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RESUMEN
La diabetes gestacional (DG) es la intolerancia a la glucosa de severidad variable que
inicia 0 se reconoce por primera vez durante el embarazo. La prevalencia mundial de la
DG varia entre 1 y 14%, dependiendo de la poblacion estudiada y el criterio de
diagnostico utilizado. En México, se desconoce la prevalencia nacional de DG; sin
embargo se han reportado cifras desde 4.3 a un 19.6%. El desarrollo de DG durante el
embarazo implica riesgos considerables en la salud tanto de la madre como del feto. La
DG, al igual que la DT2, es una enfermedad genéticamente compleja. En este trabajo
se analizo la contribucion de los polimorfismos P12A y C161T en el gen PPARy, cuatro
distintos SNPs en el gen de CASQI, el SNP usflsl del gen USF-1y dos SNPs del gen
HNF-4a como posibles alelos de susceptibilidad para el desarrollo de DG en poblacién
mexicana. El SNP P12A del gen PPARy se genotipificd por PCR-SSCP, el SNP C161T de
PPARy y los SNPs del gen CASQI por PCR en tiempo real; todos estos SNPs se
analizaron en casos con DG, en controles normoglucémicos y en un grupo reducido de
controles con CTOG normal. Los SNPs de USF-1 y HNF-4a se genotipificaron por
pirosecuenciacion en casos con DG y controles con CTOG normal. Los genotipos
obtenidos por estas tres técnicas fueron confirmados mediante secuenciacion directa.
Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los SNPs de los genes
estudiados y en cada uno de los grupos de casos y controles mediante una prueba de
X2. Se evalué la asociacion de estos SNPs a la DG bajo diferentes modelos genéticos y a
diversos rasgos cuantitativos utilizando el programa SPSS 15.0; se hizo también el
andlisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs y el analisis de asociacion por
haplotipos con el programa Haploview 3.32. El alelo Ala del polimorfismo P12A del gen
PPARy se asocid a un IMC mayor en el grupo de controles normoglucémicos. Se
encontré un haplotipo de riesgo (AACC) a DG con los SNPs de CASQ1. El alelo comun
del SNP rs3737787 del gen USF-1 presentd una tendencia de asociacion a la DG y a
diversos rasgos cuantitativos. Los SNPs del gen HNF-4atambién presentaron
tendencias de asociacion a los rasgos cuantitativos en los casos con DG. Es necesario
incrementar el tamafio de los grupos de estudio para poder confirmar las tendencias de

asociacion encontradas con los SNPs analizados.
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.- INTRODUCCION

1. Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad que en las Ultimas dos décadas ha
presentado un incremento considerable en el nUmero de casos a nivel mundial (Zimmet
y cols., 2003). La Organizacién Mundial de la Salud reporta que en el afio 2000 se
contaban con 171 millones de casos de diabetes y que para el 2030 se estima que este

ndmero se aproxime a 366 millones (WHO, 2007).

La diabetes mellitus es actualmente el principal problema de salud publica en
México. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud del afio 2000, la diabetes mellitus
afecta al 10.9% de la poblacion (ENSA, 2000) y se calcula que para el afio 2025,
alrededor de 11.7 millones de mexicanos seran diagnosticados con diabetes (King y
cols., 1998a). Ademas, desde el afio 2000, la diabetes mellitus es la primera causa de

muerte en mujeres y la segunda en hombres en nuestro pais (Rull y cols., 2005).

1.1. Definicion.

El término de diabetes mellitus se refiere a un grupo de enfermedades

metabolicas, caracterizadas principalmente por hiperglucemia (niveles elevados de

glucosa en sangre) que resulta por defectos en la secrecion de la insulina, en la accién

de la insulina 0 en ambas. (ADA, 2006).

1.2 Clasificacion.

La Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association [ADA])

basandose en el reporte del comité de expertos sobre el diagndéstico y clasificacion de la



diabetes mellitus elaborado en 1997, clasifica a la diabetes mellitus en cuatro tipos
considerando su etiologia: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, otros tipos
especificos de diabetes y diabetes mellitus gestacional (The Expert Committee on the

Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997).

A. Diabetes Mellitus tipo 1 (DT1)

La DT1 se caracteriza por la destruccion autoinmune de las células
pancreaticas, la cual conduce generalmente a una deficiencia absoluta de insulina. Esta
forma de diabetes constituye aproximadamente 5-10% del total de casos (ADA, 2006).
Los marcadores de esta destruccion inmune de la célula B pancreatica pueden ser
autoanticuerpos contra células del islote pancreético, autoanticuerpos contra la insulina,
autoanticuerpos contra la enzima acido glutamico descarboxilasa (GADgs) Yy
autoanticuerpos contra las fosfatasas de tirosina 1A-2 e 1A-23 (Myers y cols., 1995;
ADA, 2006). Algunos pacientes, generalmente nifios y adolescentes, pueden presentar
cetoacidosis como primera manifestacion de la enfermedad; otros tienen hiperglucemia
en el ayuno que puede convertirse rapidamente en hiperglucemia severa y/o
cetoacidosis en la presencia de infecciones u otras manifestaciones de estrés (ADA,
2006).

Se ha evidenciado que la DT1 tiene una fuerte asociacion al antigeno de
leucocitos humanos [HLA: Human Leukocyte Antigen] (Noble y cols., 1996; ADA, 2006).
La regidon que contiene al HLA se localiza en el cromosoma 6 y en ella se han
identificado haplotipos que se encuentran presentes en aproximadamente el 50% de los

casos de DMT1 en poblacién caucéasica (Watanabe y cols., 2007a).

Los principales genes de susceptibilidad para DT1 codifican para moléculas de
HLA polimérficas y en particular son alelos de genes del complejo mayor de

histocompatibilidad [MHC: Mayor Histocompatibility Complex] clase Il, es decir, genes



DR, DQ y DP (Jahromi y Eisenbarth, 2007). Se ha reportado ligamiento de DT1 a los
genes DQA y DQB; los alelos HLA-DR/DQ pueden ser de predisposicion a la enfermedad

en algunos casos o pueden ser de proteccion en otros (ADA, 2006).

Existen también formas idiopaticas de DT1. En este caso los pacientes presentan
insulinopenia permanente y estan propensos a la cetoacidosis pero no tienen evidencia
de autoinmunidad. S6lo una minoria de la totalidad de pacientes con DT1 se ubica
dentro de esta categoria y en su mayoria son de origen africano o asiatico. Esta forma
de DT1 no esté asociada al HLA (ADA, 2006).

B. Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2)

La DT2 es un padecimiento crénico que se caracteriza por resistencia a la
insulina y deterioro de la funcion secretora de las células B pancreaticas (Shuldiner y
McLenithan, 2004; ADA, 2006). Desde el inicio y habitualmente a lo largo del desarrollo
de la enfermedad, los individuos no requieren insulina para el control de la
hiperglucemia (ADA, 2006).

La DT2 es la forma mas frecuente de diabetes ya que representa del 90 al 95%
del total de casos. Existen diversas causas para el desarrollo de la DT2; aunque se
desconoce la etiologia especifica, en este tipo de diabetes no se presenta la destruccién

autoinmune de las células B pancreaticas. (ADA, 2006).

La mayoria de los pacientes con DT2 son obesos y se ha evidenciado que la
obesidad por si misma causa cierto grado de resistencia a la insulina. La resistencia a la
insulina es definida como un estado de sensibilidad o de respuesta reducida a los
niveles circulantes de insulina; la resistencia a la accion de esta hormona desempefia un
papel importante en el desarrollo del sindrome metabdlico y de la DT2 (Savage y cols.,
2005).



Lo anterior se ha concluido a partir de las siguientes observaciones: existencia de
estudios transversales en los que se ha demostrado la presencia consistente de
resistencia a la insulina en pacientes con DT2, presencia de resistencia a la insulina en
hijos no diabéticos de pacientes con DT2, estudios prospectivos que demuestran la
utilidad de la resistencia a la insulina como un factor predictivo de un futuro desarrollo
de DT2 y finalmente por la prevencién de la diabetes debido a la aplicacion de agentes

insulino-sensibilizantes (Shulman, 2001; Savage y cols., 2005).

La DT2 es una enfermedad genéticamente compleja y multifactorial, es decir, se
desarrolla gracias a la contribucidbn de diversos factores, tanto genéticos como
ambientales (Marx, 2002; Diamond, 2003; Malecki, 2004). El riesgo de desarrollar este
tipo de diabetes se incrementa con la edad, la presencia de obesidad y la falta de
actividad fisica. Esta enfermedad es mas frecuente en mujeres con diabetes gestacional
previa y en individuos con hipertension o dislipidemia. Su frecuencia varia entre los
diferentes grupos étnico/raciales y presenta una mayor prevalencia en
hispanoamericanos, americanos nativos, afroamericanos Yy asidtico-americanos
(Diamond, 2003; Permutt y cols., 2005; ADA, 2006).

La DT2 se asocia frecuentemente con una fuerte predisposicion genética; sin
embargo la genética de esta forma de diabetes es compleja y no esta claramente
definida. (ADA 2006). La DT2 parece resultar de la combinacion de defectos en varios
genes o de la accién simultdnea de diversos alelos de susceptibilidad, o bien de la
combinacion de variantes frecuentes en varios loci que pueden tener efectos deletéreos
en presencia de factores ambientales que predisponen al desarrollo de la enfermedad
(Froguel y Velho, 2001).

Se han disefiado diversas estrategias para la busqueda de genes que confieran
susceptibilidad para el desarrollo de enfermedades complejas como la DT2. Una de ellas
ha sido el andlisis de genes candidato, es decir, genes seleccionados por tener un papel

importante en vias metabdlicas que se ven afectadas por el desarrollo de la



enfermedad, considerando su conocida o posible funcion biolégica (Froguel y Velho,
2001). Ejemplo de esto son los genes involucrados en el control de la homeostasis de la
glucosa como el gen que codifica para la hormona insulina (/VS), el gen del sustrato del
receptor de la insulina uno (/RS-1) y el gen del factor promotor de la insulina uno (/PF-
1), entre otros. (McCarthy y Froguel, 2002). Aunque esta estrategia ha permitido la
identificaciéon de diversos genes de susceptibilidad con pequefios efectos, hasta el
momento no se han identificado genes con un efecto moderado o mayor sobre las

formas poligénicas de diabetes como la DT2 (Froguel y Velho, 2001).

Otra estrategia que ha sido empleada extensamente en el estudio de la genética
de la DT2 es la realizacion de escaneos completos del genoma para ligamiento en un
grupo de familias nucleares o en pares de hermanos con DT2 (Froguel y Velho, 2001).
Aunque se han mapeado un gran numero de regiones con ligamiento significativo a la
DT2, la identificacion de genes de susceptibilidad ha avanzado de una manera muy
lenta mediante el uso de esta estrategia; hasta la fecha se han realizado alrededor de
25 escaneos completos del genoma para ligamiento a DT2 y sélo pocas regiones del
genoma han mostrado evidencia comun de ligamiento en los diversos estudios
realizados (Watanabe y cols, 2007a). Las regiones que han mostrado la mayor
replicacion entre los estudios incluyen los cromosomas 1q, 3d, 8p, 10qg, 12q y 20q

(Permutt y cols., 2005, Watanabe y cols., 2007a)

De manera interesante, uno de los primeros genes de susceptibilidad para DT2
se identificé no por analisis de ligamiento, sino por asociacion (Deeb y cols., 1998). En
una muestra de sujetos finlandeses, Deeb y colaboradores observaron asociacion entre
el polimorfismo P12A en el gen del receptor y activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARy) y el indice de masa corporal (IMC) y la sensibilidad a la insulina.
Los individuos con al menos una copia del alelo alanina (Ala) tenian un menor indice de
masa corporal y una mayor sensibilidad a la insulina comparado con los individuos
homocigotos para prolina (Pro); ademas observaron un riesgo a DT2 incrementado

significativamente (OR=4.25) para los individuos homocigotos para Pro en una muestra



de poblacion de japoneses-americanos (Watanabe y cols., 2007a). Después de este
reporte, diversos grupos de investigacion se dedicaron a valorar la contribucion del
polimorfismo Prol2Ala, obteniéndose una gran variedad de asociaciones positivas y
negativas; sin embargo, en un meta-analisis realizado por Altshuler y colaboradores en
el 2000 se reportd un riesgo relativo modesto, pero significativo (RR=1.25) para el

desarrollo de DT2 en presencia del alelo Pro (Altshuler y cols., 2000).

Finalmente, gracias al avance en el entendimiento del genoma humano, el cual
se ha logrado en parte a través del desarrollo de tecnologias de genotipificacion de alto
rendimiento, se han podido concretar proyectos como el HapMap internacional (Zeggini,
2007). El HapMap ha hecho posible la identificacion de las variaciones comunes
presentes a lo largo del genoma completo, catalogando los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs), proporcionando sus frecuencias y el establecimiento de sus
relaciones de desequilibrio de ligamiento en muestras de cuatro diferentes poblaciones
(International HapMap Consortium, 2005). Esto ha permitido el desarrollo de estudios
de asociacion de SNPs del genoma completo, los cuales han revolucionado
recientemente el conocimiento de la etiologia genética de la DT2, ya que en menos de
un afio se han publicado cinco estudios de asociacion del genoma completo,
incrementando asi el nimero de loci de susceptibilidad a DT2 con la adicion de CDKAL,
CDKNZA/B, IGF2BP2, HHEX/IDE, FTO y SLC30A8, la replicaciébn de los principales
hallazgos de estos estudios en diversas poblaciones, un mapeo fino de las sefales de
asociacion y la resecuenciacién de los genes implicados, son las tareas a realizar en la

actualidad en el campo de la genética de la DT2 (Zeggini, 2007).

En cuanto a la epidemiologia de la DT2, alrededor del 15% de los pacientes con
diabetes en México son diagnosticados entre los 20 y los 40 afios (Aguilar y cols.,
2001). La esperanza de vida de millones de pacientes se reduce debido a la alta
incidencia de DT2. Esta enfermedad conlleva altos costos humanos y econémicos sobre
los pacientes y sus familias, los sistemas de salud y la sociedad en general (Malecki,
2004).



En México se reportd que en el afio 2000 la diabetes fue la onceava causa mas
frecuente de hospitalizacion y la segunda causa de mortalidad hospitalaria (Rull y cols.,
2005). Esto se debe a que una edad de aparicion temprana de la enfermedad conduce
a una exposicion mas larga a la diabetes y también a que los adultos mexicanos con
DT2 tienen una alta prevalencia de factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de
complicaciones macrovasculares y microvasculares; en un estudio realizado en
poblacion mexicana con diabetes (n=3597) se inform6 que el 50% de los diabéticos
estudiados presentaban hipertension arterial y el 34% tabaquismo, ademas se encontré
una alta prevalencia de dislipidemia, microalbuminuria e infecciones urinarias en la

muestra estudiada (Aguilar y cols., 2003).

Las principales complicaciones macrovasculares de la DT2 son el infarto al
miocardio y la insuficiencia vascular cerebral y de miembros inferiores. Entre las
complicaciones microvasculares figuran la retinopatia diabética con pérdida potencial de
la vision, la nefropatia que conduce a la insuficiencia renal y la neuropatia periférica con
riesgo de Ulceras en pies y amputaciones (Permutt y cols., 2005; Rull y cols., 2005;
ADA, 2006).

C. Otros tipos especificos de diabetes

Dentro de este grupo la ADA incluye a la diabetes que resulta de defectos
genéticos en la célula B pancreatica, defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exdcrino, endocrinopatias, diabetes inducida por farmacos o
quimicos, diabetes debida a infecciones, formas poco comunes de diabetes mediada

inmunologicamente y otros sindromes genéticos asociados a diabetes (ADA, 2006).

En el grupo de diabetes desarrollada debido a defectos genéticos en la célula
pancreatica destaca la diabetes tipo MODY, llamada asi por sus siglas en inglés:

Maturity-Onset Diabetes of the Young. La diabetes tipo MODY es un subtipo de diabetes



mellitus no insulinodependiente; es una forma monogénica de diabetes, clinica y
genéticamente heterogénea que se caracteriza por su inicio temprano, normalmente
antes de los 25 afios y frecuentemente en la infancia o en la adolescencia, un patron de
herencia autosomico dominante y un defecto primario en la funcion de la célula

pancreatica (Velho y Froguel, 1998; Bell y Polonsky, 2001).

La diabetes tipo MODY es causada en la mayoria de los casos por mutaciones
en uno de al menos seis diferentes genes; uno de ellos codifica para la enzima
glucolitica glucocinasa o GCK (subtipo MODY 2) y los otros cinco genes codifican para
factores de transcripcion: el factor nuclear del hepatocito 400 0 HNF-4a (MODY 1), el
factor nuclear del hepatocito 1o 0 HNF-1a (MODY 3), el factor nuclear del hepatocito
1B o HNF-1p (MODY 5), el factor promotor de la insulina 1 o IPF-1 (MODY 4) y el factor
de diferenciacién neurogénica 1 o NeuroD1/Beta2 (MODY 6) [Figura 1] (Bell y Polonsky,
2001; Froguel y Velho, 2001).

Los factores de transcripcion HNF-l1a, HNF-18 y HNF-4o participan en la
regulacién tejido-especifica de la expresiébn de genes en el higado, en las células
pancreaticas y en otros tejidos; constituyen una parte de la red de factores de
transcripcién que controla la expresion de genes durante el desarrollo embrionario y en
los tejidos del adulto en los cuales son coexpresados. Especificamente en la célula
pancreatica, estos factores regulan la expresion del gen de la insulina y de proteinas
involucradas en el transporte de glucosa, en la glucélisis y en el metabolismo
mitocondrial, las cuales son importantes en la regulacion de la secrecion de insulina

(Bell y Polonsky, 2001).

IPF-1 es un factor de transcripcion que participa en el desarrollo pancreatico,
en la regulaciéon transcripcional de genes expresados en la célula B pancreatica
incluyendo el gen de la insulina, el gen de la glucocinasa y el gen del transportador de
glucosa 2 (GLUT2). NeuroD1/Beta2 es un factor involucrado en la regulacion de la

transcripcion del gen de la insulina y es requerido para el desarrollo normal de la célula



B pancreética (Bell y Polonsky, 2001; Froguel y Velho, 2001).
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Figura 1. Modelo de una célula B pancreatica donde se muestran las proteinas
asociadas con la diabetes MODY. La enzima glucocinasa (MODY 2) que cataliza la
transferencia de un fosfato del ATP a la glucosa para formar glucosa-6-fosfato, funciona
como el sensor de glucosa de la célula B pancreéatica. Los factores de transcripcion
asociados a MODY: HNF-4oa (MODY 1), HNF-1a (MODY 3), HNF-13 (MODY 5), IPF-1
(MODY 4) y Neuro D1 (MODY®6) regulan la transcripcién del gen de la insulina y otros
genes de la célula B (Bell y Polonsky, 2001).

Existen probablemente genes MODY adicionales, ya que se han reportado
familias en las cuales la diabetes MODY no cosegrega con marcadores fuertemente
ligados a alguno de los loci MODY conocidos (Froguel y Velho, 2001). Estas familias se
han designado como el subtipo MODY X. La prevalencia de los diferentes subtipos de
MODY varia entre los diversos estudios realizados en familias britanicas, francesas,
alemanas y espafiolas. Se estima que la proporcion de familias MODY X representa del

16% al 45% de los casos de MODY en familias alemanas y espafiolas y a la fecha se



desconoce el locus genético asociado al desarrollo de este subtipo de diabetes en estas
familias (Froguel y Velho, 2001).

- Mutaciones en el genoma mitocondrial como causa de algunas formas de DT2.

Ademés de las mutaciones en el DNA gendémico, se ha reportado que algunas
mutaciones en el DNA mitocondrial también se asocian al desarrollo de diabetes
mellitus (Gerbitz y Gempel, 1996; Ohkubo y cols., 2001). La mutacibn mas comun
(A3243G) ocurre en la posicién 3243 del gen que codifica para el RNA de transferencia
(RNAt) de la leucina (Gerbitz y Gempel, 1996; Bell y Polonsky, 2001). Esta mutacion
genera dos fenotipos distintos: el denominado sindrome MELAS (miopatia mitocondrial,
encefalopatia, acidosis lactica y apoplejia) y el sindrome MIDD (diabetes y sordera de
herencia materna) (Maassen y cols., 1996; ADA, 2006).

La prevalencia de MIDD en la poblacion diabética oscila entre el 0.5 y el 3%
dependiendo del origen étnico de la poblacion estudiada (Salles y cols., 2007). Los
sujetos que padecen MIDD presentan anormalidades en la secrecion de insulina. Los
mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la hiperglucemia en estos pacientes son
complejos y multifactoriales y pueden incluir defectos en la produccion de insulina,
glucotoxicidad y resistencia a la insulina (Velho y cols., 1996); sin embargo, se ha
sugerido que los portadores de la mutacién A3243G presentan defectos en la secrecidon
de insulina como una anormalidad primaria temprana debido a una reduccion
progresiva de la fosforilacion oxidativa en las células p pancreaticas causada por la
acumulacion de mutaciones en el DNA mitocondrial (Maassen y cols., 1996; Froguel y
Velho, 2001).

D. Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional o comunmente denominada diabetes gestacional

se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa de inicio o de primer



reconocimiento durante el embarazo (Buchanan y Xiang, 2005; ADA, 2006). Es
importante mencionar que existe la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa pueda

anteceder al embarazo como un sintoma no detectado.

2. Diabetes gestacional.

La diabetes gestacional (DG) es la intolerancia a la glucosa de severidad variable
gue inicia 0 se reconoce por primera vez durante el embarazo. La definicion se aplica
sin importar si se utiliza insulina 0 modificacion de la dieta como tratamiento o si la
condicion persiste después del embarazo y no se aplica a las mujeres embarazadas con
diagnostico de diabetes previo al embarazo (Metzger y Coustan, 1998; Jovanovic y
Pettitt, 2001; ADA, 2006).

2.1. Diagnéstico

El Cuarto Taller Internacional de DG realizado en 1997 y auspiciado por la ADA
proporciono las bases para el diagnéstico de la DG que prevalecen hasta la actualidad,
recomendando que desde la primera consulta prenatal se realice una valoracion del
riesgo de desarrollo de DG en la paciente y que aquellas mujeres con caracteristicas
clinicas consistentes con un alto riesgo de DG sean evaluadas para intolerancia a la
glucosa tan pronto como sea posible en el embarazo (Metzger y Coustan, 1998; ADA,
2006). La evaluacion de la presencia de DG debe realizarse entre la semana 24 y la
semana 28 de la gestacion en aquellas mujeres que no hayan presentado intolerancia a
carbohidratos antes de la semana 24 de la gestacion; esta evaluacion puede hacerse en

uno o dos pasos (Metzger y Coustan, 1998; ADA, 2006).



En el procedimiento de dos pasos se lleva a cabo inicialmente una prueba de
tamizaje midiendo la concentracion de glucosa en suero o plasma una hora después de
ingerir una carga de 50 gramos de glucosa (Glucose Challenge Test [GCT] o Prueba de
reto a la glucosa). En este primer paso un valor de glucosa mayor a 140 mg/dL (7.8
mmol/L) identifica al 80% de las mujeres con DG y el porcentaje se incrementa a 90%
si se usa un valor de corte de 130 mg/dL (7.2 mmol/L)( ADA, 2006). Las mujeres cuyo
valor de glucosa excede el valor de corte establecido son sometidas al segundo paso de
este procedimiento en el cual se realiza una curva de tolerancia oral a la glucosa
(CTOG). Esta prueba consiste en determinar mediante el método de la glucosa oxidasa,
las concentraciones de glucosa en plasma en el ayuno, después de una hora, dos horas
y tres horas de haber ingerido una carga de 100 gramos de glucosa y siguiendo los
criterios de Carpenter y Coustan [Tabla 1: C y C] (Carpenter y Coustan, 1982; Metzger
y Coustan, 1998; ADA, 2006; Hollander y cols., 2007).

En el procedimiento de un solo paso se realiza una CTOG sin una prueba de reto
a la glucosa previa. El procedimiento de un solo paso puede ser bajo en costo y efectivo
en pacientes que pertenecen a poblaciones de alto riesgo de desarrollo de DT2 o DG,

por ejemplo, en americanos nativos (ADA, 2006).

En ambos procedimientos el diagnéstico de DG esta basado en la elaboracion de
una CTOG, por lo cual la CTOG es considerada el estandar de oro para el diagnostico de
DG (Hanna y Peters, 2002; Hollander y cols., 2007). La CTOG debe realizarse en la
mafana, después de un ayuno por la noche de 8 a 14 horas y después de por lo menos
3 dias de dieta sin restricciones y con una ingesta minima de 150 gramos de
carbohidratos por dia y actividad fisica ilimitada. Durante la realizacion de la prueba la
paciente debe permanecer sentada y no debe fumar (ADA, 2006; Hollander y cols.,
2007).



Tabla 1. Valores limite de la CTOG utilizados para el diagnéstico de DG

(Hollander y cols., 2007).

En el ayuno Una hora Dos horas Tres horas
100 g CTOG 95 mg/dL 6 180 mg/dL 6 155 mg/dL 6 140 mg/dL 6
(CyO 5.3 mmol/L 10.0 mmol/L 8.6 mmol/L 7.8 mmol/L
100 g CTOG 105 mg/dL 6 190 mg/dL 6 165 mg/dL 6 145 mg/dL 6
(NDDG) 5.8 mmol/L 10.6 mmol/L 9.2 mmol/L 8.0 mmol/L
75 g CTOG 126 mg/dL 6 140 mg/dL 6
(WHO) 7.0 mmol/L 7.8 mmol/L
75 g CTOG 95 mg/dL 6 180 mg/dL 6 155 mg/dL 6
(ADA) 5.3 mmol/L 10.0 mmol/L 8.6 mmol/L
75 g CTOG 95 mg/dL 6 190 mg/dL 6 160 mg/dL 6
(CDA) 5.3 mmol/L 10.6 mmol/L 8.9 mmol/L

C y C: criterio de Carpenter y Coustan; NDDG: National Diabetes Data Group (Grupo
Nacional de Datos de Diabetes); WHO: World Health Organization (Organizaciéon Mundial
de la Salud); ADA: American Diabetes Association (Asociacion Americana de Diabetes);
CDA: Canadian Diabetes Association (Asociacion Canadiense de Diabetes).

Se considera un diagnostico de DG positivo cuando dos o mas valores de las
concentraciones plasmaticas de glucosa son iguales o exceden los valores limites
establecidos para cada determinacion de la CTOG. El criterio de diagnostico establecido
por Carpenter y Coustan para los valores de glucosa en plasma o suero [Tabla 1: Cy
C], se deriva del trabajo original de O'Sullivan y Mahan en el cual se habian sefialado
los valores limite para cada determinacion de glucosa en sangre total (O'Sullivan y
Mahan, 1964; Carpenter y Coustan, 1982; ADA, 2006).

En la actualidad, el criterio de diagnostico de Carpenter y Coustan es el
recomendado por la ADA y el més utilizado a nivel mundial; sin embargo, también se
usa el criterio basado en la conversion de los valores de glucosa en sangre total a

valores de glucosa en suero o plasma establecido por el grupo nacional de datos sobre




diabetes (The National Diabetes Data Group), una organizacion de Estados Unidos
[Tabla 1: NDDG] (National Diabetes Data Group, 1979; Hollander y cols., 2007).

Alternativamente, el diagndstico de DG en algunos centros europeos y en Japon
se realiza mediante el uso de una carga de 75 gramos de glucosa y mediciones en el
ayuno, después de una hora y de dos horas, como lo recomienda la Organizacion
Mundial de la Salud [Tabla 1: WHO] (Alberti y Zimmet, 1998; Agarwal y cols., 2007;
Hollander y cols., 2007). La ADA y la Asociacion Canadiense de Diabetes (CDA)
establecen diferentes valores de corte para la CTOG de 75 gramos [Tabla 1: ADA y
CDA]; sin embargo, esta prueba no esta tan bien validada como la CTOG de 100g
(ADA, 2006; Hollander y cols., 2007).

2.2. Epidemiologia

La prevalencia mundial de la DG varia entre 1 y 14%, dependiendo de la
poblacién estudiada y el criterio de diagndstico utilizado (ADA, 2006). En Estados
Unidos la DG complica alrededor del 4% de todos los embarazos, resultando en
135,000 casos anualmente (ADA, 2006).

La frecuencia de la DG normalmente refleja la frecuencia de la DT2 en la
poblacion analizada. De manera incuestionable, existen diferencias étnicas en la
prevalencia de la DG (Ben-Haroush y cols., 2003; Ferrara, 2007). En Estados Unidos, las
mujeres pertenecientes a los grupos de americanos nativos, asiaticos, hispanos y
afroamericanos tienen un mayor riesgo de desarrollar DG que las mujeres blancas no

hispanas (Ferrara, 2007).

En México, la prevalencia nacional de DG es desconocida; sin embargo, se han

realizado desde hace 20 afios algunos estudios en diferentes regiones del pais. El



primero de ellos se llevd a cabo en un hospital de Gineco-Obstetricia de la ciudad de
Monterrey, Nuevo Ledn, con una muestra de 693 mujeres embarazadas de las cuales el
4.3% presentd DG (Forsbach y cols., 1988). Posteriormente, en la ciudad de México se
reportd una incidencia de DG del 7% en un hospital perteneciente al Instituto Mexicano
del Seguro Social (Grupo de estudio sobre Diabetes Mellitus, 1992). Un tercer estudio
elaborado en una clinica de consulta externa en Monterrey, Nuevo Ledn, presenté una
prevalencia de DG de 6% en 732 embarazadas (Tamez y cols., 1993) y finalmente en
un estudio realizado en 519 mujeres provenientes de diversas instituciones de salud de
Ciudad Juarez, Chihuahua se encontrd una prevalencia de DG del 11% (Meza y cols.,
1995).

En la actualidad, en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los
Reyes (INPER-IER) en la ciudad de México, en referencia a un comunicado del director
de esta institucién, un grupo de investigacion esta llevando a cabo un estudio para
determinar cudl es el mejor criterio de diagndéstico para la poblacion mexicana y en

dicho estudio se ha encontrado una prevalencia de DG de 9.7-19-6%.

