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RESUMEN

OBJETIVO: En este trabajo analizamos la contribucién de 5 variantes alélicas en

la susceptibilidad a la Diabetes Gestacional (DG) en poblacién mestiza mexicana.

MATERIAL Y METODOS: La muestra total estuvo conformada por 356 mujeres,
243 casos y 113 controles. En la hoja de recoleccién de datos del estudio se
recabaron multiples variables, entre las principales consideramos la edad, indice
de masa corporal, historia perinatal, caracteristicas y complicaciones del
embarazo, tratamiento y resultado perinatal seguido de curva de reclasificacion a
las 6 semanas postparto.

En la muestra de DG se genotipificaron 5 de los Polimorfismos de Nucle6tidos
Simples (Single Nucleotide Polymorphism SNP) que en pruebas previas
mostraron asociacion a la Diabetes Tipo 2 (DT2): rs5219 (KCNJ11); rs13266634
(SLC30A8); rs1111875 (HHEX/IDE); rs10811661 (CDKN2A/2B) yrs7578507
(THADA). Los genotipos se realizaron a través del ensayo KASpar.

RESULTADOS: De acuerdo a los criterios de severidad propuestos por Freinkel,
el 82.2% fue tipo A1; el 16.5% tipo A2 y el 1.3% corresponde al tipo B1.

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

CONCLUSION: En la poblacion mestiza mexicana, la contribucion de las variantes
alélicas comunes en el riesgo a la DT2 fue modesta y llama la atencion que el
efecto de que algunas de ellas, sean evidentes sélo en algunos subgrupos de
diabéticos. La carga alélica resultdé de gran importancia en el riesgo a padecer
DT2; sin embargo, no confirié ningun efecto en el desarrollo de la DG. Queda claro
que se debe continuar la busqueda de variantes genéticas que contribuyan a la
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predisposicién de la DT2 y la DG presentes en el componente amerindio de la

poblacion mestiza mexicana, mediante el uso de otras estrategias.



PARTICIPACION DE LOS GENES EN LA SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE DIABETES GESTACIONAL EN POBLACION MEXICANA 2010

INTRODUCCION

La diabetes gestacional se define como una intolerancia a los carbohidratos de
severidad variable que se presenta o se diagnostica por primera vez durante el
embarazo (Buchanan et al., 2007.

La prevalencia mundial de la diabetes gestacional varia entre 1 y 14% de acuerdo
a los reportes formales a los que se incorporan mas de 200,000 casos reportados
anualmente (ADA, 2004). En México la prevalencia varia de acuerdo a las
diferentes instituciones que tienen protocolos vigentes. En 1992 se report6 en la
ciudad de México una prevalencia del 7% (Grupo de estudio sobre Diabetes
Mellitus). En la ciudad de Monterrey en 1998 se reporté una cifra del 4.3% en 693
mujeres embarazadas estudiadas (Forsbach et al 1998). En el “Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre” del ISSSTE, por ser hospital de concentracién, la

prevalencia llega a ser de 51%. (Y. Hernandez 2009)

Se ha documentado que un 61% de mujeres con DG desarrollaron intolerancia a
la glucosa o diabetes tipo 2 (DT2) una década después del parto. En este 61% de
mujeres se observé que 36% de ellas no tenian antecedentes de DT2 o DG en los
padres (McLellan et al, 1995).

La DG es de herencia poligénica y en su etiologia participan distintos genes de
susceptibilidad ademas de factores ambientales. Los antecedentes familiares de
DT2 son factores de riesgo importantes para el desarrollo de la DG (Rodriguez et
al, 1999; Savona et al, 2000).
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ANTECEDENTES

Durante la gestacion, se producen cambios drasticos en el metabolismo materno
que son necesarios para asegurar las demandas de nutrimentos del feto en
crecimiento, aun cuando estos sigan incorporandose a la madre (Torgersen et al.,
2006). Uno de los cambios es un aumento en la resistencia a la insulina (cuyo
mayor pico se da al final del segundo trimestre), a lo que el cuerpo compensa
aumentando la secrecion de la hormona, sin embargo, en las mujeres con DG no
es suficiente y se genera hiperglucemia (Buchanan et al., 2005; Vambergue et al.,
2002).

Este protocolo se lleva a cabo de acuerdo a los criterios de Carpenter y Coustan
con valores limites de 95, 180, 155 y 140 mg/dl y se llega al diagnéstico de DG
cuando hay dos o mas valores alterados. La curva debera realizarse a todas las
mujeres embarazadas cuyo Tamiz de 50 g de Glucosa realizado previamente
muestre alteracion en cualquiera de sus dos determinaciones; permite identificar a
las mujeres con mayor probabilidad de padecer DG (Endocrinologia Clinica,
2004). Recientemente se han propuesto multiples métodos con el fin de acortar los
tiempos y costos, disminuyendo la carga de glucosa y el numero de las

determinaciones séricas.

