de foco infeccioso, evitar la ingestion de medicamentos que alteren la
prueba (Alcohol, tiacidas, furosemida, clortalidona, antidepresores ftriciclicos,
antiinflamatorios esteroideos y hormonas tiroideas. Durante el estudio la paciente

debe estar en reposo, sentada, sin fumar niingerir café (.



Metodologia: Se usa una carga de dextrosa deshidratada sintética (glucosa
anhidra) a una dosis de 1.75 g / Kg. de peso real y disolver en un liquido de
prueba (generalmente agua potable) de ser posible conviene que la concentracidon
del liquido no pase de 25 gr por 100 ml pues la absorcién de glucosa es de tipo
isotonico(ss).

No se recomienda el uso de azucar comercial ni soluciéon dextrosa al 50%
debido a que la primera es un disacarido (sacarosa), formado por una o-D-
Glucosa y B - D-Fructosa, por lo que la carga no contiene de forma neta el 100%
de glucosa, también se sabe que la absorcion de la fructosa es menor, asi mismo
se invierte energia para desdoblar los enlaces del disacarido. La dextrosa al 50%
es una solucién hiperténica que no permitira el adecuado transporte al intestino
delgado y se eliminara en gran proporcion.

Se obtiene sangre venosa en ayuno, a la hora, dos y tres horas posterior a la carga de
glucosa anhidra. Las muestras deben ser procesadas en con técnica enzimatica en un

lapso no mayor de 4 horas.

Indicaciones
1. Tamiz metabdlico anormal
2. Pacientes con antecedente de diabetes gestacional en embarazos previos
por la posibilidad de recurrencia en 50%. *

* ver pagina 12.

Interpretacion de la prueba.

Los criterios diagndsticos mas utilizados se basan en el trabajo de O’'Sullivan vy
Mahan, quienes realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa oral con carga de
100 gr a 752 embarazadas, en etapas del 2° y 3er trimestre, calcularon medias
y desviaciones estandar de las cuatro cifras; en ayuno, una, dos y tres horas
posteriores a carga de glucosa. Y se aplicaron diversos umbrales. Cuando se
incluyeron en el analisis de los umbrales a un grupo de 1333 embarazadas, en

1013 pacientes que habian sido estudiadas 8 afios previos, las cifras medias



mas dos desviaciones estandar proporcionaron umbrales mas eficaces para
prediccion de diabetes posterior, hasta entonces se usaron los siguientes
criterios redondeados (ayuno 90 mg/dl, 1 hr. 165 mg/dl, 2 hr. 145 mg/dl, 3 hr. 125
mg/dl ) A finales de la década de los 70 cuando los laboratorios cambiaron el
uso de sangre entera por plasma y conociendo que los valores de glucosa en
sangre entera son 14% mas elevados en 1979 el National Diabetes Data Group
(NDDG) ajustd los criterios de O’Sullivan Asi mismo la American Diabetes
Association y ACOG considerando las siguientes cifras ayuno 105 mg/dl, 1 hr.
190 mg/dl, 2 hr. 165 mg/dl, 3 hr. 145 mg/dl.

En 1982 se propuso un conjunto alternativo de umbrales diagnosticos basados
también en los criterios de O'Sullivan considerando el cambio de técnica a
métodos enzimaticos para glicemia. Carpenter y Coustan restaron 5 mg/dl a
cada una de las cifras no redondeadas de O’Sullivan y agregaron 14% para
compensar el cambio de glucosa en sangre venosa entera al nivel plasmatico
las cifras redondeadas fueron ayuno 95 mg/dl, 1hr. 180 mg/dl, 2hr. 155 mg/dl, 3
hrs. 140 mg/dI.

Para descifrar cuales serian los mejores parametros (ambos basados en cifras
originales de O’Sullivan.) Sack y colaboradores realizaron un estudio donde
analizaron muestras paralelas encontrando que los derivaciones de NDDG
estaban por arriba del 95% de los intervalos de confianza en cada punto
después de la carga de glucosa, Mientras que los valores de Carpenter y
Coustan siempre estuvieron dentro de los limites de confianza. Asi en 1998 en la
Fourth Internacional Workshop — Conference on Gestational Diabetes se

recomendo el uso de los criterios de Carpenter y Constan (4,10,14).



Tabla 2.6. Criterios diagnésticos de Diabetes Gestacional

Glicemia O’Sullivany col NDDG Carpenter y col
1973 A 1979 ¢ 1982 m
Ayuno 90 Mg/ 100 ml 105 Mg/100ml 95 Mg/100 ml
1hr. 165 Mg/100 ml 190 Mg/100 ml 180 Mg/100 ml
2 hr. 145 Mg/100 ml 165 Mg/100 ml 155 Mg/100 ml
3 hr. 125 Mg/100 ml 145 Mg/100 ml 140 Mg/100 ml

A Muestra de sangre total

O Muestra de plasma o suero

m Correccion de sangre total a plasma o suero, uso de métodos enzimatico

Los criterios utilizados en la poblacion del Centro Medico Nacional “20 de
Noviembre” son los de Carpenter y Coustan.

Para integrar él diagnostico de diabetes gestacional se requiere dos o mas
valores alterados (iguales o mayores).

En caso de tener una cifra alterada existe controversia ya que algunos autores
recomiendan repetir la curva en un lapso de 2 a 4 semanas. Se han encontrado
en algunos estudios que el 36% de las pacientes a las que se repite la curva
resultan con dos valores alterados, Segun algunos otros autores informan que
la paciente con un solo valor alterado, tienen riesgo de morbilidad perinatal
semejante a la de un paciente con diagnostico establecido de diabetes. A las
mujeres con un solo valor se les ha nombrado como intolerantes a los
carbohidratos, debido a que no son normales pero tampoco cumplen con los
criterios de diabetes gestacional por lo que se sugiere se les de vigilancia y
tratamiento como si fueran diabéticas gestacionales. En la experiencia del servicio
se ha encontrado que las pacientes con un valor alterado tienen un
comportamiento metabdlico muy semejante al de las pacientes con dos valores
alterados, también se encuentran con la misma frecuencia retraso de madurez

pulmonar en estos fetos. El hecho de repetir la curva de tolerancia a la glucosa



retrasa en gran medida el diagndstico, situacion que en los embarazos del tercer
trimestre es de suma importancia para poder incidir sobre las complicaciones
fetales principalmente, de tal forma que nuestro servicio con un valor alterado de
la curva de tolerancia a la glucosa se emite diagndstico de Intolerancia a los

carbohidratos y se proporciona manejo de paciente con diabetes gestacional.

B) VIA INTRAVENOSA
Se realizan en los casos que la absorcion intestinal se encuentre limitada como

en sindrome de mal absorcion, enfermedad de Addison, hipopituitarismo.

Requisitos. Son los mismos que los descritos para la curva de tolerancia por via
oral. Durante el estudio la paciente debe estar en reposo y de preferencia

acostada.

Metodologia. Se aplica por via intravenosa, en un lapso de 4 minutos, 50 ml de
glucosa estéril al 50% (a dosis de 0.33 gr/ Kg) A los dos minutos de iniciada la
aplicacién se inicia crondmetro para tomar muestras de sangre capilar cada

10 minutos durante 60 a 90 minutos.

Interpretacion de la prueba. Los resultados se expresan por el método de
Hamilton y Stein, es decir como disminuciéon porcentual de la glicemia cada
minuto (K. En pacientes normales, la disminucion es exponencial, y las cifras de
glicemia, graficadas en papel semilogaritmico contra el tiempo, dan una linea

practicamente recta.

0.693
N x 100 (por 100 / min.)
-|-1/2
En pacientes normales K es mayor de 1.1, en diabéticas se obtienen valores

entre 0.2 y menos 0.9.