2.3. Fisiologia del embarazo

Durante un embarazo normal ocurren diversas alteraciones fisiologicas cuyo fin
es proveer un ambiente metabdlico que favorezca inicialmente la deposicion de grasa
en la madre y posteriormente optimice el crecimiento del feto (Shaat y Groop, 2007).
Estos cambios también preparan a la madre y al feto para obtener los requerimientos
nutricionales necesarios, manteniendo una homeostasis durante todo el desarrollo del

embarazo.

Se ha estimado que una mujer con una adecuada alimentacion aumenta

aproximadamente 12.5 kg durante un embarazo normal y el peso del bebé al



nacimiento es en promedio de 3.4 kg; el gasto energético total de este embarazo tipico
se calcula en 84,300 kcal (van Raaij, 1995; Butte y cols., 2004).

La etapa temprana de la gestacion puede ser considerada como un estado
anabolico en la madre, con un incremento en el almacenamiento de grasa y un ligero
incremento en la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, los nutrientes son almacenados
en la etapa temprana para cubrir las demandas tanto maternas como del feto-placenta

en la etapa tardia de la gestacion y en la lactancia (Lain y Catalano, 2007).

Conforme avanza la gestacion, la secrecibn de insulina se incrementa,
alcanzando su maximo en el tercer trimestre. La etapa tardia de la gestacion se
caracteriza por ser un estado catabdlico con una disminucion en la sensibilidad a la
insulina alrededor de un 70% (Catalano y cols., 1993; Catalano y cols., 1999; Lain y
Catalano, 2007). Un aumento en la resistencia a la insulina conduce a un incremento en
la concentracion de la glucosa materna y de los acidos grasos libres, permitiendo una
mejor disponibilidad de los sustratos para el crecimiento del feto (Lain y Catalano,
2007). La resistencia a la insulina parece resultar de la combinacion del aumento de
adiposidad materna y los efectos desensibilizadores a la insulina de los productos
hormonales de la placenta. El hecho de que la resistencia a la insulina se abate
rapidamente después del parto sugiere que los principales contribuyentes a este estado

de resistencia son las hormonas placentarias (Buchanan y Xiang, 2005).

En un embarazo normal, las células B pancreaticas compensan el incremento de
la resistencia a la insulina para controlar la concentracion de la glucosa en sangre

(Buchanan y cols., 1990a; Catalano y cols., 1991).

Con el fin de satisfacer la demanda incrementada de insulina que ocurre durante
la etapa tardia del embarazo, los islotes de Langerhans experimentan cambios
estructurales y funcionales. Los cambios adaptativos que ocurren son: 1) aumento en la

secrecion de insulina con una disminucion del umbral de glucosa para estimular dicha



secrecion, 2) aumento en la sintesis de insulina, 3) incremento en la proliferacion de las
células B pancreaticas, 4) aumento de las uniones estrechas entre las células
pancreaticas y 5) incremento en el metabolismo de la glucosa y del adenosil
monofosfato ciclico (AMPc) (Sorenson y Brelje, 1997; Weinhaus y cols., 1998). Se ha
evidenciado por estudios realizados en raton, rata e islotes humanos que todas las
modificaciones anteriores pueden ser producidas por la accion de hormonas como el

lactégeno placentario y la prolactina (Brelje y cols., 1993).

El desarrollo paralelo de la resistencia a la insulina y el incremento en los niveles
sanguineos del lactdgeno placentario y la hormona de crecimiento placentaria, ambas
hormonas con una fuerte accion lipolitica y accidén anti-insulina, sugieren que estas dos
hormonas y probablemente otras hormonas diabetogénicas, incluyendo el cortisol, la
progesterona y los estrégenos, son las responsables del desarrollo de resistencia a la

insulina durante la etapa tardia del embarazo (Sivan y cols, 1999).

En la etapa tardia del embarazo también se presenta un incremento del 20-30%
en la produccion de glucosa enddgena; la gluconeogénesis es la via de mayor
contribucion para este incremento en la glucosa (Catalano y cols., 1991; Kalhan y cols.,
1997). La accion de las hormonas lipoliticas favorece el catabolismo de lipidos en esta
etapa del embarazo y en consecuencia se elevan los niveles circulantes de acidos
grasos libres principalmente en el ayuno, cuando las concentraciones de hidratos de
carbono estan disminuidas. La elevacion de los acidos grasos es una de las principales
causas de resistencia a la insulina (Buchanan y cols., 1990b; Sivan y cols., 1999). Los
acidos grasos inducen una disminucion de la captacion de glucosa estimulada por la
insulina debido a un decremento en la sintesis de glucégeno y a una elevacion de los
niveles de triacilgliceroles y ésteres de coenzima A de acidos grasos de cadena larga
(Kraegen y cols., 2001); esta elevacion conduce a una alteracion en la sefalizacion de
la insulina o en la actividad de diversas enzimas, por ejemplo la glucégeno sintasa, ya
sea directamente o via la activacion cronica de mediadores como la protein-cinasa C.

(Kraegen y cols., 2001).



La glucosa es el sustrato energético principal utilizado por el feto y su transporte
a través de la placenta es por difusion facilitada, mediante dos transportadores
independientes de sodio: GLUT3 y GLUT1 cuya expresion no es dependiente de insulina
(lllsley, 2000; Baumann y cols., 2002). La cantidad de glucosa transportada hacia el
feto a través de la placenta es proporcional a la concentracion de glucosa en sangre
materna (Gaither y cols., 1999). El GLUT1 es el principal transportador transplacentario
y estd presente tanto en las microvellosidades como en la membrana basal; su
actividad y expresion en la membrana basal (cara hacia el feto) aumentan hasta en un
50% en el segundo trimestre del embarazo. El GLUT3 se encuentra solo en el endotelio
vascular arterial y su papel es transportar la glucosa de la circulacién arterial umbilical
hacia el feto (llisley, 2000).

2.4. Fisiopatologia de la DG.

La DG es una forma de hiperglucemia. En general, la hiperglucemia resulta de un
abastecimiento de insulina inadecuado para cubrir con las demandas de los tejidos para

la regulacion normal de la glucosa sanguinea (Buchanan y Xiang, 2005).

Diversos estudios que se han realizado en la etapa tardia del embarazo, cuando
los requerimientos de insulina son altos y difieren solo ligeramente entre una mujer
normal y una mujer con DG, revelan consistentemente una respuesta menor a la
insulina en las mujeres con DG (Buchanan y Xiang, 2005). En un estudio desarrollado
en el tercer trimestre de la gestacion en mujeres con DG y en mujeres con un
embarazo normal, donde se empled la técnica del modelo minimo para obtener
medidas simultdneas de la sensibilidad a la insulina y de la respuesta de las células
pancreaticas a la glucosa, se observo que la primera fase de la respuesta de la insulina
estaba significativamente reducida en las mujeres con DG comparada con la respuesta
en las mujeres con un embarazo normal (Buchanan y cols., 1990a). En otro estudio

realizado en la etapa tardia del embarazo de mujeres latinas con DG y en mujeres con



un embarazo normal, se reportd que las mujeres con DG tenian un defecto en la
funcién de las células B pancreaticas en presencia de resistencia a la insulina de
alrededor del 67% comparado con las mujeres embarazadas normales (Xiang y cols.,
1999).

Los estudios realizados en mujeres después del embarazo, cuando las mujeres
con DG previa son mas resistentes a la insulina que las mujeres normales, con
frecuencia revelan que la respuesta de la insulina es similar en ambos grupos o se
encuentra reducida ligeramente en las mujeres con DG previa (Catalano y cols., 1999;
Homko y cols., 2001). Sin embargo, cuando los niveles de la insulina y su respuesta son
expresados de manera relativa al grado de resistencia a la insulina presente en cada
paciente, se encuentra que existe un importante defecto en la funcién de las células B
pancreaticas de las mujeres con DG previa (Kautzky y cols, 1997; Buchanan, 2001;
Buchanan y Xiang, 2005). En un estudio desarrollado en mujeres con DG, en mujeres
con un embarazo normal y en mujeres no embarazadas sanas se observd que la
sensibilidad de la célula B pancreatica a la glucosa para la consecuente liberacion de
insulina estaba disminuida en las mujeres con DG alrededor de un 40-50% comparada
con las mujeres con un embarazo normal y con las mujeres no embarazadas sanas

(Kautzky y cols, 1997).

Se ha sugerido que la resistencia a la insulina en las pacientes con DG tiene dos
componentes: 1) la resistencia a la insulina que precede al embarazo, la cual es
probablemente parcialmente heredada y parcialmente adquirida y 2) un incremento
fisioldégico en la resistencia a la insulina que ocurre en todas las mujeres durante la
segunda mitad del embarazo, desaparece después del parto y se cree que es resultado
de los niveles elevados de diversas hormonas circulantes durante el embarazo (Homko
y cols., 2001). Sin embargo, es importante considerar que la resistencia a la insulina de
manera individual, a menudo no es suficiente para causar diabetes, a menos que
alcance niveles similares a los que tienen los pacientes con anticuerpos anti-receptor de

insulina; por lo tanto, las mujeres con DG tienen también defectos en la secrecion de la



insulina asi como defectos en la accién de esta hormona (Homko y cols., 2001; Ben-
Haroush y cols., 2003).

Durante el tercer trimestre del embarazo la realizacion de mediciones precisas y
directas de la sensibilidad a la insulina han identificado en las mujeres con DG la
presencia de resistencia a la capacidad de la insulina para estimular la utilizacion de la
glucosa y para suprimir la produccién de glucosa y niveles de &cidos grasos (Xiang y
cols, 1999; Catalano y cols., 1999). Ademas, en diversos estudios se ha reportado un
incremento en la produccion de glucosa enddgena en mujeres con DG en comparacion
con mujeres embarazadas sanas (Catalano y cols., 1993; Catalano y cols., 1999; Shaat

y Groop, 2007).

Se ha observado también que en las mujeres obesas que desarrollan DG puede
incrementarse considerablemente la secrecion de insulina por semanas 0 meses en
asociacion con la resistencia a la insulina adquirida durante el embarazo. Sin embargo,
el incremento ocurre a lo largo de una curva de sensibilidad-secreciéon de la insulina que
es aproximadamente 50% mas baja en las mujeres con DG comparada con las mujeres
embarazadas normales, es decir, en las mujeres con DG la cantidad de insulina
secretada es menor en un 50% dado cualquier grado de resistencia a la insulina que en
las mujeres que no desarrollan DG durante el embarazo [Figura 2] (Buchanan, 2001;

Buchanan y Xiang, 2005).

El hecho de que la curva de sensibilidad-secrecion de la insulina sea alrededor de
un 50% mas baja en las mujeres con DG comparada con las mujeres embarazadas
normales [Figura 2] sugiere la presencia de un mayor deterioro en la funcion de las
células B pancreéticas en las mujeres con DG, el cual con el paso del tiempo puede
conducir a una hiperglucemia progresiva y por ende al desarrollo de diabetes después

del embarazo (Buchanan y Xiang, 2005).
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Figura 2. Relacion entre la sensibilidad a la insulina y la secrecién de insulina en
mujeres con DG y mujeres normales durante el tercer trimestre del embarazo y fuera
del embarazo (Postparto). Los valores fueron medidos al término de un clamp
hiperglucémico de 3 horas (concentracion de glucosa en plasma alrededor de 180
mg/dL). Las tasas de secrecién de insulina prehepética fueron calculadas a partir de la
insulina en plasma vy los niveles de péptido-C. El indice de sensibilidad a la insulina fue
calculado como un estado estacionario en la tasa de infusion de glucosa dividida entre
el estado estacionario de la concentraciéon de insulina en plasma. FFM es fat-free mass
[masa libre de grasa] (Buchanan, 2001; Buchanan y Xiang, 2005).

Después del parto, una vez que la resistencia a la insulina provocada por el
embarazo se abate, es posible observar que las mujeres con DG terminan en promedio
con resistencia a la insulina mayor que las mujeres que tuvieron un embarazo normal.
Este hallazgo ha sido consistente en diversos estudios e indica que la mayoria de las
mujeres que desarrollan DG tienen resistencia a la insulina crénica y esto ha sido
documentado tanto en mujeres delgadas que desarrollan DG como en obesas (Catalano
y cols., 1993; Catalano y cols., 1999).

Por todo lo anterior, es probable que no exista una etiologia bioquimica

especifica para la DG (Buchanan y Xiang, 2005). Las mujeres con DG tienden a ser



obesas, por lo cual se sugiere que los mecanismos que promueven la obesidad o que
relacionan la obesidad con la resistencia a la insulina estén jugando un papel
importante en el desarrollo de la DG. En estudios que incluyen un nimero pequefio de
individuos se han reportado niveles elevados de leptina circulante, marcadores de
inflamacién como TNF-ay proteina C reactiva y niveles bajos de adiponectina en
mujeres con DG (Kautzky y cols., 2001; Winkler y cols., 2002; Retnakaran y cols., 2003;
Winzer y cols., 2004; Buchanan y Xiang, 2005).

Se ha observado que los defectos en la unién de la insulina a su receptor en el
musculo esquelético no parecen estar involucrados con la resistencia a la insulina que
se presenta en las mujeres con DG (Damm, 1998). Sin embargo, se ha reportado que la
actividad de la tirosin-cinasa del receptor de la insulina esta disminuida en el muasculo
esquelético de las mujeres con DG comparada con mujeres embarazadas normales y

mujeres no embarazadas (Shao y cols., 2000).

Otros eventos que se han evidenciado en el musculo esquelético y en los
adipocitos de mujeres con DG o con historia de DG previa son: alteraciones en la via de
sefializacion de la insulina, localizacién subcelular anormal de los transportadores
GLUT4, expresion reducida de PPARy, expresion incrementada de la glucoproteina PC-1
y una reduccion del transporte de glucosa mediado por insulina (Shao y cols., 2000;

Buchanan y Xiang, 2005; Weijers y Bekedam, 2007).

Recientemente Barbour y colaboradores establecieron los posibles mecanismos
por los cuales se desarrolla resistencia a la insulina en las mujeres con DG [Figura 3]
(Barbour y cols., 2007). La ruta para que la insulina estimule el transporte de la glucosa
en masculo involucra la activacion del receptor de la insulina, el cual se acopla a los
sustratos del receptor de la insulina 1 y 2 (IRS-1 e IRS-2) y fosforila a estas proteinas

en sus residuos de tirosina (pY).
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Figura 3. Mecanismos potenciales para la resistencia a la insulina en musculo
esquelético durante la etapa tardia de un embarazo con diabetes gestacional en
humanos (Barbour y cols., 2007).

La fosfatidilinositol 3-cinasa (Pl 3-cinasa) estd compuesta por dos subunidades:
la subunidad regulatoria p85ay la subunidad catalitica pl110. IRS-1 recluta a la
subunidad p85ca de la Pl 3-cinasa, resultando en la fosforilacion de los fosfolipidos
unidos a membrana en la posicién 3' y en la obtencion del fosfoinositol-3,4,5-fosfato
[PIP3]. La produccion de PIP3 se requiere para la activacion de Akt y para la
sefalizacion de la translocacion de GLUTA4. La fosforilacion defectuosa en los residuos
de tirosina del receptor de insulina (IR) y de IRS-1 se ha observado en mujeres con DG
y estd asociada a un incremento en la fosforilacion en serina inhibitoria (pS) y a una
importante pérdida en los niveles de IRS-1 comparados con mujeres obesas no
diabéticas. Una fosforilacion incrementada en los residuos de serina del IR y de IRS-1
se ha relacionado a una activacién incrementada de JNK y de la protein-cinasa C (PKC),
enzimas gque son activadas por citocinas inflamatorias como TNF-a [Figura 3] (Barbour
y cols., 2007).

De manera alternativa, el incremento en la fosforilacién de los residuos de serina

de IRS-1 puede ser atribuido a la activacibn aumentada de la ruta de mTOR-p70S6.



MTOR, p70S6K1 y la protein-cinasa activada por AMP (AMPK) actian como sensores de
nutrientes y de energia dentro de la célula. Una fosforilacion basal mas alta de p70S6K1
se ha observado en mujeres con DG versus controles; esto puede contribuir al
incremento en la fosforilacion basal de los residuos de serina de IRS-1 y conducir a su
degradacion. AMPK es un blanco de la sefializacion de adiponectina y es un regulador

negativo de mTOR [Figura 3] (Barbour y cols., 2007).

En las mujeres con DG los niveles de adiponectina son bajos, lo cual podria
contribuir al incremento en la activacién de la ruta de mTOR. Tanto en mujeres
embarazadas normales como en las mujeres con DG, los niveles de p85a estan
elevados antes del parto pero regresan a la normalidad después del parto. Un exceso
en p85a actlia como una molécula de sefalizacion negativa, bloqueando la asociacion
de la Pl 3-cinasa (el heterodimero formado por p85 y pl10) con el IRS-1 y en
consecuencia atenuando la activacion de la P1 3-cinasa durante el embarazo. La pérdida
de la activacion de la Pl 3-cinasa a partir de un incremento en p85 y un incremento en
la fosforilacion de los residuos de serina de IRS-1 conduce a la reduccion de la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica y esto resulta en una disminucion en
la utilizacion de la glucosa estimulada por insulina en el musculo esquelético (Barbour y
cols., 2007).

2.5. Complicaciones.

El desarrollo de DG durante el embarazo implica riesgos considerables en la

salud tanto de la madre como del feto (Winzer y cols., 2004).

En la madre se incrementa el porcentaje de cesareas, principalmente por la
presencia de macrosomia en el feto; sin embargo, se ha encontrado que aln después
de haber normalizado el peso del bebé al nacimiento mediante tratamiento, la tasa de

césareas es del 20% en las mujeres con DG comparado con un 10% en mujeres con un



embarazo normal (Hollander y cols., 2007).

La preeclampsia y la hipertension gestacional son complicaciones frecuentes en
las mujeres con DG. La hipertension se presenta en 6-9% de los embarazos y es una
causa de muerte materna en alrededor del 15% de los embarazos en Estados Unidos y
a nivel mundial (Montoro y cols., 2005). La preeclampsia es comunmente definida como
la condicién médica en la cual se desarrolla hipertension (presion sistdlica 2140 mmHg
y presion diastolica 290mmHg) y proteinuria (>300mg/24h) después de la semana 20
del embarazo (Higgins y de Swiet, 2001; Montoro y cols., 2005). En un estudio
realizado con un gran numero de pacientes se detectd preeclampsia en el 2.7% de las
mujeres con DG comparado con un 1.1% en las mujeres con un embarazo normal
(Xiong y cols., 2001; Ben-Haroush y cols., 2003); de igual manera en otro estudio
realizado en 4572 mujeres embarazadas, se encontré que la DG estaba asociada a un
riesgo dos a tres veces mayor de desarrollo de preeclampsia (Schmidt y cols., 2001).
En otros estudios se ha reportado que las mujeres con DG presentan un riesgo de
desarrollar preeclampsia del 10-30% comparado con un 5-7% en mujeres con

tolerancia normal a la glucosa durante su embarazo (Montoro y cols., 2005).

De manera general, se ha reportado una incidencia de desérdenes hipertensivos
del 20% en mujeres con DG comparado con un 11% en controles (Hollander y cols.,
2007) y se ha propuesto como factor etiologico a la resistencia a la insulina, una
condicién persistente en las mujeres con DG (Innes y cols., 2005; Carpenter, 2007). En
un estudio donde se utilizd la técnica de clamp euglicémico-hiperinsulinémico se
demostrd que la resistencia a la insulina estaba incrementada més de dos veces en 8
mujeres con DG e hipertension créonica comparadas con 15 mujeres con DG Unicamente
(Caruso y cols., 1999). Sin embargo, en otro estudio realizado en mujeres con DG no se
encontré ninguna correlacién entre diversas medidas de resistencia a la insulina y la
funcion de la célula B pancreéatica con el subsecuente desarrollo de preeclampsia
durante el embarazo, concluyendo asi que aun hacen falta mas estudios para

determinar la contribucibn de la resistencia a la insulina a la etiologia de la



preeclampsia (Montoro y cols., 2005).

Se ha demostrado que las mujeres que desarrollan DG durante su embarazo
presentan niveles mas altos de biomarcadores de inflamacidon y resistencia vascular
periférica cuatro afios después del parto, comparadas con las mujeres que tuvieron un
embarazo normal (Carpenter, 2007). Diversos estudios de cohorte que han utilizado
bases de datos de poblaciones de mujeres embarazadas han identificado
consistentemente una asociacion clinica significativa entre la hipertension gestacional y
la preeclampsia con desérdenes hipertensivos posteriores al parto. Si bien se ha
sugerido que la DG es un factor de riesgo cardiovascular (Tamas y Kérenyi, 2001), las
asociaciones con enfermedad arterial coronaria o accidente cerebro vascular son poco

consistentes y requieren de la realizaciéon de mas estudios (Carpenter, 2007).

Se ha propuesto a la DG como un modelo mediante el cual es posible identificar
defectos metabdlicos tempranos que preceden al desarrollo de la diabetes en mujeres
jovenes; para ello se han utilizado principalmente dos estrategias hasta el momento
(Xiang y cols., 1999). Los estudios longitudinales se han enfocado en las caracteristicas
clinicas y en las concentraciones de insulina plasmatica durante el embarazo como
posibles factores predictivos de diabetes; estos estudios han revelado que la
hiperglucemia previa al parto, la obesidad y la baja respuesta de la insulina a la glucosa
oral son predictivos de la persistencia o del desarrollo de diabetes después del
embarazo. Los estudios transversales han incluido medidas mas detalladas del
metabolismo previo al parto en pequefios grupos de mujeres con y sin DG; estos
estudios han consistentemente evidenciado dafio en la funcion de la célula B
pancreatica comparado con mujeres embarazadas normales y un exceso en la
resistencia a la insulina en la etapa tardia del embarazo en aquellas pacientes con

hiperglucemia presente en el ayuno (Xiang y cols., 1999).

Aungue la mayoria de las mujeres con DG regresan a la tolerancia normal a la

glucosa después del parto, se ha evidenciado que la intolerancia a la glucosa detectada



durante el embarazo es un factor predictivo de desarrollo posterior de DT2 en la madre.
La prevalencia de DT2 en mujeres previamente diagnosticadas con DG es muy alta
comparada con las mujeres que no desarrollaron DG durante sus embarazos (Kjos y
Buchanan, 1999; Metzger, 2007). En una revisidn sistematica reciente, se evalud la
incidencia acumulativa de DT2 en mujeres con DG que fueron examinadas en diversos
estudios de seguimiento a largo plazo, a partir de las seis semanas hasta 28 afios
después del parto y se reportd que dicha incidencia varia desde 2.6 hasta méas del 70%
(Kim y cols., 2002). Después de ajustar por duracidén del seguimiento y cohortes de los
estudios, se mostro que esta incidencia se incrementaba marcadamente en los primeros
cinco afios después del parto y que parecia estabilizarse después de los 10 afios. Un
nivel elevado de glucosa en el ayuno durante el embarazo fue el factor de riesgo mas
importante para el desarrollo de DT2 en el futuro (Kim y cols., 2002; Ben-Haroush y
cols., 2003; Agarwal y cols., 2005; Buchanan y Xiang, 2005). En otro estudio se reporto
gue las mujeres con DG tienen un riesgo de 17-63% de DT2 dentro de los 5-16 afios
después del parto. Este riesgo varia de acuerdo a diferentes parametros. Dos 0 mas
valores alterados en la CTOG, un valor alterado de glucosa una hora o dos después de
haber ingerido una carga oral de glucosa y un indice de masa corporal alto en el
embarazo son factores predictivos Utiles de diabetes en una etapa posterior de la vida
(Ben-Haroush y cols., 2003).

La primera CTOG postparto debe realizarse alrededor de dos meses después del
parto con el objetivo de diagnosticar a aquellas mujeres que siguen siendo diabéticas e
identificar a las mujeres con alto riesgo de desarrollar DT2. La CTOG postparto no solo
sirve para identificar el 10% de las mujeres que pueden tener diabetes posterior al
parto, sino también para identificar un grupo de alto riesgo que debera tener un
seguimiento intensivo y una evaluacion regular de la tolerancia a la glucosa en afos
posteriores al embarazo (Damm, 1998; Buchanan y Kjos, 1999). Es importante
considerar también que la DG recurre en alrededor del 20-50% de los embarazos

subsecuentes (Hanna y Peters, 2002).



El 22% de las mujeres con DG todavia presentan niveles elevados de glucosa
seis semanas después del parto (Catalano y cols., 1991; Hollander y cols., 2007). La
prevalencia de DT2 que se ha reportado en mujeres previamente diagnosticadas con
DG varia de acuerdo al grupo étnico y va desde un 9% en mujeres caucasicas a un
25% en mujeres asiaticas, 47% en hispanas y 70% en aborigenes canadienses (Henry
y cols., 1993; Kjos y cols., 1995; Mohamed y Dooley, 1998).

En el feto, la macrosomia es la complicacibn mas comun asociada a la DG
(Jovanovic, 2001; Maresh, 2001; Hollander y cols., 2007). La macrosomia se define
como el peso al nacimiento mayor que la percentila 90 para una edad gestacional,
etnicidad y sexo determinados; también se define como un peso al nacimiento por
arriba de dos desviaciones estandar del peso promedio normal o como un peso al
nacimiento mayor a los 4000 gramos, independiente de la edad gestacional y del sexo

(Jovanovic, 2001; Zisser y cols., 2006; Catalano y cols., 2007).

Se ha reportado que las mujeres con DG que monitorean solamente sus niveles
de glucosa preprandiales tienen un 42% de riesgo de macrosomia neonatal mientras
gue aquéllas que vigilan tanto los niveles preprandiales como los niveles de glucosa una
hora después de haber comido, disminuyen el riesgo de macrosomia neonatal hasta ser
cercano a lo normal o alrededor de un 12% (de Veciana y cols., 1995). En otro estudio
donde se evalud la influencia del criterio de diagndéstico de DG (ADA vs WHO) sobre las
complicaciones del embarazo en mujeres brasilefias, se evidenci6 que la DG
independientemente del criterio de diagnostico utilizado, estaba asociada a un riesgo
mayor del 50% de macrosomia neonatal (Schmidt y cols., 2001). De manera
interesante, se ha sugerido que el feto tiene un papel importante en la determinacion
de su peso al nacer, ya que se ha demostrado que la actividad fetal incrementada
puede reducir el impacto de la hiperglucemia materna en el peso al nacimiento; el feto
inactivo parece tener un mayor riesgo de presentar macrosomia mediada por los niveles

de glucosa en la madre (Zisser y cols., 2006).



La incidencia de macrosomia en los bebés de mujeres con DG varia entre 16 y
29%, a diferencia del 10% presente en las mujeres sin DG (Hollander y cols., 2007).
Sin embargo, en un estudio se concluyé que sélo el 12% de la macrosomia puede ser
atribuida a la presencia de DG en la madre y que el resto puede deberse a la edad
materna, al peso materno y a la multipariedad (Casey y cols., 1997). En otro estudio
realizado en Estados Unidos se evidencidé que el riesgo de desarrollo de macrosomia
fetal estaba incrementado en las mujeres obesas con DG controladas con dieta versus
mujeres con DG controladas con dieta y con un indice de masa corporal normal, es
decir, entre 18.5 y 24.9 kg/m? (Langer y cols., 2005a; Catalano y cols., 2007). Con
respecto a México, en un estudio se reportd que la prevalencia de macrosomia en los

bebés de mujeres con DG es alrededor del 25% (Forsbach y cols., 1998).

Hasta el momento se desconoce la etiologia de la macrosomia en los bebés de
las mujeres con DG. Sin embargo se ha establecido que la hiperglucemia materna y
altos niveles de aminoacidos pueden causar hiperglucemia fetal y también favorecer la
hiperplasia pancreédtica fetal con una consecuente hiperinsulinemia; la insulina actia
como un factor de crecimiento, posiblemente resultando en el desarrollo de macrosomia

(Hanna y Peters, 2002; Kwik y cols., 2007).

La intolerancia a la glucosa durante el embarazo ademas de asociarse a un peso
del bebé mayor al nacimiento también se ha relacionado con dificultades concomitantes
durante el parto: distocia de hombro (cuando el hombro anterior se sitla arriba y atras
de la sinfisis del pubis y no desciende espontaneamente), incremento en el nimero de
cesareas y traumas al nacimiento como fractura clavicular y dafio en el plexo braquial
(Tamas y Kérenyi, 2001; Kwik y cols., 2007; Hollander y cols., 2007).

Se ha reportado que en los bebés de las mujeres con DG también existe un
incremento en los trastornos metabdlicos como la hipoglucemia neonatal,
hiperbilirrubinemia, hipocalcemia y policitemia (Hanna y Peters, 2002; Hollander y cols.,

2007). La mortalidad perinatal fue originalmente considerada como una de las



complicaciones mas importantes de la DG; sin embargo, en estudios recientes con un
gran numero de individuos no se ha logrado confirmar un incremento en la tasa de
mortalidad de los bebés de mujeres con DG comparada con la de mujeres con

embarazos normales (Hollander y cols., 2007).

Las malformaciones congénitas también han sido un punto de controversia ya
que algunos estudios han reportado una mayor proporcion de malformaciones
congénitas en el sistema nervioso central, en el sistema renal y en el urinario de los
bebés de las mujeres con DG comparados con los bebés de mujeres con embarazos
normales (Martinez y cols., 1998; Sheffield y cols., 2002) mientras que en otros
estudios se ha concluido que la tasa de malformaciones congénitas en los bebés de
madres con DG es ligeramente mayor o practicamente igual que la encontrada en los
bebés de las mujeres con embarazos normales (Janssen y cols., 1996; Farrel y cols.,
2002). En estudios realizados en México se ha estimado que la prevalencia de
malformaciones en los bebés de mujeres con DG es del 6 al 9.8% (Forsbach y cols.,
1998; Lazalde y cols., 2001).

El desarrollo fetal en un ambiente intrauterino anormal como el que se presenta
en la diabetes gestacional, puede inducir alteraciones en el metabolismo fetal con
consecuencias sobre la tolerancia a la glucosa del bebé en la edad adulta y el posible
riesgo de desarrollo de obesidad (Aerts y van Assche, 2006; Metzger, 2007). El impacto
del metabolismo materno sobre el desarrollo del feto, el cual produce una tendencia
diabetogénica en una etapa posterior de la vida, ha sido estudiado en diversos modelos
animales, en los cuales el metabolismo materno se ha manipulado experimentalmente.
En humanos, donde el componente genético y la influencia del ambiente son
heterogéneos, es mas complejo determinar el impacto preciso del metabolismo materno
sobre el desarrollo del feto. Sin embargo, se han realizado varios estudios
epidemioldégicos que demuestran un origen fetal similar de la diabetes adulta (Aerts y
van Assche, 2006).