La DG puede desaparecer horas después del parto; sin embargo, un porcentaje
alto de las pacientes pueden desarrollar DT2 en un periodo de 5-16 afios después
de resuelto el embarazo entre 17a 63%, principalmente si: 1) son obesas; 2) el
diagnéstico se estableci6 en etapas tempranas del embarazo y; 3) la
hiperglucemia fue muy elevada (Endocrinologia Clinica, 2004). Adicionalmente, la
recurrencia de DG puede alcanzar del 35 al 80% dependiendo del indice de masa
corporal (IMC), la paridad, caracteristicas del embarazo afectado, etapa de la
gestacion en que se diagnosticé la primera vez, requerimientos de insulina ,
ganancia de peso y el intervalo entre los cada embarazo (Ben-Haroush et al.,
2004).
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La prevalencia de la DG también ha aumentado en los ultimos afios y varia entre
las diferentes poblaciones étnicas; por ejemplo en las mujeres asiaticas es de 5-
10%, en mexicoamericanas de 5-7%, en arabes de 5-7%, mientras que en
europeas es de 2-4% (Shaat et al., 2007).

Es importante mencionar que las diferencias en los métodos de diagnostico
impiden la comparacion de las prevalencias entre poblaciones ya que a diferencia
de la DT2 aun no hay un consenso mundial. Si se suma el hecho de que algunas
mujeres pueden tener diabetes preexistente no diagnosticada, las cifras de
prevalencia son aun menos confiables primordialmente en aquellas poblaciones
con alto riesgo de DT2 de inicio temprano, como lo es la poblacibn mestiza
mexicana, haciendo muy complejo el estudio de la DG.

Podemos distinguir varias caracteristicas comunes por las que se han propuesto a
la DT2 y a la DG como entidades relacionadas, e incluso a esta ultima como un
estado prediabético: 1) ambos grupos presentan resistencia a la insulina y
disfuncién de la célula B pancreatica, 2) comparten factores de riesgo y 3) la
prevalencia de la DG varia proporcionalmente con la de DT2.

Con respecto a su relacion con la DT1, algunas pacientes con DG presentan
anticuerpos contra la insulina y los islotes pancreaticos; sin embargo, son muy

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

Se han realizado diversos estudios con el fin de identificar los genes y las
variantes alélicas particulares que se relacionan con el desarrollo de esta entidad.
Algunos de los genes que se han estudiado estan vinculados con la manifestacion
de DT2. Entre ellos se encuentran el gen de la calpaina-10, el que codifica para el
receptor 1 de sulfonilurea (SUR1) (Gloyn et al, 2003) y los genes MODY que
codifican para la enzima glucocinasa (GCK) y los factores de transcripcion HNF1-
a, e IPF-1.
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En un estudio que incluyd 40 pacientes con DG de la ciudad de Viena, el 20% de
ellas presentaban el haplotipo 112/121 en el gen de la calpaina-10, mientras que
en los controles éste no se encontr6 (Leipold et al., 2004). En mujeres inglesas
con diabetes gestacional recurrente, hiperglucemia en el ayuno posparto e historia
familiar de diabetes tipo 2, se presenté una alta prevalencia de mutaciones en el
gen de la GCK (Ellard et al, 2000).

La evidencia de que existe una base genética para la DT2 se ha derivado a partir
de estudios de familias y gemelos en poblaciones de distinto origen étnico. La
identificacion de genes asociados con la patogénesis de las DT2 se ha realizado
por medio de estudios de asociacion caso-control para el andlisis sistematico de
genes candidatos (Hitman y Sudagani, 2004), estrategias de ligamiento genético
para la exploracién del genoma completo y mas recientemente estudios de
asociacion gendémica (Frayling, 2007). El escaneo del genoma en diferentes
grupos étnicos ha permitido identificar regiones cromosémicas que contienen
genes de susceptibilidad para el desarrollo de DT2 tales como el gen de Calpaina
10 (CAPN10), el gen del factor nuclear de hepatocitos 4 alfa (HNF-4a), el gen del
factor de transcripcion USF-1 factor (Hitman y Sudagani, 2004), o el gen que
codifica para el factor transcripcional TCF7L2 (Grant et al, 2006).

El factor nuclear de hepatocitos 4o (HNF-40) es miembro de la superfamilia de
factores de transcripcién dependientes de ligando, juega un papel importante en el
desarrollo, la diferenciacion celular y el metabolismo del pancreas endocrino y es
requerido también para el funcionamiento normal del intestino, el higado y el rindn
(Yamagata et al, 1996). El gen HNF-4a se ha relacionado a una forma
monogénica de la diabetes denominada MODY (Maturity Onset Diabetes of the

Young) caracterizada por una disminucion en la secrecion de la insulina.

Mutaciones en este gen y otros genes MODY (/IPF-1, HNF1a) ademas de
asociarse a la diabetes de este tipo, se han relacionado con la susceptibilidad al
desarrollo de la DT2 de inicio tardio (Hani et al, 1999, MacFarlene et al, 1999). Por

10
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otro lado se ha demostrado que mujeres con mutaciones en genes MODY tienen

mayor riesgo para desarrollar DG (Shaat et al, 2006).