Diagnoéstico de Diabetes sin embarazo

En la revisiébn realizada por el Fourth International Worshop—Conferencie
realizado el 14 de Marzo de 1997 en Chicago lllinois se realizan modificaciones
a los criterios previamente emitidos por el Grupo Nacional de Diabetes y la OMS
y consideran tres posibles formas de establecer diagnéstico de diabetes cada

una de ellas debe confirmarse en un dia subsiguientes)

1. Sintomas caracteristicos de diabetes (poliuria, polidipsia, polifagia, perdida
de peso) Concentracion plasmatica de glucosa igual o mayor de 200
mg/dl en una muestra aleatoria en sangre. Una muestra aleatoria puede
ser la que se obtiene en cualquier momento del dia sin importar la hora
del ultimo alimento.

2. Glucemia en ayuno igual o mayor de 126 mg/dl, con un ayuno de por lo
menos 8 horas.

3. Glucemia en ayuno menor del valor diagndstico, pero un valor de glucosa
plasmatica igual o mayor de 200 mg/dl 2 horas posteriores a la ingesta de

una carga de 75 gr de glucosa anhidras).

Para el criterio 3 se requiere la realizacion de una curva de tolerancia a la glucosa
(que fuera del embarazo se recomienda sea con carga de 75 gr), si se cumplen
cualquiera de los dos primeros criterios no es necesario realizar. Para establecer
el diagndstico de diabetes si se presenta un solo criterio es necesario observar

ese mismo criterio o cualquiera de los otros dos por lo menos otro diags,

Anormalidad de la glicemia en ayuno e intolerancia a la glucosa.

Se reconoce un grupo de individuos que por su concentracion de glucosa no
cumplen con los criterios para el diagndstico de diabetes, pero cuyos valores son
demasiado altos para considerarlos normales. Asi, actualmente se reconocen
fase evolutiva durante la historia natural de la diabetes; a) regulacion normal de

la glucosa b) anormalidad en la glucosa en ayuno o intolerancia a la glucosa



c) Diabetes Mellitus. La euglucemia es la caracteristica mas importante de la
fase de “regulacion normal de glucosa” y se observa tanto en ayuno como
después de administrar carga de glucosa. A diferencia de la primera fase, la
hiperglicemia es el marcador de las siguientes dos fases.

En la fase que sigue a la normoglucemia puede observarse una concentracion
plasmatica de glucosa en ayuno intermedia y a esto se le llama

“anormalidad de la glucosa en ayuno” o intolerancia a la glucosa (“anormalidad
de la tolerancia a la glucosa”). La intolerancia a la glucosa se manifiesta al
administrar una carga de glucosa vy traduce serios defectos en el sistema que
regula la homeostasis de la hexosa.

En la fase de Diabetes mellitus pueden distinguirse tres etapas: en la primera no
se requiere insulina, en la segunda se necesita insulina para lograr un buen
control metabdlico y en la tercera la insulina es indispensable para la
homeostasis del paciente. Todos los tipos de diabetes pueden pasar por las tres
fases evolutivas (Ver figura 1.1) e incluso llegar hasta la etapa de diabetes
mellitus que requiere insulina para un buen control glucémico, pero sélo los
individuos con diabetes 1 alcanzan la etapa en la que se requiere insulina para

sobrevivirs).

Figura 2.1 Fases evolutivas de la historia natural de la diabetes.
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En base a la concentracion de glicemia en ayuno se identifican tres grupos:
1. Glicemia normal: Concentracién plasmatica de glucosa menor a 110
mg/dl.
2. Glicemia anormal: Concentracién de glucosa en ayuno igual o mayor de
110mg/dl, pero menor de 126 mg/dl.
3. Diabetes mellitus: Concentracion plasmatica de glicemia igual o mayor de
126mg/dls)

Reclasificacién de Diabetes en el puerperio

Se realiza una curva de tolerancia a la glucosa oral de 4—6 semanas posterior a
la resolucion del embarazo. Con una dieta de preparacién con minimo consumo
de 150 gr de carbohidratos 72 horas previas al estudio, los requisitos son los
mismos que se solicitan en la curva de pacientes embarazadas y la carga que se
administra es de 75 gr con glicemia a las 2 horas y en ayuno. Se sugieren los

criterios emitidos por la American Diabetes Association. En 1997. (Tabla2.7)e)

Tabla 2.7. Criterios de la ADA para diabetes sin embarazo con curva de

tolerancia a la glucosa oral.

AYUNO 2 Hr. Post carga de 75 gr.
(mg/dl) (mg/dl)
Diabetes mellitus 2126 2200
Anormalidad de glicemia en ayuno 2110 <126 -
Intolerancia a la glucosa - =2140,<200
Normal <110 <140




MANEJO

El principal objetivo del tratamiento en la paciente con diabetes y embarazo es
mantener niveles normales de glucosa las 24 horas al dia para disminuir las
complicaciones tanto maternas como fetales.

Los parametros ha mantener es que los niveles de glicemia no sobrepasen los 120
mg/dl debido que aun cuando no se manifieste sintomatologia materna estos
valores persistentes son suficientes para producir daino en el embrion, feto o
recién nacido, también es necesario que la paciente no curse con ayunos
prolongados para evitar las hipoglucemia y por tanto desencadenar vias alternas
para la produccion de energia como es la cetogénesis y que puede ser

neurotoxica en el feto.

DIETA

El incremento ponderal durante la gestacién refleja el crecimiento de tejidos tanto
maternos como fetales. Las recomendaciones dietéticas dependeran del rango
de peso materno manejado antes del embarazo o bien del indice de masa

corporal IMC ( estimacion matematica; .M.C.= Peso real/ talla®)g),

La OMS estima que el costo energético total del embarazo es de 83,000 calorias

con incremento ponderal medio de 13.2 Kg. Ver Tabla 2.8 (11).



Tabla 2.8. Costo energético del embarazo

PESO COSTO DE ENERGIA
(Kg) (Kcal.)

Feto 3.5 8300

Placenta 0.6 700

Utero, liquidos, mamas 5.0 3000

Grasa materna 4.0 40 000

Tasa metabolica basal -- 31000

TOTAL 13.2 83 000

Para conservar el aumento de peso cerca de lo ideal respecto al indice de masa
corporal antes del embarazo, durante la gestacion se espera que la mujer con
IMC normal gane de 11.5 a 16 Kg. y aquellas con bajo IMC ganen 12.5 — 18 Kg.
mientras que las que tienen sobrepeso ganen 7 a 11 Kg.ng). (Ver Tabla 2.9). El
incremento ponderal Se ha medido por calorimetria total, el gasto energético
requerido durante el embarazo demostrandose variaciones individuales del costo
energético. En 1989 la RDA (Recommended Dietary Alloences) sugieren agregar
300 cal en el 2° y 3er trimestre por el costo energético incrementado a estas

edades gestacionales (g)

Tabla 2.9. Requerimientos caléricos de acuerdo a I.M.C.

I.M.C. Calorias recomendadas
BAJO: IMC<19.8 35 Cal
MEDIO: IMC19.8-26.0 30 Cal.

ALTO IMC>26.0 25 Cal.




Calculo de dieta.

Existen gran variedad de esquemas para él calculo de dieta y sus fracciones, el
que se menciona a continuaciéon es el manejado en el servicio de Medicina
Materno Fetal del CMN 20 de Noviembre. La dieta se instala una vez realizado el
diagnostico de Diabetes o intolerancia a los carbohidratos, se calcula de acuerdo
al IMC ( Ver tabla 2.9). con un indice bajo, medio o alto se administran 25, 30 o 35
calorias respectivamente por Kg de peso ideal (talla cm. —105), Se incrementan
300 cal por trimestre (en el 2°y 3°), se fracciona en quintos con dos colaciones
que corresponden al 20 % de las calorias totales, 2/5 en el desayuno, 1/5 en la
comida y 2/5 en la cena con intervalo maximo de ayuno de 8 horas entre la 22
colacién y el desayuno, se realizan modificaciones horarias o caloricas de acuerdo
a la actividad fisica de la paciente y al comportamiento metabdlico que presente.
Se recomienda que el total de calorias se fraccione en 50-60 de carbohidratos
de preferencia complejos en gran proporcion vy altos en contenido de fibra. El
20% de calorias diarias se reserva a proteinas y 30% a grasas de preferencia de
origen vegetal, para evitar la elevacion de colesterol (4

Treinta minutos previos a los alimentos principales (desayuno, comida y cena) se
aconseja suministrar de 20 — 30 gr. de fibra que tienen por funcion: las solubles;
poseen efecto metabdlico, reducen la glicemia postprandial, disminuyen las LDL
y mejoran la sensibilidad a la insulina, las insolubles; aumentan el bolo fecal. Los
productos comerciales contienen la mezcla de ambas (17).