Se ha observado en estudios realizados en ratas que la hiperglucemia moderada
en el ambiente intrauterino de una madre con diabetes estimula el pancreas fetal, lo
cual conduce a presencia de hiperinsulinemia y anabolismo acelerado, resultando en
macrosomia fetal y neonatal. Por el contrario, la hiperglucemia severa induce
sobreestimulacion de las células B pancreéaticas fetales, provocando desorganizacion
celular e incapacidad de secrecion apropiada de la insulina; la hiperinsulinemia inicial se
convierte en hipoinsulinemia, anabolismo disminuido y microsomia [Figura 4] (Aerts y

van Assche, 2006).
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Figura 4. Efecto transgeneracional de la diabetes materna durante el embarazo.
(Figura modificada de Aerts y van Assche, 2006).

En estudios realizados en ratas se ha podido evidenciar que los hijos jovenes de
madres con diabetes moderada manifiestan una respuesta reducida a la insulina e
intolerancia a la glucosa, mientras que los hijos jovenes de madres con diabetes severa

presentan una respuesta excesiva a la insulina y bajo condiciones hiperinsulinémicas,



desarrollan resistencia a la insulina, principalmente ubicada en higado y en musculo
esquelético [Figura 4] (Hattersley y Tooke, 1999; Aerts y van Assche, 2006). Por lo
tanto, la tendencia diabetogénica es transmitida de madre a hijo: los hijos jovenes de
madres diabéticas pueden mantener la homeostasis de la glucosa en condiciones
basales, pero son incapaces de manejar situaciones de estrés que afectan el

metabolismo de la glucosa.

El embarazo es una situacion de estrés y requiere de adaptaciones a nivel de la
capacidad de secrecidbn de insulina y en la sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos. En la hija de una madre diabética, estas adaptaciones al embarazo son
insuficientes 'y se produce hipoinsulinemia significativa e hiperglucemia,
desencadenando de esta manera el desarrollo de DG. Finalmente, el bebé de la madre
con DG desarrollard macrosomia, hiperplasia de los islotes pancreaticos, hiperactividad
de las células B pancreéticas e hiperinsulinemia y cuando sea adulto tendra intolerancia

a la glucosa o posiblemente DT2 [Figura 4] (Aerts y van Assche, 2006).

En otros estudios realizados tanto en animales como en humanos, los datos
epidemioldgicos, clinicos y experimentales obtenidos indican que la insulina por si
misma cuando se encuentra en elevadas concentraciones durante la vida perinatal
puede programar el desarrollo de obesidad y diabetes; situaciones similares pueden
ocurrir debido a un sobrepeso materno acompafiado por un incremento en el
abastecimiento de nutrientes para el feto y por sobrealimentacion neonatal (Plagemann
y cols., 2008). En un estudio realizado recientemente en poblacién caucésica se
observo que existe una alta prevalencia de DT2 y de intolerancia a la glucosa en los
hijos adultos de mujeres que desarrollaron DG durante su embarazo y que fueron

tratadas con dieta (Clausen y cols., 2008).



2.6. Tratamiento.

Cuando la DG es diagnosticada y tratada adecuadamente, el riesgo de muerte
fetal intrauterina no es mayor al de la poblacion obstétrica en general. Asimismo, la
frecuencia y severidad de las morbilidades perinatales son menores cuando la DG es
controlada de manera intensiva que cuando no lo es (Metzger y Coustan, 1998; Langer
y cols., 2005b).

Para manejar la DG, el primer paso una vez que se hace el diagnostico es
prescribir una dieta adecuada (Tamas y Kérenyi, 2001). La dieta Optima provee los
nutrientes y las calorias necesarias para sustentar el embarazo, evitando la presencia
de hiperglucemia posprandial (Kjos y Buchanan, 1999; Jovanovic y Pettitt, 2001;
Reader, 2007). La ADA y el Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia (American
College of Obstetrics and Gynecology [ACOG]) recomiendan una terapia nutricional para
las mujeres con DG enfocada a la promocion de una ganancia de peso apropiada,
normoglucemia sin cetonuria y una restriccion de energia moderada para las mujeres
obesas (Gunderson, 2004).

La ADA establece que la dieta debe ser prescrita de preferencia por un dietista
calificado y que debe restringir la ingesta de carbohidratos a un 35-40% del total de
calorias diarias, ya que se ha demostrado que esta restriccion disminuye los niveles de
glucosa materna y reduce las complicaciones maternas y fetales (ADA, 2003; Turok y
cols., 2003; Hollander y cols., 2007; Reader, 2007). No obstante, la restriccion caldrica
debe ser manejada con cautela ya que el riesgo principal es el desarrollo de cetosis en
la madre, la cual se ha relacionado con retraso psicomotor y un coeficiente intelectual
(1Q) bajo en el nifio de una mujer con DG (Rizzo y cols., 1991; Rizzo y cols., 1995;
Turok y cols., 2003; Hollander y cols., 2007).



La ADA propone que la ingesta diaria de calorias para una mujer con un peso
normal en la segunda mitad del embarazo debe ser de 30-32 kcal por kg de peso (Kjos
y Buchanan, 1999). Para las pacientes obesas, es decir, aquellas con un indice de masa
corporal mayor a 30 kg/m?, la ADA sugiere disminuir la ingesta calérica diaria en un 30-
33%, lo que equivale aproximadamente a ingerir 25 kcal por kg del peso actual por dia
(Kjos y Buchanan 1999; ADA, 2003; Turok y cols., 2003; Vidaeff y cols., 2003;
Hollander y cols., 2007). Se ha demostrado que esta reduccién en la ingesta caldrica
disminuye la hiperglucemia y los niveles de triglicéridos plasmaticos, sin incrementar la
cetonuria (ADA, 2003). Sin embargo, es importante considerar que una dieta
excesivamente restrictiva puede resultar contraproducente ya que en estudios
desarrollados en animales se ha observado que este tipo de dietas provocan una
disminucion del total de células B pancreaticas en la progenie y favorecen el desarrollo
de diabetes en los productos (Jovanovic y Pettitt, 2001). En humanos, especificamente
en poblaciones con una alta prevalencia de desnutricién, el retardo en el crecimiento
intrauterino se ha asociado a un desarrollo subsecuente de diabetes (Jovanovic y
Pettitt, 2001).

Las mujeres diagnosticadas con DG deben monitorear sus niveles de glucosa y
se recomienda que hagan ejercicio regularmente aunado a la dieta (Metzger y Coustan,
1998; Vidaeff y cols., 2003; Turok y cols., 2003; Catalano y cols., 2007; Reader, 2007).
El tratamiento ideal para la DG es aquel que mantenga el nivel de glucosa sanguinea en
el ayuno menor a 95-105 mg/dL (5.3-5.8 mmol/L) y el nivel de glucosa posprandial
menor a 140 mg/dL (7.8 mmol/L) después de una hora y menor a 120 mg/dL (6.7
mmol/L) después de dos horas (ADA, 2003; Turok y cols., 2003).

Si los niveles de glucosa sanguinea en una mujer con DG a pesar de seguir una
dieta adecuada no logran estabilizarse y exceden los valores deseados, se debe iniciar
un tratamiento con insulina (Tamas y Kérenyi, 2001; Jovanovic y Pettitt, 2001; Vidaeff y
cols., 2003).



La insulina es la terapia farmacolégica que ha demostrado mas consistentemente
la reduccion de morbilidades fetales cuando se agrega al tratamiento con dieta (Kjos y
Buchanan, 1999; ADA, 2003). El tipo de insulina a elegir dependera de las
anormalidades en el metabolismo de la glucosa observadas. La dosificacion debera ser
prescrita con el fin de disminuir los niveles de glucosa basales y posprandiales
(Jovanovic y Pettit, 2001). La insulina humana ha sido el tipo de insulina més utilizado
en el embarazo debido a que es menos inmunogénica (Metzger y cols., 2007); la
insulina animal ha sido asociada a niveles incrementados de anticuerpos IgG que se
unen a la insulina y la transportan a través de la placenta, incrementando el riesgo de

macrosomia fetal (Vidaeff y cols., 2003).

Existen en la actualidad diversos analogos de la insulina humana, como la
insulina lispro y la insulina aspart. La insulina lispro, considerada de accion rapida,
alcanza su pico de accion maximo una hora después de la inyeccion y de esta manera
mejora significativamente los niveles de glucosa posprandial (Jovanovic y Pettitt, 2007).
La seguridad y eficacia de la insulina lispro ha sido confirmada en diversos estudios. En
un estudio de 42 mujeres con DG se administré al azar insulina NPH (Neutral Protamina
Hagedorn) de accion intermedia, insulina regular e insulina lispro; después de seis
semanas de tratamiento el grupo que recibié insulina lispro tenia niveles de glucosa
posprandiales significativamente menores que los registrados en los otros grupos y no
se presentaron eventos hipoglucémicos (Jovanovic y cols., 1999). La insulina aspart
produce un pico de accion a los 40 minutos de haberse administrado y reduce los
niveles de glucosa posprandial significativamente mejor que la insulina humana. Hasta
la fecha se han realizado pocos estudios del uso de insulina aspart durante el
embarazo; sin embargo, en un estudio se evidencio que la eficacia y la seguridad de la
insulina aspart es comparable con la de la insulina regular humana en mujeres
embarazadas con DG (Pettitt y cols., 2007), ademas de que no se ha reportado
asociacion del uso de insulina aspart con complicaciones maternas o fetales ni tampoco
existe evidencia de que este analogo de la insulina sea teratogénico (Jovanovic y Pettitt,

2007; Metzger y cols., 2007).



En un estudio clinico australiano de la intolerancia a carbohidratos en mujeres
embarazadas se reportd que el tratamiento a base de dieta, monitoreo de la glucosa
sanguinea y terapia de insulina reducia la tasa de complicaciones perinatales como
muerte, distocia del hombro y fractura de huesos de un 4% a un 1% en los bebés de
las mujeres con DG que recibieron dicho tratamiento, comparando con los bebés de las
mujeres que soélo recibieron cuidados de rutina (Crowther y cols., 2005; Greene y
Solomon, 2005).

El mayor inconveniente de la terapia basada en la insulina es que se administra
via subcutanea, lo cual implica una barrera de utilizacion y es por esto que ha surgido el
interés en el tratamiento de la DG con agentes antidiabéticos orales como las
sulfonilureas, las cuales se unen a los receptores de sulfonilurea en la célula B
pancreatica estimulando la secrecion de insulina. Las sulfonilureas de primera
generacion incluyen la tolbutamida, clorpropamida y tolazamida; estos farmacos
atraviesan la placenta y se ha considerado que pueden causar hipoglucemia neonatal y
anomalias fetales (Greene, 2000; Vidaeff y cols., 2003; Turok y cols., 2003). Las
sulfonilureas de segunda generacion incluyen a la glipizida, la cual es de accion rapida y
a la gliburida o glibenclamida, la cual es de accion lenta. De todos estos farmacos, la
gliburida ha demostrado ser la mejor opcion para utilizarse durante el embarazo, debido
a que solo una pequefia cantidad logra transportarse a través de la placenta
(aproximadamente un 4%) y beneficia a la madre directamente y al feto de manera
indirecta ya que no se ha asociado a presencia de hipoglucemia neonatal (Coustan,

2007; Metzger y cols., 2007).

En un estudio clinico se comparé el uso de gliburida e insulina en 404 mujeres
con DG que requerian tratamiento durante las semanas 11 y 33 de la gestacion. Se
observd que con ambos tratamientos se obtuvieron resultados similares tanto en el
control glucémico en la madre y el nimero de cesareas como en las complicaciones
neonatales tales como macrosomia e hipoglucemia; ademas no se detect6 gliburida en

el suero del cordén umbilical de ninguno de los bebés de las madres que recibieron



gliburida como tratamiento, concluyendo asi que la gliburida es una alternativa efectiva
a la terapia con insulina en mujeres con DG (Langer y cols., 2000). En otro estudio
realizado por el mismo grupo de investigacion reveld que la gliburida y la insulina tienen
una eficacia equivalente para el tratamiento de DG en diversos niveles de severidad de
la enfermedad (Langer y cols., 2005c). Sin embargo, el uso de gliburida durante el
embarazo es hasta el momento controversial debido a que se ha cuestionado el poder
estadistico de los estudios anteriormente mencionados (Moore, 2007) y ademas se ha
reportado que la gliburida alcanza su pico maximo dos horas después de su
administracion, tiempo considerablemente mayor al registrado por los analogos de la
insulina, lo cual sugiere que la gliburida no logra abatir exitosamente la glucosa

posprandial hasta un rango normal (Jovanovic, 2007).

Por ultimo, existen dos tipos de agentes sensibilizadores a la insulina: las
biguanidas y las tiazolidinedionas (TZDs) (Vidaeff y cols., 2003; Coustan, 2007). Las
biguanidas aumentan la accion de la insulina estimulando la incorporacion de glucosa
en el higado y en la periferia e inhibiendo la produccién hepatica de glucosa; la
metformina es la Unica biguanida actualmente disponible en el mercado. La metformina
atraviesa la placenta y hasta el momento se desconoce si su efecto es terapéutico o
deletéreo en el feto (Brown y cols., 2006; Metzger y cols., 2007; Coustan, 2007). En la
actualidad se estd desarrollando un estudio australiano prospectivo donde se pretende
dilucidar en un futuro si el tratamiento con metformina comparado con la
administracion de insulina esta asociado a complicaciones perinatales similares en los

bebés de mujeres con DG (Rowan y cols., 2007).

Las TZDs son agonistas del receptor y activado por el proliferador de
peroxisomas; estos receptores se encuentran en tejidos blanco para la accion de la
insulina (Coustan, 2007); por lo tanto, las TZDs aumentan la accion periférica de la
insulina, promoviendo la utilizacién de la glucosa en muasculo e higado y son utiles en el
tratamiento de la DT2. Actualmente se encuentran disponibles en el mercado la

rosiglitazona y la pioglitazona. Debido a que estos farmacos son sensibilizadores a la



insulina, resulta logico considerarlos Utiles en el tratamiento de la DG en la cual se
presenta resistencia a la insulina cronica; sin embargo, hasta el momento no se cuenta
con evidencia suficiente para recomendar su uso durante el embarazo (Vidaeff y cols.,

2003; Metzger y cols. 2007; Coustan y cols., 2007).

2.7. Factores de riesgo.

Existen diversos factores que favorecen el desarrollo de DG, dentro de los cuales
destacan una edad igual o mayor a 25 afios al momento del embarazo (Jovanovic y
Pettitt, 2001; ADA 2006; Lao y cols., 2006), presencia de sobrepeso u obesidad
indicados por un indice de masa corporal mayor a 25 kg/m?> y a 30 kg/m?
respectivamente (Solomon y cols. 1997; Hanna y Peters, 2002; Ben-Haroush y cols.,
2003; Hollander y cols., 2007), tener una historia familiar de diabetes, es decir, contar
con familiares en primer grado con diabetes (Berger y cols., 2002; ADA, 2006) y
pertenecer a un grupo étnico/racial con alta prevalencia de diabetes, por ejemplo,
hispanoamericanos, americanos nativos, asiatico-americanos y afroamericanos (King,
1998b; Hanna y Peters, 2002; ADA, 2006). Todos estos factores pueden estar actuando

de forma aditiva o por si solos para generar riesgo de desarrollar DG.

Otros factores de riesgo para el desarrollo de DG que no son mencionados
comunmente son la falta de ejercicio (Damm y cols., 2007), alta ingesta de grasas
saturadas (Bo y cols., 2001), estatura corta (Kousta y cols., 2000), multipariedad (King,
1998), sobrepeso previo al embarazo (Di Cianni y cols., 2003), ganancia de peso mayor
a la recomendada durante el embarazo e intolerancia a la glucosa o DG en un
embarazo previo (MacNeill y cols., 2001), haber tenido un bebé macrosémico o de gran
tamafo para la edad gestacional correspondiente en un embarazo previo (Keshavarz y
cols., 2005) y muerte neonatal en un embarazo previo (Hanna y Peters, 2002; Ben-
Haroush y cols., 2003).



El desarrollo de un embarazo multiple también aumenta el riesgo de DG debido a
gue se incrementa la masa placentaria y en consecuencia existe un aumento de las

hormonas diabetogénicas que participan en la etiologia de la DG (Sivan y cols., 2002).

En diversos estudios se ha reportado que en las mujeres con sindromes
relacionados con resistencia a la insulina como el sindrome de ovario poliquistico existe

un mayor riesgo de desarrollar DG (Villarroel y cols., 2007; Kashanian y cols., 2008).

Otro factor de riesgo para el desarrollo de DG que se ha evidenciado en diversas
poblaciones es la presencia de un bajo peso al nacer (Innes y cols., 2002; Seghieri y
cols., 2002); sin embargo, en otros estudios se ha reportado que existe un mayor
riesgo de desarrollo de DG tanto en las mujeres que tuvieron un bajo peso al nacer
como en aquellas cuyo peso fue alto al nacimiento comparadas con mujeres de peso
normal al nacimiento (Pettit y Jovanovic, 2007). La asociacion de un bajo o un alto peso
al nacimiento con un riesgo incrementado de DG concuerda con la hipdtesis de que en
el ambiente intrauterino es donde se condiciona al feto a desarrollar resistencia a la
insulina y susceptibilidad al desarrollo de diabetes en la edad adulta (Pettit y Jovanovic,

2007).

2.8 Componente genético.

La DG, al igual que la DT2, es una enfermedad genéticamente compleja. Hasta el
momento, la mayor parte del estudio de la genética de la DG se ha concentrado en el
estudio de genes que previamente han demostrado ser responsables del desarrollo de
diabetes tipo MODY o0 que se han asociado a la susceptibilidad para el desarrollo de
DT1 o DT2 en diversas poblaciones. En la figura 5 se muestran las diversas estrategias
gue se han empleado para el estudio de los genes que confieren susceptibilidad para el
desarrollo de la DT2, algunas de las cuales han sido también utilizadas para el estudio
de la genética de la DG (Shaat y Groop, 2007).
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Figura 5. Representacion esquematica de las estrategias utilizadas para encontrar genes

de predisposicion a la DT2 y a la DG (Shaat y Groop, 2007).

Estudios de asociacion

Los genes candidato para el estudio de la genética de la DT2 han sido
seleccionados a partir de estudios de ligamiento (escaneos completos del genoma),
estudios de asociacion del genoma completo (estudios de asociacion de SNPs del
genoma completo), estudios funcionales, perfiles de expresién (microarreglos de cDNA)

y modelos animales [Figura 5] (Shaat y Groop, 2007).

Para la diseccion de la genética de la DG hasta el momento no se han realizado
estudios de ligamiento ni tampoco estudios de asociacion de SNPs del genoma
completo debido a que para llevar a cabo este tipo de estudios se requiere de un gran
namero de pacientes; por lo tanto, solo se han realizado algunos estudios funcionales,

perfiles de expresion y estudios de asociacién caso-control, los cuales han analizado



variantes, generalmente SNPs, que se encuentran cercanos o0 dentro de genes
candidato. En los estudios de asociacion, las frecuencias de los alelos de los SNPs son
comparadas entre mujeres con DG y controles embarazadas sanas para evaluar si
existen diferencias en las frecuencias de distintos alelos entre estos dos grupos y si

estos alelos estan asociados al desarrollo de DG [Figura 5] (Shaat y Groop, 2007).

Se han encontrado hasta el momento alrededor de 20 genes con un papel
potencial en la susceptibilidad al desarrollo de DG, dentro de los cuales se han
estudiado diversas variantes alélicas (Shaat y Groop, 2007; Watanabe y cols., 2007a).
Dentro de estos genes destacan la region del antigeno de leucocitos humanos (HLA),
genes del DNA mitocondrial como el gen del tRNA mitocondrial de leucina (tRNA®Y), el
gen del canal rectificador de potasio (KCNJ11), el gen del receptor 1 de sulfonilurea
(SUR1 o ABCCS), el gen de calpaina 10 (CAPN-10), el gen del receptor f3-adrenérgico
(ADRB?3), genes MODY como el gen de la glucocinasa (GCK), el gen del factor promotor
de la insulina 1 (/PFI), el gen del factor nuclear del hepatocito 1o (HNVF-1c) y el gen del
factor nuclear del hepatocito 4a (HNF-4c), otros genes asociados previamente a DT2
como el gen del factor de transcripcion 7 parecido al 2 (7CF7L2) y el gen del receptor y

activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy) [Tabla 2].

El embarazo es una condicidn inmunoldgica Unica donde normalmente la
placenta actia como una barrera inmunoldgica entre dos diferentes genotipos de HLA,
por lo cual se ha planteado la posibilidad de que la autoinmunidad tenga un papel
importante en la patogénesis de la DG (Mauricio y de Leiva, 2001). La region del HLA es
un conjunto de genes localizado dentro del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en inglés), en el cromosoma 6p21; esta region ha mostrado la
asociacion mas fuerte a DT1 (Pociot y McDermott, 2002). En el primer estudio donde se
analizo la posible relacion entre la region HLA y la DG se report6 que los antigenos HLA-
DR3 y —DR4 estaban asociados con los anticuerpos de las células del islote en mujeres
con DG; sin embargo no se encontré una diferencia significativa entre la frecuencia de

estos antigenos en mujeres con DG y en mujeres con un embarazo normal (Rubinstein



cols, 1981). Afilos mas tarde en un estudio aleman se encontré que el alelo DR3 estaba
significativamente incrementado en mujeres con DG que presentaban anticuerpos anti-
células del islote y/o, anticuerpos vs la acido glutdmico decarboxilasa (GAD65Ab)
(Ferber y cols., 1999). Posteriormente se realizaron diversos estudios de asociacion de
genotipos del HLA y DG en poblacion china, sueca y escandinava (Song y cols., 2002;
Toérn y cols, 2004; Shaat y cols., 2004); sin embargo, también existen estudios donde
no se encontraron diferencias significativas en la distribucion de los alelos del HLA o de
los antigenos entre las mujeres con DG y los controles en poblacién arabe y francesa
(Stangenberg y cols., 1990; Vambergue y cols., 1997) sugiriendo asi que la
autoinmunidad probablemente no juegue un papel primario en el desarrollo de la DG en

las poblaciones estudiadas.

La mitocondria humana tiene un DNA circular de doble cadena que codifica para
2 RNAs ribosomales, 22 RNAs de transferencia (RNAt) y 13 subunidades del complejo
de enzimas de la cadena respiratoria (Shaat y Groop, 2007). Se ha descrito una
mutacion, la A3243G, en la posicion 3243 del gen que codifica para el RNAt de la
leucina que causa diabetes y sordera de herencia materna (MIDD), la cual se
caracteriza por dafio en la secrecién de insulina (Kadowaki y cols., 1994; Gerbitz y
Gempel, 1996). Esta mutacion también ha sido estudiada en mujeres con DG, sin
encontrarse evidencia de asociacion en poblacién caucéasica de Estados Unidos ni en
poblacién de Singapur (Allan y cols., 1997; Chen y cols., 2000). En el estudio realizado
en poblacién de Singapur se reportd que otra mutacién, la T3398C en el gen
mitocondrial que codifica para la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa (NDI1), fue
mas comun en las mujeres con DG que en las mujeres con un embarazo normal (2.9%
vs 0%); sin embargo, se desconoce la funcionalidad de esta mutacion (Chen y cols.,
2000).



Tabla 2. Genes estudiados con relacién a la susceptibilidad al desarrollo de DG.

Gen Proteina que Funcion Referencias de
codifica los estudios de
asociacion a DG
HLA HLA Antigenos de leucocitos humanos; | Ferber y cols.,
proteinas que participan en el sistema | 1999; Song vy
inmune, especificamente en el proceso de | cols., 2002;
reconocimiento de lo propio y lo ajeno. Shaat y
cols.,2004.
LRNA®Y tRNA"™ RNA de transferencia mitocondrial de | Allan y cols.,
leucina; participa en el proceso de | 1997; Chen vy
traduccion de las proteinas. cols., 2000.
KCNJ11 Kir6.2 Canal rectificador de entrada de potasio; | Shaat y cols.,
esta proteina junto con SUR1 constituyen | 2005.
el canal de potasio sensible a ATP
expresado en célula B pancreatica que
regula la secrecion de insulina.
SURI o | SUR1L Receptor 1 de sulfonilurea; esta proteina | Rissanen y cols.,
ABCC8 junto con Kir6.2 constituyen el canal de | 2000.
potasio sensible a ATP expresado en
célula B pancreatica que regula la
secrecion de insulina.
CAPN-10 | Calpaina 10 Proteasa de cisteina no lisosomal | Leipold y cols.,
estimulada por calcio. 2004; Shaat vy
cols., 2005.
ADRB3 ADRB3 Receptor B3 adrenérgico; regula la | Festa y cols.,
termogénesis estimulada por | 1999; Alevizaki
catecolaminas y la lipdlisis. y cols., 2000.
GCK GCK Glucocinasa; cataliza la reaccién de | Stoffel y cols.,
fosforilacion en el carbono 6 de la | 1993; Zouali y
glucosa; primer paso de la glucdlisis. cols., 1993;
Weng y cols.,
2002.
1PF1 IPF1 Factor promotor de la insulina; regula la | Weng y cols.,
transcripcion de diversos genes como el | 2001; Gragnoli y
de la insulina y GLUT2 cols., 2005
HNF-1c HNF-1a Factor de transcripcibn que regula la | Lehto y cols.,
expresion de genes especificos en higado | 1997; Weng vy
y célula B pancreatica. cols., 2002
TCF7L2 TCF7L2 Factor de transcripcion involucrado en la | Shaat y cols.,
homeostasis de la glucosa. Participa en la | 2007; Watanabe
via de sefializacion Wnt. y cols., 2007h.
PPARy PPARYy Controla la  expresion de genes | Shaat y cols.,
involucrados en el metabolismo de la | 2004; Shaat y
glucosa, transporte de &acidos grasos y | cols. 2007.
diferenciacion de adipocitos.
HNF-1c HNF-4a Regula la expresibn de varios genes | Shaat y cols.,

involucrados en el metabolismo de la
glucosa, acidos grasos y aminoacidos.

2006; Watanabe
y cols., 2007a.




El canal de potasio sensible a ATP que se expresa en la célula B pancreética es
un complejo octamérico de cuatro subunidades formadoras de un poro, que constituyen
el canal rectificador de entrada de potasio (Kir6.2) y cuatro subunidades regulatorias
gue componen el receptor 1 de sulfonilurea (SUR1) (Aguilar y cols., 1995; Bryan y
Aguilar, 1999). Kir6.2, codificado por el gen KCNJ11 y SUR1, codificado por el gen
ABCC8 regulan la secrecién de insulina de las células B pancreaticas (Gribble y
Reimann, 2003). Los genes KCNJ11y ABCCS8 se localizan en el cromosoma 11p15.1; el
gen KCNJ11 se encuentra justo donde termina la region 3' del gen ABCCE (Inagaki y
cols., 1995). Mutaciones en el gen KCNJI1 que lo inactivan han sido asociadas a
hiperinsulinismo; mutaciones que lo activan causan diabetes neonatal (Gloyn y cols.,
2004; Gloyn y cols., 2006). El polimorfismo E23K en el gen ACNJ11 ha sido asociado a
disminucion de secrecion de insulina y a desarrollo de DT2 en diversas poblaciones
(Gloyn y cols., 2003; Flores y cols., 2004). En un estudio reciente, se reporté que la
variante E23K en el gen ACNJ1I1 estuvo asociada a un riesgo moderadamente
incrementado de DG en poblacion escandinava, con un odds ratio (OR) o razon de
momios de 1.17 (Shaat y cols., 2005), apoyando la hipotésis de que la DT2 y la DG

poseen un componente genético comun (Shaat y Groop, 2007).

Como se mencion6 anteriormente, el gen SURI o ABCCS8 codifica para el receptor
1 de sulfonilurea (SUR1), una proteina muy importante en la regulacion de la secrecion
de la insulina, ya que forma parte del canal de potasio sensible a ATP que se expresa
en la célula B pancreatica (Rissanen y cols., 2000). Mutaciones en SURI han sido
asociadas a desordenes hiperinsulinémicos (Thomas y cols., 1995; Huopio y cols.,
2000); ademés, variantes comunes en SURI han sido asociadas a DT2 en diversas
poblaciones (Hani y cols., 1997; Hansen y cols., 1998; Hart y cols., 1999; Florez y cols.,
2004). En un estudio realizado en poblacién finlandesa se analizé el papel de diversas
variantes en el gen SURI; se observé que la variante cagGCC— "~ tagGCC en el sitio
aceptor de splicing cercano al exén 16 y el polimorfismo R1273R (AGA™” AGG)
estaban relacionados con el desarrollo de DG y de DT2. Estos resultados apoyan la idea

de que la DG y la DT2 presentan predisposicién genética similar. Cabe mencionar que



ambas variantes estaban en desequilibrio de ligamiento y que los alelos de riesgo eran
diferentes entre las poblaciones, lo cual sugiere la existencia de otra variante en el
mismo gen SURI o en otro gen cercano a SURI que esta en desequilibrio de ligamiento

con estos dos polimorfismos (Rissanen y cols., 2000).