Actualmente existen numerosos estudios de ligamiento a la DT2 que muestran
esta evidencia en la regidon cromosdémica 20q12-13.1 donde se localiza el gen
HNF4ea, por lo que se ha evaluado la asociacién de diferentes polimorfismos
(SNP's) que se encuentran en la region promotora y codificante de HNF-4« con la
presencia de DT2 en diferentes poblaciones. En poblaciones finlandesa y judia se
demostrd una fuerte asociacion entre SNP, del gen y la DT2 (Muller et al., 2005)
mientras que en Indios Pima se observd que estas mismas variantes se asocian a
un riesgo disminuido para el desarrollo de la DT2. Sin embargo, en algunas
poblaciones caucasicas europeas y americanas como la Sueca y Canadienses asi
como en poblacién polaca no ha sido posible demostrar asociacion de este gen
con el riesgo a manifestar DT2 (Weedon et al, 2004; Vaxillaire et al, 2005;
Winckler et al, 2005).

Debido a los distintos resultados obtenidos en los estudios previos es necesario
evaluar el papel del gen HNF-4a en cuanto a su posible papel como alelo de

riesgo para el desarrollo de la DT2 y DG en pacientes mexicanas.

Con respecto a las variantes en el gen HNF-4a en nuestra poblacién, se publicd
recientemente un estudio de asociacidén de dichas variantes con niveles de lipidos
séricos y el sindrome metabdlico (Weissglas-Volkov et al, 2006). Los SNP's
rs6031558, rs745975, rs3212198, rs2425640 se asociaron al riesgo de presentar
sindrome metabdlico por lo que resulta interesante estudiar su papel como gen de
susceptibilidad para la DT2 y la DG en la poblacion mexicana.

En poblacién Caucasica Americana y Danesa se demostré asociacion de las
variantes rs7903146 y rs12255372) con el riesgo a DT2 [OR= 1.5] (p= 4.7 X 10'®)
(Jukka et al, 2007). Estas mismas variantes se asociaron a la DT2 en poblacién
Inglesa, Amish, Finlandesa, Alemana e indu (Groves et al, 2006; Damcott et al,
2006; Scout et al, 2006; van Vliet-Ostaptchouk et al, 2007).

11
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Sin embargo, a pesar de que este gen parece contribuir en el desarrollo de la DT2
en distintos grupos, su papel sobre el riesgo parece ser variable entre poblaciones
de distinto origen étnico siendo mas importante su papel como alelo de
susceptibilidad para DT2 en poblaciones caucéasicas (Weedon et al, 2004).

En el Instituto Nacional de Ciencias Médicas de la Nutricion Salvador Zubiran se
llevé a cabo un estudio en mas de 800 sujetos de poblacién mestiza mexicana con
DT2 en el que se demostr6 que la variante rs7903146 se asocia
significativamente al riesgo de DT2, particularmente en los sujetos que con
diagnéstico antes de los 45 afios (OR= 2.14 p= 0.001 CI 1.43-3.2) , aun después
del ajuste por mezcla étnica, realizado a través del andlisis de marcadores de
ancestria validados previamente para estudios de asociacion caso-control en
poblacion mestiza mexicana (Villarreal-Molina et al, 2007). De acuerdo a estos
antecedentes nos parece importante valorar su papel como gen de susceptibilidad
en pacientes con diagnéstico de DG de la poblacién mexicana.

El gen que codifica para el transportador de colesterol ABCA1 se identificd
recientemente relacionado al riesgo para la DT2, la obesidad y el Sindrome
Metabdlico en sujetos de la poblacién mexicana (Villarreal-Molina et al, 2007,
Villarreal-Molina et al, 2008). Este gen se localiza en el locus 9931 y codifica para
una proteina transmembranal que regula el reflujo de lipidos de las células
periféricas a las lipoproteinas de alta densidad o HDL (Attie et al, 2001). Aunque la
funcién mas conocida de ABCA1 se relaciona a la formacion de particulas HDL y
el eflujo del colesterol, esta proteina se expresa en distintos tejidos incluyendo el
lumen intestinal, la vesicula biliar, la célula B pancreatica y el adiposito (Brunham
et al, 2007).

La variante R230C del gen ABCA1 asociada al riesgo de DT2 se identific6 en
sujetos de la poblacion mexicana, particularmente en casos en que el diagnéstico
se hizo antes de los 45 afios (OR=3.77, p= 3.3 X 10®), con determinaciones de
HDL bajo (p=0005), obesidad (p=0.004) y el sindrome metabdlico (OR=1.83
p=0.001) (Villarreal- Molina et al, 2007).

12
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Debido a que esta variante se identificO6 como la Unica responsable de la
asociacion para los distintos rasgos analizados y que aparentemente es exclusiva
de poblaciones de origen amerindio. Resulta de gran relevancia estudiar su papel
como gen de susceptibilidad para el desarrollo de DG en mujeres con y sin

obesidad.

13
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los avances en la identificacién de los genes implicados en la DT2 han sido
muy lentos y, aunque los reportes mas recientes (GWAS) han arrojado mucha
informacién, la mayoria se han enfocado en el estudio de poblaciones con
ancestria europea de modo que sélo permiten detectar las variantes que estan
presentes en dichas poblaciones. La poblacion mestiza mexicana se originé a
partir de la mezcla de herencia europea, amerindia y africana (50%, 45% y 5%
respectivamente) de modo que es importante saber cuédles de las variantes
alélicas que se han reportado en poblaciones europeas y que han replicado en
asiaticas, son también de riesgo en la poblacién mestiza mexicana. Debido a lo
anterior, este estudio servira para reconocer si la contribucién de las variantes
comunes en el riesgo poblacional es alta y la conveniencia de identificar variantes
con mayor efecto, o bien, especificas de nuestra poblacién mediante estrategias
alternas (A. Hurtado, 2010)

Finalmente, la dificultad para distinguir entre mujeres con intolerancia a los
carbohidratos y DT2 no diagnosticada, dificulta el andlisis genético de la DG sobre
todo en poblaciones con alta prevalencia de DT2 como lo es la poblacién mestiza
mexicana. Es por ello que nos interesa saber si para ambas patologias existen
regiones genéticas de susceptibilidad compartidas, asi como valorar la pertinencia
de buscar variantes especificas de la DG.

