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RESUMEN

Introduccion. La diabetes gestacional (DG) es un trastorno
sistémico que genera cambios metabdlicos en la madre y en el
producto haciéndol os susceptible amltiples padecimientos. Algu-
nos genes se han asociados con la DM2, entre éstos el Factor
Hepatocitico Nuclear 4-a. (HNF4-a), el cual es unaproteina que
forma parte de unared de transcripcion importante para el desa-
rrollo, diferenciacion y funcion delas células b-pancredticasy es
dirigidacasi exclusivamente por el promotor 2 (P2).

Objetivo. Busqueda de la asociacion de los polimorfismos
rs1884614 y rs2144908 en el promotor 2 del gen HNF4-o. con la
DG.

Material y métodos. Se analiz6 el material genético de 80 pa-
cientes, obtenido del raspado de carrillo bucal. Las variantes
rs1884614y rs2144908 se amplificaron por PCRy se secuenciaron
para la obtencion de electroferogramas, se determiné el grado de
asociacion entre las poblaciones de estudio, através delas frecuen-
ciasalélicas, genotipicas, haplotipicasy lasignificanciaestadistica
empleando lapruebadelay’.

Resultados. No se encontrd relacion entre las variables de es-
tudioylaDG

Palabras clave: Diabetes, diabetes gestacional, polimorfismo,
gen HNF4-a, variantes, promotor 2.

Search for the association of the polymorphism
rs1884614 and rs2144908 gene HNF4-a with
gestational diabetes

SUMMARY

Introduction. Gestational diabetes (GD) isasystemic disorder
that produces metabolic changesin the mother and the product ma-
king them susceptible to multiple diseases. Some genes have been
associated with T2DM among them the Hepatocyte Nuclear Factor
4-o0 (HNF4-a), which isaprotein that is part of anetwork of trans-
cription important for the devel opment, differentiation and function
of b-pancreatic cellsand isdirected almost exclusively by the pro-
moter 2 (P2).

Objective. Searchfor the association of rs1884614 and rs2144908
polymorphismsin the promoter 2 of HNF4-o. genewith the DG.

Material and methods. We analyzed the genetic material of 80
patients, obtained from buccal cheek scraping. rs1884614 and
rs2144908 variantswere amplified by PCR and sequenced to obtain
electropherograms, we determined the degree of association bet-
ween the study populations, through allele frequencies, genotype,
haplotype and statistical significance using the x> test .

Results. No rel ationship was found between the study variables
and DG.

Key words: Diabetes, gestational diabetes, polymorphism,
HNF4-o gene, variants, promoter 2.
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Introduccién

La diabetes es una enfermedad sistémica, cronico-de-
generativa, de carécter heterogéneo, con grados variables
de predisposicion hereditariay en la cual participan diver-
sos factores.!

Para fines de clasificacion y diagnostico y de acuerdo
con la modificacién a la Norma Oficial Mexicana NOM-
015-SSA2-1994, la diabetes es clasificada como:

 Diabetes tipo 1.
 Diabetes tipo 2.

 Otros tipos especificos.

* Diabetes gestaciona (DG).!

Diabetes tipo 1 (DM1): Es el resultado de la deficien-
ciacompleta o casi total de lainsulina

Diabetestipo 2 (DM2): Esun grupo heterogéneo detras-
tornos que se caracterizan por grados variables de resisten-
ciaalainsulinay una mayor produccion de glucosa.

Otros tipos especificos de diabetes: Se encuentran los
defectos genéticos en la funcién de las células beta, la ac-
cion de la insulina, enfermedades del pancreas exocrino,
etc.2

Diabetes gestacional (DG): Es la condicién patolégica
gue se define como intolerancia a los carbohidratos y se
inicia o identifica durante el embarazo.>®

La Clinica de Especialidades de la Mujer (CEM) llevaa
cabo su propio protocolo® para la deteccion de la DG, €l
cua contempla a las pacientes con posibilidades de ser
portadoras de diabetes no diagnosticadas, lo que podria ge-
nerar DG.

La DG genera mltiples padecimientos a la madre y al
producto, entre las principales complicaciones para la ma-
dre se encuentran: hipoglicemia, cetoacidosis, alteracio-
nes micro y macrovasculares, complicaciones metabdlicas,
retinopatia® y tendencia a desarrollar DM2” entre |os nueve
meses y |os nueve afios posteriores a parto.®

Los hijos de mujeres con DG tienen una importante
morbimortalidad en €l periodo perinatal, esto es entre las
semana 28 de gestacion y los siete dias de vida,® sindrome
de dificultad respiratoria, la macrosomia fetal que es la
complicacion mas frecuente definida como un peso mayor
a 4,000 g al nacer, retardo del crecimiento fetal y com-
plicaciones metabdlicas.>’

LaOrganizacion Mundial delaSalud (OMS) calcul 6 que
€l nimero de personas con diabetes en el mundo es de 171
millones y pronostica que aumentara a 334 millones en €l
afio 2030.%°