Se aconseja no administrar menos de 1500 calorias.

INSULINA

Existen en la literatura varios esquemas de tratamiento con insulina en pacientes
con DG, sin embargo no existe uno ideal. Enseguida se mencionaran algunos
criterios reportados en la literatura y las propuestas de manejo en nuestro

servicio.



El objetivo principal del tratamiento con insulina es simular la secrecion
plasmatica normal ante el estimulo de ingesta de alimentos, y lograr
mantener euglucemia durante las 24 horas del dia.

La aplicacion de insulina debe corresponder con el régimen alimenticio y
ajustarse de acuerdo al control metabdlico, se aplicara 30 minutos antes de
los tres alimentos fuertes.

Se utilizan insulinas lo menos antigénicas durante la gestacion,
preferentemente la humana.

Existe gran controversia asi como incongruencia en los diversos centros
al iniciar insulina y esta debe apegarse a un monitoreo previo de
glucometrias pre y postprandiales (2 hr.) a los principales alimentos y a
las 2 a.m., determinacion con tiras reactivas de cetonuria el tiempo de
monitoreo y de inicio varia debido a que primero se deben hacer ajustes a
dieta individualizando a cada paciente en sus ciclos de mayor actividad,
supervision de la cantidad de calorias ingeridas, y del tipo de carbohidratos
utilizados en la preparacion de las dietas, adiestramiento y concientizacién
de la dieta y la importancia de la misma a la paciente.

Una vez supervisadas todas las variantes si la paciente persiste con
glucometrias  preprandiales mayores de 95 mg/dl y postprandiales
mayores de 120 mg/dl. (Fourth International Workshop on Gestational

Diabetes) 10

Calculo de Insulina

1.

Se aplica esquema de insulina de accién rapida de acuerdo a

requerimientos:

120-150 mg/dI............ 2 UL
151-200 mg/dl............ 4 U.l
201-250 mg/dl............ 6 U.l

251omas. ............. 8 U.l.




2. Se Cuantifican los requerimientos promedio de Insulina de accion rapida en
72 horas.

3. Se inicia con el 50 % del total de Insulina requerida, fraccionandola y
usando Insulina NPH( neutral protamine Hagedorn), e insulina de accién

rapida

. . 2/3NPH
Dosis matutina
1/3 RAPIDA
1/2 NPH
Dosis vespertina
1/2 RAPIDA

4. Se realizan ajustes de acuerdo a la observacion obtenida de 72 hrs. De
monitoreo con glucometrias y cetonurias, considerando inicio de accion

efecto maximo, duracion (Tabla.2.10)

Tabla 2.10 Insulinas mas utilizadas en el embarazo.

TIPO DE INSULINA VIA  INICIO DE EFECTO DURACION
ACCION MAXIMO

Accion rapida SC 30 min. 1- 3 hrs. 5-8 hrs.
(regular) v 5 min. 5 min. 15 min.
Accion Intermedia

NPH SC 60 min. 2-8 hrs. 18-20 hrs.




5. Finalmente se debe contemplar las variables que modifican la absorcion
subcutanea de la insulina como; Los sitios de aplicacion deben ser rotatorios,
preferentemente en el abdomen adecuada temperatura y vascularidad en el
sitio de la inyeccion, modificaciones quimicas como los aditivos de protamina y

zinc (5 ,4).

6. En la literatura se reporta frecuentemente uso de esquema a requerimientos
a partir de 150 mg /dl sin embargo conocemos que cifras entre 120 a 150 son
suficientes para tener repercusion fetal o materna por lo que en servicio se usa
el esquema antes mencionada con buenos resultados hasta el momento. Asi
mismo se menciona el inicio de esquema de insulina de acuerdo a peso ideal
en rangos entre 0.1 a 0.6 U.l. 4 de peso ideal, con lo cual se ha observado
que las pacientes inician con dosis mayores que las requeridas conduciendo

en muchas ocasiones hipoglucemias frecuentes.

VIGILANCIA PRENATAL

La vigilancia prenatal sera minuciosa con valoracidén integral de la patologia
agregada y los factores de riesgo asociados, desde el momento del diagnéstico se
realiza un monitoreo metabdlico, adiestramiento dietético asi como la realizacion
de examenes de laboratorio y gabinete que manifiesten la aparicion de
enfermedades secundarias a dafio en la micro y la macrocirculacion.

Asi, es necesario solicitar HbAc para evaluacién de posibles malformaciones
fetales y conocer el reflejo retrospectivo de la glicemia. Si él diagnostico se
realiza en el 2° trimestre se puede solicitar Alfa-feto proteina sérica materna de
forma individual o como parte del triple marcador con una sensibilidad de 80%
para espina bifida y 90% para anencefalia. El ultrasonido en cualquier etapa del
diagndstico es una herramienta de suma importancia, en un reporte de Gémez y
cols. Refieren deteccibn de malformaciones fetales mayores con una
sensibilidad de 67% y especificidad de100% con valor predictivo positivo de

100% y negativo de 91% (que varia dependiendo de la experiencia del



observador), asi también es posible la valoracion de translucencia nucal entre
semana 10 y 14 de la gestacion, deben ser valoradas la funcion renal con indice
de filtracién glomerular, fondo de ojo, electrocardiograma, y manejo integral e

interdisciplinario (11).

Tabla 2.11 Vigilancia prenatal

PRIMER TRIMESTRE

e Monitoreo metabolico

e Ultrasonido- Traslucencia nucal
o HbA¢

MOMENTO DEL DIAGNOSTICO | SEGUNDO TRIMESTRE N
Monitoreo metabdlico e Monitoreo metabdlico, incremento caldrico

Adiestramiento dietético o HbAcw . . .
HbA+. e Estudios basicos, funcion renal, cultivos

e Ultrasonido- Marcadores USG, fetometria,
Liquido amnidtico.
Cuadruple marcador- Alfafetoproteina

Estudios basicos
Valoracion de funcion renal

Cultivos ,
Ultrasonido e Electrocardiograma
Exploracion de fondo del ojo

Electrocardiograma TERCER TRIMESTRE

e Monitoreo metabdlico, incremento calérico

o HbA1

e Estudios basicos, funcién renal, cultivos

e Ultrasonido- fetometria, Crecimiento, Liquido
amnidtico, busqueda malformaciones
cardiacas.

e Velocimetria Doppler

o Cardiotocografia cada 72 hrs. (semana 32)

e Pruebas de madurez fetal (semana 36 perfil
de fosfolipidos completo)




Polimorfismos de un solo nucleétido SNPs como herramienta para la

definicién del componente genético de las enfermedades comunes

Los SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) son el tipo de variacion de
secuencia mas frecuente en el genoma. Un SNP se define como un locus génico
constituido por cuando menos dos alelos, uno de ellos con una frecuencia mayor
al 1%, diferentes entre si por el cambio de una base por otra en una posicion
determinada en el genoma (e.g. T 6 G). Los SNPs son generados por mutaciones
y se heredan de forma dominante o codominante. Es decir, se heredaran a los
descendientes del individuo donde se produjo la mutacion. Un SNP de origen
reciente se produjo hace pocas generaciones y estara presente solo en un numero
reducido de individuos por lo que sera poco frecuente. Por el contrario, un SNP
que se generd hace mucho tiempo, estara distribuido en un numero mayor de
individuos y por lo tanto su hallazgo sera mas frecuente en la poblacion general.