14
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las 5 variantes alélicas comunes, identificadas por medio de
Genome Wide Association Studies (GWAS) en la susceptibilidad al desarrollo de
DG, asi como fenotipos relacionados en pacientes de la poblacidn mestiza

mexicana, mediante un analisis de asociacion de disefio caso-control.

OBJETIVOS PARTICULARES

 Calcular las frecuencias alélicas de las variantes en mujeres embarazadas que

cursan o no con DG.

» Calcular el riesgo que confieren individualmente las variantes alélicas en la

susceptibilidad a la DG en la poblacion mestiza mexicana.

* Analizar si las variantes que resulten asociadas, presentan interaccion génica

que pueda modular su efecto.

» Analizar si poseer carga alélica alta tiene algun efecto en la susceptibilidad a
desarrollar DG.

15
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MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

Se estudiaron mujeres embarazadas atendidas en el C.M.N. 20 de Noviembre del
ISSSTE con diagnostico de diabetes gestacional, reuniendo la informacion
protocolizada asi como la de sus recién nacidos.

Se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

Pacientes con DG, en todos los casos se sigui6 el mismo protocolo de diagndstico:
Curva de Tolerancia a la glucosa oral. 100 g (*CTOG) y el diagnéstico se llevd a
cabo siguiendo los criterios de Carpenter y Coustan, 1982. Tabla 1. Dos de los

valores estan alterados.

Tabla 1.
_ Concentraciones de glucosa en plasma
Tiempo
mg/dL mmol/L

En ayuno 95 5.3

1 hora 180 10.0

2 horas 155 8.6

3 horas 140 7.8

Los casos se clasificaron segun la severidad de la DG, de acuerdo a la

clasificacion propuesta por Freinkel, 1980: se consideré:

o DG tipo A1, cuando la concentracidén de glucosa sérica en ayuno fue menor
a 105 mg/dL;
o DG tipo A2, cuando los niveles se encontraron entre 105-129 mg/dL y;

o DG tipo B1, glucosa = 130 mg/dL.
Después de 6 a 8 semanas de concluido el embarazo, se realiza una CTGO de 2
horas con 75 g de glucosa anhidra para la reclasificacion de acuerdo criterios de la

American Diabetes Association (ADA)

16
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Las semanas de gestacién en que fue realizado el diagndstico se amplié con
respecto al propuesto por Carpenter y Coustan considerando las caracteristicas de
la poblacion a estudiar en un hospital de concentracion de patologia obstétrica
dado que es durante el segundo trimestre del embarazo cuando se establece el
mayor pico de resistencia a la insulina; decidimos ampliar el intervalo.

1) Cuando la paciente fue captada cursando embarazo mayor a 28 semanas, con
CTGO normal, se incluyé en el grupo control.

2) Cuando la paciente fue captada cursando embarazo menor a 24 semanas, con
CTGO anormal, se incluyé en el grupo problema.

Por otra parte, se excluyeron mujeres con otros padecimientos que modifican per

se el metabolismo de carbohidratos. (Tabla 2)
Tabla 2.

Criterios de inclusion y exclusion para la muestra de DG.

Grupo Inclusién Exclusion

Controles Diagnéstico negativo a No mestizas mexicanas

DG Edad <18 afnos

CTOG realizada en
semanas de gestacién
22-35

DT1, DT2

Hipotiroidismo
Diagnéstico positivo a Hipertiroidismo
DG Sindrome de ovario poliquistico

CTOG realizada en
semanas de gestacién
16-30

Mediciones bioquimicas y calculos

Todas las determinaciones fueron realizadas en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del INCMNSZ, se utilizaron
procedimientos comerciales estandarizados (Boehringer, Mannheim). Glucosa;
colesterol total, HDL y triglicéridos fueron medidos por métodos enzimaticos. La
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insulina se midio por radioinmunoensayo; mientras que los niveles de LDL se
calcularon usando la formula de Friedewald (1972).

El estado nutricio de los participantes se evalué6 mediante el calculo del
indice de masa corporal (IMC), el cual fue calculado siguiendo la formula
IMC: Peso / (Talla).