El gen CAPNI0O codifica para la calpaina 10, una proteasa de cisteina no
lisosomal estimulada por calcio. CAPN10 esta localizado en el cromosoma 2937 y se
expresa en diversos tejidos, incluyendo el pancreas, musculo y tejido adiposo (Horikawa
y cols., 2000; Carlsson y cols., 2004). CAPNI10 es el primer gen de susceptibilidad a DT2
identificado por clonacion posicional (Hanis y cols., 1996; Horikawa y cols., 2000). En el
primer estudio donde se relacion6 este gen con DT2, se identificaron tres variantes
intronicas (SNP 43, SNP19 y SNP63) asociadas a riesgo incrementado de DT2 en
poblacion mexico-americana, finlandesa y alemana; ademés el haplotipo 121/112
definido por estos tres SNPs estuvo asociado con un riesgo 2.8 veces incrementado de
DT2 (Horikawa y cols., 2000). En algunos de los estudios de asociacion genética
subsecuentes se logro replicar este hallazgo, mientras que en otros estudios esto no fue
posible (Song y cols., 2004; Ridderstrale y cols., 2005). Es importante mencionar que
en un estudio realizado en poblacion mexicana, se encontr6 que otra variante, el
SNP44, estaba asociada a un riesgo incrementado de DT2 (Del Bosque y cols., 2004).
Estas cuatro variantes (SNP 43, SNP44, SNP19 y SNP63) también han sido analizadas
en relacion a la DG. En un estudio realizado en 40 mujeres austriacas caucasicas con
DG se observo que el haplotipo 121/221 conformado por los SNPs 43, 19 y 63 estaba
asociado a un riesgo incrementado de DG y que sblo el SNP63 estaba asociado de
manera individual al desarrollo de DG, lo cual sugiere que diferentes alelos de riesgo
son los que estan determinando la susceptibilidad a la DT2 y a la DG (Leipold y cols.,
2004). En otro estudio realizado en mujeres escandinavas con DG se reporté que ni el
SNP43 ni el SNP44 tuvieron impacto en el riesgo de desarrollo de DG (Shaat y cols.,
2005).



El receptor 3 adrenérgico es un receptor que regula la termogénesis estimulada
por catecolaminas y la lipdlisis (Strosberg y Pietri, 1996). En humanos este receptor es
expresado en diversos tejidos, incluyendo tejido adiposo, musculo esquelético y células
B pancreaticas (Chamberlain y cols., 1999; Perfetti y cols., 2001). El gen ADRB3 que
codifica para este receptor se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 8.
El polimorfismo Trp64Arg en ADRB3 ha sido asociado a obesidad abdominal, resistencia
a la insulina y DT2 de inicio temprano (Walston y cols., 1995; Widen y cols., 1995);
ademas se ha observado que este polimorfismo afecta la secrecion de insulina /7 vivo e
in vitro (Perfetti y cols., 2001; Christiansen y cols., 1999; Walston y cols., 2000). Se ha
investigado también el papel de la variante Trp64Arg en la susceptibilidad al desarrollo
de DG obteniéndose resultados controversiales. En un estudio realizado en mujeres
austriacas caucasicas se encontro que esta variante estaba asociada a una forma leve
de DG (Festa y cols., 1999); sin embargo, esta asociacion no logré replicarse en
poblacién griega, taiwanesa, italiana o escandinava (Alevizaki y cols., 2000; Tsai y cols.,
2004; Fallucca y cols., 2006; Shaat y cols., 2007). No obstante, este SNP ha sido
asociado a un incremento en la ganancia de peso y en los niveles de glucosa e insulina

durante el embarazo (Festa y cols.,1999; Tsai y cols., 2004).

Los genes MODY son genes candidato potenciales para la DG considerando que
el dafio en la funcion de la célula B pancreética es una caracteristica fundamental de
ambas enfermedades (Shaat y Groop, 2007). De los seis genes MODY conocidos hasta
el momento, sélo cuatro de ellos han sido estudiados con relacion a la DG: el gen GCK
gue codifica para la enzima glucolitica glucocinasa (GCK), el gen /PF-1 que codifica para
el factor promotor de la insulina 1 (IPF-1), el gen HNF-1Ia que codifica para el factor
nuclear del hepatocito 1a (HNF-1a) y el gen ANF-4a que codifica para el factor nuclear
del hepatocito 4o, (HNF-4a).

La enzima glucocinasa cataliza la reaccion de fosforilacion en el carbono seis de
la glucosa; esta reaccion constituye el primer paso de la glucolisis. La hexocinasa IV o

glucocinasa (GCK) se expresa en el higado y en algunas células neuroendocrinas del



cerebro, intestino y pancreas de los mamiferos (Matschinsky y cols., 1993; Jetton y
cols., 1994). Mutaciones heterocigotas en el gen GCK, localizado en el cromosoma 7,
causan la diabetes MODY 2 (Hattersley y cols., 1992; Froguel y cols., 1993),
caracterizada por defectos en la sensibilidad de la glucosa, lo cual conduce a un umbral
de glucosa incrementado para la estimulacion de la secrecién de la insulina y en
consecuencia se produce hiperglucemia moderada (Bell y cols., 1996). La diabetes
MODY 2 representa alrededor del 20-30% de todos los subtipos de MODY (Frayling y
cols., 2001; Pruhova y cols., 2003). En 1993, paralelamente a la caracterizacion de
MODY 2 se encontraron mutaciones en GCK en mujeres con DG (Stoffel y cols., 1993;
Zouali y cols., 1993). Estos dos estudios, junto con estudios subsecuentes, han
demostrado que la prevalencia de las mutaciones en GCK en mujeres con DG es
alrededor del 5% (Saker y cols., 1996; Weng y cols., 2002). Sin embargo, Ellard y
colaboradores encontraron que la prevalencia de las variantes de GCK era de 80% en
una pequefla muestra de mujeres inglesas caucasicas con DG seleccionadas por
criterios clinicos especificos: 1) hiperglucemia en el ayuno persistente fuera del
embarazo (5.5- 8 mmol/L), 2) un pequefio incremento (<4.6 mmol/L) durante una
CTOG de 2 horas, 3) tratamiento de insulina durante al menos un embarazo pero
subsecuentemente controlado con dieta y 4) un familiar en primer grado con DT2, DG o
hiperglucemia en el ayuno (>5.5 mmol/L) (Ellard y cols, 2000). Con respecto al papel
de las variantes comunes encontradas en pacientes MODY en el desarrollo de DG, la
variante comun -30G>A en el promotor de GCK especifico de la célula B pancreatica ha
sido asociada a un incremento modesto en el riesgo de DG (OR=1.28) (Shaat y cols.,
2006); la presencia del alelo A de esta variante en la madre también ha sido asociada a
un incremento en el peso al nacimiento del bebé, el cual probablemente refleja un valor
elevado de glucosa en el ayuno en la madre durante el embarazo (Weedon y cols.,
2005).

Otro de los genes MODY estudiados con relacion a la DG es HNF-Ia. Este gen
codifica para un factor de transcripcion que regula la expresion de genes especificos en

el higado y en la célula B pancreatica (Yamagata y cols., 2002). Mutaciones en HNF-1a



causan la diabetes MODY 3, la cual se caracteriza por disfuncion severa de la célula 8
pancreatica (Lehto y cols., 1997). La diabetes MODY 3 representa alrededor del 12-
65% de todos los subtipos MODY en Europa (Frayling y cols., 2001; Pruhova y cols.,
2003). En el estudio realizado por Lehto y colaboradores, se sugiri6 que HNF-1a podia
tener un papel importante en la predisposicion a la DG, ya que se demostré que el 38%
de las mujeres diabéticas con ligamiento al gen MODY 3 (HNF-1¢) tenian historia de DG
(Lehto y cols., 1997). Ademas, en el estudio realizado por Weng y colaboradores en 66
mujeres suecas con DG se identificoO en una mujer la mutacion A203H en HNF-1¢; esta
mutacion fue considerada diabetogénica, ya que la paciente desarroll6 DT2 un afio
después del parto (Weng y cols., 2002). Se ha reportado también que portadores de
mutaciones en HNF-Iatienen una edad de aparicion mas temprana de la diabetes
cuando sus madres presentan hiperglucemia durante el embarazo (Stride y cols., 2002).
En un estudio realizado en poblacién escandinava, se encontrd que el polimorfismo 127L
estaba asociado a un riesgo incrementado de DG (Shaat y cols., 2006); en otro estudio
sueco se demostré que este polimorfismo estaba asociado a disminucion de la actividad
transcripcional /n vitro asi como a DT2 y a rasgos fenotipicos de esta enfermedad
(Holmkuvist y cols., 2006). En un estudio se reportdé también que el polimorfismo 127L
influye en la funcién de la célula B pancreatica, ya que altera la primera y la segunda
fase de respuesta de la insulina (Chiu y cols., 2003), por lo cual este polimorfismo al
provocar dafio en la funcién de las células B pancreaticas puede predisponer a las
mujeres a desarrollar intolerancia a la glucosa cuando presentan resistencia a la insulina

durante el embarazo (Chiu y cols., 2003; Shaat y Groop, 2007).

El gen de /PFI codifica para un factor de transcripcion que regula la transcripcion
de diversos genes incluyendo el de la insulina y el del transportador de glucosa GLUTZ2;
IPF1 tiene un papel fundamental en el desarrollo y en el metabolismo de la célula
pancreatica (Petersen y cols., 1994; Jonsson y cols., 1995; Ahlgren y cols., 1998;
Frayling y cols., 2001). Mutaciones en /PF1 causan la diabetes MODY 4 (Weng y cols.,
2001; Gragnoli y cols., 2005). Hasta el momento se han encontrado mutaciones en

IPF1 relacionadas con la susceptibilidad a DG en poblacién sueca e italiana (Weng y



cols., 2002; Gragnoli y cols., 2005). En el estudio realizado en poblacion sueca se
analizaron 66 mujeres con DG y se encontro la mutacion P239Q en el gen /PF1 en una
de las pacientes; la expresion de esta mutaciéon (P239Q) en células Nes2y mostré una
reduccion de alrededor del 50% en la capacidad de activacion de la transcripcion del
gen de la insulina comparada con el IPF1 silvestre (Weng y cols., 2002). En el estudio
desarrollado en poblacion italiana se encontré la mutacién P33T, la cual incrementé el
riesgo de susceptibilidad a la DG e /n vitro esta mutacion redujo la union al DNA y la
funcién de activacion transcripcional de la proteina mutante comparada con el IPF1

silvestre (Gragnoli y cols., 2005).

Recientemente por estudios de asociacion del genoma completo se han logrado
identificar genes nuevos de predisposicion a la DT2, el mas importante de ellos es el
gen 7CF7L2 (Weedon y cols., 2007). En el reporte donde se identificé por primera vez a
TCF7L2 como un gen asociado a la diabetes, el microsatélite DG10S478 dentro del
intron 3 del gen 7CF7L2 fue altamente asociado a la DT2 en tres cohortes de poblacion
caucasica (islandesa, danesa y estadounidense) y cinco SNPs se encontraban en
desequilibrio de ligamiento con este marcador; los portadores de los alelos de riesgo de
forma heterocigota y homocigota tenian riesgos relativos de 1.45 y 2.41,
respectivamente (Grant y cols., 2006). De esos cinco SNPs, el SNP rs12255372 y el SNP
rs7903146 fueron identificados como los més fuertemente asociados a DT2; en estudios
subsecuentes se determind que el SNP rs7903146 tenia el mayor efecto (Grant y cols.,
2006; Goodarzi y Rotter, 2007). El producto del gen 7CF7L2 es un factor de
transcripcion implicado en la homeostasis de la glucosa; actia a traves de la regulacion
de la expresion del gen del proglucagon en las células enteroenddcrinas participando en
la via de sefalizacion Wnt; esto sugiere que 7CF7L2 modula el riesgo a la diabetes via
un dafio en la secrecién de la insulina (Grant y cols., 2006; Goodarzi y Rotter, 2007;
Hattersley, 2007). Estudios genéticos y epidemiold6gicos sugieren una asociacion entre
la DT2 y la DG; ambas son enfermedades poligénicas y multifactoriales caracterizadas
por disfuncion de la célula B pancreatica y resistencia a la insulina (Shaat y cols., 2007).

Por lo anterior también se ha estudiado el papel de las variantes en 7CF7L2 en la



susceptibilidad al desarrollo de DG. Hasta el momento existen solo dos estudios, uno
realizado en 649 mujeres con DG y 1232 controles de poblacidon escandinava; en este
estudio se encontré que el alelo T del SNP rs7903146 estuvo asociado a un riesgo
incrementado de DG con un OR= 1.49 y un valor de p= 4.9 x 10 (Shaat y cols., 2007).
El otro estudio se realizé en 132 familias mexico-americanas con un probando con DG
previa y se reporté que el SNP rs12255372 estaba asociado a DG con un OR=2.49 y un
valor de p=0.018; ademas en este estudio se encontré que este SNP interactuaba con
la adiposidad para alterar la secrecion de insulina en la poblacibn mexico-americana

estudiada (Watanabe y cols., 2007b).

Por ultimo, otros dos genes que han sido analizados para su posible asociacion a
DG debido a su previa asociacién a DT2 y/o a diabetes MODY son el gen que codifica
para el receptor y activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy) y el gen que
codifica para el factor nuclear del hepatocito 4o (HNF-4c), de los cuales por ser motivo

de este estudio se hablara con mas detalle a continuacion.

3. PPARy

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARs) son factores
de transcripcién que pertenecen a la superfamilia de receptores de hormonas nucleares.
Existen tres tipos de PPARs: PPARa, PPARB-6 y PPARy. Los PPARs forman un
heterodimero con el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) y se unen a los elementos
de respuesta presentes en los genes blanco (Berger y Moller, 2002; Aleman y cols.,
2004). Los PPARs controlan la expresion de genes que participan en la sintesis y en la
oxidacion de acidos grasos; ademas estan involucrados en el almacenamiento de acidos
grasos en diferentes tejidos. Estos receptores se localizan en la mayoria de los tejidos;
PPARa es la forma mas abundante en el higado y en el musculo esquelético, PPARB-6
se expresa predominantemente en la placenta y en el intestino grueso, mientras que

PPARYy se localiza principalmente en el tejido adiposo, aunque también se expresa en el



intestino grueso y en macrofagos (Walczak y Tontonoz, 2002; Wieser y cols., 2008).
Los ligandos naturales de los PPARs son los acidos grasos poliinsaturados y algunos
eicosanoides (Berger y Moller, 2002; Aleman y cols., 2004). Los ligandos sintéticos mas
potentes de los PPARs son los fibratos y las tiazolidinedionas (TZDs), los cuales han
probado ser efectivos en el tratamiento de la dislipidemia y la DT2 (Auwerx, 1999;
Walczak y Tontonoz, 2002; Yki-Jarvinen, 2004).

3.1 Caracteristicas del gen PPARyy de la proteina que codifica.

El gen PPARy esté localizado en el cromosoma 3, en la banda 3p25 (Beamer y
cols., 1997). Este gen consta de 100 kb y estd compuesto de 9 exones (Fajas y cols.,
1997; Deeb y cols., 1998). Existen tres isoformas de esta proteina: PPARyl, PPARy2 y
PPARy3, las cuales se originan por la existencia de promotores alternativos en el mismo
gen y por procesos de corte-empalme (splicing) alternativos en el extremo 5' del gen
(Fajas y cols., 1997; Fajas y cols., 1998; Aleman y cols., 2004). PPARy2 contiene 28
aminoacidos adicionales en el extremo amino terminal a diferencia de PPARy1 [Figura
6] (Spiegelman, 1998; Elbrecht y cols., 1998; Moffett y cols., 2005); PPARy3 es idéntico
a PPARyl, pero utiliza un promotor alternativo para su transcripcion (Fajas y cols.,
1998). PPARyl y PPARy2 tienen un dominio de activacion dependiente de ligando y
también un dominio de activacion independiente de ligando en la region amino terminal
cuya actividad es potenciada por la insulina [Figura 6] (Werman y cols., 1997; Deeb y
cols., 1998). Se ha establecido que existe una expresion diferencial de las isoformas de
esta proteina en los tejidos u érganos; sin embargo, se conoce que la funcionalidad de
las tres isoformas es la misma, por lo que se tiende a generalizar el término de PPARy

sin especificar la isoforma (Aleméan y cols., 2004).

En los humanos, PPARy se encuentra abundantemente en el tejido adiposo

blanco y pardo, donde promueve la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos



(Walczak y Tontonoz, 2002; Aleman y cols., 2004). La isoforma PPARy1l se expresa en
el tejido adiposo en bajos niveles y en una gran variedad de células, incluyendo
macroéfagos, células epiteliales intestinales y en células de prostata; PPARy2 se expresa
principalmente en el tejido adiposo con niveles elevados y en menor grado en el
musculo esquelético, mientras que PPARY3 se expresa en el tejido adiposo blanco, en el
intestino y en macrofagos (Auboeuf y cols., 1997; Fajas y cols., 1998; Rosen y cols.,
2000; Aleman y cols., 2004). La proporcion del RNAm de PPARy1 y PPARy2 en el tejido
adiposo parece variar de un individuo a otro (Mukherjee y cols., 1997). Vidal-Puig y
colaboradores encontraron una correlacion positiva entre la proporcion de PPAR y1/y2 y
el indice de masa corporal; ademas ellos observaron expresion incrementada de ambas
isoformas en el tejido adiposo subcutaneo de las mujeres comparada con los hombres,
sugiriendo de esta manera que el efecto de la variacion genética en PPARy es mas

pronunciado en los sujetos obesos y en las mujeres (Vidal-Puig y cols., 1997).
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Figura 6. Organizacion del gen PPARy y variantes encontradas en PPARy2 (Stumvoll
y Héring, 2002).

PPARy actia como un sensor de lipidos, integrando el control homeostético de la

energia y el metabolismo de la glucosa y de los lipidos (Auwerx y cols., 2003). PPARy



tiene la capacidad de estimular la adipogénesis, ya que coopera con otras familias de
factores de transcripcion incluyendo los C/EBPs (CCAAT/enhancer binding proteins) y
los SREBPs (Sterol regulatory element binding proteins) para regular la diferenciacion
de los adipocitos; todos estos factores de transcripcidn de manera conjunta realizan los
cambios necesarios en la expresidbn de genes para el desarrollo de un adipocito
funcional (Ntambi y Young-Cheul, 2000; Rosen y cols.,2000; Walczak y Tontonoz,
2002).

Actualmente se ha evidenciado claramente que los ligandos de PPARy, por
ejemplo, las TZDs aumentan la sensibilidad a la insulina; esto se logra a través de
diversos mecanismos. PPARy al estimular la adipogénesis provoca un incremento en el
numero de adipocitos, lo cual favorece un aumento en la captura y el almacenamiento
de acidos grasos libres por los nuevos adipocitos y disminuye el tranporte de los acidos
grasos libres hacia el muasculo esquelético; PPARylogra este efecto mediante el
incremento en la expresion de genes como el de la proteina de union a acidos grasos
(aP2), la lipoproteina lipasa, la acil-CoA sintasa y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(Tontonoz y cols., 1995; Schoonjans y cols., 1995; Schoonjans y cols., 1996). Otro de
los mecanismos por los cuales los agonistas de PPARy pueden afectar el metabolismo
de los lipidos y de la glucosa es a través de la alteracion de las funciones enddcrinas del
tejido adiposo: PPARy disminuye la expresion del gen de TNF-a, el cual es un inhibidor
de la diferenciacion de adipocitos (Hoffman y cols., 1994; Walczak y Tontonoz, 2002;
Aleméan y cols., 2004); PPARy también disminuye la expresion del gen de la leptina, la
resistina e interleucina 6 (Rosen y Spiegelman, 2001) e induce la expresion de
adiponectina, una hormona que aumenta la sensibilidad a la insulina (Hotta y cols.,
2000; Walczak y Tontonoz, 2002). Se ha observado que PPARyen el mdusculo
esquelético aumenta la expresion del sustrato del receptor de la insulina 2 (IRS-2), la
subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3-cinasa (Pl 3-cinasa) y del transportador de
glucosa GLUT4 (Wu y cols., 1998; Rieusset y cols., 1999; Smith y cols., 2001); ademas
disminuye la expresion de la piruvato deshidrogrenasa cinasa 4, lo cual reprime el

metabolismo oxidativo de la glucosa y también disminuye la expresion de genes



involucrados en el transporte y la oxidacién de los acidos grasos (Way y cols., 2001).
Estos cambios sugieren que PPARyincrementa la utilizacion de glucosa en musculo,
mientras que en higado la activacion de PPARydisminuye la expresion de genes
involucrados en la gluconeogénesis (Way y cols., 2001; Aleméan y cols., 2004). En la
célula B pancreética, PPARy estimula la expresion de GLUT2 (Kim y cols., 2000) y regula
la expresion de la enzima GCK en la célula B y en el higado, lo cual demuestra que
PPARy controla la expresion de genes del aparato sensor de glucosa en pancreas,
regulando de esta manera la sensibilidad a la glucosa en las células By contribuyendo

en general a la homeostasis de la glucosa (Kim y cols., 2002; Kim y cols., 2004).

3.2  Variantes comunes y su asociacion a diversas entidades clinicas.

Diversos polimorfismos y mutaciones dominante negativas en PPARy se han
asociado a los componentes del sindrome metabdlico, tales como la hiperlipidemia
combinada, la obesidad, la resistencia severa a la insulina, la DT2 y la hipertension
arterial (Walczak y Tontonoz, 2002). Estas incluyen a la mutacibn muy rara con
ganancia de funcion Prol15GIn, la cual ha sido asociada con obesidad pero no a
resistencia a la insulina (Ristow y cols., 1998), dos mutaciones con pérdida de funcién
(Val290Met y Pro467Leu) reportadas en tres individuos con resistencia a la insulina
severa y peso corporal normal (Barroso y cols., 1999) y la variante frecuente Prol2Ala
(P12A) en el gen de PPARy2 [Figura 6], presente en todas las poblaciones humanas

estudiadas (Stumvoll y Haring, 2002).

La variante P12A (SNP rs1801282) fue identificada en 1997 y resulta del cambio
de una C (prolina) por una G (alanina) en el codon 12 del exdn B del gen PPARYy;, este
exon codifica el residuo amino terminal que define a la isoforma especifica PPARy2 y se
localiza dentro del dominio de activacion independiente de ligando de esta proteina
[Figura 6] (Yen y cols., 1997; Werman y cols., 1997). Se ha evidenciado que este

cambio provoca una reduccion en la actividad transcripcional y adipogénica de la



proteina in vitro, lo cual puede conducir a una disminucion en la masa del tejido

adiposo (Masugi y cols., 2000).

La primera evidencia de asociacion del polimorfismo P12A en el gen PPARy2 a la
DT2 se realizO en una muestra de sujetos finlandeses y en una muestra de sujetos
japoneses-americanos (Deeb y cols., 1998). En la muestra de sujetos finlandeses se
observo asociacion entre el polimorfismo P12A el indice de masa corporal y la
sensibilidad a la insulina. Los individuos con al menos una copia del alelo alanina (Ala)
tenian un menor indice de masa corporal y una mayor sensibilidad a la insulina
comparado con los individuos homocigotos para prolina (Pro); en la muestra de
japoneses-americanos ademas observaron un riesgo a DT2 incrementado
significativamente (OR=4.25) para los individuos homocigotos para Pro (Deeb y cols.,
1998). Después de este reporte, surgieron diversos estudios para valorar la contribucion
del polimorfismo Prol2Ala, obteniéndose una gran variedad de asociaciones positivas y
negativas (Hegele y cols., 2000; Watanabe y cols., 2007a). En un meta-analisis
realizado en el 2000 se reportd un riesgo relativo modesto, pero significativo (RR=1.25;
p=0.002) para el desarrollo de DT2 en presencia del alelo Pro (Altshuler y cols., 2000).
De manera interesante, el alelo Pro también ha sido asociado a riesgo de desarrollo de
DT1 (Eftychi y cols., 2004) y el alelo Ala ha sido reportado como alelo de proteccién en
el desarrollo de nefropatia diabética en diversas poblaciones (Hermann y cols., 2002;
Pollex y cols., 2007). Este polimorfismo ha sido asociado también a obesidad en
diversas poblaciones, incluyendo mexicanos mestizos y dos poblaciones amerindias de

México (Kadowaki y cols., 2002; Canizales y cols., 2007).

Otra variante comun de PPARy que ha sido ampliamente estudiada en diversas
poblaciones, es una sustitucion C-->T en el exén 6 del gen. Esta variante ha sido
asociada a riesgo reducido de enfermedad arterial coronaria en poblacion australiana
caucasica (Wang y cols., 1999) y a niveles circulantes de leptina en personas obesas
francesas (Meirhaeghe vy cols., 1998). Valve y cols. examinaron las variantes P12A y

C161T en poblacién finlandesa y encontraron que ambos polimorfismos estaban



asociados a diversos rasgos de obesidad en mujeres obesas; sin embargo, el
polimorfismo P12A mostré una asociacion mas fuerte que el polimorfismo C161—T
(Valve y cols., 1999).

En un estudio realizado en un grupo de individuos hispanos y no hispanos (San
Luis Valley Diabetes Study), se genotipificaron las variantes P12A y C161—T de PPARy
para determinar si existia asociacién de estas dos variantes con niveles de glucosa en
ayuno, insulina, niveles de acidos grasos libres, sensibilidad a la insulina y grasa
corporal (Moffett y cols., 2005). No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre las frecuencias de los individuos hispanos y no hispanos, ni asociacion significativa
con los fenotipos metabdlicos en hombres. Sin embargo, en las mujeres si hubo
asociacion entre la variante C161—T e insulina en el ayuno (p= 0.008) y resistencia a la
insulina (p=0.007); ademas, en las mujeres de este estudio, el polimorfismo C161—T
parecia predecir de una mejor manera los niveles de insulina en el ayuno y resistencia a
la insulina que la variante P12A; por lo anterior, en dicho estudio concluyeron que sus
resultados apoyaban la hipotesis de que el polimorfismo C161—T esta en desequilibrio
de ligamiento con variantes funcionales aun no identificadas en PPARy o en otro gen en

la misma regién (Moffet y cols., 2005).

En relacion a la diabetes gestacional y la variante P12A de PPARy, hasta el
momento se han realizado solo dos estudios, uno en poblacion arabe y escandinava y
otro en poblacién escandinava exclusivamente. En el estudio realizado en poblacion
arabe y escandinava no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
la frecuencia de la variante P12A en las 500 pacientes con DG (400 escandinavas y 100
arabes) con respecto a los controles (428 escandinavas y 122 arabes) (Shaat y cols,
2004). En el otro estudio realizado en 649 mujeres escandinavas con diabetes
gestacional y en 1232 controles se encontré que el polimorfismo P12A tampoco estaba

asociado a DG (Shaat y cols., 2007).



Catalano y colaboradores demostraron que el RNAm y la proteina de PPARYy se
expresaban un 38% menos en el tejido adiposo de controles embarazadas obesas y un
48% menos en las pacientes obesas con DG comparadas con controles obesas no
embarazadas; la disminucién en la expresion de PPARy sugiere que esta proteina es
importante en la regulacion del catabolismo de los lipidos durante la gestacion
(Catalano y cols.,2002). En un estudio realizado recientemente se reporté que solo las
mujeres con DG que portaban el polimorfismo P12A ganaron significativamente mas
peso durante su embarazo, lo cual sugiere que este polimorfismo juega un papel
dinamico e interactivo en la regulacién del IMC y la homeostasis de la glucosa (Tok y
cols., 2006).

4. CASQL.

4.1. Caracteristicas del gen y de la proteina que codifica.

El gen CASQ1 se localiza en el cromosoma 1, en la banda 1g21. Este gen consta
de 11 exones y codifica para la proteina denominada calsecuestrina (CASQ1) [Figura 7],
una proteina que se une al calcio y se encarga de su almacenamiento; CASQl se
localiza en el reticulo sarcoplasmico de las células de musculo esquelético (Fujii y cols.,
1990; Otsu y cols., 1993). CASQ1 es un componente importante del reservorio de Ca**
luminal y juega un papel fundamental en el flujo del calcio a través de la regulacion de
la actividad del canal de calcio y de la interaccion con otras proteinas presentes en el
reticulo sarcoplasmico (Shin y cols., 2003). Se ha demostrado que la liberacion del
calcio desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citosol regula la expresién de GLUT4 y el
transporte de glucosa en el masculo (Ojuka y cols., 2002). Ademas, se ha observado
gue la expresion de CASQ1 y su unién al calcio se incrementa en el masculo esquelético

de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (Howarth y cols, 2002).



4.2. SNPs asociados a DT2.

Mediante la realizacibn de escaneos completos del genoma humano se ha
identificado un locus de susceptibilidad para el desarrollo de la DT2 en el cromosoma
1g21-24 en diversas poblaciones: indios Pima (Hanson y cols., 1998), caucasicos de
Utah (Elbein y cols., 1999), caucésicos franceses (Vionnet y cols., 2000), caucasicos
ingleses (Wiltshire y cols., 2001), poblacién amish o menonita (Hsueh y cols., 2003) y
en poblacion china (Xiang y cols., 2004). En este locus se encuentra el gen CASQ1, el
cual, como se menciond anteriormente, codifica para CASQ1, una proteina que regula
indirectamente la expresion de GLUT-4, el transportador de la glucosa en las células del
musculo (Das y cols, 2004). En conjunto, estos datos sugieren que CASQ1 puede jugar
un papel importante en el transporte de glucosa estimulado por insulina y que variantes
de secuencia en CASQI que alteren la expresion o funcion de la proteina pueden
cambiar el flujo intracelular del Ca** y disminuir el transporte de glucosa, favoreciendo

el desarrollo de intolerancia a la glucosa o de diabetes (Fu y cols., 2004).
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Figura 7. Estructura del gen CASQIy los SNPs asociados a diabetes en poblacién amish
(menonita) y en poblacion europea caucésica. Los exones se muestran como cuadros
negros y los intrones como lineas horizontales. Los SNPs en rojo y azul estuvieron
asociados a DT2 en poblacion menonita; los SNPs en verde forman un haplotipo
asociado a DT2 en poblacién europea caucasica (Figura modificada de Fu y cols., 2004).



En un estudio realizado en poblacion menonita se reporté que el SNP rs2275703
en el intrén 4 y el SNP rs617698 en el intron 2 del gen CASQI estuvieron asociados al
riesgo de desarrollo de DT2, con un valor de OR=1.75 (p=0.008) y OR=1.54 (p=0.04)
respectivamente, utilizando un modelo aditivo [Figura 7] (Fu y cols., 2004). El alelo
comun de ambos polimorfismos fue el que se asocié a un mayor riesgo de DT2 (Fu y
cols., 2004).