El estudio de SNPs se ha convertido en una de las herramientas mas utiles para
analizar la diversidad gendmica en humanos. Alrededor del 20% del total de SNPs
son compartidos por todas las poblaciones (los SNPs mas antiguos). Esto significa
que si se busca analizar la asociacion de SNPs y enfermedad o la asociacion
entre SNPs y respuesta a un determinado farmaco, los resultados variaran en las
distintas poblaciones.

A través del proyecto del genoma humano se han identificado alrededor de
1.5x10° SNPs a lo largo del genoma (The International SNP Map Working Group,
2001). Se postula que estos polimorfismos determinan en gran medida la
susceptibilidad o el riesgo a desarrollar distintas enfermedades comunes como la
diabetes, la obesidad, la enfermedad cardiovascular o la hipertension arterial entre
los distintos individuos (Ohnishi et al., 2000; Haluska et al., 1999 , Altshuler et al.,
2000a). Es posible entonces estudiar la asociaciéon entre distintos polimorfismos y
fenotipos especificos (diabetes, hipertension, etc.) a través del estudio sistematico
de SNPs a lo largo del genoma, particularmente aquellos intragénicos o cercanos

a distintos genes candidatos.



Debido a la gran heterogeneidad genética de estas enfermedades entre distintos
grupos étnicos (e.g. la participacion de distintos genes y combinaciones en las
distintas poblaciones) aunado a la gran diversidad étnica de nuestra poblacién es
necesaria la busqueda intencionada de SNPs asociados a estas patologias en la
poblacion mexicana.

Al igual que otros marcadores genéticos la informatividad de los SNPs depende de
su grado de polimorfismo y heterocigocidad. En términos generales los SNPs son
poco polimérficos siendo en su mayoria bialélicos. Por otro lado, la
heterocigocidad de cada SNP (las frecuencias relativas de los alelos) puede variar
en cada grupo étnico. Por lo tanto para obtener una mayor informatividad de estos
marcadores se analiza un grupo de SNPs en un intervalo y se consideran como
haplotipos (Reich et al., 2001). El estudio de haplotipos de SNPs a lo largo de un
segmento cromosdmico definido puede ser mas informativo para identificar

asociaciones con un determinado fenotipo o enfermedad.

Diabetes poligénica.

Diabetes tipo 1.

La diabetes tipo 1 siempre se asocia a una deficiencia absoluta de insulina. La
diabetes tipo 1 A (anteriormente denominada DM insulinodependiente o diabetes
juvenil) resulta de la destruccién autoinmune de las células beta del pancreas . La
evidencia de la autoinmunidad se demuestra por la presencia de uno o mas
autoanticuerpos (Ac) para los islotes pancreaticos. Los Ac para las células de los
islotes (ICAS) fueron descritos por primera vez en los afos 70 (citoplasmaticos).
En los afos 80 se descubrieron los auto anticuerpos para la insulina (IAAS) y
posteriormente se descubrieron los autoanticuerpos para la descarboxilasa del
acido glutamico (GADA) y los autoanticuerpos asociados a insulinoma 2 (I1A-ZAS)
actualmente solo es posible efectuar la determinacion de ICAS y GADA en la
practica médica, en virtud de que los IAAS y los IA-2A aun se utilizan unicamente

para fines de investigacion.



Los anticuerpos contra las células de los islotes (citoplasmaticos) no parecen
desempenar un papel en la etiologia de la destruccion de las células B. Al
comienzo de la diabetes tipo 1, de 70 al 80% de los pacientes son positivos para
ICAS. Los anticuerpos contra los islotes frecuentemente declinan después del
diagndstico y no mas del 5 al 10% de los pacientes con diabetes tipo 1 presenta
positividad para ICAS 10 anos después. La frecuencia de ICAS en la poblaciéon
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
exdgena de insulina, debido a que la administracidon de esta durante cinco a siete
dias origina resultados positivos. Feeney et al comunicaron que los IAAS
estuvieron presentes en 90% de niflos menores a 5 afos de edad, en 71% de
nifos entre 5 a 10 afios de edad, y en el 50% de los 10 a 15 afios de edad.

Los autoanticuerpos para GADA 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 poblacién general oscila del 2 al 3%.

La presencia de uno o mas de estos Ac. Sugieren de manera significativa un
proceso autoinmune que conduce a la deficiencia de células .

La destruccion autoinmune de células B tiene multiples predisposiciones genéticas
y también guarda relacion con factores ambientales aun no completamente
definidos. Debe enfatizarse que la presencia de de obesidad no excluye el
diagndstico 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 reumatoide juvenil,
sindrome de rubéola congénita y anemia perniciosa.

Algunas formas de diabetes tipo 1 no tienen una causa conocida. Corresponde a

pacientes que tienen insulinopenia permanente y no tienen 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 proporcidén 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. este tipo de diabetes al parecer es
trastorno autosémico dominante.

Es conveniente sefialar que los niveles de insulina sérica (péptido C) no
constituyen un buen elemento diagnostico 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 diagnostico (13.16).

Diabetes tipo 2

Diversos estudios en distintos grupos étnicos han reportado asociacion de variaciones en los
genes MODY con las formas mas comunes (poligénicas) de DM2 (Malecki et al., 1999;
Triggs-Raine et al., 2002; Hani et al., 1998, Sakurai et al., 2000 MacFarlane et al., 1999).
Una de las lineas de investigacion de nuestro grupo esta enfocada en definir la contribucion
de los genes MODY en la etiologia de la DT2 de aparicién temprana en pacientes
mexicanos ya sea con un efecto dominante, o como alelos de susceptibilidad. Resultados
preliminares en un estudio caso-control en una muestra de 80 pacientes y 100 controles
muestran evidencia de un haplotipo de 3 SNPs en el exon 7 del gen HNF-1a asociado
significativamente al riesgo a desarrollar DM2 de aparicion temprana en nuestra poblacion
(p =1 X 107) (OR = 2.88, con un intervalo de confianza del 99% de 1.24 — 6.67).
Asimismo los datos sugieren que este haplotipo esta presente en un mismo alelo (en cis).
La confirmacion del papel de este haplotipo de susceptibilidad requiere la validacion de los

resultados en una muestra mayor o el



analisis de marcadores genéticos para evaluar estratificacion poblacional con el objeto de
eliminar la posibilidad de un pareo inadecuado de etnicidad entre los pacientes y los
controles (Siddiqui et al., 2003).

Esta propuesta contempla evaluar la participacion de este haplotipo de riesgo en
conjunto con polimorfismos y haplotipos de otros tres genes vinculados a la
susceptibilidad al desarrollo de DM2 (PPARY, calpaina-10 y calsequestrina-1) en
pacientes con diabetes tipo 2 de inicio temprano, asi como su posible relaciéon con
la presencia de obesidad, el requerimiento de insulina o la presencia de

complicaciones.

DIABETES MONOGENICA.

Diabetestipo MODY.

Este tipo de diabetes se caracteriza por presentar un patron de herencia autosémico
dominante y un inicio del padecimiento antes de los 25 afos. Se le conoce como diabetes
tipo MODY por sus siglas en inglés: Maturity-onset diabetes of the young. Los pacientes
MODY presentan diabetes mellitus no cetdnica y disminucién en la secrecion de insulina.
En algunos pacientes también se han identificado defectos minimos en la accion de insulina
(Fajans y cols., 2001).

Los pacientes con diabetes tipo MODY presentan un defecto primario en la funcion
de las células B del pancreas, esto puede resultar por mutaciones en uno de al
menos seis genes diferentes. Uno de ellos codifica para la enzima glucolitica
glucocinasa (hexocinasa IV, MODY 2) y los otros cinco codifican para proteinas
con funcién de factores de transcripcion: factor nuclear del hepatocito 4o 0 HNF4a
(MODY 1), factor nuclear del hepatocito 1o 0 HNF-1a,, (MODY 3), factor nuclear del
hepatocito 18 o HNF 1B (MODY 5), factor promotor de insulina 1 o IPF1 (MODY4),
y el factor de diferenciacion neurogenica 1 o NeuroD1/BETA2 (MODY 6) (Fajans y
cols., 2001, Owen y Hattersley, 2001, Gomez y Roopa, 2003).