Se usaron como puntos de corte, los valores propuestos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ("Obesity: Preventing and Managing the
Global Epidemic. Report of a Who Consultation," 2000): obesidad cuando el
IMC=30 kg/m2 y, no obesidad cuando el IMC<30 kg/m2 . (A. Hurtado, 2010)

Genotipificacion

El DNA gendmico fue extraido de sangre total usando un kit comercial
(Qiagen Cat.51162) y, fue resuspendido en agua miliQ. Se cuantificé utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y, se hicieron diluciones a
una concentracion de 10 ng/uL. La genotipificacion fue realizada usando ensayos
KASPar (Kbiosciences Allele Specific PcR) de la compania KBiosciences
(Hoddesdon, UK). Dicha tecnologia es un sistema de deteccion de SNP, cuya
técnica se basa en la extension de oligonuclectidos alelo-especificos y en la
generacion de la senal mediante fluorescencia. Emplea dos oligonucledtidos
forward (uno por cada alelo) disefiados para cada variante, a los cuales se les
acopla una cola no complementaria al DNA en su extremo 5’ y; un oligonuclectido
reverse comun. Adicionalmente, utiliza cassetes FRET comunes (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), los cuales son dos oligonuclecdtidos
complementarios a las colas de los alelo-especificos. Estos oligonucledtidos estan
marcados con fluoréforos (VIC 6 FAM, cada uno reportero de un alelo). (A.
Hurtado, 2010)

El proceso de amplificacion que emplea esta técnica es el siguiente:

1) Desnaturalizacion del DNA,
2) Alineacion de los oligonucledtidos no marcados (dos forward alelo-especificos y

un reverse comun) y extension,
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3) Desnaturalizacion de productos y nueva union de oligonucledtidos,

4) Extension e incorporacion de colas complementarias de forma alelo-especifica,
5) Desnaturalizacion de productos y de los cassetes FRET,

6) Alineamiento e incorporacion de los oligonucledtidos marcados a las colas
complementarias,

7) Extension del oligonucledtido marcado y emision de fluorescencia y

8) Repeticiones de los ciclos. (A. Hurtado, 2010)

Es posible saber el genotipo de las muestras con base en la cuantificacion
diferencial de la fluorescencia emitida para cada alelo. Este método es el mas
eficiente y barato disponible hasta el momento ya que implica Unicamente la
sintesis de tres oligonucle6tidos no marcados vy, la discriminacién no depende de
la unién estable de estos al DNA.

En la muestra de DG se genotipificaron 5 de los SNP que en pruebas
previas mostraron asociacion a la DT2:

o rs5219 (KCNJ11);

o rs13266634 (SLC30A8);

o rs1111875 (HHEX/IDE);

. rs10811661 (CDKN2A/2B) y;
. rs7578507 (THADA,).
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ANALISIS ESTADISTICO

Todos los calculos se realizaron usando los paquetes estadisticos STATA/SE v9.0
(StataCorp LP, USA) y SPSS v15.0. Se hicieron comparaciones entre parejas de
grupos analizando entre medias, medianas o frecuencias, utilizando las pruebas
de t de Student (variables con distribucion normal), U de Mann-Whitney (variables
con distribucion no normal) 6, x2 (variables categoricas), respectivamente. Para
comparar los genotipos entre grupos, se utilizaron las pruebas de x2 o exacta de
Fisher. El equilibrio de Hardy-Weinberg (casos y controles por separado) y el
desequilibrio de ligamiento entre SNP (muestra total) fueron calculados con el
paquete estadistico R v2.7.1 (http.//www.r-project.org).

Las asociaciones entre genotipos y enfermedad se probaron calculando la razon
de momios (OR), a partir del ajuste de un modelo de regresion logistica bajo
diferentes modelos genéticos codificados de la siguiente forma: 1) aditivo, el efecto
es dependiente del numero de alelos de riesgo (0 homocigoto para el alelo de no
riesgo, 1 heterocigoto, 2 homocigoto para el alelo de riesgo); 2) dominante, una
sola copia del alelo de riesgo es suficiente para dar el efecto (0 homocigoto para el
alelo de no riesgo, 1 heterocigoto y homocigoto para el alelo de riesgo) y 3)
recesivo, se necesitan dos copias del alelo de riesgo para dar el efecto (0
homocigoto para el alelo de no riesgo y heterocigoto, 1 homocigoto para el alelo
de riesgo). (A. Hurtado, 2010)
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RESULTADOS

La muestra total estuvo conformada por 356 mujeres, 113 controles y 243 casos.
De acuerdo a los criterios de severidad propuestos por Freinkel: el 82.2% fue de
tipo A1; el 16.5% fue de tipo A2 y el 1.3% fue de tipo B1. Sblo el 48% de los
casos, regresaron a realizarse la CTOG de 75 g postparto, de ellas 56.4%
permanecieron normoglucémicas; el 31.6% desarrollaron intolerancia a los

carbohidratos; mientras que el 12% desarrollaron DT2.

Caracteristicas de la muestra de DG

En las comparaciones de todas las variables se usaron pruebas paramétricas. Los
casos presentaron diferencias significativas en todos los factores de riesgo ya
reportados para la DG; excepto en el porcentaje de antecedentes familiares de
DT2. Ambos grupos tuvieron valores altos en esta variable. Los valores de glucosa
diagnésticos y postparto fueron mayores en las mujeres con DG. Ademas, la
resolucion obstétrica fue en semanas mas tempranas, presentando las
complicaciones de un recién nacido pretérmino con una menor severidad
considerando que en el hospital hay una Unidad de Cuidados Intensivos y se

cuenta con protocolos para utilizacién de inductores de maduréz pulmonar.