En otro estudio realizado en poblacién europea caucasica, un haplotipo de 6
SNPs (cuatro localizados en el intron 2, uno en el intron 1 y uno en la regioén 5' del gen)
se encontré asociado a riesgo para desarrollar DT2 (p=0.008) [Figura 7] (Das y cols.,
2004). Tres de los SNPs reportados como asociados a DT2 en los estudios
anteriormente mencionados (SNPs 2351, rs3747623 y rs617698), fueron analizados por
nuestro grupo de trabajo en la poblacién mexicana con DT2, concluyendo que no habia
asociacion de dichos SNPs al riesgo de DT2 en la muestra de la poblacion mexicana

estudiada.

5. USF-1.

5.1. Caracteristicas del gen y de la proteina que codifica.

USF-1 es un gen que codifica para el factor de transcripcion rio arriba 1 (USF-1),
conocido en un principio como Upstream Stimulatory Transcription Factor 1 vy
posteriormente nombrado Upstream Transcription Factor. En los mamiferos, USF-1
tiene una organizacion gendémica similar, consta de 10 exones y tiene una extension de
aproximadamente 6.7 kb (Henrion y cols., 1996; Corre y Galibert, 2005). USF-1 se
localiza en el ratébn y en el humano en la region cromosémica 1922-g23 [Figura 8]

(Shieh y cols., 1993; Henrion y cols., 1995).

USF-1 es miembro de una familia de factores de transcripcion eucariéticos



conservados evolutivamente y constituidos por una estructura basica de hélice-vuelta-
hélice (HLH) y un cierre de leucina (LZ) [Figura 8] (Atchley y Fitch, 1997; Corre y
Galibert, 2005). La region béasica del gen esta involucrada en la interaccion del DNA con
sitios consenso de una caja-E (CANNTG), donde NN es generalmente GC o CG; estos
motivos de caja-E se encuentran en los genes blanco de USF-1 (Ferre-D'Amaré y cols.,
1994). Existe una region altamente conservada en el gen USF-1, conocida como region
especifica de USF (USR) y es codificada por el exon 6; esta region se localiza rio arriba
de la region basica del gen (b) [Figura 8]. Los dominios hélice-vuelta- hélice y el cierre
de leucina estéan involucrados principalmente en la dimerizacion, aunque la integridad
del cierre de leucina es esencial para la union especifica y de alta afinidad de USF-1
(Baxevanis y Vinson, 1993; Sha y cols., 1995). La fosforilacion de USF-1 en la posicion

T153 es esencial para su actividad transcripcional [Figura 8] (Corre y Galibert, 2005).
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Figura 8. Estructura del gen (A) y de la proteina USF-1 (B). (A y B) La secuencia en
amarillo corresponde al dominio o region bésica (b), en rojo se encuentra el dominio
hélice-vuelta-hélice (HVH) y en negro el cierre de leucina (LZ). En azul se encuentra el
dominio USR (Region especifica de USF), localizado rio arriba de la region béasica; USR
es esencial para la activacion de la transcripcion de USF-1 (Figura modificada de Corre
y Galibert, 2005).

USF-1 es una proteina de 43 kDa que se expresa de manera ubicua en los
mamiferos (Sirito y cols., 1994). Esta proteina es un elemento regulatorio clave de la

maquina transcripcional y participa en diferentes procesos transcripcionales, mediando



el reclutamiento de las enzimas encargadas del remodelaje de la cromatina y ademas
interactuando con coactivadores y miembros del complejo de preiniciacion de la
transcripcion como TFIID y factores asociados a TBP (TAFs) (Bungert y cols. 1992;
Chiang y Roeder, 1995; West y cols., 2004; Corre y Galibert, 2006).

USF-1 es un factor de transcripcion importante en diversos procesos celulares,
incluyendo la respuesta inmune humoral y celular (Galibert y cols., 1997; Wallin y cols.,
1999), la respuesta al estrés (Corre y cols., 2004), el ciclo celular y la proliferacion
celular (North y cols., 1999; Ismail y cols., 1999). USF-1 esta involucrado también en la
regulacion de la expresion de diversos genes del metabolismo de lipidos y de
carbohidratos (Corre y Galibert, 2006). USF-1 regula la expresién de gen de la insulina,
el gen de la proteina de union 1 al factor de crecimiento de la insulina (IGF-BP1), el gen
del receptor de glucagon, el gen de la subunidad catalitica de la glucosa-6-fosfatasa
islote-especifica y el gen de la glucocinasa; todas estas proteinas, hormonas y enzimas
son importantes en el control del metabolismo de la glucosa (lynedjian, 1998; Read y
cols., 1993; Matsukawa y cols., 2001; Portois y cols., 2002; Martin y cols., 2003).
Ademas USF-1 se ha relacionado con la lipogénesis, ya que regula la expresion de
diversos genes incluyendo el gen de la sintasa de &cidos grasos, distintas
apoliproteinas, la lipasa hepatica y la acetil-CoA carboxilasa, entre otros (Corre y
Galibert, 2005).

5.2. Variantes comunes y su asociacion a diversos fenotipos metabolicos.

La hiperlipidemia familiar combinada (FCHL), una enfermedad caracterizada por
niveles séricos elevados de colesterol total, triglicéridos o ambos, fue ligada y asociada
por primera vez al gen USF-1 en 60 familias finlandesas. En este estudio la asociacion
mas fuerte se observd con dos SNPs: usflsl (rs3737787) localizado en la region 3'UTR
de USF-1 'y usfls2 (rs2073658) localizado en el intrén 7 del gen y su haplotipo

combinado, especialmente en hombres con niveles de triglicéridos altos (p=0.0000009)



(Pajukanta y cols., 2004). Existe un fuerte desequilibrio de ligamiento en esta region
con 5 distintos clusters que representan la mayoria de las variantes comunes en la
region; usflsl y usfls2 también estan en fuerte desequilibrio de ligamiento y

pertenecen al mismo cluster de desequilibrio de ligamiento (Lee y cols., 2006).

Debido a que el gen USF-1 se ubica en la region cromosémica 1g22-23, cerca de
la sefial de ligamiento a DT2 ampliamente replicada en el cromosoma 1q y a que se ha
evidenciado que USF-1 participa en la regulacion de expresion de genes de las vias
metabdlicas de los carbohidratos y de los lipidos, se ha analizado el gen USF-1 en
diversas poblaciones para poder esclarecer si existe asociacion entre dicho gen y la
DT2, FCHL, enfermedades cardiovasculares y diversos rasgos metabdlicos relacionados
(Hitman y Sudagani, 2004; Lee y cols. 2006; Suviolahti y cols., 2006).

Las variantes de USF-1 han sido investigadas en varios estudios independientes
con muestras de individuos con FCHL o con riesgo de enfermedad arterial coronaria
prematura (Lee y cols., 2006; Suviolahti y cols., 2006). En uno de estos estudios se
genotipificaron los dos SNPs asociados anteriormente a FCHL en las familias finlandesas
[usflsl (rs3737787) y usfls2 (rs2073658)] y se encontré asociacion de estas variantes
de USF-1 en 87 familias de Utah que presentaban muertes tempranas por enfermedad
arterial coronaria (CHD), accidente vascular cerebral o hipertension arterial
diagnosticada tempranamente y en 262 individuos relacionados que padecian FCHL. El
SNP usflsl mostrd evidencia de asociacion con FCHL (p=0.02), triglicéridos y colesterol
LDL (p=0.02 para ambos rasgos) y nuevamente se evidencié una mayor asociacion en
hombres (p=0.001-0.002) (Coon y cols., 2005).

El primer estudio que logré replicar la asociacion entre las variantes de USF-1y
la FCHL fue realizado en 24 familias multigeneracionales mexicanas no relacionadas, de
las cuales se genotipificaron 314 individuos (Huertas y cols., 2005). Trece SNPs dentro
de una region de 88 kb fueron examinados; la FCHL y niveles altos de triglicéridos se

asociaron a 3 SNPs: fllrs4 (hCV1459766), rs3737787 y rs2073658. El andlisis por



haplotipos confirmé esta asociacion, ya que para el haplotipo usflsl-fllrs4 se obtuvo
una p=0.0009 para triglicéridos y una p=0.02 para FCHL, mientras que para el
haplotipo usflsl-usfls2 los valores de p fueron 0.006 y 0.03 para triglicéridos y para
FCHL respectivamente. En contraste a los resultados reportados en familias finlandesas,
en las mexicanas no se observo efecto especifico de género y la region de asociacién se
restringio de aproximadamente 46 kb en los finlandeses, a 14 kb en los mexicanos, esto
debido probablemente a las diferencias en la estructura del desequilibrio de ligamiento

entre las diversas poblaciones (Huertas y cols., 2005).

Recientemente en un estudio realizado en familias alemanas con FCHL y en una
cohorte de sujetos blancos de Estados Unidos con CHD se analizd el SNP rs3737787 y
se encontraron asociaciones entre el alelo coman del SNP rs3737787 y la FCHL, niveles
elevados de colesterol y/o triglicéridos y rasgos metabdlicos relacionados (p=0.02 a
0.006) exclusivamente en los hombres de las familias estudiadas; en los blancos de
Estados Unidos se encontraron asociaciones dependientes de género con los niveles de
triglicéridos y distintos rasgos metabolicos, siendo el alelo comdn el asociado en
hombres (p=0.04 a 0.02) y el alelo raro en mujeres (p=0.05-0.002). Estos resultados
demostraron que USF-1 influye de manera diferente en ambos géneros en cuanto a los
distintos factores de riesgo cardiovasculares en las poblaciones alemanas y de Estados

Unidos estudiadas (Lee y cols., 2007).

En dos estudios independientes se investigd la posible contribucion de los alelos
de USF-1 a los rasgos metabolicos que constituyen la DT2 y el sindrome metabdlico
(Lee y cols., 2006). En un estudio realizado en poblacion china, se analizaron tres SNPs
de USF-1: rs3737787, rs2516841 y rs2516839; se estudiaron 179 familias con DT2,
1385 casos con DT2 y 432 controles (Ng y cols., 2005). Se encontré una asociacién
significativa entre el SNP rs3737787 (usflsl) y el riesgo de DT2 y algunos rasgos
fenotipicos del sindrome metabdlico en las familias analizadas [Figura 9]; sin embargo,
en los casos no se encontré asociacion a la DT2 ni al sindrome metabdlico, lo cual

podria implicar que la regién analizada posee genes adicionales de susceptibilidad para



DT2 o el sindrome metabdlico (Ng y cols., 2005).

USF1 (6.7 Kb) /:l
1.
rs3737787

Figura 9. Estructura del gen USF-1y localizacion del SNP usflsl (rs3737787), altamente
asociado a FCHL, CHD y rasgos metabolicos en diversas poblaciones. Usflsl representa
un claster de 19 SNPs en desequilibrio de ligamiento y se localiza en la region 3'UTR de
USF-1 (Figura modificada de Ng y cols., 2005).

En otro estudio realizado en poblacion caucasica francesa, se investigé la
contribucion de ocho SNPs a la susceptibilidad para el desarrollo de DT2 en 744 casos
no relacionados y en 731 controles (Gibson y cols., 2005). Ninguno de los ocho SNPs
analizados, incluyendo usflsl y usfls2, mostraron diferencia en las frecuencias alélicas
entre los diabéticos y los controles estudiados, por lo que concluyeron que no
encontraron evidencia para apoyar la hipotesis de que la variacidbn genética en USF-1
contribuye a la susceptibilidad a la DT2 en la poblacion caucésica francesa estudiada
(Gibson y cols., 2005).

6. HNF-4a.
6.1. Caracteristicas del gen y la proteina que codifica.

El gen HNF-4a codifica para el factor nuclear del hepatocito 4o (HNF-4a) y se

localiza en la regién cromosdmica 20g12-q13.1 (Argyrokastritis y cols., 1997). HNF-4a

es un gen de aproximadamente 30 kb y comprende 13 exones: los exones 2-10 y los



exones que sufren el proceso de corte-empalme (splicing) alternativo 1a, 1b, 1c y 1d
(Ellard y Colclough, 2006). El gen HNF-4« codifica para nueve isoformas; el promotor
P1 especifico de higado conduce la expresion de los transcritos de HNF-4a 1 a 6, los
cuales incluyen los exones la y 2-10 (HNF-4a 1 a 3) o los exones la, 1b y 2-10
(HNF-404 a 6) [Figura 10]. Los transcritos de HNF-4a. 7 a 9 son expresados a partir del
promotor P2 pancreético, localizado aproximadamente 46 kb rio arriba del sitio de inicio
de la transcripcién de HNF-4a; estos transcritos experimentan splicing del exéon 1d al
exon 2, sin la inclusiéon de secuencias de los exones la o 1b [Figura 10] (Thomas y
cols., 2001). En el pancreas HNF-la activa la transcripcion de HNF-4a a través del
promotor P2, el cual a su vez activa la transcripcion de HNF-Ia (Ellard y Colclough,
2006).

rs2144908 rs6031538 rs745975

Figura 10. Estructura del gen HNF-4« y localizacion de los SNPs asociados a diversas
entidades clinicas: a DT2 en diversas poblaciones (rs2144908), triglicéridos altos en
familias mexicanas (rs6031558) y el haplotipo asociado a triglicéridos altos en familias
mexicanas (rs6031558-rs745975) (Figura modificada de Weissglas y cols., 2006).

HNF-4a es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares y es un factor
de transcripcién dependiente de ligando (Yamagata y cols., 1996; Furuta y cols., 1997).
HNF-4o estd compuesto por varios dominios funcionales: un dominio de activacion
amino terminal (AF1), una regién de union a DNA formada por dedos de zinc, un
dominio de dimerizacion y de unién al ligando con una segunda funcion de activacion
(AF2) y un dominio de represion carboxilo terminal (Erdmann y cols., 2007). Los
ligandos naturales de HNF-4a son &cidos grasos enddgenos los cuales actian como

cofactores estructurales (Dhe-Paganon y cols., 2002).



HNF-4a se expresa en higado, en rifidn, en intestino, en pancreas y en estbmago
(Tanaka y cols., 2006). En el higado, este factor de transcripcion juega un papel
importante en la regulacion de varios genes involucrados en el metabolismo de la
glucosa, acidos grasos, aminoacidos y colesterol, asi como en la coagulacién sanguinea
y en el desarrollo y diferenciacion del hepatocito (Miura y cols., 2006). En el pancreas,
HNF-4o es fundamental en el desarrollo, diferenciacion y funcion de la célula B
pancreédtica (Hansen y cols., 2002; Weedon y cols., 2004); ademas HNF-4a regula la
expresion de genes involucrados en el metabolismo y en el transporte de la glucosa en
la célula B pancreatica como el gen que codifica para el canal rectificador de entrada
de potasio (Kir6.2), el cual junto con SURL regula la secrecién de insulina de las células
B pancreaticas (Gribble y Reimann, 2003; Gupta y cols., 2005), el gen que codifica para
el transportador de glucosa GLUT2 y los genes que codifican para las enzimas
glucoliticas aldolasa B y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), entre otros
(Stoffel y Duncan, 1997).

6.2. Variantes comunes y su asociacion a diversas entidades clinicas.

Mutaciones heterocigotas raras en el gen HNF-4a causan la diabetes MODY 1;
los pacientes con este subtipo de diabetes presentan disminucién en la secrecion de la
insulina estimulada por glucosa y niveles alterados de lipidos y lipoproteinas (Yamagata
y cols., 1996; Herman y cols., 1997; Stride y Hattersley 2002; Miura y cols., 2006). La
diabetes MODY 1 representa alrededor del 2-5% de todos los subtipos MODY en Europa
(Frayling y cols., 2001; Pruhova y cols., 2003).

Existen numerosos estudios de ligamiento a la DT2 que muestran evidencia de
ligamiento a la region 20g12-13.1 (Bowden y cols., 1997; Ji y cols., 1997; Permutt y
cols., 2001), en la misma regiéon cromosémica donde se localiza el gen HNF-4c., por lo
que se ha evaluado la asociacién de varios SNPs que se encuentran en la region

promotora y codificante de HNF-4a en relacion a la susceptibilidad al desarrollo de la



DT2 en diferentes poblaciones. Los SNPs rs4810424, rs1884613, rs1882614 vy
rs2144908 de HNF-4ahan sido asociados a riesgo de DT2 en caucasicos ingleses
(Barroso y cols., 2003; Weedon y cols., 2004), en judios ashkenazi (Love-Gregory y
cols., 2004) y en finlandeses (Silander y cols., 2004); estos resultados se replicaron en
poblacibn menonita (Damcott y cols., 2005), en caucasicos daneses (Hansen y cols.,
2005) y en otra muestra de poblacion finlandesa, en la cual se reportaron nuevos SNPs
de HNF-4a asociados a DT2 (Bonnycastle y cols., 2006). En contraste, existen estudios
donde la asociacion de los polimorfismos en HNF-4a a DT2 es modesta, por ejemplo,
en indios Pima (Muller y cols., 2005) y en poblacion escandinava, caucésica de
norteamérica y de Polonia (Winckler y cols, 2007); en otros estudios no se ha
encontrado asociaciéon entre polimorfismos de HNF-4a y la DT2 en poblacion caucasica
francesa (Vaxillaire y cols., 2005), en poblacion china (Zhang y cols., 2006) y en

poblacién danesa con DT2 o DG previa (EK y cols., 2006).

En el estudio para prevenir la diabetes no insulino-dependiente (STOP-NIDDM)
se demostré que el poseer polimorfismos en HNF-4a predispone la conversion de los
sujetos intolerantes a la glucosa a diabéticos tipo 2. Mujeres con el alelo menos
frecuente del SNP rs4810424 mostraron tener un riesgo 1.7 veces mayor para
convertirse en diabéticas tipo 2 comparadas con las que poseian el alelo comun; esta

asociacion no se encontré en hombres (Andrulionyte y cols., 2006).

Con respecto al comportamiento de las variantes en AHNF-4a en poblacion
mexicana, recientemente se publicé un estudio de asociacion con niveles altos de
lipidos séricos (Weissglas y cols., 2006). Los SNPs que se analizaron fueron rs2144908,
el cual ha sido asociado a DT2 en diversas poblaciones (Weedon y cols., 2004; Silander
y cols., 2004), rs6031558, rs745975, rs3212198 y rs2425640. En este estudio se
examinaron 314 individuos pertenecientes a 24 familias mexicanas con FCHL y se
encontré6 que el alelo comun del SNP rs2144908 [Figura 10] se asocié a niveles
elevados de apoB; el SNP rs6031558 estuvo asociado a niveles altos de triglicéridos y

también se encontr6 un haplotipo de riesgo para niveles altos de triglicéridos



conformado por los SNPs rs6031558 y rs745975 [Figura 10] (Weissglas-Volkov y cols.,
2006). En otro estudio realizado en familias pertenecientes a poblacion mexico-
americana se analizo la asociacion de seis SNPs localizados en el promotor P2 de HNF-
4o (rs1884613, rs2144908, rs2425640, rs3212183, rs1885088 y rs3818247) a riesgo de
DT2 y se reportd que los SNPs rs1884613 y rs2144908, los cuales se encontraban en
desequilibrio de ligamiento, se asociaron a DT2 con un valor de p=0.003 (Lehman y
cols., 2007).

Considerando que mutaciones raras en los genes MODY GCK y HNF-Ia han sido
asociadas a DG (Stoffel y cols., 1993; Saker y cols., 1996; Ellard y cols., 2000; Weng y
cols., 2002) y que la disfunciébn de la célula B pancredtica es una caracteristica
fundamental tanto de la diabetes MODY como de la DG, Shaat y colaboradores
probaron la hipotesis de que variantes comunes en los genes MODY podian incrementar
el riesgo de DG (Shaat y cols., 2006). En 1880 mujeres escandinavas, 648 mujeres con
DG y 1232 embarazadas no diabéticas (controles), se analizaron tres SNPs localizados
rio abajo del promotor P2 de HNF-4a: rs2144908, rs2425637 y rs1885088; ninguna de

estas tres variantes estuvo asociada a DG en esa poblacion (Shaat y cols., 2006).

La funcion de la célula B pancreatica es un rasgo altamente heredable, por lo
cual ha surgido el interés en la identificacibn de genes relacionados con su disfuncién
durante el desarrollo de la DG. Debido a esto, se cred el estudio BetaGene, para el cual
se estan reclutando familias mexico-americanas con un probando con DG previa
(Watanabe y cols., 2007a). En este estudio se ha evaluado la asociacion del SNP
rs2144908 con la DT2 y rasgos fenotipicos relacionados, encontrando asociacién entre
esta variante y el indice de disponibilidad bajo, utilizando un modelo aditivo (P=0.035).
El indice de disponibilidad es una medida de la compensacion de la célula $ pancreatica
y Su asociacion es consistente con la funcidon biologica conocida de HNF-4aen estas
células, por lo tanto, los autores han sugerido que la variacion en HNF-4a puede
contribuir a la disfuncion de la célula B pancreatica observada en las pacientes con DG

(Watanabe y cols., 2007a).



En un estudio realizado recientemente se examin6 el peso al nacimiento y la
presencia de hipoglucemia en 108 pacientes provenientes de familias con diabetes
debida a mutaciones en el gen HNF-4a (Pearson y cols., 2007). El peso al nacimiento
estuvo incrementado por un promedio de 790 g en los portadores de mutaciones en
HNF-4a comparados con los miembros de la familia sin mutaciones (p<0.001); 56% de
los portadores de mutaciones en HNF-4afueron macrosémicos comparados con un
13% de los miembros de la familia sin mutaciones (p<0.001). La presencia de
hipoglucemia transitoria se reportd en 8 de los 54 infantes con mutaciones
heterocigotas en HNF-4a, pero no se reportd en ninguno de los 54 infantes sin
mutaciones en HNF-4a (p=0.003). Con estos resultados se concluyé que las mutaciones
en HNF-4a estdn asociadas con un incremento considerable en el peso al nacimiento y
macrosomia y son causa de hipoglucemia neonatal, lo cual puede provocar
hiperinsulinemia al nacimiento y evolucionar a secrecion de insulina disminuida y
desarrollo de diabetes en etapas posteriores de la vida (Pearson y cols., 2007; Glaser,
2007).



11.- JUSTIFICACION

La DG es la intolerancia a la glucosa que inicia 0 se reconoce por primera vez
durante el embarazo. Su prevalencia ha aumentado en los Ultimos afios a nivel mundial
y en nuestro pais. La DG es una enfermedad que conlleva diversos riesgos tanto para la
madre como para el feto y que confiere riesgo de desarrollar DT2 en la madre afios

después de la aparicion de la DG.

El conocimiento a detalle de la etiologia genética de la DG es un paso
fundamental para entender el proceso fisiopatoldgico de esta enfermedad y para
disefiar en un futuro mejores estrategias de diagnostico y de prevencion de
complicaciones. Se han realizado varios estudios de asociacion para evaluar la
contribucion de polimorfismos presentes en diferentes genes para el desarrollo de la
DG; sin embargo se desconoce el papel de diversos polimorfismos de los genes PPARY,
CASQ1, USF-1 y HNF-4a en la susceptibilidad al desarrollo de DG en poblacion

mexicana.



111.- HIPOTESIS

Diversos polimorfismos en los genes PPARy, CASQ1, USF-1' y HNF-4a estan

asociados a la susceptibilidad al desarrollo de DG en la poblacion mexicana.



V.- OBJETIVOS

1. Objetivo general.

Determinar la contribucion de los polimorfismos P12A y C161T en el gen PPARYy,
cuatro distintos SNPs en el gen de CASQ1, el SNP usflsl del gen USF-1y dos SNPs del
gen HNF-4acomo posibles alelos de susceptibilidad para el desarrollo de DG en

poblacion mexicana.

2. Objetivos particulares.

e Genotipificar los polimorfismos P12A y C161T del gen PPARy en pacientes con DG y
controles; evaluar la asociacion de ambos polimorfismos al desarrollo de DG, a los

rasgos cuantitativos estudiados y hacer el andlisis de asociacion por diplotipos.

e Genotipificar cuatro SNPs (2351, rs3747623, rs617698 y rs2275703) en el gen de
CASQ1 en pacientes con DG y controles; hacer el analisis por SNPs y por haplotipos

y evaluar su asociacion al desarrollo de DG y a los rasgos cuantitativos estudiados.

e Genotipificar el SNP usflsl del gen USF-1y evaluar su asociacion al desarrollo de

DG y a los rasgos cuantitativos estudiados.

e Genotipificar dos SNPs (rs2144908 y rs745975) en el gen de HNF-4aen pacientes
con DG y controles; hacer el analisis por SNPs y por haplotipos y evaluar su

asociacién al desarrollo de DG y a los rasgos cuantitativos estudiados.



V.- METODOLOGIA

1. Caracteristicas del estudio.

Las pacientes con DG, los controles normoglucémicos y los controles ideales
fueron reclutados en un periodo de dos afios (febrero del 2005 a enero del 2007). El
estudio de los polimorfismos de los genes PPARyy CASQI se realizé en la Unidad de
Biologia Molecular y Medicina Gendmica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de
la Nutricion Salvador Zubirdn (INCMNSZ) y del Instituto de Investigaciones Biomédicas
(11B) de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM). El estudio de los
polimorfismos de los genes USF-1y HNF-4a se realizé en el laboratorio de la Dra. Paivi
Pajukanta, perteneciente al Departamento de Genética Humana (Human Genetics) de la
Universidad de California, Los Angeles (UCLA), como parte de una estancia de
investigacion de cuatro meses con el objetivo de aprender el manejo de los programas
estadisticos SPSS v15.0 y Haploview 3.32 para realizar el analisis de los resultados

obtenidos en todo el proyecto.

2. Poblacion de estudio.

A) Estudio de los polimorfismos de los genes PPARyy CASQI.

a) Casos.

Este grupo estuvo comprendido por 94 mujeres embarazadas de origen
mexicano en por lo menos tres generaciones, diagnosticadas con DG de acuerdo a los
criterios de Carpenter y Coustan (ADA, 2006). Estas pacientes tenian una edad de 18 a
45 afios y se contaba con sus datos de indice de masa corporal y antecedentes
familiares. La captacion de estas pacientes se realizd a través de la Unidad de Medicina

Materno-Infantil del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del Instituto de
1



Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE). Se excluyeron
aquellas pacientes que presentaban problemas tiroideos (hipertiroidismo e

hipotiroidismo previos al embarazo).

b) Controles normoglucémicos.

En la mayoria de los estudios de asociacion a DG se utilizan como controles a
aquellas mujeres que cursan un embarazo normal, es decir, sin evidencia de desarrollo
de DG evaluada a través de la CTOG entre la semana 24-28 del embarazo que no
muestre ningun valor alterado. Sin embargo, la CTOG en todas las mujeres
embarazadas no es una prueba de rutina en nuestro pais, por lo cual al inicio de este
proyecto no fue posible contar con las mujeres controles mencionadas y se utiliz6 como
grupo control el constituido por 112 mujeres normoglicémicas (con un valor de glucosa
en el ayuno menor a 126 mg/dL) de origen mexicano en por lo menos tres
generaciones, mayores de 45 afios y que no refirieron antecedentes de DG durante sus
embarazos. Estos controles fueron captados a través del Departamento de
Endocrinologia del INCMNSZ. Para este grupo se excluyeron por lo tanto aquellas

mujeres con diagnoéstico previo de DG, DT2 o intolerancia a carbohidratos.

c¢) Controles con CTOG normal (Controles ideales).

Con la colaboracion de las autoridades del Instituto Nacional de Perinatologia

Isidro Espinoza de los Reyes (INPer IER), un afio después de iniciado el proyecto de
investigacion se logré la captacion de 46 mujeres embarazadas con una CTOG normal,
con datos de edad e indice de masa corporal. Se excluyeron aquellas mujeres con
diagnostico previo de DG, DT2 o intolerancia a carbohidratos y las que presentaban
problemas tiroideos (hipertiroidismo e hipotiroidismo previos al embarazo). Se continud
con la captacién de muestras de este grupo de controles para la realizacion del estudio
2



de los genes USF-1y HNF-4a.

B) Estudio de los polimorfismos de los genes USF-1'y HNF-4a.

a) Casos INPER.

Este grupo estuvo comprendido por 165 mujeres embarazadas de origen
mexicano en por lo menos tres generaciones, diagnosticadas con DG de acuerdo a los
criterios de Carpenter y Coustan (ADA, 2006). Estas pacientes tenian una edad de 18 a
45 afos y se contaba con datos de indice de masa corporal, presion sistélica y diastdlica
y antecedentes familiares. La captacion de estas pacientes se realizd en el Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes (INPer IER). Se excluyeron
aquellas pacientes que presentaban problemas tiroideos (hipertiroidismo e

hipotiroidismo previos al embarazo).

b) Casos CMN 20 de Noviembre.

Este grupo estuvo formado por 85 mujeres embarazadas de origen mexicano
en por lo menos tres generaciones, diagnosticadas con DG de acuerdo a los criterios de
Carpenter y Coustan (ADA, 2006). Estas pacientes tenian una edad de 18 a 45 afios y
se contaba con sus datos de indice de masa corporal y antecedentes familiares. La
captacion de estas pacientes se realizd a través de la Unidad de Medicina Materno-
Infantil del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE). Se excluyeron aquellas
pacientes que presentaban problemas tiroideos (hipertiroidismo e hipotiroidismo previos

al embarazo).



c¢) Controles

Este grupo estuvo constituido por 213 mujeres embarazadas con una CTOG
normal, con datos de edad (de 18 a 45 afios), indice de masa corporal y presion
sistdlica y diastdlica. Estos controles fueron captados en el Instituto Nacional de
Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes (INPer IER). Se excluyeron aquellas mujeres
con diagnostico previo de DG, DT2 o intolerancia a carbohidratos y las que presentaban

problemas tiroideos (hipertiroidismo e hipotiroidismo previos al embarazo).