PPAR-y y el papel de la variante alélica P12A como alelo de susceptibilidad

en el desarrollo de la DM2

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARs) son
miembros de la superfamilia de receptores de hormonas nucleares. Hay tres tipos
de PPARs: PPAR-alfa, PPAR-delta y PPAR-gamma (PPARy). PPARy induce la
transcripcion de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa, el transporte
de acidos grasos, la diferenciacion de adipocitos y la inflamacion (Auwers, 1999;
Kliewer et al, 1998). Esta proteina funciona como complejo heterodimérico con
RXR y puede ser activado sinergicamente por agonistas de PPARy como las
tiazolidinadionas (TZD) y ligandos especificos de RXR (Mukherjee et al, 1997). El
gen de PPARYy consta de 100 kb y esta compuesto de 9 exones. PPARYy existe en
dos isoformas de la proteina que se crean por el uso de promotor alternativo y el
empalme alternativo en el extremo 5’ del gen; PPARy2 contiene 30 aminoacidos
adicionales en el extremo NH2 a diferencia de PPARy1 (Spigelman, 1998;
Elbrecht et al, 1998).

Muchos tejidos expresan niveles bajos de PPARy1, mientras que PPARy2 se
expresa exclusivamente en tejido adiposo, donde sus niveles de expresion son
elevados. Ambas isoformas (PPAR-y1 y PPAR-y2) son expresados en el tejido
adiposo (Vidal-Puig et al, 1997; Auboeuf et al, 1997; Lefebvre et al, 1998). En este
tejido no parece haber ninguna diferencia en las capacidad transcripcional de las
dos isoformas en la expresidn de genes blancos inducidos por ligandos o en la
diferenciacion del adipocito inducido por ligando (Werman et al, 1997).
Adicionalmente, se demostr6 que PPARYy es capaz de activar la transcripcion en
forma no dependiente del ligando y que la insulina potencia esta actividad
(Werman et al, 1997).

PPARY es uno de los genes mas intensamente estudiados en cuanto a su papel como gen de
susceptibilidad para el desarrollo de obesidad y DMT2. Variantes raras del gen PPARy
pueden producir resistencia a insulina y diabetes. La variante P115Q ha sido asociada con

obesidad, mientras que las variantes V290M y P467L



se han asociados con resistencia severa a la insulina y diabetes. La variante frecuente P12A
de PPARYy se ha relacionado como alelo de susceptibilidad en desarrollo de obesidad y
DMT?2 en distintas poblaciones (Deeb et al, 1998; Altshuler et al, 2000; Hegele et al,
2000), y como alelo de proteccion en el desarrollo de nefropatia diabética (Stefan-Martin et
al, 2002). La posicion de este aminoacido esta dentro del dominio de PPAR-y2 involucrada
la activacion independiente de ligando (Werman et al, 1997) . Estudios in vitro muestran
que el alelo A12 de PPARy muestra una disminucion en la afinidad de unién al elemento
promotor de PPAR y por ende, la capacidad de transactivacion in vitro y también se le ha

asociado a una reduccion de la adipogénesis inducida por TZD (Masugi et al, 2000).

Calpaina-10 y su papel en la susceptibilidad al desarrrollo de la DM2

La calpaina-10 es una proteina que participa en cascadas de sehalizacidon
intracelular y se ha asociado especificamente al fendbmeno de muerte celular
programada (apoptosis) de la célula B pancreatica. La calpaina- 10 se expresa en
todos los tejidos, sin embargo existen al menos 8 variantes proteicas (isoformas)
en distintos tejidos. Existen multiples variantes génicas de CAPN-10 relacionadas
a la susceptibilidad para el desarrollo de DM2.

Algunas variaciones de secuencia como la SNP-44 y SNP-43 alteraran
probablemente la expresién del gen. En la poblacibn México-americana un
variante alélica de CAPN-10 con un haplotipo especifico que comprende los SNP-
43, 19 y 63 incrementa el riego a desarrollar la enfermedad alrededor de tres
veces y explica el 14% del riesgo a manifestar DM2 en esta poblacion (Horikawa
et al, 2000). Recientemente en colaboracién con el grupo del Dr. Graeme Bell
reportamos la participacion de un haplotipo diferente relacionado al riesgo de
manifestar DM2 en pacientes mestizos mexicanos (Del Bosque et al, 2004). De
manera similar, variantes génicas de CAPN-10 se asocian a un incremento en el
riesgo a manifestar la enfermedad en poblacién caucasica europea y americana

asi como en la poblacién de origen africano-americano, sin embargo en estas



poblaciones, variantes de secuencia en este gen incrementan el riesgo entre 1.2 y
tres veces (Lynn et al, 2002).

El gen de la calsecuestrina (CASQ1), cuyo producto es una proteina que se
expresa en musculo y regula indirectamente la expresion de GLUT-4.

En poblacion menonita se reporté que en CASQ1, el SNP rs2275703 en intron 4 y
el SNP rs617698 en intron 2 estuvieron asociados a riesgo de desarrollo de DMT2,
con un valor de p=0.008 y de p=0.04, respectivamente.

Otro estudio realizado en poblacion europea caucasica, un haplotipo de 6 SNP's
(4 localizados en el intron 2) estuvo asociado a riesgo de desarrollo de DMT2
(p=0.008)

Tres de los SNP's reportados como asociados a DMT2 en los estudios
anteriormente mencionados (SNP's 2351, rs3747623 y rs617698), fueron
analizados por nuestro grupo de trabajo en poblacion mexicana con DMT2,
concluyendo que no habia asociacion de estos SNP's a riesgo de desarrollarlo en

poblacién mexicana(Das y cols., 2004).

JUSTIFICACION.

La diabetes mellitus tipo 2 es el tipo mas frecuente de diabetes en todo el mundo
representando mas del 95% del total de casos. En México se reporta una
prevalencia de DM2 del 8.2% al 10.9% en la poblacion de mas de 20 afos. Hasta
la fecha se considera como la 3% causa de muerte con una tasa 15.5 defunciones
por cada 100,000 habitantes.

La OMS reporté en 1995 una prevalencia de DMT2 en el adulto a nivel mundial de
4% y estimd que la cifra se incrementara a un 5.4% para el afio 2025. En México
se estima una prevalencia de DM T2 del 2.3% para el mismo afio. La mayor
prevalencia puede ocurrir en paises en desarrollo, con mayor afectacion en

mujeres que en 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 y que se
encuentra hasta en un 50% en los adultos.

Las consecuencias clinicas mas frecuentes con pacientes diabéticos son
complicaciones cronicas, como: retinopatia y neuropatia que ocasionan
incapacidad permanente como ceguera o amputacion de miembros inferiores
principalmente. Incluso la muerte puede ser secundaria a insuficiencia renal
cronica.

La prevalencia mundial de la diabetes gestacional (DG) oscila entre el 1y 4% con
mas de 136,000 casos anualmente. En México la cifras no se conocen si n
embargo en la ciudad de Monterrey Nuevo Ledn, Forsbach y colaboradores
reportaron una incidencia de 4.3% en 693 embarazadas.

Las mujeres con mayor riesgo de padecer DG son aquellas con algun grado de
obesidad, edad mayor de 25 afios al momento del embarazo, con historia familiar
con algun grado de intolerancia a los carbohidratos e ingesta de alimentos ricos en
grasas.

En la DG existen complicaciones materno fetales que pueden aumentar la tasa de
mortalidad materna y/o fetal.