Genotipificacion de las variantes alélicas analizadas en la muestra de DG

La tasa de la genotipificaciéon fue del 92%. Sélo se analizaron 5 SNP a excepcion
de KCNJ11 (rs5219) y SLC30A8 (rs13266634) en el grupo de casos (p=0.05,
0.015), el resto de las variantes estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p<0.05). Se utilizaron datos de mujeres de muestra de DT2 para comparar sus
frecuencias alélicas con las de la muestra de DG, unicamente se incluyeron a
aquéllas mujeres diabéticas cuya edad correspondia al intervalo de las pacientes
con DG. (A. Hurtado, 2010)
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Para todas las variantes, las frecuencias del alelo de riesgo fueron mayores en los
controles que en los casos. Por su parte, las frecuencias alélicas de los casos de

DG fueron muy similares a las de los casos de DT2.

En relacion a lo anterior, es importante hacer referencia al alto porcentaje de
participantes con antecedentes familiares de DT2. Es por ello que decidimos
recalcular las frecuencias tomando en cuenta dicha variable. Aunque el numero de
mujeres sin antecedentes familiares de DT2 fue bajo, pudimos observar que en
este grupo y para la mayoria de las variantes, las frecuencias de los alelos de
riesgo son menores tanto en casos como en controles. No obstante, las
frecuencias alélicas en ambos grupos de controles siguieron siendo mayores o
iguales en comparacién con sus grupos de casos aun en las mujeres sin

antecedentes familiares de DT2.

Tabla 3.

Controles de DG y

Controles de DG y Controles DT2 y casos
Alelo casos de DG con
SNP casos de DG totales. de DG totales
. AHDM
riesgo
OR ( IC 95%) p OR ( IC 95%) p OR (I1C 95%) P
rs5219 T 0.50 (0.24-1.02) 0.056 | 0.43(0.20-0.90) | 0.024 1.91 (1.003-3.64) 0.049
rs13266634 C 1.03 (0.24-4.40) | 0.968 | 0.61(0.12-3.14) | 0.550 2.19 (0.85-5.69) 0.106
rs1111875 T 0.70 (0.48-1.02) | 0.062 | 0.67(0.45-1.01) | 0.056 1.03 (0.77-1.38) 0.847
rs10811661 T 0.84 (0.62-11.5) | 0.897 | 0.84(0.06-10.5) | 0.891 2.46 (0.45-13.6) | 0.301
rs7578597 T n.a. n.a. n.a.

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

Poseer antecedentes familiares de DT2 fue una variable importante en la DG, por
lo que decidimos comparar a las mujeres que reportaron poseer antecedentes
familiares de DT2 contra las que no. Encontramos diferencias significativas en
practicamente las mismas variables entre casos y controles de cada grupo. Dado
que el numero de mujeres sin antecedentes es muy reducido, no fue posible hacer
comparaciones estadisticas contra las que si tenian; sin embargo, destaca que los
casos con antecedentes tienen mayor presion arterial sistolica, mayores niveles de
glucosa postparto en ayuno y, un mayor porcentaje de desarrolla DT2 después del

parto.

Las comparaciones anteriores demostraron que la carga genética para DT2 tiene
un efecto en la fisiopatologia de la DG; sin embargo, con las variantes alélicas
estudiadas no fue posible explicar dichos cambios. Se analiz6 la asociacién de los
genotipos a la enfermedad tanto en la muestra total de DG como en el grupo con
antecedentes familiares de DT2, pero no en el grupo sin antecedentes por tener
un tamano de muestra insuficiente. En contraste con los resultados de DT2,
encontramos que la variante del gen KCNJ11 (rs5219) disminuye el riesgo a
desarrollar DG en el grupo con antecedentes familiares de DT2, bajo un modelo
genético recesivo. Las mujeres con DG tuvieron menor frecuencia del genotipo de

riesgo que los controles (p=0.022).

La frecuencia del alelo de riesgo del SNP rs7578597 (THADA) fue tan alta que no
se pudieron ajustar los modelos de regresién. Ninguna otra variante resultd
asociada; aunque la regién HHEX/IDE (rs1111875) casi alcanzé la significancia

estadistica para un efecto de proteccion a DG, al igual que rs5219 (p=0.056).

Finalmente, se probé la asociacion de los SNP utilizando los datos de las mujeres
controles de la muestra de DT2. En estas condiciones, encontramos que la

variante del gen KCNJ11 (rs5219) confiere riesgo a desarrollar DG, bajo un
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modelo genético

recesivo

(tabla 3.19).

En contraste con

lo observado

anteriormente, las mujeres con DG tuvieron mayor frecuencia del genotipo de

riesgo que las mujeres controles de DT2 (p=0.046).