3. Esquema general de trabajo.
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Como se observa en el esquema, en el caso del gen PPARyse tipificaron dos
SNPs: P12A, un SNP asociado a diabetes y obesidad en diversas poblaciones (Deeb y
cols., 1998; Altshuler y cols., 2000; Kadowaki y cols., 2002) y C161T, un SNP asociado
modestamente a obesidad en mujeres finlandesas (Valve y cols., 1999) y a resistencia a
la insulina en mujeres hispanas (Moffett y cols., 2005). P12A se genotipificO por PCR-
SSCP amplificando un fragmento de 167pb tal como se reportdé por Deeb vy
colaboradores (Deeb y cols., 1998). La técnica de PCR-SSCP es confiable y altamente
sensible en fragmentos de DNA menores de 300 pb (Kukita y cols., 1997). C161T se
genotipificé por PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan ya que es una técnica
altamente especifica, sensible, exacta y rapida y que tiene la ventaja de no requerir un
procesamiento post-PCR (Higuchi y cols., 1993). Con respecto al gen CASQI se
analizaron 4 SNPs (SNP2351, rs3747623, rs617698 y rs2275703), los cuales se
asociaron a DT2 en poblacion caucésica y menonita (Fu y cols., 2004; Das y cols.,
2004); estos SNPs fueron genotipificados también mediante la técnica de PCR en
tiempo real, utilizando sondas TagMan. En relacion al gen USF-1 se genotipificd el SNP
rs3737787 (usflsl) debido a que es un SNP que representa un clister de 19 SNPs en
desequilibrio de ligamiento, que ha sido asociado a niveles altos de triglicéridos en
familias mexicanas (Huertas y cols., 2005) y del cual se ha estudiado su posible
contribucion a los rasgos metabdlicos asociados a la DT2 y al sindrome metabdlico (Lee
y cols., 2006; Ng y cols., 2005; Gibson y cols., 2005). Del gen HNF-4a se analizaron los
SNPs rs2144908 y rs745975, el primero asociado a DT2 en diversas poblaciones
(Weedon y cols., 2004; Silander y cols., 2004; Lehman y cols., 2007) y el segundo
asociado a niveles altos de triglicéridos en familias mexicanas con FCHL (Weissglas-
Volkov y cols., 2006). Los SNPs de los genes USF-1y HNF-4a fueron genotipificados por
pirosecuenciacion en el laboratorio de la Dra. Paivi Pajukanta en UCLA. La
pirosecuenciacion es una técnica utilizada para el analisis de mutaciones y de SNPs por

su alta especificidad y sensibilidad (Fakhrai-Rad y cols., 2002).



4. Extraccion de DNA gendmico.

La extraccién de DNA gendmico se realizé a partir de leucocitos provenientes de
una muestra de sangre total, empleando la técnica de fenol-cloroformo, previa
digestion con proteinasa K (Sambrook y cols., 1989). Se observo la integridad del DNA
extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% previamente tefiido con
bromuro de etidio [0.5ug/uL], en amortiguador TBE 1X (Tris base 0.089 M, &cido borico
0.089 M, EDTA, pH 8, 0.002M) y se hizo un estimado de la concentracién de cada
muestra utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb para preparar diluciones
de 100 ng/uL de cada muestra, necesarias para la realizacion de los ensayos de SSCP,

PCR en tiempo real y pirosecuenciacion.

5. Genaotipificacion de los polimorfismos de PPARY.

5.1 Genotipificacion de P12A por PCR-SSCP.

a) Fundamento de la técnica.

Para la genotipificacion del polimorfismo P12A en el gen PPARy se utilizo la
técnica de PCR-SSCP (por sus siglas en inglés: Single Strand Conformation
Polymorphism; polimorfismo conformacional de una sola cadena). Esta técnica se utiliza
para la deteccidbn de variaciones alélicas debido a su simplicidad, sensibilidad vy
confiabilidad (Sunnucks y cols, 2000; Miterski y cols., 2000). En este método la region
de interés es amplificada por PCR (Polymerase Chain Reaction: reaccién en cadena de
la polimerasa) a partir de DNA genomico (Miterski y cols., 2000). El nucledtido citosina
(dCTP) que se utiliza en la mezcla para la reaccion esta marcado con fosforo radiactivo
(a-32P-dCTP). Los productos de la PCR se diluyen en soluciébn desnaturalizante, se
calientan a 95°C y se enfrian rapidamente para separar las dos cadenas de DNA de

cada uno de los alelos. Las cadenas sencillas forman puentes de hidrégeno
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intracatenarios después del choque térmico en condiciones desnaturalizantes y
adquieren por lo tanto una conformacion especifica dependiendo de su secuencia de
bases (Orita y cols., 1989; Kukita y cols., 1997). Los productos de la PCR, una vez que
se han desnaturalizado, se cargan en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante y se
someten a electroforesis, para que las cadenas se separen de acuerdo a su
conformacion. El gel se transfiere a una hoja de papel Whatman y se pone en contacto
con una placa radiogréfica. Al revelar la placa se observa un bandeo especifico en cada

una de las muestras, donde cada banda corresponde a una cadena Unica de DNA.

21245
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Prol2Pro < Prol2Pro Prol2Pro
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Figura 11. Patrones de bandas observados en una autorradiografia de acuerdo al
genotipo del polimorfismo P12A de PPARy presentado en cada muestra.

Si la region amplificada es polimérfica y bialélica (con dos formas alternativas en
la secuencia de bases), se pueden observar hasta cuatro bandas distintas y tres
patrones de bandas en la autorradiografia: uno correspondera al genotipo homocigoto
con la variante comun y presentara 2 bandas (Prol2Pro), el segundo genotipo
homocigoto para la variante no comun también presentara 2 bandas (Alal2Ala) y por
ultimo el genotipo heterocigoto presentara las cuatro bandas (Prol2Ala) [Figura 11]. El
método tiene la sensibilidad de detectar diferencias en los alelos debido a variaciones

en la secuencia de un solo nucleotido (Orita y cols., 1989; Kukita y cols., 1997).



b) Condiciones experimentales del PCR-SSCP para la genotipificacion de P12A.

La amplificacidon de la region de interés del gen PPARYy se realiz6 a través de una
PCR para obtener un fragmento de 167 pb que abarca el ex6n b del gen, en el cual se
localiza el polimorfismo Prol2Ala. Los iniciadores u oligonucléotidos utilizados fueron:
5'-GACAAAATATCAGTGTGAATTACAGC-3'(forward) y 5'-CCCAATAGCCGTATCTGGAAGG-
3' (reverse) (Deeb y cols., 1998); la reaccién se llevd a cabo en un termociclador

GeneAmp 9700 (Applied Biosystems).

La temperatura inicial de desnaturalizacion fue de 95°C durante 7 minutos. La
PCR se conformd por 35 ciclos que incluian cada uno 3 temperaturas: temperatura de
desnaturalizacion a 95°C, temperatura de alineamiento a 60°C y temperatura de
elongacién a 72°C; estas tres temperaturas se mantuvieron por 30 segundos y
finalmente una temperatura de elongacion de 72°C por 7 minutos. El volumen total de
reaccion de la mezcla para la PCR fue de 10uL y contenia: 1.0 uL de buffer 10X, (KCI-
Tris-HCI pH 8.3), 1.0 uL de MgCl, 25 mM, 0.8 uL de una mezcla equimolar al 2.5mM de
los nucleodtidos adenina, timina, y guanina (A,T,G), 1.0uL del nucleétido citosina
0.05mM, 50 ng de cada oligonucledtido, 0.25 U de Taq polimerasa (Taq Gold- Perkin
Elmer), 100 ng de DNA gendmico, 0.2 uCi de a-32P-dCTP (Amersham 3000 Ci/mmol,
10mCi/mL) y agua c.b.p. 10uL.

Una vez terminada la PCR, se agregaron a cada tubo de reaccion 32 uL buffer de
carga desnaturalizante que contenia formamida al 95%, EDTA 20mM, NaOH 10mM,
0.05% de azul de bromofenol y 0.05% de cianol de xileno. Los tubos con la mezcla del
producto de la PCR y el buffer se colocaron en el termociclador a 95°C durante 3
minutos para la desnaturalizacion de las cadenas del DNA e inmediatamente después
los tubos se colocaron en una cuba con hielo para mantener las cadenas separadas.
Posteriormente se cargaron 5ul de la mezcla de cada tubo en un gel de poliacrilamida al
6% con glicerol al 10%. La electroforesis se corrié con buffer TBE 1X a 30mA durante 6

horas. Después de la electroforesis el gel fue transferido a un papel Whatman 3M y se
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colocé en un secador de geles durante 2 horas. El gel totalmente seco se puso en
contacto con una placa radiografica Kodak a -70°C por 24 horas y se revelo en la

unidad de revelado del laboratorio de Biologia de la Reproduccion del INCMNSZ.

5.2  Genotipificacion de C161T por PCR en tiempo real.

a) Fundamento de la técnica.

La PCR en tiempo real es un método que, mediante la reacciébn de PCR y
deteccion de fluorescencia, permite cuantificar la cantidad de DNA producido, ya que la
emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA
formado; esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion
de amplificaciéon. La PCR en tiempo real es un método especifico y sumamente sensible;
en esta técnica, los procesos de amplificacion y deteccion se llevan a cabo de manera

simultanea (Higuchi y cols., 1993).

Los sistemas de deteccion de secuencia (SDS) por fluorescencia empleados en la
PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan
notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen a DNA de doble cadena. El
més empleado en PCR tiempo real es el SYBR green. El incremento de DNA en cada
ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema de
deteccion tiene la ventaja de que la optimizacion de las condiciones de reaccion es muy
facil; sin embargo, tiene baja especificidad, por lo cual los agentes intercalantes no

permiten la identificacién de polimorfismos.

Las sondas de hibridacion especificas son sondas marcadas con dos tipos de
fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la transferencia de
energia fluorescente mediante resonancia (Fluorescence Resonance Energy Transfer:
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FRET) entre las dos moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de hidrolisis,

denominadas también sondas TagMan.

Figura 12. Mecanismo de accién de la sonda TagMan en una PCR. En la etapa de
desnaturalizacion la sonda se encuentra intacta, los fluoréforos reportero (en verde) y
apagador (en rojo) estan proximos entre si y no hay emisién de fluorescencia. En la
etapa de alineamiento la sonda se hibrida con su secuencia complementaria y en la
etapa de extension una vez que ha comenzado la amplificacibn del DNA molde, se
escinde la sonda y el alejamiento del fluoréforo reportero y el apagador provoca la
emision de fluorescencia.

Las sondas TagMan tienen un marcador fluorescente (reportero) en el extremo 5’
que emite fluorescencia al ser excitado y una molécula que absorbe (apagador) la
fluorescencia emitida por el marcador en el otro extremo [Figura 12] (Livak, 1999;
McGuigan y cols., 2002). Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora
deben estar espacialmente préximas. Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia

10



emitida por el donador es absorbida por el aceptor; sin embargo, durante la
amplificacion del DNA molde, la sonda se hibrida con su cadena complementaria y al
desplazarse a lo largo de la cadena en su accion de sintesis, la Taq polimerasa, que
tiene actividad 5' exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5' de la sonda, produciéndose
la liberacion del fluorocromo donador. Como el donador y aceptor ahora estan
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector

[Figura 12].

El empleo de sondas TagMan garantiza la especificidad de la deteccion y permite
identificar polimorfismos o mutaciones puntuales (McGuigan y cols., 2002; Gibson y
cols., 2006). Las sondas TagMan presentan dos fluoréforos reporteros diferentes (VIC y
FAM), lo cual permite la deteccidén de la base incorporada. Una de las sondas incluye la
base correspondiente al alelo silvestre y la otra sonda presenta la base correspondiente
al alelo mutado; el fluor6foro detectado revela la presencia o ausencia del polimorfismo

en la muestra analizada.

El ensayo de discriminacion alélica, una de las aplicaciones de la PCR en tiempo
real, nos permite conocer el genotipo presente en cada una de las muestras de DNA
analizadas. El programa computacional SDS 2.2 acoplado al equipo de PCR tiempo real,
mediante la aplicacion de un algoritmo previamente establecido y tomando en cuenta la
fluorescencia basal del ensayo, nos indica el genotipo presente en la muestra analizada
y ademas nos proporciona un valor de calidad del ensayo. Los resultados de la
discriminacion alélica son presentados en forma de grafica (alelo Y vs alelo X), en
donde es facil ubicar las muestras genotipificadas como homocigotos para el alelo X,

homocigotos para el alelo Y o como heterocigotos [Figura 13].

11



g

fle ot Vew Tool instrument Anabinis Widow Mep

DR BR&s rna >y @ IEEEEEE 26

[5) SHPS 2539746617 (AD) 02-02-08 - Allele Secgimanation

A3 o ) W) Sl e L O] 1 300 A | v 3 el ety ) 2K ot ntrumert. Resuts |

ANNENEENENENNEEENEE NN R ] L e v elolala
NSNS EEEENEEEEEEEEEEEEE A a—— =
cEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEE D I R
CEEEEEENEEEEEEEENEEEEEEEN | : o Al
tAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER 2 . :
FEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES Homocigotos = e
cEENNEENEENEEEEENEEEEEES AleloY
HEEEEEEEEENENEEEEEENEEE |
 AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE o
NN NN NN EEEEEEEEE
KkAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
 AEEEEEEEEEEEEEEEEES
 NMEEENEEEEEEEEEEENEER
 EEEEEEEEEEEEEEEEEE
cEEEEEEEEEEREEEEEER .
P EEEEEEEEEEEEEE RS i | £ /Het

Frocigotos

AY
Poston | Semole | Mwker | AdeleiRn | Atele Ry [PecsveRuiR|  Tew e [+7
ﬂ.‘ “A'| -

Allgla ¥ (SCCIT4E_C)
-

EiEi (R TR [ [

BB BARER

=

=

=

=
-

e Homorcigotos
g Alelo X

1= 70 18 1
N Allebe X {SCAIT6_T)H

] [

FEEEEEEEEE

NTCs

Figura 13. Gréfica de un ensayo de discriminacion alélica para la genotipificacion de
muestras por PCR en tiempo real obtenida mediante el programa SDS 2.2. El color y la
ubicacion de las muestras dentro de la grafica permite la determinacion del genotipo,
considerando la fluorescencia basal del ensayo, representada por NTCs (controles
negativos; sin DNA).

b) Condiciones de la PCR en tiempo real para la genotipificacion de C161T.

La genotipificacion del polimorfismo C161T del gen PPAR-y se realiz6 mediante la
técnica de PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan predisefiadas y distribuidas por
Applied Biosystems y el programa de discriminacion alélica SDS 2.2 para el anélisis de
polimorfismos acoplado al termociclador ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems). El
numero de identificacion del ensayo es: C_ 11922961 30
(www.appliedbyosistems.com).
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6. Genotipificacion de los SNPs 2351, rs3747623, rs617698 y rs2275703 de CASQI por
PCR en tiempo real.

Los 4 SNPs del gen de CASQ-1 se analizaron mediante la técnica de PCR en
tiempo real, utilizando sondas Tagman predisefiadas y distribuidas por Applied
Biosystems y el programa de discriminacion alélica SDS 2.2 para el analisis de
polimorfismos acoplado al termociclador ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems). En
la tabla 3 se presentan los numeros de identificacion de cada uno de los ensayos de

PCR en tiempo real utilizados para la genotipificacién de los SNPs de CASQ1.

Tabla 3. Ensayos de sondas TagMan utilizados para la genotipificacion de los SNPs de

CASQ1
SNP de CASQ1 No. de identificacion del ensayo™*
2351 Sondas fabricadas bajo disefio, no
inventariadas.
rs3747623 C_22272081_20
rs617698 C__1927058_10
rs2275703 C__ 1927053 1

*www.appliedbyosistems.com

7. Genotipificacién de los SNPs rs3737787 de USF-1 (USF1sl) y rs2144908 y rs745975
de HNF-4a por pirosecuenciacion.

a) Fundamento de la técnica.
La pirosecuenciacion es una técnica de secuenciacion de DNA que se basa en la
deteccion del pirofosfato liberado (PPi) durante la sintesis del DNA. En una cascada de

reacciones enzimaticas, la luz visible que se genera es proporcional al nimero de

nucléotidos incorporados (Ronaghi, 2001).
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La cascada de reacciones enzimaticas de la pirosecuenciacion comienza con la
reaccion de polimerizacion del acido nucleico en la cual el PPi inorganico es liberado
como resultado de la incorporacion de un nucleétido por la polimerasa. El PPi liberado
es subsecuentemente convertido a ATP por la ATP-sulfurilasa, la cual provee la energia
necesaria para que la luciferasa oxide la luciferina y se genere luz [Figura 14]. Los
nucledtidos no incorporados son degradados por la apirasa antes de afadir el siguiente
nucléotido, permitiendo una adicion iterativa de nucleétidos. Debido a que los
nucledtidos son afiadidos uno a la vez y a que se conoce el nucléotido afiadido, es
posible determinar la secuencia del templado (Ronaghi, 2001).

Polimerasa

ACCTTGAGT. o R e

/ CCTemme
5 dATP PPi
=]
% Apirasa l ATP-sulfurilasa
= ATP
T (d)XMP l Luciferasa
Nudeétido Tiempo luz

Polimerasa

(NA), + Nucledtido =———> (NA),., + PPi

ATP-sulfurilasa
PPi + APS ————> ATP+50,%

Luciferasa

ATP + Luciferina + O) ————> AMP + PPi + Oxiluciferina + CO, + luz

Figura 14.Representacion esquematica del proceso de las reacciones enzimaticas que se
llevan a cabo durante la técnica de pirosecuenciacion en fase liquida. EI DNA templado
y las cuatro enzimas que participan en estas reacciones se colocan en un pozo de una
microplaca. Los cuatro diferentes nucle6tidos son afadidos paso a paso y su
incorporacién es monitoreada utilizando la enzima ATP-sulfurilasa y la luciferasa. Los
nucléotidos son continuamente degradados por la apirasa permitiendo la incorporacion
del nucléotido subsecuente.

Conforme avanza el proceso de la pirosecuenciacion, la cadena complementaria

de DNA es construida y la secuencia de nucle6tidos se determina a partir de los picos
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de las sefiales registradas en el pirograma. La pirosecuenciacién es una técnica utilizada
para el analisis de mutaciones y de SNPs; se emplea también en la investigacion
gendmica y algunas de sus aplicaciones moleculares en esta area son el diagnostico de

enfermedades y pruebas farmacogendmicas (Fakhrai-Rad y cols., 2002).

b) Condiciones de los ensayos de pirosecuenciacion para la genotipificaciéon de los SNPs
de USF-1y HNF-4a.

Los SNPs rs3737787 de USF-1 (USF1sl), rs2144908 y rs745975 de HNF-

4o fueron genotipificados utilizando la técnica de pirosecuenciacién (Pyrosequencing,

Foxboro, MA). Los oligonucléotidos para la PCR fueron disefiados utilizando el programa

Primer3 y para su deteccion se utilizdé el paquete de disefio de oligonucléotidos para

SNPs (Pyrosequencing). Los protocolos de los PCRs de estos tres SNPs se encuentran
descritos en la tabla 4.

Tabla 4. Protocolos para la obtencién de los productos de PCR empleados en la
genotipificacion de SNPs de USF-1y HNF-4a por pirosecuenciacion.

SNPs
rs3737787 rs2144908 rs745975
(USF-1) (HNF-4a) (HNF-4c)

Reactivo Volumen 1x (uL)
ddH.0 12.1 11 14.7
Buffer 10X 3.75 3.75 3.75
dNTPs (2mMol) 3.75 3.75 3.75
Betaina 1M 3.75 3.75 0
MgCl, 25mM 2.5 3.6 3.6
Primer 10uM BIO 1 1 1
Primer 10 uM 3 3 3
AmpliTaq Gold 0.3 0.3 0.3
5U/uL
DNA (4ng/ uL) 4 4 4
Total 34.15 34.15 34.15

15




Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Biometra T1, bajo las

condiciones descritas en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de los ensayos para la obtencidon de los productos de PCR
empleados en la genotipificacion de SNPs de USF-1'y HNF-4a por pirosecuenciacion.

SNP rs3737787 de USF-1 SNPs rs2144908 y rs745975 de HNF-4a
Temperatura (°C) Tiempo (seg) Temperatura (°C) Tiempo (seQ)

95 10 95 10

94 0.30 94 0.30

66 0.40 * 66 0.40 *
72 0.45 72 0.45

94 30 94 30

57 40 * 55 40 *
72 45 72 45

72 7 72 7

16 Pausa 16 Pausa

*Se requieren 19 ciclos; *se requieren 29 ciclos.

Las reacciones de PCR se realizaron en el laboratorio de la Dra. Paivi Pajukanta
en el Departamento de Human Genetics de UCLA. Una vez obtenidos los productos de
PCR, se corrieron 5uL en un gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio y TBE 1X
para verificar la amplificacion y para validar el ensayo de PCR con los controles

negativos.

La pirosecuenciacion se llevd a cabo en la Unidad de Secuenciacion del
Departamento de Human Genetics en UCLA, utilizando un pirosecuenciador PSQ96
(Biotage). En breve, los productos de PCR biotinilados se purificaron mediante perlas
magnéticas cubiertas con estreptavidina y adicion de buffer de lavado. Se agregé NaOH

0.5M para la obtencion del DNA de una cadena, posteriormente se afiadio el buffer de
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alineamiento y el oligonucléotido para la secuenciacion 2uM. En el pirosecuenciador se
colocé la placa con los productos purificados y desnaturalizados y también se agregaron
la mezcla de substratos, las enzimas y los cuatro nucledtidos por separado en un
cartucho empleado para ello. Se inici6 la corrida en el pirosecuenciador y una vez
finalizada, se generdé un pirograma con la secuencia correspondiente. ElI programa
computacional acoplado al pirosecuenciador determind el genotipo de cada muestra y
ademas proporcioné un valor de calidad del ensayo utilizando un algoritmo para la

genotipificacion de SNPs.

8. Confirmacién de los genotipos por secuenciacion.

Los genotipos obtenidos por PCR-SSCP, PCR en tiempo real y pirosecuenciacion
fueron confirmados mediante secuenciacién directa. Cinco muestras de cada genotipo

(10 homocigotos y 5 heterocigotos) fueron analizadas por esta técnica.

Para ello, primeramente se disefiaron los oligonucléotidos para la amplificacion
de los fragmentos de cada gen que contenia al SNP de interés. Se estandarizo la
amplificacion de esos fragmentos y se realizd la purificacion de los productos de PCR
obtenidos mediante columnas (QIAquick PCR Purification kit; QIAGEN). Las etapas de la
purificacién incluyen: unién del DNA a una matriz de la columna, lavado del DNA,
secado y elusion con agua. Una vez que se han purificado los productos, se utilizan
como DNA templado para una segunda reaccion de PCR (secuenciacion). Durante esta
reaccion se incorporan los nucledtidos fluorescentes (DNA Sequencing Kit BigDye

Terminator v3.0).

Las condiciones de la PCR de secuenciacion son las siguientes: 1ul del reactivo
BigDye, 3ul de buffer 5X, 50ng del oligonucleétido (forward o reverse), 100 ng del DNA
purificado y agua c.b.p. 20ul. Los productos de esta PCR se purifican en columnas de

Sephadex (CentriSep;Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones descritas en el
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manual del producto y se colocan en una centrifuga de vacio durante 20 minutos para
su secado. Se resuspenden en una solucion de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) y
se colocan en una placa de 96 pozos. Se desnaturalizan por 2 minutos a 95°C y se
colocan en hielo. La placa con las muestras se coloca en el secuenciador (secuenciador
de DNA automatizado ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer); en este aparato cada una de
las muestras se somete a electroforesis capilar utilizando el buffer TBE 1X (Applied
Biosystems) y una matriz de acrilamida (POP6 de Applied Biosystems). Se generd un
electroferograma con la secuencia correspondiente a cada muestra y se comparé el

genotipo obtenido mediante esta técnica y las anteriormente mencionadas.

9. Analisis estadistico de los resultados.

9.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg.

La determinacioén del equilibrio de Hardy-Weinberg es un importante paso de
control de calidad en los estudios de poblaciones genéticas. El principio del equilibrio de
Hardy-Weinberg determina que en una poblacion en equilibrio, las frecuencias

genotipicas estan definidas por las frecuencias alélicas (Iniesta y cols., 2005).

Si en una poblacién se observan 2 alelos, por ejemplo p y g, estos dan origen a
tres genotipos pp, pg, Y qqg; si la frecuencia del alelo p=a y la frecuencia del alelo g=b,
entonces las frecuencias genotipicas quedan definidas por el binomio cuadrado
perfecto:

(a+ b)> = a® + 2ab + b?

donde la frecuencia genotipica de pp=a? la frecuencia genotipica de pg=2ab, la

frecuencia del genotipo qq=b’y p + g= 1.
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Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg pueden ser muy informativas.
En los sujetos control, estas desviaciones pueden indicar que uno o mas de los
supuestos del modelo han sido violados o que ha ocurrido un error de genotipificacion.
En los casos, la desviacion del equilibrio de HW, asumiendo que las fuentes de error
han sido eliminadas, puede indicar la asociacion de un locus con la enfermedad

(Szeszko y cols., 2006).

Para saber si nuestra poblacion a analizar mediante estudio de asociacion caso-
control estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg, primero se obtuvieron las frecuencias
alélicas de cada polimorfismo en cada grupo (pacientes y controles) por separado. El
analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 mediante una prueba de X
utilizando un programa en internet disefiado para ello (http://ihg2.helmholtz-

muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl).

9.2 Andlisis de asociacidon caso-control.

Como primer paso, se hizo el andlisis de los posibles factores confusores para el
desarrollo del analisis de asociacién caso-control mediante una prueba de t de Student,

utilizando el programa SPSS v15.0 (SPSS Chicago, II).

El analisis de asociacion de los polimorfismos a DG se realizé utilizando los
diferentes modelos genéticos (aditivo, dominante y recesivo), mediante una prueba de
regresion logistica con el programa SPSS v15.0 (SPSS Chicago, Il); se obtuvieron los
valores de OR y de intervalo de confianza (IC) del 95%. El analisis de asociacion de los
polimorfismos a DG tomando en cuenta los factores confusores se realiz6 utilizando una

prueba de regresion logistica multinomial, empleando el mismo programa estadistico.

El analisis de asociacion de los polimorfismos de los distintos genes a los rasgos
cuantitativos estudiados se realiz6 mediante una prueba de t de Student. En los casos
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donde fue necesario ajustar por edad y/o IMC, se aplic6 una prueba de covarianza.

Ambas pruebas se realizaron utilizando el programa SPSS v15.0 (SPSS Chicago, II).

9.3 Andlisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs P12A y C161T de
PPARYy, los SNPs de CASQ1 vy los SNPs de HNF-4a.

El desequilibrio de ligamiento se refiere a la asociacibn no azarosa entre alelos
gue se encuentran en diferentes loci (Weir, 2008). Existen diversas medidas del
desequilibrio de ligamiento, entre las cuales destacan D' y r?. Se obtuvieron los valores
de D'y de r? para los SNPs de PPARy, CASQI y HNF-4a mediante la utilizacién del
programa Haploview 3.32. Haploview es un programa bioinformatico disefiado para
analizar y visualizar los patrones de desequilibrio de ligamiento de datos genéticos.
Haploview nos proporciona valores de desequilibrio de ligamiento como D'y r? vy

también genera representaciones graficas utilizando esos valores (Barrett y cols., 2004).

9.4 Andlisis por haplotipos de los SNPs de CASQ-1y de HNF-4a

El analisis por haplotipos de los SNPs de CASQ-1 y de HNF-4a se realizd

utilizando el programa Haploview 3.32.

El genoma humano tiene una estructura en bloques de haplotipos, de tal manera
gue puede ser dividido en bloques diferenciados de una diversidad de haplotipos
limitada. En cada bloque, una pequefia fraccion de SNPs denominados “tag SNPs”,
pueden ser utilizados para distinguir una amplia fraccion de los haplotipos (Zhang y
cols., 2002). Los tag SNPs son representativos de una region del genoma con alto

desequilibrio de ligamiento.
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Haploview es (til para los estudios de asociacién, ya que selecciona los tag SNPs
y estima las frecuencias de los haplotipos en la poblacion estudiada; ademas, como se
mencioné anteriormente, calcula varias medidas del desequilibrio de ligamiento (D',r?),
las cuales son utilizadas para generar representaciones graficas de los bloques de

haplotipos (Barrett y cols., 2004).

9.5. Anadlisis del posible efecto de estratificacién poblacional utilizando marcadores de
ancestria.

Debido a que la poblacion mexicana es mestiza y por lo tanto esta conformada
por una mezcla de poblaciones de distintas ancestrias (caucasica, amerindia, africana),
se considerd necesario analizar marcadores informativos de ancestria para evaluar si la
asociacion de los SNPs de USF-1'y de HNF-4aa DG pudiera estar influenciada por la

estratificacion poblacional.

Para esto se utilizo un panel de 10 marcadores informativos de ancestria
(rs4884, rs2695, rs17203, rs2862, rs3340, rs722098, rs203096, rs223830, rs1800498 y
rs281478), los cuales distinguen principalmente la ancestria amerindia de la europea
(6>0.44) (Villarreal y cols., 2007). La genotipificacion fue realizada por KBiosciences
(Hertfordshire, U.K.), utilizando un sistema de ensayos KASPar. Se empled el programa
ADMIXMAP para analizar el posible efecto de la estratificacion poblacional sobre los
resultados de las asociaciones caso-control estudiadas (Hoggart y cols., 2003; Hoggart
y cols., 2004).

ADMIXMAP es un programa que elabora modelos de mezclas poblacionales,
utilizando genotipos de marcadores y datos de rasgos de una muestra de individuos de
una poblacion mezclada. ADMIXMAP esta basado en un modelo multinivel para la
distribucion de la mezcla individual en la poblaciéon y la variacion estocastica de la

ancestria en los cromosomas hibridos; esto hace posible el modelar las asociaciones de
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ancestria entre un marcador ligado a un loci y la asociacién de un rasgo con la mezcla
individual o con la ancestria de un marcador ligado a un locus. Una de las aplicaciones
de ADMIXMAP es en los estudios de asociacién caso-control para poblaciones con
mezcla étnica donde sirve para evaluar la relacion que existe entre el riesgo a una

enfermedad y la mezcla poblacional.
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VI1.- RESULTADOS

1. Estudio del gen PPARy y del gen CASQ1.

1.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.
Para esta primera parte del proyecto se analizaron 252 mujeres que cumplieron
con los criterios de inclusién. Las caracteristicas de cada uno de los grupos estudiados

estan descritas en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion de estudio (PPARyy CASQI).

n Edad
x £ DE (afios)
(CMN 20 de Nov)
Controles Normoglucémicos 112 59.77 = 10.6
(INCMNSZ2)
Controles con CTOG Normal 46 32.02 6.1
(INPER)

1.2. Andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los SNPs de los
genes PPARyy CASQ1y en cada uno de los grupos estudiados mediante una prueba de

X2. Los valores de p obtenidos se encuentran en la tabla 7.
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Tabla 7. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos de los genes PPARyy
CASQ1 en los casos y controles.