Datos epidemiolégicos y fisiopatolégicos sugieren un vinculo estrecho de la DG
con DM2. Se han identificado diversos genes para el desarrollo de DMT2 como la
presencia del gen HNF-1a (factor nuclear del hepatocito), PPAR-y (proliferador de
peroxisomas), calpaina-10 y calsequestrina 1 con DM2.

Por lo anterior, proponemos el estudio de estos genes, como posibles genes de

susceptibilidad para el desarrollo de la DG.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La diabetes complica aproximadamente el 3% de todos los embarazos. Se ha
propuesto que la DG es una forma de diabetes latente en la que el estrés
diabetogénico del embarazo revela la intolerancia a la glucosa por primera vez.
Las mujeres hispanas y asiaticas parecen tener riesgo mayor de desarrollar DG

por ser poblaciones con alta prevalencia de DM2.

La diabetes gestacional al igual que la diabetes no insulinodependiente es una
enfermedad multifactorial poligénica. Los genes involucrados en el desarrollo de
esta enfermedad tienen efecto parcial, en donde ninguno de ellos es suficiente

para que esta se desarrolle.

El reconocimiento de la participacion de estos genes en el desarrollo de DG en
nuestra poblacion, permitird promover medidas para el diagndéstico temprano y de

prevencion para reducir riesgos perinatales y gastos de atenciéon médica.

HIPOTESIS.

Conociendo la participacion de los genes HNF-1a, PPAR-y, la calpaina-10, asi
como la calsequestrina-1 en la etiologia de la DM2 es posible que estos genes
puedan participar en la etiologia de la diabetes gestacional en la poblacion

mexicana.

METAS
OBJETIVO PRINCIPAL.



Determinar la contribucion de distintas variantes genéticas (SNPs) de los genes
del HNF-1a, PPAR-y, Calpaina-10 y de la CASQ-1 como posibles alelos de

susceptibilidad en el desarrollo de DG en pacientes mexicanas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Genotipificacion del haplotipo de 3 polimorfismos (SNP) en el exdn 7 del

gen HNF-1a en pacientes con DG y en controles.

2. Genotipificacion de SNP 19 en un gen de la Calpaina 10.

3. Genotipificacion del SNP P12A del gen PPARY.

4. Genotipificacion de 2 SNPs del gen de la CASQ-1 previamente vinculados

al riesgo de desarrollar DM2 en poblacion caucésica.

5. Andlisis de los subgrupos de pacientes de acuerdo a la edad, presencia o

no de obesidad y antecedentes heredofamiliares.

6. Establecer si existen diferencias significativas entre las frecuencias de estos
polimorfismos de manera aislada o como haplotipos entre pacientes y

controles.



MATERIAL Y METODO.
POBLACION DE ESTUDIO.

1. Grupo de estudio:
123 pacientes embarazadas con diagnostico de DG atendidas en el
servicio de Medicina Materno Fetal del Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre” del ISSSTE en la ciudad de México durante el periodo
comprendido entre Marzo del 2005 y enero del 2006.

2. Grupo control:
100 pacientes sin antecedentes de DM2 o DG, con una determinacion

de glucosa en sangre en ayuno normal.

TIPO DE ESTUDIO.

1. Experimental.
2. Comparativo
3. Prospectivo.
4

. Transversal.



CRITERIOS DE INCLUSION.
a. Pacientes embarazadas de cualquier edad con diagnostico de DG qué
acepten participar en el estudio y firmen la hoja de consentimiento

informado.

b. Para el grupo control se incluirdn a mujeres embarazadas de cualquier
edad con tamiz y curva de glucosa dentro de pardmetros normales

realizada entre la semana 24-28 de la gestacion, con o sin

C. antecedentes heredo-familiares de primer grado de DM2 vy sin

antecedentes de DG.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

a. Pacientes embarazadas con diagnéstico de Diabetes Mellitus tipo 1y
tipo 2.

b.  Pacientes que no acepten participar en el estudio.

PROCEDIMIENTO.
Tamiz de glucosa 50 gr.

No se requiere de preparacion de la paciente y consiste en:

Toma de sangre periférica en ayuno.

Administracién de una carga oral de glucosa de 50 gr.

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 mayor 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 3 dias previos a la prueba con una dieta que
contenga minimo 150 gr de carbohidratos al dia (en este centro hospitalario de
ajusto a 3000 cal por dia). En este tiempo no deben consumirse medicamentos,
tabaco y con una actividad fisica normal.

El dia de la prueba se toman muestras de sangre periférica en ayuno, se
administra una carga oral de 100 gr de glucosa y posteriormente se determina

glucemia a los 60,120 y 180 minutos.

Procesamiento de las muestras bioldgicas.

La coleccion de las muestras sanguineas se llevd a cabo en el Servicio de
Medicina Materno Fetal del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE y la determinacion de
los polimorfismos para cada uno de los genes propuestos se realizé en la Unidad
de Biologia Molecular y Medicina Genomica del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, bajo la direccion de la Dra. Ma. Teresa

Tusié Luna.

Extraccion de DNA.

Se obtuvieron 20 ml de sangre total con EDTA como anticoagulante de las
pacientes seleccionadas y de los controles.

El aislamiento del DNA se realizara por medio de lisis hipotdnica de eritrocitos a
partir de sangre total, digestion con proteinasa K del boton linfocitario, seguido por
extraccidon con fenol-cloroformo segun el método descrito por Schneebergerc et al
(1992). Los DNAs gendmicos se almacenaran a 4 °C. se homogeniza por 30

segundos y se centrifuga 12000 rpm/min. Se decanta todo el sobrenadante y al



pellet se le adiciona 180 ml de buffer TE y se incuba a 55° C por 10 min, se
adiciona 20 ml de NaCl 5M y se mezcla vigorosamente antes de agregar 1 ml de
etanol absoluto frio. Se mezcla y centrifuga a 12000 rpm/min, se decanta el
sobrenadante y el paquete de DNA se seca en el speedvac por 20 min, finalmente
el pellet se suspende en 200 ml de buffer TE y se incuba a 55°C toda la noche
agitdndose periddicamente para disolver el DNA. Para conocer la concentraciéon
del DNA, tomar una alicuota de 4 ml de DNA recién disuelto y disolverlo en 996 ml

de agua y leer en espectro a 260 nm.

Genotipificacién de polimorfismos.

Los distintos polimorfismos se tipificaron a través de diversas metodologias a partir
de la amplificacion selectiva por PCR del gen y exon particular (calpaina-10,
PPARy o HNF-1a) utilizando oligonucleotidos especificos. Para el gen PPARy se
amplifica un fragmento de 270 pb utilizando un primer mutagénico y analizando los
productos a través del corte con la enzima de restriccion BstU-1. Cuatro de los
polimorfismos de calpaina-10 y los polimorfismos del ex6n 7 de HNF-la se
analizan por secuenciacion directa. Los 5 SNPs del gen de la calsequestrina-1 se
analizaran utilizando sondas Tagman. El SNP-19 del gen de la calpaina-10 y la
determinacion de secuencias a Alu se analizan por amplificacion y determinacion
del tamafo del fragmento a través de corrimiento electroforético (Del Bosque et
al., 2004).

El DNA se obtendra usando la técnica con fenol (3. Técnicas de PCR-SSCP (de
las siglas single strand conformation polymophism) y de secuenciacion directa,

como a continuacion se describe.



Técnica de PCR-SSCP

Este método se ha utilizado para la deteccibn de mutaciones debido a su
simplicidad y versatilidad. En este método la region de interés es amplificada por

PCR a partir de DNA gendémico seguido de una desnaturalizacién, con la finalidad

de formar hebra Unicas, para posteriormente analizarlas por corrimiento
electroforético en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante (9192. Las
nutaciones son detectadas por diferencias de movilidad de las hebras de DNA
entre los controles y las muestras a analizar. Esta técnica se utilizara para buscar
cambios de migracion en algunos de los exones y region exon-intron del gel HNF-
la.