Tabla 5.

maternos

diagnésticos

Con ant. heredo fam. De DM

Sin ant. heredo fam. De DM

Controles Casos Controles Casos
n=20 n=37 n=74 n=184
Edad (afos) 30.1+7.5 35.6+5.3 * 29.9+7.3 34.7+5.4 *
Obesidad (%) 10 35.1* 12.2 30.3*
Presion sistolica
108+9.5 108.4+11 105.4+9.4 113.2+12.3 *
(mmHg)
Presién
diastolica 68+8.3 71.1+8.8 67+8.3 72.848.6 *
(mmHg)
Edad materna
avanzada (>35 30 67.6 * 29.7 55.5*
afios) (%)
Alta paridad (>3
40 56.8 43.2 54.4
gestas) (%)
Antecedentes
0 7.7 0 6.7
de DG (%)
DG previa (%) 0 10.8* 0 109"
Semana de
. 28+4.1 24.1+4 * 28.3+3.9 23.8+4.08 *
gestacion
Glucosa en
81.2+7.7 93.8+10.8 * 80.2+6.8 95.1+13.1 *
ayuno (mg/dL)
Glucosa a 60’
117.9+20.9 191.7+24.7 * 128.4+25.7 196.2+27.9 *
(mg/dL)
Glucosa a
108.8+16.4 172.2422.1 * 114.7+17.9 177.7428.5 *
120’ (mg/dL)
Glucosa a
95.4+17 .1 135.9+26.9 * 98.4+17 142.9+27 *
180’ (mg/dL)
Area bajo la
18894+2452.7  28247.8+3044 * 19948+2675.8  28954.5+3746.7 *
curva
Glucosa en n.d. 93.1+14.5 96.317.4 105.9+35.1 *
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postparto ayuno (mg/dL)

Glucosa a
n.d. 130.1+£38.5 111.2413.3 1444711 %
120’ (mg/dL)
DT2 postparto
0 48* 0 10.6 *
(%)
Semana de
38+2.9 36.9122.6 38.2+1.9 37.282*
parto
Peso (g) 2919.71644.5 2997.91£590.5 2881.41462.9 2872.31619.7
Talla (cm) 48.613.7 49+3.7 48.7+2.5 48.5+4.2
producto Capurro 38.3+2.7 37.5+2 38.6+1.5 37.4£2.6*
Pretérmino,
prematurez, 17.6 23.1 6.8 234~

MNT (%)

Analisis de alelos multiples en DG

Se consideraron los 4 SNP que resultaron asociados en la muestra de DT2 en
nuestra poblacién; y se incluyeron unicamente los individuos que tuvieron los
datos completos de genotipificacion para estos (n=318 para DG). No hubo

individuos con menos de 2, ni con mas de 8 alelos de riesgo.

De acuerdo con los resultados mencionados, encontramos que:
1) El grupo de mujeres con mas variantes alélicas es menor en los casos y mayor

en el grupo de controles

2) El porcentaje de mujeres con DT2 comienza a aumentar a partir de una carga
de 7 alelos de riesgo, como ya se habia observado anteriormente.

3) La mayor proporcion de los casos de DG sin antecedentes familiares de DT2
tienen 5 ¢ 6 variantes alélicas (82.35%).

4) No se observan diferencias entre casos y controles en el grupo con
antecedentes familiares de DT2, salvo que la proporcion de mujeres con DG es

menor con respecto a los controles al considerar 7 0 mas alelos de riesgo.
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DISCUSION

Siendo el componente genético un factor tan importante en la predisposicién a la
DT2, es posible que existan muchas personas en riesgo latente de que existan
elementos que se empiezan a estudiar en lo referente a “programaciéon” durante
los primeros dias de vida intrauterina, reto ambiental lo suficientemente fuerte

como para causar cambios adversos y finalmente la aparicién de la enfermedad.

En funcién a esto, se ha propuesto que la DG podria ser un estado pre-diabético y
que la resistencia a la insulina (caracteristica normal del embarazo) se suma a las
alteraciones que ya de por si habian desarrollado y a la predisposicion genética
que posean, siendo la gestacién el factor decisivo en el desarrollo de la
hiperglucemia. La predisposicién genética determina la capacidad que tiene un
individuo de mantener la normoglucemia aun cuando los retos ambientales sean
fuertes; asi que el componente genético de estas mujeres deberia ser alto (como
en los diabéticos de inicio temprano) para perder la capacidad de compensacién
aun cuando son jovenes y mantendra esta tendencia desfavorable durante varias

generaciones, aun cuando los elementos negativos no persistan.

El problema radica en distinguir si ese componente genético es el mismo que para
la DT2 o si los mecanismos biolégicos que confieren la susceptibilidad son
diferentes. Por ello, una de las mayores complicaciones en el estudio de la DG es
la dificultad para discriminar entre la DT2 y la DG. Pocas mujeres llevan un control
glucémico previo al embarazo, asi que es muy probable que muchas ya sean
resistentes a la insulina, prediabéticas o incluso ya sean diabéticas. Si el
componente genético fuera el mismo, ¢qué determina que haya mujeres con
carga alélica alta y recuperen la normoglucemia al terminar el embarazo? Esto ha
sugerido que los mecanismos por los que se genera la hiperglucemia en la DG no
son los mismos a los de la DT2, sino que podrian estar relacionados con cambios

y adaptaciones maternas al embarazo, p.ej.: produccién de hormonas.
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La muestra analizada present6 diferencias claras entre las mujeres con y sin DG,
de acuerdo con lo ya reportado (Buchanan et al., 2007;Vambergue et al., 2002) no
obstante, en la exploracién de las variantes alélicas que resultaron asociadas en la
muestra de DT2 (excepto THADA, rs7578597) observamos que las mujeres no
diabéticas, normoglucémicas, tenian frecuencias del alelo de riesgo similares o
con tendencia a ser mayor con respecto a las de las mujeres con DG (sélo la
variante del gen HHEX/IDE, rs1111875 alcanzé significancia estadistica). Al
comparar la muestra de DG con mujeres de la muestra de DT2 encontramos que
las frecuencias alélicas entre las mujeres con DT2 y DG son similares.