Gen SNP Casos DG 20 Controles Controles con
de Nov normoglucémicos CTOG normal
(INPER)
rs1801282
PL2A 0.339 0.581 0.173
PPARy ( )
rs3856806 0.763 0.716 0.250
(C161T)
rs617698 0.005 0.643 0.388
SNP 2351 0.184 0.725 0.213
CASQ1 rs3747623 0.023 0.741 0.395
rs2275703 0.071 0.947 0.483

Como se puede observar en la tabla 7, s6lo el SNP rs617698 y el rs2275703 del
gen CASQI no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de los casos

de DG del Hospital 20 de Noviembre.

1.3. Confirmacion de los genotipos de los SNPs de PPARyy CASQI por secuenciacion.

Se obtuvo un 100% de concordancia entre los genotipos obtenidos por PCR-
SSCP para el polimorfismo P12A de PPARy, los genotipos obtenidos por PCR en tiempo
real para el SNP C161T de PPARyy los genotipos de ambos polimorfismos observados

en las secuencias obtenidas mediante secuenciacién automatizada.
Para los SNPs de CASQI estudiados, también se obtuvo un 100% de

concordancia entre los genotipos obtenidos por PCR en tiempo realy los genotipos

obtenidos mediante la secuenciacion.
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1.4. Anadlisis de los posibles factores confusores.

Se procedié a examinar los posibles factores confusores para observar si habia
diferencias significativas entre el grupo de casos de DG y los dos grupos de controles y
dependiendo de ello, considerar estos factores al momento de realizar el andlisis de
asociacion de los polimorfismos de PPARy y CASQI1 a DG con diferentes modelos

genéticos.

Tabla 8. Analisis de los posibles factores confusores en el grupo de DG (20Nov) vs
controles normoglucémicos.

Grupo n Media Desviacion p
estandar
Edad de Dx | Controles 112 59.77 10.60 <0.001
Casos 94 34.56 4.94
IMC (peso | Controles 108 26.61 4.00 0.398
habitual) Casos 91 26.10 4.45

En la tabla 8 se observa que la edad de los controles normoglucémicos es
significativamente diferente de la edad de los casos con DG; este resultado se esperaba
debido a que uno de los criterios de inclusion de los controles normoglucémicos era ser
mayor de 45 afios, por lo tanto la edad no se consideré como un factor confusor para el
andlisis caso-control. En el caso del IMC, no fue significativamente diferente entre estos

dos grupos y tampoco se consideré como un factor confusor para el analisis.
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Tabla 9. Analisis de los posibles factores confusores en el grupo de DG (20Nov) vs
controles con CTOG normal (INPER).

Desviacion
Grupo n Media estandar p
Edad de Dx Controles 46 32.02 6.09
0.009
Casos 94 34.56 4.94
IMC (peso| Controles 42 25 28 5.30
habitual) 0.355
Casos 01 26.10 4.45

En la tabla 9 se observa que la edad tuvo un valor de p estadisticamente
significativo (p<0.05) al comparar el grupo de DG vs controles con CTOG normal, por lo
cual se corrigié por edad cuando se hizo el analisis de asociacion de los polimorfismos
de PPARy y CASQ1 a DG con diferentes modelos genéticos; el IMC no fue
significativamente diferente entre los grupos y no se consideré como un factor confusor

dentro del analisis de asociacion.

Es importante mencionar que el andlisis de asociacion caso-control se hizo con
cada uno de los diferentes grupos de controles por separado (controles
normoglucémicos y controles con CTOG normal) debido a que estos dos grupos de
controles tienen diferentes criterios de inclusién; por ejemplo, la edad entre ambos
grupos de controles es diferente significativamente, con un valor de p<0.001. Esto

imposibilita el manejar a estos grupos como un solo grupo para el analisis.

Por ello a continuacion se presentan las tablas con el andlisis de asociacién de
los polimorfismos de PPARy y CASQI a DG con diferentes modelos genéticos,
comparando DG vs controles normoglucémicos (tabla 10 y tabla 17, respectivamente) y

DG vs controles con CTOG normal (tabla 11 y tabla 18, respectivamente).
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1.5. Resultados del andlisis de los polimorfismos de PPARy

Tabla 10. Analisis de asociacion de los polimorfismos de PPARya DG con diferentes modelos genéticos
(DG vs controles normoglucémicos).

Gen SNP Genotipo DG Controles OR (95% | OR (95% | OR (95% IC)
n(%o) normoglucémicos | IC) y p|lIC) y ply p para el
n(%) para el | para el | modelo
modelo modelo recesivo®
aditivo® dominante®
CC (Pro/Pro)* | 70 (76.1) 85 (78.0) 1.21 1.11 3.64
rs1801282 | CG (Pro/Ala) | 19 (20.6) 23 (21.1) (0.67-2.16) | (0.58-2.15) | (0.37-35.61)
(P12A) GG (Ala/Ala) 3 (3.3) 1 (0.9) 0.530 0.750 0.267
PPARy
rs3856806 | CC* 71 (75.5) 85 (79.4) 1.20 1.25 1.14
(C161T) CT 21 (22.4) 20 (18.7) (0.67-2.16) | (0.64-2.43) | (0.16-8.27)
TT 2 (2.1) 2 (1.9 0.534 0.508 0.896

#Modelo aditivo: 0=11, 1=12, 2=22, donde 1=alelo comin y 2=alelo raro

® Modelo dominante: 12 + 22
“Modelo recesivo: 11 + 12
*Alelo comun de los SNPs estudiados.
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Tabla 11. Andlisis de asociacién de los polimorfismos de PPARy a DG con diferentes modelos genéticos
(DG vs controles con CTOG normal).

Gen SNP Genotipo DG Controles OR (95% | OR  (95% | OR (95%
n(%) con CTOG IC) yppara [IC) y p|IC) y p
normal el  modelo | para el | para el
n(%o) aditivo modelo modelo
dominante | recesivo
CC (Pro/Pro)* 70 (76.1) 30 (69.77) 0.89 0.73
rs1801282 | CG (Pro/Ala) 19 (20.6) 13 (30.23) | (0.43-1.82) | (0.32-1.63) |  --—---
(P12A) GG (Ala/Ala) 3 (3.3) 0 (0) 0.739 0.436
PPARy
rs3856806 cc* 71 (75.5) 35 (76.09) 1.13 1.03
(C161T) CT 21 (22.4) 11 (23.91) (0.53-2-43) | (0.45-2.35) |  -----
TT 2 (2.1) 0 (0) 0.751 0.943

#Modelo aditivo: 0=11, 1=12, 2=22, donde 1=alelo com(n y 2=alelo raro
P Modelo dominante: 12 + 22

®Modelo recesivo: 11 + 12

*Alelo comuUn de los SNPs estudiados.
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El modelo dominante supone que una Unica copia del alelo mutado es suficiente
para modificar el riesgo y que ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud;
por ejemplo, para el polimorfismo P12A los heterocigotos CG y homocigotos GG bajo
este modelo tienen el mismo riesgo y por ello se compara la combinacion de estos dos
genotipos (CG+GG) respecto a los homocigotos CC (Tabla 10). Siguiendo con el mismo
ejemplo, el modelo recesivo supone que son necesarias dos copias del alelo G, por lo
tanto, los heterocigotos CG y los homocigotos del alelo mas frecuente (CC) tienen el
mismo riesgo y bajo este modelo se compara la combinacion de ellos respecto a los
homocigotos del alelo mutado (GG). Y por ultimo, el modelo aditivo supone que cada
copia del alelo G modifica el riesgo en una cantidad aditiva, por lo cual, los homocigotos
GG tienen el doble de riesgo que los heterocigotos CG y bajo este modelo se compara
la combinacion de estos alelos, donde se otorga el valor de 1 a los heterocigotos CG y

valor de 2 a los homocigotos GG (Tabla 10).

Para la comparacion de DG vs controles con CTOG normal se hizo también el
andlisis de asociacion de los polimorfismos de PPARy ajustado por edad, recordando
gue la edad habia demostrado ser un factor confusor entre estos grupos. Este andlisis
se realiz6 en los modelos aditivo y dominante, ya que el recesivo no se pudo realizar
por no contar con homocigotos Ala en los controles con CTOG normal. No se obtuvieron
valores de p estadisticamente significativos para ninguno de los dos modelos ajustados
por edad. Cabe mencionar que también se hizo el andlisis de asociacion de los
polimorfismos a DG ajustado por el hospital de origen de las muestras, ya que los
controles con CTOG normal provienen del INPER y los casos de DG provienen del CMN
20 de Noviembre; en este analisis tampoco se obtuvo un valor de p estadisticamente

significativo para ninguno de los SNPs de PPARy bajo los modelos analizados.
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1.6. Analisis de asociacion de P12A y C161T al IMC.

El andlisis de asociacion de los polimorfismos del gen PPARy al IMC se llevo a
cabo en cada uno de los grupos estudiados mediante una prueba de t de Student y
utilizando el modelo dominante. Los resultados correspondientes se encuentran en las

tablas 12 a 14.

Tabla 12. Analisis de asociaciéon de los polimorfismos de PPARy a los rasgos
cuantitativos en los controles normoglucémicos.

P12A (rs1801282) C161T (rs3856806)
cC CG + GG p CcC CT+TT P
X = DE X + DE X + DE X + DE
IMC 26.1 +4.0 28.3 + 3.8 0.019 26.4 + 3.9 27.3+4.2 0.324

(kg/m?)

Glucosa | 88.0 £11.7 | 91.7 +£13.2 | 0.186 | 88.7 +£11.6 | 93.0 +13.4 | 0.136
(mg/dL)

Se observa en la tabla 12 que s6lo el IMC tuvo un valor de p significativo para el
polimorfismo P12A en el grupo de los controles normoglucémicos, ya que los portadores
del alelo Ala (GG), ya sea en una copia o en dos, presentaron un IMC mayor que
aquéllos gque no portaban ese alelo. Es importante mencionar que, debido a que este
grupo de controles maneja un rango de edad amplio (desde 45 a 92 afos), se hizo un
ajuste por edad para el andlisis de asociacion del polimorfismo P12A al IMC,
obteniéndose un valor de p=0.024 después del ajuste, conservandose asi la

significancia del resultado.
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Tabla 13. Analisis de asociacion de los polimorfismos de PPARy a los rasgos
cuantitativos en los casos con DG (CMN 20 de Nov.).

P12A (rs1801282)

C161T (rs3856806)

CC CG + GG p CC CT+TT P
x + DE X = DE X = DE X = DE

IMC 26.3+x4.1 25755 | 0.603 | 26.5+4.8 24829 |0.110
(kg/m?)

Glucosa 950+ 12.1| 93.3x75 | 0518 | 944+11.4| 94.7 +£10.3 | 0.932
(mg/dL)

AUC 29687+3134 | 29693 3039 | 0.994 | 29477+£3244 | 30167 2479 | 0.353
(mg/dL)min

En la tabla 13 se aprecia que ninguno de los dos SNPs de PPARyanalizados se

asocié a alguno de los rasgos cuantitativos estudiados en el grupo de DG, ya que no se

obtuvo un valor de p estadisticamente significativo.

Tabla 14. Analisis de asociacion de los polimorfismos de PPARy a los rasgos

cuantitativos en los controles con CTOG normal del INPER.

P12A (rs1801282)

C161T (rs3856806)

CC CG + GG p CC CT+TT P
X + DE X + DE X * DE X = DE

IMC 255+ 5.6 23.2+3.11 | 0.214 | 25.3+55 |253+5.0 0.974
(kg/m?)

Glucosa 82.7+£4.38 80.8+84 | 0.354 | 82.4x5.7 | 80.48+6.24 | 0.241
(mg/dL)

AUC 2147242374 | 20961+2586 | 0.531 | 21567+2421 | 20375+1997 | 0.147
(mg/dL)min

Se observa que para el grupo de controles con CTOG normal del INPER, ninguno

de los dos SNPs de PPARyanalizados se asocidé a alguno de los rasgos cuantitativos
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estudiados, ya que no se obtuvo un valor de p estadisticamente significativo (Tabla 14).

1.7. Analisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs P12A y C161T de PPARY.

Se hizo el calculo del desequilibrio de ligamiento (DL) entre los SNPs P12A y C161T

de PPARy mediante el programa Haploview, obteniendo los valores de D'y r?.

Tabla 15. Analisis del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs P12A y C161T de

PPARY .

DG vs controles

DG vs controles con

normoglucémicos CTOG normal
D' 0.634 0.600
r’ 0.393 0.317

Se observa en la tabla 15 que los valores de D'y r? para las comparaciones de

DG vs los distintos grupos de controles son muy similares. D' resulta de la division del

coeficiente de desequilibrio de ligamiento entre su maximo valor posible, dadas las

frecuencias alélicas en dos loci. D'=1 nos indica un completo DL entre dos SNPs y un

valor de D'>0.8 es sugerente de DL, por lo tanto, los SNPs de PPARy analizados no

estan en DL. r? es el coeficiente de correlacién entre los dos loci y esta relacionado con

la cantidad de informacion que puede proporcionar un locus con respecto a otro, ya que

toma en cuenta las diferencias en las frecuencias alélicas entre dos loci; un valor de

r’=1 indica un perfecto DL, por lo tanto, bajo este pardmetro también es posible

afirmar que los SNPs de PPARy analizados no estan en desequilibrio de ligamiento.

32



1.8. Anadlisis de asociacion por diplotipos de los SNPs P12A y C161T de PPARYy.

Considerando que los SNPs de PPARyno estan en desequilibrio de ligamiento, se
hizo también el analisis de asociacion caso-control por diplotipos de estos SNPs

utilizando el programa Haploview.

Tabla 16. Analisis de asociacion por diplotipos de los SNPs P12A y C161T de PPARYy .

DG vs controles normoglucémicos | DG vs controles con CTOG normal
Diplotipos | Frecuencia p Diplotipos | Frecuencia p
P12A-C161T P12A-C161T
CC 0.838 0.270 CC 0.814 0.906
GT 0.081 0.858 GT 0.084 0.892
GC 0.042 0.409 GC 0.058 0.517
CT 0.039 0.320 CT 0.044 0.486

Se puede observar en la tabla 16 que ninguno de los diplotipos formados con los
SNPs de PPARy presenta valores de p significativos para el analisis de asociacion
realizado con el grupo de casos y con los dos grupos de controles. Las frecuencias de
los diplotipos son similares cuando se comparan los casos de DG vs controles
normoglucémicos y controles con CTOG normal; sin embargo, los valores de p
obtenidos con el andlisis de DG vs controles con CTOG normal son ain menos

significativos que los obtenidos en la comparacion de DG vs controles normoglucémicos.

1.9. Resultados del andlisis de los polimorfismos de CASQJ.

En las tablas 17 y 18 se muestran los resultados del andlisis de asociacion de los

polimorfismos de CASQI a DG, utilizando diferentes modelos genéticos.
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Tabla 17. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQI a DG con diferentes modelos genéticos
(DG vs controles normoglucémicos).

Gen SNP Genotipo DG Controles OR (95% OR (95% OR (95%
n(%o) normoglucémicos | IC) y ppara | IC)y ppara | IC)y ppara
n(%) el modelo el modelo el modelo
aditivo dominante recesivo
rs617698 AA* 28 (30.1) 37 (33.9) 0.93 1.19 0.51
AG 57 (61.3) 55 (50.5) (0.60-1.43) | (0.66-2.16) | (0.21-1.24)
GG 8 (8.6) 17 (15.6) 0.726 0.561 0.138
SNP 2351 GG* 65 (69.9) 81 (77.1) 1.47 1.45 2.93
GA 23 (24.7) 22 (21.0) (0.86-2.51) | (0.77-2.75) | (0.55-15.46)
AA 5 (5.4) 2 (1.9 0.158 0.248 0.206
CASQ1
rs3747623 cc* 25 (26.9) 32 (30.2) 0.94 1.18 0.64
CT 56 (60.2) 54 (50.9) (0.62-1.44) | (0.63-2.18) | (0.29-1.39)
TT 12 (12.9) 20 (18.9) 0.776 0.607 0.256
rs2275703 AA* 24 (26.1) 36 (33.3) 1.12 1.42 0.84
AC 54 (58.7) 53 (49.1) (0.74-1.69) | (0.77-2.62) | (0.40-1.79)
cC 14 (15.2) 19 (17.6) 0.608 0.266 0.652

*Alelo comun de los SNPs estudiados.




Tabla 18. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQI a DG con diferentes modelos genéticos
(DG vs controles con CTOG normal).

Gen SNP Genotipo DG Controlescon | OR (95% IC) | OR  (95% [ OR (95% IC)
n(%o) CTOG normal |y p para el | IC)y ppara |y p para el
n(%) modelo el modelo | modelo
aditivo dominante recesivo
rs617698 AA* 28 (30.1) 12 (32.4) 0.77 0.90 0.48
AG 57 (61.3) 24 (64.9) (0.42-1.39) (0.40-2.0) (0.16-1.44)
GG 8 (8.6) 1(2.7) 0.380 0.793 0.191
SNP 2351 GG* 65 (69.9) 33 (73.3) 1.37 1.19
GA 23 (24.7) 12 (26.7) (0.69-2.75) (0.54-2.63) |  ---—--
AA 5 (5.4) 0 (0) 0.371 0.676
CASQ1
rs3747623 cc* 25 (26.9) 14 (31.8) 1.11 1.27 0.94
CT 56 (60.2) 24 (54.6) (0.63-1.98) (0.58-2.78) | (0.33-2.69)
TT 12 (12.9) 6 (13.6) 0.714 0.550 0.906
rs2275703 AA* 24 (26.1) 17 (36.9) 1.16 1.66 0.74
AC 54 (58.7) 20 (43.5) (0.68-1.97) (0.78-3.55) | (0.29-1.86)
cC 14 (15.2) 9 (19.6) 0.589 0.190 0.519

*Alelo comUn de los SNPs estudiados.




Se observa en las tablas 17 y 18 que ninguno de los SNPs de CASQI estuvo
asociado a DG con los tres modelos genéticos analizados. Es importante mencionar que
para la comparacion de DG vs controles con CTOG normal se hizo también el analisis de
asociacion de los polimorfismos de CASQI ajustado por edad y por el hospital de
origen; no se obtuvieron valores de p estadisticamente significativos para ninguno de

los SNPs analizados bajo los modelos genéticos utilizados.

1.10. Anadlisis de asociacion de los SNPs de CASQI a los rasgos cuantitativos.

El analisis de asociacion de los polimorfismos del gen CASQI a los rasgos
cuantitativos se llevd a cabo en cada uno de los grupos estudiados mediante una
Los resultados

prueba de t de Student y utilizando el modelo dominante.

correspondientes se encuentran en las tablas 19 a 21.

Tabla 19a. Andlisis de asociacion de los polimorfismos de CASQZI a los rasgos
cuantitativos en los controles normoglucémicos.

rs617698 SNP2351
AA AG + GG p GG GA + AA P
x = DE x = DE x = DE x + DE
IMC 26.6 £3.9 | 26.8+4.1 0.791 | 26.4 3.9 26.7 £ 4.3 |0.723
(kg/m?)
Glucosa | 90.2 +£12.8 | 88.9 + 11.9 0.596 88.0+11.4 |91.3+14.5| 0.248
(mg/dL)
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Tabla 19b. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQI a los rasgos
cuantitativos en los controles normoglucémicos.

rs3747623 rs2275703
CcC CT+TT p AA AC + CC P
X = DE X = DE X = DE x = DE
IMC 26.0+4.1 | 26.9x4.0 0.309 | 27446 |26.4+%36 0.196
(kg/m?)
Glucosa | 90.0 +12.8 | 88.2 =+ 11.6 0.475 | 89.4+11.3 | 88.0£12.7 | 0.881
(mg/dL)

Se observa en las tablas 19a y 19b que ninguno de los SNPs de CASQI se asocio

a algun rasgo cuantitativo en el grupo de controles normoglucémicos.

Tabla 20a. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQI a los rasgos
cuantitativos en los casos con DG (CMN 20 de Nov.).

rs617698 SNP2351
AA AG + GG p GG GA + AA p
X * DE X = DE X += DE X + DE

IMC 25.7 £ 3.5 26.4+48 |0.480| 26.2+ 3.9 26.1 £ 5.5 |0.939
(kg/m?)

Glucosa 959+11.7 | 93.9+10.9 |0.436| 94.6 +10.4 | 94.4+12.8 | 0.928
(mg/dL)

AUC 2952842777 | 29602 +3146 | 0.914 | 29706+3048 | 29286+3004 | 0.542
(mg/dL)min
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Tabla 20b. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQ1 a los rasgos

cuantitativos en los casos con DG (CMN 20 de Nov.).

rs3747623 rs2275703
CcC CT+TT p AA AC + CC P
x = DE X = DE X = DE X = DE

IMC 255+ 3.2 26.4+48 |0.384 | 26.4+39 26.1 £ 4.7 |0.785
(kg/m?)

Glucosa 94.0+£9.6 | 94.7+11.7 |0.804 | 92.0+11.1 | 954 +11.2 | 0.208
(mg/dL)

AUC 29274+2071 | 29692 £3314 | 0.557 | 29709+3597 | 29538 +2848 | 0.815
(mg/dL)min

Como podemos observar en las tablas 20a y 20b, ningin SNP de CASQI resulto

asociado a algun rasgo cuantitativo en el grupo de los casos con DG.

Tabla 21a. Andlisis de asociacion de los polimorfismos de CASQZI a los rasgos
cuantitativos en los controles con CTOG normal del INPER.

rs617698 SNP2351
AA AG + GG P GG GA + AA P
x = DE X = DE x = DE x = DE

IMC 25.7 4.7 25457 | 0918 | 256 5.0 24.7 £ 6.4 | 0.646
(kg/m?)

Glucosa 81.8x+7.0 825+58 | 0.757 | 824 +6.3 80.3 6.5 |0.335
(mg/dL)

AUC 20753+£2311 | 21387 +2384 | 0.427 | 214252448 | 20688 £2103 | 0.360
(mg/dL)min
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Tabla 21b. Analisis de asociacion de los polimorfismos de CASQI a los rasgos

cuantitativos en los controles con CTOG normal del INPER.

rs3747623 rs2275703
CcC CT+TT p AA AC + CC P
X = DE X = DE X = DE X = DE

IMC 245+ 4.4 25.7+59 | 0538 | 25.6 +6.4 25.1 +£45 |0.748
(kg/m?)

Glucosa 80.6 = 6.6 825+6.3 | 0347 | 81.4+4.1 820+ 7.4 |0.764
(mg/dL)

AUC 21069+2446 | 21507 £2367 | 0.574 | 20813+2588 | 21557+2220 | 0.308
(mg/dL)min

Se observa en las tablas anteriores que ningin SNP de CASQI se asoci6é a los

rasgos cuantitativos analizados en el grupo de controles con CTOG normal [Tabla 21ay

21b].

1.11. Analisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs de CASQ1.

Se hizo el andlisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs de CASQ1 utilizando

el programa Haploview y se obtuvieron las siguientes figuras.
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Figura 15. Gréafica de desequilibrio de ligamiento (DL) de los SNPs de CASQZ utilizando
94 casos de DG y 112 controles normoglucémicos. Los nimeros que se encuentran
dentro de los cuadros son el valor de D'.

Tabla 22. Analisis del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de CASQ1 (DG vs
controles normoglucémicos).

SNPs D' r?
rs617698-SNP2351 0.931 0.103
rs617698-rs3747623 0.864 0.645
rs617698-rs2275703 0.866 0.381
SNP2351- rs3747623 0.636 0.057
SNP2351- rs2275703 0.262 0.009
rs3747623- rs2275703 0.630 0.223
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Se observa en la figura 15 y en la tabla 22 que solo el SNP rs617698 de CASQ1
presenta fuerte evidencia de desequilibrio de ligamiento con los SNPs 2351, rs3747623
y rs2275703 (D'>0.8); sin embargo, los valores de r? para este mismo SNP no indican lo
mismo, ya que bajo este paradmetro solo puede sugerirse desequilibrio de ligamiento
entre el SNP rs617698 y el SNP rs3747623 (Tabla 22).

Este andlisis de desequilibrio de ligamiento también se hizo para la comparacion

de DG vs controles con CTOG normal. Los resultados se encuentran en la figura 16 y en
la tabla 23.
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[ Evidercia moderada de DL
D Evidercia fierte de recombinacidn
Figura 16. Gréafica de desequilibrio de ligamiento (DL) de los SNPs de CASQZ utilizando

94 casos de DG y 46 controles con CTOG normal. Los nimeros que se encuentran
dentro de los cuadros son el valor de D'.
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Tabla 23. Analisis del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de CASQZ (DG vs
controles con CTOG normal).

SNPs D' /2
rs617698-SNP2351 0.890 0.106
rs617698-rs3747623 0.843 0.648
rs617698-rs2275703 0.947 0.472
SNP2351- rs3747623 0.785 0.087
SNP2351- rs2275703 0.424 0.028
rs3747623- rs2275703 0.738 0.310

Se observa en la figura 16 y en la tabla 23 que al hacer el andlisis del
desequilibrio de ligamiento de los SNPs de CASQI para los grupos de DG vs controles
con CTOG normal, nuevamente el SNP rs617698 de CASQI presenta fuerte evidencia
de desequilibrio de ligamiento con los SNPs 2351, rs3747623 y rs2275703 (D'>0.8).
También en este andlisis, los valores de r? para este mismo SNP no indican lo mismo,
ya que bajo este parametro solo puede sugerirse desequilibrio de ligamiento entre el
SNP rs617698 y el SNP rs3747623 (Tabla 23).

1.12. Andlisis por haplotipos de los SNPs de CASQ1.

Se hizo el analisis de asociacién caso-control por haplotipos de los SNPs de
CASQ1 utilizando el programa Haploview. Los resultados de este analisis para la
comparacion del grupo de DG vs los dos grupos de controles se encuentran en la tabla
24.
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Tabla 24. Andlisis de asociacion por haplotipos de los SNPs de CASQ1.

DG vs controles normoglucémicos | DG vs controles con CTOG normal

Haplotipos | Frecuencia P Haplotipos | Frecuencia p
GGTA 0.347 0.774 GGTA 0.357 0.907
AGCC 0.331 0.946 AGCC 0.339 0.840
AACA 0.096 0.409 AACA 0.105 0.782
AGCA 0.071 0.205 AGCA 0.05 0.945
AGTC 0.036 0.534 AGTC 0.045 0.899
AACC 0.035 0.041 AACC 0.045 0.196
GGCA 0.028 0.110 GGCA 0.031 0.010
GGTC 0.019 0.359
AGTA 0.015 0.353

SNP1=rs617698, SNP2=SNP2351, SNP3=rs3747623, SNP4=rs2275703

Se puede observar en la tabla 24 que solo el haplotipo AACC formado con los
cuatro SNPs de CASQI analizados presenta un valor de p estadisticamente significativo
para el analisis de asociacion realizado con el grupo de casos y el grupo de controles
normoglucémicos. En el andlisis de asociacion de casos de DG vs controles con CTOG
normal, se observa que sélo se pudieron formar 7 haplotipos, lo cual se debe a que el
grupo con CTOG normal tiene una n reducida (46 controles); en este grupo el haplotipo

GGCA present6 un valor de p de asociacién significativo.

Se hizo también el andlisis de asociacion por haplotipos de los SNPs de PPARy y
los SNPs de CASQI en conjunto. Para el analisis de asociacion de DG vs controles
normoglucémicos se generaron 17 haplotipos, de los cuales solo el haplotipo
conformado por los alelos CCGGCA (P12A, C161T, rs617698, SNP2351, rs3747623 y
rs2275703, respectivamente) tuvo una tendencia de asociacion a la DG (p= 0.066). En
el andlisis de asociacion de DG vs controles con CTOG normal, se generaron 13
haplotipos de los cuales nuevamente el conformado por los alelos CCGGCA se asoci6 a

DG, con un valor de p=0.007.
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2. Estudio del gen USF-1y del gen HNF-4a

2.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.
Para esta segunda parte del proyecto se analizaron 463 mujeres que cumplieron
con los criterios de inclusion. Las caracteristicas de cada uno de los grupos estudiados

estan descritas en la tabla 25.

Tabla 25. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

N Edad
X = DE (afos)

Controles con CTOG 213 30.74 £ 6.8
normal (INPER)
Casos DG (INPER) 165 33.62 £ 5.6
Casos DG 85 3455+49
(CMN 20 de Nov.)
Casos DG totales (INPER 250 33.94 54
+ CMN 20 de Nov.)

2.2. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los SNPs de los
genes USF-1y HNF-4a en cada uno de los grupos estudiados mediante una prueba de

X2. Los valores de p obtenidos se encuentran en la tabla 26.
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Tabla 26. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos de los genes USF-1 y
HNF-4a en los casos y controles.

Gen SNP Controles | Casos DG Casos DG Casos DG
con INPER 20 de Nov Totales
CTOG
normal
USF-1 rs3737787 0.318 0.356 0.555 0.274
rs2144908 0.859 0.404 0.871 0.560
HNF-4e rs745975 0.354 0.202 0.898 0.365

Como se puede observar en la tabla 26, todos los SNPs de los genes USF-1 y
HNF-4a analizados estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos de
casos y controles estudiados. Cabe mencionar que se form6 un grupo de los casos
totales de DG (ultima columna de la tabla 26), es decir, se juntaron los casos de DG
provenientes del INPER y los casos de DG provenientes del CMN 20 de noviembre, ya
gue ambos grupos tienen los mismos criterios de inclusién; esto se hizo con el objetivo
de incrementar el tamafio del grupo de casos. Por lo tanto, para los siguientes analisis
se manejara un solo grupo de casos con DG y se hara el ajuste correspondiente por el

hospital de origen de las muestras.

2.3. Confirmacion de los genotipos de los SNPs de USF-1'y HNF4a por secuenciacion.

Se obtuvo un 100% de concordancia entre los genotipos obtenidos por

pirosecuenciacion para el polimorfismo rs3737787 de USF-1, los polimorfismos

rs2144908 y rs745975 de HNF4a y los genotipos observados en las secuencias

obtenidas mediante secuenciacion automatizada.
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2.4. Andlisis de los posibles factores confusores.