Las condiciones para la amplificacion por PCR de cada uno de los axones de los
genes seran las siguientes: temperatura de desnaturalizacion 95°C durante 10 min
y 94°C por 30 segundos, la elongacién 72°C por 30 segundos, y 35 ciclos y un
ciclo final de extension a 72 °C por 10 minutos. La temperatura de alineamiento
corresponde a cada par de oligonucleétidos utilizados para cada uno de los
exones de los genes 8cuadro 6 y 7). La mezcla para la PCR en un volumen total
de 25 microlitos contiene: 2.5 ul de Buffer 10x , 0.5 nM MgCl,, 2.5 nM de cada
dNTP (A, T,G), 0.2mM de dCTP, 100 ng de cada oligonucleotido, 1U fr Taq
polimerasa , 100 ng de DNA genémico y 1 uCi de alfa-**P-dCTP.

De los amplicones marcados se tomaron 2 ul de cada muestra y se mezclan con
48 ul de una solucion de 0.1% de NaDodSO, y 10 nM de EDTA (solucion
desnaturalizante), posteriormente se tomaron 10 ul de esta dilucion para
mezclarlas con 10 ul de una solucion de formamida al 95%, 20 mM de EDTA,
0.05% de azul de bromofenol y 0.05% de cianol xileno, las mezclas se
desnaturalizan a 95° C durante 5 minutos y se cargan 2 ul en un gel de
poliacrilamida al 5%, con y sin glicerol al 10%, corriéendose con un buffer Tris-
Borato -EDTA 1x a 4 Y 8 watts respectivamente durante toda la noche y a

temperatura ambiente.



Para poder establecer la presencia de cambios de migracion se analizaran
simultdneamente 20 muestras de individuos controles en el mismo gel. Después
de la electroforesis el gel seréa transferido a un papel Whatman 3M y se secara
durante 1 hora en un secador de geles se contactara con una placa de
autoradiografia Kodak a -70° C, para permitir la observacion indirecta de los
productos de PCR desnaturalizados después de 24 hrs. de exposicion. Las
muestras en donde se observen migraciones anOmalas seran analizadas por
secuenciacion directa de acuerdo al método descrito en el apartado de
secuenciacion automatizada de electroforesis capilar Applied Biosystems (3100

Genec analizer) y el cual se detalla a continuacion.

Secuenciacion automatizada

Para la secuenciacion automatizada primero se realiza una primera amplificacion
por PCR de las muestras objetivo, las condiciones para esta son especificas para
cada uno de los exones de HNF-la. La temperatura de desnaturalizacion de
elongacion y la de alineamiento son las mismas que se utilizaron para la PCR
utilizada en el analisis PCR-SSCP, al igual que el numero de ciclos (tabla 4 y 5),
con la salvedad que no se utiliza marca radioactiva. Los productos de la PCR son
purificados con columnas QIAGEN (QIAquick PCR purification Kits catalogo No.
28106) como especifica el manual. Los amplicones purificados, se utilizan para
una segunda reaccion de PCR, en la cual se incorpora a los nuevos amplicones
nucledtidos fluorescentes incluidos en el kit Big Dye. Este reactivo tiene incluida la
enzima AmpliTag. Los productos son cargados en el capilar del secuenciador, en
el cual al ser inducidos por una rayo laser presentan fluorescencia y dependiendo
de la estructura quimica del marcador (R6G para A, ROX para C, R110 para G y
TAMRA para T), crean una cierta intensidad medida por el software de la
computadora formando gréaficos que daran lugar a un electroferograma. Para esta
segunda reaccion es necesario el oligonucleotido sentido o antisentido, segun la



hebra que quiera ser secuenciada. Las condiciones de la PCR para la

incorporacion de los nucleotidos marcados son las siguientes: 2 microlitros del

reactivo BigDye, 3 microlitros de Buffer 5X, 1 microlitro de oligonucleotido, 1
microlitro de amplicon purificado y agua c.b.p. 20 microlitro. Como ultimo paso
realizamos una segunda purificacion de los nuevos productos de PCR , para esta
purificacion se utilizaron columnas CentriSep. Estos amplicones purificados se
secan por 10 minutos en un Speedy Vac y por ultimo, se suspenden en una
solucion de Hi-Di formamida y se desnaturalizan a 96 C durante 2 minutos
cargandose inmediatamente en el secuestrador.

Posterior a esto se realizo el andlisis de los electroferogramas de las pacientes
comparandolos con las de los controles ademas de las secuenciasde ambos
genes obtenidas de la base de datos del Gen Bank.

Se realizaron secuenciacion de de aquellas muestras que presentaron migracion
anormal con respecto a los controles en la técnica de PCR SSCP (Figura 1).

Los exones 4y 7 de HNF-1a de las 75 muestras de DNA de las muestras don DG
fueron analizados directamente por secuenciacion. Lo anterior debido a que
estudios previos en nuestro grupo identificaron mutaciones en estos 2 exones en

una poblacion mexicana con diabetes de aparicion temprana 7).

Figura 1.



RESULTADOS.

Se estudiaron 123 pacientes de entre 21 y 50 afios de edad con una edad
promedio de 36 afios de las cuales el 42.4% se consideraron como de edad
materna avanzada ya que sobrepasaban los 35 afios, no se encontraron

adolescentes.

Se obtuvieron entre 4 y 12 % del total de pacientes con indice de masa corporal

(IMC) mayor a 26 (obesidad) dependiendo del grupo problema.

En cuanto a los antecedentes familiares de diabetes se encontré que hasta en un
86% de los pacientes tenian por lo menos un familiar en linea directa con DM2.

HNF-1la | Calpaina 10 PPARYy CASQ-1
PROMEDIO 36 33 33 34
EDAD
I.M.C.
PACIENTES 9 6 6 12
OBESAS
ANT.
FAMILIARES 65 81 81 71
TOTAL
PACIENTES 75 123 123 94




En cuanto al analisis genotipico 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 PPARy se han analizado un total de 75

pacientes y 68 sujetos control.

Para ambos polimorfismos tanto el grupo de pacientes como el control mostraron
mantener el equilibrio Hardi-Weinberg lo que sugiere que no existen errores de

genotipificacion o sesgo en la conformacién de ambos grupos.

En la tabla 1 se muestran las frecuencias genotipicas 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 muestras las frecuencias genotipicas obtenidas para el
polimorfismo P12A en el gen PPARYy en los dos grupos de estudio, el estimado de
OR con los intervalos de confianza obtenidos asi como los valores de

significancia.

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

Genotipo DG Controles OR P
2R/2R 13/123 31/68 1.66 (0.4-0.8) 0.47
2R/3R 70/123 32/68 1.53 (0.7-3.34) 0.28

3R/3R 40/123 5/68 0.53(0.241.19) 0.12




TABLA 2. Frecuencias genotipicas obtenidas para el polimorfismo P12A del gen
PPARY.

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

En el andlisis de los exones del gen HNF-1a se identificaron polimorfismos en los
fragmentos correspondientes a los exones 1(L17L), 4(G288G), 7(LL459L, N487S,
IVS7nt+7G>A) y 8(T515T). Estos cambios de secuencia fueron observados tanto
en pacientes como en controles con frecuencias distintas. Todos estos
polimorfismos ya han sido reportados en otras poblaciones s).

Algunos de los polimorfismos identificados en el gen HNF-la podrian estar
relacionados a la susceptibilidad para el desarrollo de diabetes, particularmente
los encontrados en el exén 7, el cambio N487S que resulta de un cambio de
aminodcido. Otra posibilidad es que algunos de estos polimorfismos se encontrara
cosegregando con otro cambio de secuencia en el mismo gen (e.g. en la region
promotora) y por lo tanto fuera unicamente un marcador de asociacion. Esto se
conoce como desequilibrio de ligamiento. Por lo tanto, se hizo un andlisis de la
frecuencia alélica de los tres polimorfismos identificados en el exon 7 del gen
HNF-1a, con respecto a un numero igual de controles.

En la tabla 3 se describe el nimero de pacientes y controles con cada uno de los
polimorfismos identificados y en la tabla 4 su frecuencia alélica.