Esto ultimo, apoyaba la idea de que ambas enfermedades podian compartir el
mismo fondo genético, sin embargo las mujeres sin DG tenian las frecuencias mas

altas.

Vale la pena mencionar que dado que la edad es un factor de riesgo para
desarrollar DT2 y, encontramos que el componente genético no es el mismo en
casos jovenes, utilizamos so6lo mujeres con el mismo rango de edad que la

muestra de DG en las comparaciones.

Si es que el componente genético era el mismo en DT2 y DG, cabia la posibilidad
de que el grupo de controles de DG tuviera mas antecedentes familiares de DT2
que los casos; pero una de las observaciones interesantes fue que no hubo
diferencias en esta variable entre ambos grupos, de modo que la existencia de un
sesgo en la poblacion quedd descartada. Esto no significa que la carga genética
heredada no influyera en las frecuencias alélicas, puesto que para la mayoria de
las variables si disminuyeron en las mujeres sin antecedentes tanto en casos
como en controles. El numero de mujeres sin antecedentes de DT2 es muy bajo,
lo que complica la comparacién adecuada con el grupo contrario sobre todo en las
variantes cuya frecuencia del alelo de riesgo es muy alta (rs10811661 y
rs7578597).
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Pese a lo anterior, las frecuencias de los alelos de riesgo se mantuvieron mas
altas o iguales en el grupo de controles, especialmente en los que tienen
antecedentes de DT2. Esto sugiere que la carga genética para la DT2, si puede
influir en el desarrollo de la DG; pero adicionalmente, la DG debe tener su propio
componente genético. Otro punto a favor de esta idea es que aun estratificando la
muestra por antecedentes familiares de DT2, ambos grupos siguen manteniendo
diferencias en las mismas variables y son de la misma magnitud. S6lo destaca en
el grupo con antecedentes, que los casos terminan el embarazo con un peor

estado glucémico, atribuible a la carga genética adicional de DT2.

La evidencia publicada indicaba que las variantes alélicas que confieren riesgo a
DT2 podian estar asociadas también con la DG (Cho et al., 2009;Lauenborg et al.,
2009;Shaat et al., 2005). Al respecto encontramos que ninguna de las cuatro
variantes estudiadas que se asociaron a la DT2 en nuestra poblacién confiere
riesgo a DG, por el contario una de ellas (KCNJ11, rs5219) parece conferir
proteccién, alcanzando Unicamente la significancia si se consideran casos Yy
controles con antecedentes familiares de DT2. No tenemos explicacion bioldgica
para estos resultados, pero es posible que exista interaccién con algun otro gen
que participe en la DG, que en interaccidbn con el ambiente impuesto por el
embarazo sea benéfico, o incluso, que haya variantes alélicas que confieran

proteccién.

Finalmente, pensamos que aunque no se hubieran obtenido resultados
significativos en las asociaciones, la distribucién de las cargas alélicas nos podian
informar sobre la relevancia del componente genético de la DT2 en la DG.

Tal parece que la carga alélica de la DT2 no es relevante en el desarrollo de la

DG, al menos tomando en cuenta las 4 variantes que si se asociaron a la DT2 en
nuestra poblacién.
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Este estudio se realiz6 en condiciones estrictas a diferencia de otros similares en
que los reportes de DG son dificilmente comparables, debido a que:

1) Los métodos de diagndstico de la DG son diferentes;

2) Las semanas de gestacion en que se hizo el diagnéstico son diferentes y

3) Los grupos controles no corresponden a un disefio caso-control

Como puede observarse el estudio genético de la DG hace que sus resultados
actuales no puedan llegar a conclusiones contundentes, la estructura genética de
nuestra poblacién lo hace aun mas complicado. Estudiar s6lo a mujeres con DG
sin antecedentes familiares de DT2 no reflejaria el panorama real de nuestra
poblacién, donde la prevalencia de esta ultima es tan alta que encontrar mujeres
embarazadas sin antecedentes de DT2 y que ademas se tenga la certeza de que
mantendran la normoglucemia el resto de su vida, es metodolégicamente
complicado. (A. Hurtado, 2010)
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CONCLUSIONES

La realizacion de esta investigacion permitié derivar las siguientes conclusiones:
En poblacion mestiza mexicana, las variantes alélicas de riesgo para DT2
(KCNJ11, rs5219; SLC30A8, rs13266634; HHEX/IDE, rs1111875; CDKN2A/2B,
rs10811661) no lo son para DG.

Tener carga alélica para la DT2 no confiere riesgo a desarrollar DG, pero si puede
tener un efecto adicional adverso en el estado glucémico postparto.

Una de las variantes (KCNJ11, rs5219) parece conferir proteccidén, alcanzando

unicamente la significancia si se consideran casos y controles con antecedentes
familiares de DT2. (A. Hurtado, 2010)
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