Se procedié a examinar los posibles factores confusores para observar si habia

diferencias significativas entre el grupo de casos de DG y el grupo de controles y

dependiendo de ello, considerar estos factores al momento de realizar el andlisis de

asociacion de los polimorfismos de USF-1 y HNF-4a a DG con diferentes modelos

genéticos.

Tabla 27. Analisis de los posibles factores confusores en el grupo de DG (INPER + CMN
20 Nov) vs controles con CTOG normal.

Grupo N Media Desviacion P
estandar
Edad de Dx | Controles | 206 30.74 6.76 <0.001
Casos 250 33.94 5.39
IMC (peso | Controles | 211 25.88 5.44 <0.001
habitual) Casos 247 2787 593

En la tabla 27 se observa que tanto la edad como el IMC en los controles es

significativamente diferente de la edad y el IMC de los casos con DG, por lo cual se

corrigi6 por edad y por IMC cuando se hizo el analisis de asociacion de los

polimorfismos de USF-1y HNF-4a a DG con diferentes modelos genéticos.
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2.5. Resultados del analisis de los polimorfismos de USF-1y HNF-4a.

Tabla 28. Analisis de asociacién de los polimorfismos de USF-1'y HNF-4aa DG con diferentes modelos genéticos
(DG total vs controles con CTOG normal).

Gen SNP Genotipo DG Controles OR (95% IC) OR (95% | OR (95% IC)
n(%) n(%) y p para el IC)y ppara | y pparael
modelo el modelo modelo
aditivo dominante recesivo
USF-1 | rs3737787 Ccc* 144 (58.30) 104 (49.76) 0.82 0.71 1.10
CT 85 (34.41) 91 (43.54) (0.61-1.10) (0.49-1.03) | (0.53-2.26)
TT 18 (7.29) 14 (6.70) 0.176 0.068 0.806
HNF4-a | rs2144908 AA* 102 (42.15) 79 (37.80) 0.88 0.83 0.87
AG 107 (44.21) 98 (46.89) (0.66-1.15) (0.57-1.22) | (0.52-1.48)
GG 33 (13.64) 32 (15.31) 0.357 0.348 0.614
rs745975 GG* 202 (82.45) 170 (80.95) 0.91 0.91 0.86
GA 42 (17.14) 39 (18.57) (0.57-1.44) | (0.56-1.46) | (0.05-13.78)
AA 1(0.41) 1 (0.48) 0.678 0.680 0.913

#Modelo aditivo: 0=11, 1=12, 2=22, donde 1=alelo com(n y 2=alelo raro

® Modelo dominante: 12 + 22
“Modelo recesivo: 11 + 12

*Alelo comun de los SNPs estudiados.




Como se puede observar en la tabla 28 solo el SNP rs3737787 del gen USF-1
presenta una tendencia de asociacion a DG bajo el modelo dominante (p=0.068); el
resultado de la regresion logistica indica que el alelo comun de este SNP (C) es el alelo
de riesgo. Al hacer el analisis de asociacion de los polimorfismos de estos dos genes a
DG bajo los distintos modelos y con el ajuste por edad e IMC, la tendencia de
asociacion del SNP rs3737787 a DG bajo el modelo dominante disminuye,
encontrdndose un valor de p=0.105. Para los demas SNPs, los valores de p después del

ajuste por edad e IMC siguen siendo no significativos.

2.6. Andlisis de asociacion de los SNPs de USF-1y HNF-4a a los rasgos cuantitativos.

El andlisis de asociacion de los SNPs de USF-1'y HNF-4aen el grupo de DG se
corrigié de acuerdo al hospital de origen de la muestra, ya que hay que recordar que
este grupo esta constituido por casos de DG de dos diferentes instituciones (INPER y
CMN 20 de Nov).

El SNP rs3737787 de USF-1 resultdo asociado al rasgo de area bajo la curva
(AUC), con una p de 0.033 en el grupo de casos con DG, ya que los portadores del alelo
comun en forma homocigota tienen un valor de AUC mayor que aquellos que lo portan
en forma heterocigota o no lo portan (Tabla 29). El SNP rs745975 estuvo asociado a la
presion sistolica y con tendencia de asociacion a la presion diastolica en los casos con
DG, ya que las portadoras del alelo raro (A) tuvieron valores mayores de ambas

presiones que aquéllas que no portan dicho alelo (Tabla 29).
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Tabla 29. Andlisis de asociacion de los polimorfismos de USF-1y HNF-4a a los rasgos cuantitativos en los casos con DG
(INPER + CMN 20 de Nov).

USF-1 HNF-40
rs3737787 rs2144908 rs745975
cC CT+TT p* AA AG + GG p* GG GA + AA p*
X + DE X + DE X + DE X + DE X + DE X + DE

IMC 27.9+54 27.7+5.1 |0.734 27.4 +5.0 28.1+55 | 0.268 | 28.0+5.5 27.0+3.9 | 0.361
(kg/m?)
Glucosa 96.2+18.0 | 942+146 (0338 | 953+186 | 95.0+15.1 | 0937 | 958+ 17.4 | 94.8+16.6 | 0.801
(mg/dL)
AUC 29881+3884 | 28912 +2882 | 0.033 | 29180 #3518 | 29553 +3422 | 0.416 | 29703+4003 | 28967+2492 | 0.245
(mg/dL)min
Presion 110.8 +11.9 | 112.14+11.99 | 0.465 | 110.1 +10.5 | 112.6 +13.1 | 0.158 | 110.4 + 11.6 | 116.3 +13.3 | 0.015
sistélica
(mmHg)
Presion 71.6 + 9.5 72.3+10.2 | 0.626 705+9.0 | 73.0+10.3 [ 0.089 | 71.2+9.1 75.0 + 12.5 | 0.051
diastolica
(mmHg)

*Valores de p corregidos por hospital de origen de la muestra.
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Tabla 30. Analisis de asociacién de los polimorfismos de USF-1'y HNF-4a a los rasgos cuantitativos en los controles con
CTOG normal (INPER).

USF-1 HNF-4a
rs3737787 rs2144908 rs745975
CcC CT+TT P AA AG + GG p GG GA + AA P
X + DE X + DE X + DE X + DE X + DE X + DE
IMC 26.3 +£5.8 25.3+47 0.170 25.8 £5.3 259+54 0.961 26.0 £ 5.5 256 £5.4 0.708
(kg/m?)
Glucosa 822+7.0 80.5+6.24 0.055 81.5+6.8 81.4+6.4 0.904 81.3+6.7 81.4+6.8 0.885
(mg/dL)
AUC 20138 £2483 | 19716 +2751 | 0.246 1995742395 | 19905+2744 | 0.888 | 19806+2571 20505+2706 | 0.127
(mg/dL)min
Presion 109.0 +£11.9 | 105.8+11.7 | 0.063 | 107.2 +10.6 | 107.4 +12.6 | 0.925 107.4+12.1 107.1+10.8 0.884
sistolica
(mmHg)
Presién 70.1 £ 9.7 68.0 £ 9.3 0.144 69.3+9.6 68.8 £ 9.5 0.764 69.3+95 68.2 + 10.1 0.562
diastdlica
(mmHg)
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En el grupo de los controles se observa que para el SNP rs3737787 de USF-1 se
presenta una tendencia de asociacion al valor de glucosa en el ayuno (p=0.055), ya
gue los portadores del alelo comun C en su forma homocigota, el alelo que resultod ser
el de riesgo para DG bajo el modelo dominante (Tabla 28), tienen un valor de glucosa
en el ayuno mayor que los controles que lo portan en forma heterocigota o no lo
portan. Este mismo SNP tuvo una tendencia de asociacion a la presidon sistélica
(p=0.063), ya que se observa que los portadores del alelo C en forma homocigota
presentan una presion sistélica mayor que los controles heterocigotos u homocigotos
para el alelo raro (T). Los SNPs rs2144908 y rs745975 de HNF-4ano estuvieron

asociados a ningun rasgo cuantitativo en este grupo (Tabla 30).

2.7. Andlisis de asociaciéon de los SNPs de USF-1'y HNF4a a DG considerando la
inclusién de los marcadores de ancestria.

Los 10 marcadores informativos de ancestria (rs4884, rs2695, rs17203, rs2862,
rs3340, rs722098, rs203096, rs223830, rs1800498 y rs281478) que se enviaron a
genotipificar por KBiosciences (Hertfordshire, U.K.), estuvieron en equilibrio de Hardy-

Weinberg tanto en el grupo de casos como de controles.
Mediante el programa ADMIXMAP se obtuvieron los valores de asociacion de los

SNPs de USF-1'y HNF-4aa DG corregidos por el posible efecto de la estratificacion
poblacional (Tabla 31).
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Tabla 31. Andlisis de asociacion de los polimorfismos de USF-1y HNF-4a a DG
considerando el efecto de la estratificacion poblacional.

USF-1

rs3737787 rs2144908 rs745975

Modelo Aditivo p= 0.302 p= 0.180 p= 0.499

Modelo Aditivo Pc= 0.362 Pc= 0.314 Pc= 0.560
(con correccion
por ancestria)

En la tabla 31 se observa que los valores de p para el analisis de asociacion de
los polimorfismos de USF-1 y HNF4a a DG corregidos por ancestria no son
estadisticamente significativos y comparados con los valores de p antes del ajuste, los
valores ajustados son aun menos significativos que los valores previos al andlisis

corregido por ancestria.

2.8. Andlisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs de HNF-4c.

Se hizo el céalculo del desequilibrio de ligamiento (DL) entre los SNPs rs2144908 y

rs745975 de HNF-4a mediante el programa Haploview, obteniendo los valores de D'y

r2,

Tabla 32. Analisis del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs rs2144908 y rs745975
de HNF-4a.

DG total vs controles
D' 0.756
r? 0.102
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Se observa en la tabla 32 que tanto el valor de D' como el valor de r? nos
indican que no hay evidencia de desequilibrio de ligamiento entre estos dos SNPs de
HNF-4a.

2.9. Andlisis por diplotipos de los SNPs de HNF-4ay por haplotipos de los SNPs de
USF-1y HNF-4a.

Considerando que los SNPs de HNF-4a no estédn en desequilibrio de ligamiento,
se hizo también el andlisis de asociacidon caso-control por diplotipos de estos SNPs

utilizando el programa Haploview.

Tabla 33. Analisis de asociacion por diplotipos de los SNPs de HNF-4a.

Diplotipos Frecuencia p
rs2144908-rs745975
AG 0.615 0.370
GG 0.291 0.500
GA 0.079 0.594
AA 0.014 0.903

Se puede observar en la tabla 33 que ninguno de los diplotipos formados con los
SNPs de HNF-4a presenta valores de p significativos para el analisis de asociacion caso-

control realizado.

También se hizo el andlisis de asociacion caso-control por haplotipos del SNP de
USF-1 estudiado (rs3737787) y los dos SNPs de HNF-4a. Los resultados de este analisis

se encuentran en la tabla 34.
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Tabla 34. Andlisis de asociacién por haplotipos de los SNPs de USF-1y HNF-4a.

Haplotipos | Frecuencia p
AGC 0.450 0.403
GGC 0.225 0.829
AGT 0.165 0.963
GGT 0.067 0.116
GAC 0.048 0.672
GAT 0.031 0.167
AAC 0.014 0.876

SNP1=rs2144908, SNP2=rs745975, SNP3=rs3737787

Se observa en la tabla 34 que ninguno de los haplotipos formados por los SNPs

de HNF-4o (rs2144908 y rs745975) y USF-1 (rs3737787) estuvo asociado a la DG.
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VI1.- DISCUSION DE RESULTADOS

La diabetes gestacional (DG) es una enfermedad genéticamente compleja que
durante el embarazo implica riesgos considerables en la salud tanto de la madre como

del feto (Winzer y cols., 2004).

En este estudio se determind la participacion de diversos SNPs de PPARy, CASQ1,
USF-1y HNF-4a, cuatro genes que previamente habian sido asociados a DG, a DT2 y/o
a rasgos metabdlicos relacionados con estas dos entidades clinicas en diversas
poblaciones (Deeb y cols., 1998; Altshuler y cols., 2000; Moffett y cols., 2005; Fu y
cols., 2004; Das y cols., 2004; Huertas y cols., 2005; Lee y cols., 2006; Weedon y cols.,
2004; Weissglas-Volkov y cols., 2006).

Los dos polimorfismos del gen PPARy estudiados estuvieron en equilibrio de
Hardy-Weinberg en todos los grupos analizados. No se encontré asociacion de P12A a
DG bajo ninguno de los tres modelos genéticos empleados, lo cual sugiere que P12A no
contribuye de manera sustancial a la susceptibilidad para el desarrollo de DG en la
muestra de la poblacion mexicana estudiada. Este resultado concuerda con lo
observado en otras poblaciones: en un estudio que se llevé a cabo en poblacion arabe y
escandinava no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la
frecuencia de la variante P12A en 500 pacientes con DG (400 escandinavas y 100
arabes) con respecto a los controles (428 escandinavas y 122 arabes) (Shaat y cols,
2004) y en otro estudio realizado en 649 mujeres escandinavas con diabetes
gestacional y en 1232 controles se encontré que el polimorfismo P12A tampoco estaba
asociado a DG (Shaat y cols., 2007).

El polimorfismo P12A ha sido asociado a obesidad en diversas poblaciones; sin
embargo, en este estudio no se observo asociacion de este SNP a un IMC mayor en las
mujeres mexicanas con DG. No fue posible hacer un analisis especifico de asociacion de
este polimorfismo al sobrepeso y a la obesidad definidos por los valores de IMC debido

55



al tamafio de la muestra, ya que este analisis implica la estratificacion del grupo de
casos entre aquellas mujeres con diagndstico de DG con IMC en rango normal, con
sobrepeso y con obesidad incluyendo obesidad morbida; la estratificacion requerida

para este andlisis disminuye el poder estadistico de la muestra analizada.

Es importante mencionar que el IMC considerado en este estudio fue obtenido
mediante el peso habitual de cada mujer antes del embarazo, por lo cual no fue posible
analizar la ganancia de peso durante el embarazo. En este sentido, en un estudio
reciente en mujeres turcas se reportd que las mujeres con DG que portaban el
polimorfismo P12A ganaron significativamente mas peso durante su embarazo

comparadas con aquellas mujeres que no portaban el polimorfismo (Tok y cols., 2006).

El alelo Ala del polimorfismo P12A del gen PPARy se asocié a un IMC mayor en el
grupo de controles normoglucémicos (p=0.019). Este resultado concuerda con lo
reportado recientemente en poblacion mexicana y en dos grupos amerindios, donde los
genotipos Prol2Ala y Alal2Ala, se asociaron significativamente a un IMC mayor
(Canizales y cols., 2007), reforzando asi la asociacidén entre esta variante y el riesgo de

sobrepeso u obesidad en la poblacion mexicana.

El polimorfismo C161T del gen PPARy no se asocié a DG bajo ninguno de los
tres modelos genéticos empleados. Es importante destacar que este polimorfismo no
habia sido estudiado en relacién a la DG en otra poblacion; solo existen dos estudios
previos a éste, donde esta variante se asoci6 modestamente a obesidad en mujeres
finlandesas (Valve y cols., 1999) y a resistencia a la insulina en mujeres hispanas
(Moffett y cols., 2005). Sin embargo, en este estudio este polimorfismo no estuvo
asociado a ningun rasgo cuantitativo analizado. Estos resultados de manera general
sugieren que la variante C161T no contribuye de manera significativa a la
susceptibilidad para el desarrollo de DG en la muestra de la poblacibn mexicana

estudiada.
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Los resultados del analisis de desequilibrio de ligamiento de los dos SNPs del gen
PPARyindican que estos dos SNPs no estan en desequilibrio de ligamiento, es decir, no
se heredan de manera conjunta, tomando en cuenta tanto el valor obtenido de D' como
el de r? para las comparaciones de DG vs controles normoglucémicos y DG vs controles
con CTOG normal. Sin embargo, en el articulo mencionado anteriormente, el realizado
en mujeres hispanas, se reportd que estas dos variantes si estaban en desequilibrio de
ligamiento en esa poblacion, aunque es importante mencionar que ese estudio solo
muestra los valores de D' y en diversos reportes se ha evidenciado que el valor de D'
suele mostrar inflacién en muestras pequefias y con bajas frecuencias alélicas y que r?,
si bien es considerado un parametro dependiente de las frecuencias alélicas, el sesgo
debido a estas frecuencias es considerablemente menor en el valor de r* que en el de
D', lo cual hace de r?> un pardmetro méas confiable que D' (Wang y cols., 2005;

Weissglas y cols., 2006; Feng-Xing y cols., 2007).

Por otro lado, ninguno de los diplotipos formados con los SNPs de
PPARy presento valores de p significativos para el analisis de asociacion realizado con el
grupo de casos y con los dos grupos de controles de manera independiente. Las
frecuencias de los diplotipos fueron similares cuando se compararon los casos de DG vs
controles normoglucémicos y controles con CTOG normal. Los valores de p obtenidos
con el analisis de DG vs controles con CTOG normal fueron adn menos significativos
que los obtenidos en la comparacion de DG vs controles normoglucémicos; esto puede
deberse a que el tamarfio del grupo de los controles CTOG normal es mas pequefio que
el de los controles normoglucémicos (46 vs 112), lo cual disminuye el poder estadistico

de la muestra.

Con respecto al gen CASQ1, al analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg para los
distintos SNPs estudiados en todos los grupos de casos y controles, solo dos de ellos no
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg: el SNP rs617698 (p=0.005) y el SNP
rs3747623 (p=0.023) en el grupo de casos de DG del CMN 20 de Noviembre. La
determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg es un importante paso de control de
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calidad en los estudios de poblaciones genéticas y sus desviaciones pueden ser muy
informativas, ya que cuando la desviacion se presenta en los casos, asumiendo que las
fuentes de error han sido eliminadas, puede indicar la asociacion de un locus con la

enfermedad (Szeszko y cols., 2006).

En este estudio se hizo la confirmacién de los genotipos por secuenciacion, lo
cual nos garantiza la eliminacion del error de genotipificacién, por lo tanto, esta
desviacion del equilibrio en estos dos SNPs podria sugerir asociacion con la DG que no
es evidente en el andlisis genético por un bajo poder estadistico de la muestra. Para
fundamentar esto se hizo el célculo del poder estadistico de la muestra para el analisis
del SNP rs617698 mediante el programa Qanto v1.2.3, considerando una prevalencia de
DG del 7%, la frecuencia del alelo de riesgo encontrada en los controles
normoglucémicos (0.592), utilizando el modelo aditivo y un valor esperado de OR de
1.5, ya que el OR reportado para este SNP y DT2 en poblacion menonita fue de 1.75
(Fu y cols., 2004). El poder estadistico de la muestra es de 49.4% y bajo los
parametros utilizados, el programa indica que se requieren 193 casos y 226 controles
mas para alcanzar un poder estadistico de 80%. Por lo anterior, es posible que se logre
evidenciar la asociacion de estos SNPs en particular a DG incrementando el nUmero de

casos y controles estudiados.

Cabe mencionar que los SNPs rs617698 y rs3747623 de CASQ1 que no estan en
equilibrio de Hardy-Weinberg, mostraron evidencia de desequilibrio de ligamiento al
hacer el analisis mediante el programa Haploview, ya que s6lo este par de SNPs
presentd un valor de D'>0.8 y valor de r*>0.6 y como se menciond anteriormente, r’ es
considerado un parametro mas confiable que D' (Wang y cols., 2005; Weissglas y cols.,
2006; Feng-Xing y cols., 2007). Este resultado de desequilibrio de ligamiento entre
estos dos SNPs concuerda con lo reportado en los estudios de asociacion de SNPs de
CASQ1 a DT2 en poblacion menonita (Fu y cols., 2004) y en poblacién caucésica
europea (Das y cols., 2004), ya que en ambos estudios estos dos SNPs se encontraron
en desequilibrio de ligamiento tomando en cuenta los valores de r* (r*=0.94 y r>>0.65
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respectivamente).

Ninguno de los cuatro SNPs de CASQI analizados (rs617698, SNP2351,
rs3747623 y rs2275703) se asoci0 a DG de manera individual, bajo ninguno de los
modelos genéticos estudiados. Estos cuatro SNPs presentaron evidencia de asociacion a
DT2 en poblacién caucasica (Das y cols., 2004) y en poblacién menonita (Fu y cols.,
2004) en dos estudios independientes. Recientemente, se hizo otro estudio en
poblacién danesa para evaluar la asociacion del SNP rs2275703 de CASQI a DT2 y a
rasgos cuantitativos relacionados con esta entidad y no se encontrg asociacion de este
polimorfismo a DT2 o alguno de los rasgos analizados (Sparsg y cols., 2007). En otro
estudio realizado en este afio, se encontrd que el SNP rs617698 de CASQI junto con la
variante rs6413453 del gen de la apolipoproteina A-11 (APOA2) y otras ocho variantes
en los genes de la fosfatasa de especificidad dual 12 (DUSP12), el receptor gamma X
retinoide (RXRG) y la piruvato cinasa hepatica (PKLR) contribuye al riesgo para el
desarrollo de la DT2 tanto en un estudio de asociacion caso-control como en los

individuos afectados en una familia de Utah (Hasstedt y cols., 2008).

En el presente estudio, al hacer el analisis por haplotipos de estos SNPs se
encontré un haplotipo de riesgo a DG (AACC) con un valor de p modestamente
significativo (p=0.045) al comparar DG vs controles normoglucémicos. Este haplotipo
esta conformado por el alelo de riesgo para DT2 del SNP rs617698 (A) reportado en el
estudio de poblacibn menonita (Fu y cols., 2004), el alelo de riesgo para DT2 del
SNP2351 (A) encontrado en el estudio de poblacion caucasica europea (Das y cols.,
2004), el alelo que no se asoci6 independientemente al riesgo para DT2 del SNP
rs3747623 (C) en poblacion caucasica europea y finalmente el alelo de riesgo para DT2
del SNP rs2275703 (C) reportado en poblacion menonita, el cual en nuestra poblacion
fue el alelo raro y en la poblacion menonita fue el comun (Fu y cols., 2004). Estas
diferencias de asociacion entre el alelo raro y el comun entre distintas poblaciones
sugieren que otros SNPs fuera de la regidon analizada pudieran participar directamente
en el riesgo. Cabe mencionar que la frecuencia del haplotipo mencionado es muy baja
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(3.5%), lo cual hace de este resultado de asociacion poco confiable y para poder

confirmarlo se requiere incrementar el tamafio de la muestra analizada.

En relacion a los SNPs de los genes USF-1'y HNF-4a, todos se mantienen en
equilibrio de Hardy-Weinberg. El alelo comdn del SNP rs3737787 (usflsl) del gen
USF-1 presentd una tendencia de asociacion a la DG bajo el modelo dominante
(p=0.068), lo cual concuerda con lo reportado para este SNP en los estudios de
asociacion a FCHL y a diversos rasgos metabdlicos (Suviolahti y cols., 2006; Huertas y
cols., 2005; Lee y cols., 2006). Esta tendencia encontrada en este estudio podria ser
mas contundente si se aumentara el poder estadistico de la muestra. Se hizo el célculo
del poder estadistico de la muestra mediante el programa Qanto v1.2.3, considerando
una prevalencia de DG del 7%, la frecuencia del alelo de riesgo encontrada en los
controles con CTOG normal (0.715), utilizando el modelo dominante y un valor
esperado de OR de 1.5. El poder estadistico de la muestra es de 20% por lo cual, es
necesario incrementar el tamafio de la muestra para confirmar la posible asociacion a

DG encontrada.

El alelo comun del SNP rs3737787 estuvo asociado en su forma homocigota a un

valor mayor de AUC en los casos con DG y presentd una tendencia de asociacion a
valores mayores de glucosa en el ayuno y de presion sistolica en los controles con
CTOG normal. La asociacion de este alelo a un valor mayor de AUC en el grupo de DG
fortalece la tendencia de asociacion a DG obtenida; la asociacion de este alelo a valores
mayores de glucosa en el ayuno en los controles con CTOG normal sugiere también que
confiere riesgo a desarrollar DG. Recientemente se reportd el primer estudio que
muestra evidencia de asociacion del SNP rs3737787 a DT2 en poblacién caucésica
alemana (Meex y cols., 2008), ya que en estudios anteriores en poblacién china (Ng y
cols., 2005) y en poblacién caucasica francesa (Gibson y cols., 2005) no se habia
encontrado evidencia de que la variacion genética en USF-1 contribuyera a la
susceptibilidad a la DT2 en esas poblaciones. En este ultimo estudio el alelo asociado a
DG fue precisamente el alelo comun (C) de este SNP (Meex y cols., 2008), lo cual
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también nos sugiere que la tendencia de asociacion encontrada en la muestra de DG
analizada podria convertirse en franca asociacion si se incrementa el tamafo de los

grupos estudiados.

Con respecto al gen AHNF-4a, ninguno de los dos SNPs estudiados (rs2144908 y
rs745975) se asocié a DG de manera individual o por diplotipos. EI SNP rs2144908 se
ha asociado a DT2 en diversas poblaciones (Weedon y cols., 2004; Silander y cols.,
2004; Lehman y cols., 2007); sin embargo en el Unico estudio previo a éste en el cual
se analizé la posible asociacion de rs2144908 a DG en mujeres escandinavas, no se
encontré evidencia de asociacion de este polimorfismo a esta entidad clinica (Shaat y
cols., 2006). Por lo tanto, el hecho de que este SNP tampoco se haya asociado a DG en
la poblacibn mexicana sugiere que esta variante probablemente no tenga una
repercusion funcional significativa para conferir susceptibilidad a DG en las poblaciones

estudiadas.

El SNP rs745975 al gen HNF-4a no se habia estudiado con anterioridad en una
poblacion con DG y solo se habia encontrado asociado a niveles altos de triglicéridos en
familias mexicanas con FCHL (Weissglas y cols., 2006). Este SNP resulté asociado a la
presion sistolica y con tendencia de asociacion a la presion diastdlica en los casos con
DG. Sin embargo, estos resultados habria que tomarlos con cautela debido a que la
presién es un parametro susceptible a variabilidad en el proceso de medicién y se

tendrian que hacer méas estudios para poder evidenciar su posible relacién con la DG.

Los dos SNPs estudiados de HNF-4a (rs2144908 y rs745975) no estuvieron en
desequilibrio de ligamiento bajo los dos pardmetros evaluados (D' y r?), lo cual
concuerda con lo reportado previamente en familias mexicanas (Weissglas y cols.,
2006).

Para los SNPs de los genes de USF-1'y HNF-4a se hizo también el andlisis de

asociacion de estos polimorfismos a DG, considerando el efecto de la estratificacion
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poblacional. Los resultados de asociacion después de ajustar mediante la utilizacion de
10 marcadores de ancestria y el programa ADMIXMAP mostraron valores de p no
significativos, con lo cual se descarta el posible efecto de estratificacion poblacional

sobre los valores de asociacion a DG inicialmente obtenidos sin el ajuste.

Finalmente, en este afio se publicd un estudio en donde se analizd la posible
interaccion entre el polimorfismo P12A de PPARyy la variante rs2144908 de HNF-4ay
si esta interaccion estaba asociada a rasgos cuantitativos relacionados con DT2 en
familias mexico-americanas con un probando con DG previa. (Black y cols., 2008). En
este estudio se encontré que si existe interaccion entre estas dos variantes y que esta
interaccion esta significativamente asociada tanto a la sensibilidad a la insulina como al
nivel de insulina a las 2 h. En el presente estudio no fue posible evaluar la interaccion
entre estos dos SNPs debido a que se analizaron en grupos de casos y controles
distintos; sin embargo, resulta prometedor el evaluar su posible interaccion

considerando la evidencia obtenida en el estudio citado en familias mexico-americanas.

Es importante sefalar que en los estudios de asociacién es imposible estimar a
priori el efecto individual sobre el riesgo de cada SNP analizado, debido a la
heterogeneidad propia del padecimiento y aun cuando el efecto de riesgo se encuentre
en todas las poblaciones, la contribucion de cada variante alélica sobre el riesgo estara
determinada entre otras cosas por la frecuencia alélica y la frecuencia del padecimiento
en la poblacion estudiada. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo aun
con una muestra pequefia, sugieren la posible asociacion a DG de distintas variantes

genéticas analizadas.
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VI11l.- CONCLUSIONES

Ningun SNP de los genes PPARy, CASQ1, USF-1y HNF-4a estudiados se asocié de

manera individual a la DG.

El alelo Ala del polimorfismo P12A del gen PPARy se asocié a un IMC mayor en el

grupo de controles normoglucémicos.

Se encontré un haplotipo de riesgo (AACC) conformado por los SNPs rs617698,
SNP2351, rs3747623 y rs2275703 de CASQI con un valor de p modestamente

significativo.

El alelo comun del SNP rs3737787 (usflsl) del gen USF-1 presenté una tendencia
de asociacion a la DG bajo el modelo dominante en la poblacién estudiada; este
alelo en su forma homocigota estuvo asociado a un valor mayor de AUC en los casos
con DG y presentd una tendencia de asociacion a valores mayores de glucosa en el

ayuno y de presion sistolica en los controles con CTOG normal.

Las tendencias de asociacion encontradas con los diversos SNPs analizados
probablemente pudieran alcanzar valores estadisticamente significativos si se

incrementa el tamafo de los grupos estudiados.



IX.- PERSPECTIVAS

Incrementar el tamafio de los grupos analizados para confirmar o descartar las

asociaciones encontradas para los distintos genes en este estudio.

Hacer analisis de expresion de los genes que resulten asociados a DG una vez que
se aumente el tamafo de los grupos analizados para poder evaluar de manera

conjunta la genética y la expresién de esos genes en mujeres mexicanas con DG.

Genotipificar los polimorfismos de PPARyy HNF-4a en las mismas muestras de DG y
controles para poder evaluar la posible interaccion de estos genes en la poblacion

mexicana.

Incluir los niveles de insulina dentro de los pardmetros bioquimicos a medir en las
nuevas muestras de casos de DG y controles con CTOG normal incorporadas al
estudio ya que esto permitiria el analizar genes involucrados en el desarrollo de
resistencia a la insulina y abarcar un espectro mas amplio de los factores

bioquimicos y moleculares involucrados en el desarrollo de DG.
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