Este analisis no mostro una diferencia estadisticamente significativa en el numero
de pacientes portadoras del polimorfismo L459L, N487S y IVS7ntG>A con

respecto a los controles (p=0.2, p=0.9 y p=0.9 respectivamente).



También en el analisis, tomando en cuenta la frecuencia alélica, no mostré una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.2, p=0.9 y p=1 respectivamente).
Con lo anterior se concluye que los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7g>A

de forma aislada no parecen participar en el desarrollo de la enfermedad (tabla 4).

TABLA 3. Analisis de los polimorfismos L459L, N487S e IVSnt+7G>A del ex6n 7 de

HNF-1la en muestras de pacientes y controles.

Cambio No. de | No de

Localizacion | nucleotidico Efecto pacientes con | controles  con P
el cambio el cambio

Codon 459 C/C L 20 32 0.2
CIT L/L 39 31
T/T L 16 12

Codon 487 G/IG N 26 28 0.9
AIG N/S 39 37
AlA S 10 10

1501+7G>A G/IG IVSnt+7G>A 26 27 0.9
AIG 41 39
AlA 8 9

El andlisis estadistico no muestra una diferencia estadisticamente significativa entre las mujeres con DG con

respecto a los controles.



TABLA 4. Frecuencias alélicas en los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7G>A.

Localizacion Cambio Efecto Designacion | Frecuencia alélica
nucleotidico DG Controles
Codon 459 CIT L(CTG)>L(TTG) L459L T, 0.47 T,0.37
Codon 487 AIG N(AAC)>S(GAC) N487S A, 0.39 A, 0.38
1501+7G>A G/A IVS7ntG/A 1501+7G>A A, 0.38 A, 0.38

La frecuencia de cada base nucleotidica fue determinada en mujeres con DG (n=75) y en mujeres no
relacionadas a la enfermedad (n=75). El diagndstico de DG se realizé como se especifica en metodologia . no
existe diferencia significativa en la frecuencia alélica de los polimorfismos L459L, N487S Y 1501+7G>A:

p=0.2, p=0.9 Y p=1 respectivamente.

El anadlisis estadistico de los haplotipos mas frecuentes formados por los
polimorfismos L459L, N487S Y 1501+7G>A se realizdé en 75 mujeres con DG vs
75 mujeres controles. No se observaron diferencias estadisticas significativas
(tabla 5).

TABLA 5. Andlisis de los haplotipos mas frecuentes en mujeres con DG y controles
considerando los polimorfismos L459L, N487 Y 1501+7G>A.

Haplotipos Pacientes Controles P
C/T459,G/A487, G/A1501+7G>A 30 27 >0.5
C/C459, A/A487, G/IG1501+7G>A 14 24 0.1
T/T459, AIA487, AIA1501+7G>A 7 8 0.9

C/T459, G/G487, G/G1501+7G>A 5 3 >0.5




El andlisis estadistico de los haplotipos mas frecuentes formados por los polimorfismos
L459L, N487S Y 1501+7G>A se realiz6 en 75 mujeres con DG vs 75 mujeres controles.

No se observaron diferencias estadisticas significativas.

DISCUSION

Un porcentaje importante de nuestras pacientes esta considerado como de edad
materna avanzada (43.6%) entre los 35 a 39 afios, asi como con obesidad
(44.4%), ambos factores mencionados en la literatura como de riesgo para el
desarrollo de la diabetes gestacional (g).

Se sabe de la importancia de contar con antecedentes de familiares directos para
diabetes mellitus como factor de riesgo para el desarrollo de DG. Del total de
pacientes se encontraron que entre el 65 y 80% tenian al menos un familiar de
linea directa con diabetes mellitus tipo 2.

En cuanto a la curva de reclasificacibn se encontré6 que en un 6.8% de las
pacientes estuvo alterada, por lo que se clasificaron como diabéticas tipo 2, lo que
coincide con la literatura mundial.

El total de pacientes diagnosticados tanto por tamiz como con curva de tolerancia
a la glucosa oral, coinciden con los porcentajes mencionados en la literatura de
acuerdo a los parametros de Carpenter.

Existen pocos reportes en la literatura donde se analiza la participacion del gen
HNF-1a en pacientes con DG. Es particularmente significativo que en la poblacion
de pacientes mexicanas estudiadas no se encontraran mutaciones. Todos los
cambios identificados corresponden a polimorfismos, ninguno de los cuales parece
participar en la susceptibilidad a desarrollar DG en nuestra poblacion. En
poblacion alemana por ejemplo, la frecuencia de mutaciones en este gen es de
aproximadamente 17%, mientras que en poblacion suiza la frecuencia es del
1.5%. En nuestro estudio se identifico una sola paciente con el cambio G574S en
el gen del HNF-1la, un cambio previamente descrito como un polimorfismo. Este

polimorfismo sin embargo tuvo una frecuencia muy baja (1.3%) ya que se



identific6 en una sola paciente, por lo tanto no corresponde a un alelo de
susceptibilidad comun en la poblacién mexicana.

Con lo que respecta a los otros polimorfismos identificados en el gen HNF-1a,
comprobamos que ninguno de estos participan en la susceptibilidad al desarrollo
de la enfermedad no solo de forma individual, sino considerando también los
haplotipos. Los tres polimorfismos encontrados en el exdn 7 se han descrito en
poblacion caucésica y no se han relacionado al desarrollo de DG en esa poblacién
(68).

Es importante mencionar que el proyecto plantea la busqueda de asociacion a
polimorfismos especificos o bien a haplotipos particulares en el caso del gen de la
calpaina-10. En el caso del gen Calpaina-10 no parece estar asociado al
desarrollo de DG en comparacién con la DMT2 que posiblemente si se demuestre
en conjunto con otros polimorfismos.

Asi también el polimorfismo de PPARy, P12A vinculado previamente al riesgo e
manifestar DM2 y obesidad en distintas poblaciones de origen caucésico, en este
estudio no se muestra asociacion significativa. Cabe sefalar que aun no se
completa la tipificacion del total de las muestras (pacientes y controles) y por lo
tanto no es posible analizar los datos en cuanto al riesgo de manifestar DG en
pacientes con y sin obesidad. Una vez concluido el estudio y de no confirmarse
asociacion se descartaria el papel de estos genes en la susceptibilidad de
desarrollar DG en poblacién mestiza mexicana.

Por ejemplo, dos de los polimorfismos en el gen de la Calpaina 10 asociados al
riesgo a manifestar DM2 en poblacion México-americana 0 mexicana mestiza, no
parecen participar en el riesgo a desarrollar DG en la misma poblacion. Por lo
tanto, es necesario el disefio de estudios de mapeo gendmico que nos permitan
identificar los genes implicados en el desarrollo de la DG en la poblacion
mexicana.

Los datos para el estudio de los genes de CASQ 1 por el momento no se tienen
tipificados los genes involucrados ya que la muestra tanto de paciente como de

controles es insuficiente.



Los datos preliminares mostrados en este trabajo hacen evidente las diferencias
genéticas que involucran a los distintos subtipos de diabetes.

Es indispensable continuar con esta linea de investigacion, ya que la DG es la
principal alteracion metabdlica y motivo de ingreso a unidades de medicina
materno fetal con una elevada morbimortalidad perinatal. Es conveniente
completar el total de pacientes y controles para obtener los resultados, ademas de
incluir pacientes de todas las edades y de diferente condicion social, con la
colaboracion de diferentes unidades hospitalarias.

Los datos preliminares del presente estudio hacen evidente la heterogeneidad
genética subyacente a los diferentes subtipos de diabetes.

Los cuidados prenatales asi como la educacién para la salud permitiran disminuir

la morbimortalidad en pacientes con DG.



Evaluacion de los genes HNF-1a, PPAR-y, Calpaina-10 y calsequestrina en la susceptibilidad
para desarrollar diabetes gestacional en la poblacién mexicana.
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