En nuestro pais la Encuesta Nacional de Salud Publica
del afio 2000 calculé que la prevalencia en la poblacion se
encontraba entre 8 y 9% y que podria llegar a 12.3% en €l
afio 2025.*

En el afio 2005 fue la primera causa de muerte en muje-
res y hombrescon 16.3 y 11.3%, respectivamente.
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Respecto a la DM2 en nuestro Instituto Armado, en €l
afio 2009 el Hospital Central Militar tuvo una morbilidad
entre hombres y mujeres de 3.2% (660 casos) y una morta-
lidad de 23.5% (261 casos).’®

En nuestro pais se ha reportado que la DG afectaa 7%
de las mujeres embarazadas®'* y en nuestro Instituto Arma-
do en €l afio 2009 la CEM report6 un porcentaje de 4.3%
en mujeres que presentaron DG.%®

Muchas enfermedades multifactoriales y complejas se
agrupan en patrones que demuestran que el componente ge-
nético de los individuos juega algun papel en la susceptibili-
dad a padecer alguna de estas enfermedades. A nivel indivi-
dual, € riesgo de que un familiar presente una patologia es
una medida del componente de la probable influencia gené-
tica que tiene dicha enfermedad sobre €l individuo.®

Enlo querespectaaladiabetes, éste es un padecimiento
heterogéneo, por 1o que se han realizado estudios que bus-
can relacionar este padecimiento con los factores genéti-
cos,'” entre éstos se encuentran los polimorfismos gené-
ticos.

L os polimorfismos son variantes del genoma que apare-
cen en lapoblacion através de la evolucion por mutaciones
o recombinaciones genéticas, las que se transmiten a la
descendencia y adquieren cierta frecuencia tras mdltiples
generaciones y tiene una frecuencia mayor a 1% en la po-
blacion;* su estudio permite identificar genes con suscepti-
bilidad a presentar enfermedades,*® por lo que la identifica
cion y caracterizacion del riesgo (o proteccién) permiten
una comprension de la etiologia y generar € desarrollo de
técnicas basadas en la informacion genética.®

Entre los polimorfismos que se estudian se encuentran
el polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) que se gene-
ra cuando un alelo sufre un cambio en uno de sus nuclebti-
dos, éstos se distribuyen de manera heterogénea por todo
el genomay se encuentran tanto en las regiones codifican-
tes (exones) como no codificantes (intrones y la region
promotora) de los genes.

Son varios |os genes que se han asociados con la diabe-
tes entre los que se encuentra el Factor Hepatocitico Nu-
clear 4-o (HNF4-ar), €l cual se localiza en el locus 13.12
del brazo largo del cromosoma 20 (20g13.12).2122 Este gen
esta compuesto por 42,417,855 pares de bases (pb), y co-
difica a una proteina de 465 aminoécidos con cuatro domi-
nios funcionales: A/B a F, dos subunidades de activacion
AF1Y AF2 en seisdominios A-F, un sitio de union al ADN
y un sitio de union al ligando de dimerizacion® (Figura 1).

El gen HNF4-o es parte de unared de factores de trans-
cripcion importante para €l desarrollo, la diferenciacion y
lafuncion delas células & pancredticas que regulala expre-
sion de genes involucrados en el metabolismo de la gluco-
say de la secrecion de insulina,? &cidos grasos, colesterol
y es esencial para el desarrollo del higado, colon y pan-
creas.»?

El gen HNF4-a se encuentra regulado por dos promoto-
res: el promotor 1 (P1) que es especifico para regular la
transcripcion en el higado y el promotor 2 (P2) que regula
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Figura 1. Representacion de la ubicacion cromosdémicay caracteristicas del gen HNF4-o.. Fuente: Directa

principalmente la transcripcion de las células -pancredti-
cas y los polimorfismos de éstas.?%

Diversos estudios en poblaciones han asociado al gen
HNF4-c. con la DM2,% entre las que se encuentran la de
los indios Pima,® la escandinava® y |a mexicana.?®

Respecto alaregion promotora del gen HNF4-o se han
realizado estudios explorando las variantes del P2 rs188614
y rs2144908 asociandolas con la DM2 en los que se en-
cuentran Johansson y col. (2007)% en la poblacién es-
candinava, Lehman y col. (2007)% en la poblacién de
M éxico-americanos con DM 2, Tokunaga y col. (2008)
en la poblacion japonesa,® entre otros.

Sin embargo, sdlo existe un estudio realizado por Shaat
y col.,® quienes exploraron la variante rs2144908 en la
poblacion sueca con DG, quienes concluyeron que esta va-
riante no se encuentra asociada con la diabetes gestacional .

En la poblacion mexicana alafecha, no existen reportes
gue exploren alguna variante de tipo SNP en pacientes con
DG, por lo que este estudio tiene como objetivo buscar la
asociacion de los polimorfismos rs1884614 y rs2144908
de la region promotora del gen HNF4-o. con la DG.

Material y métodos

Sellev6 acabo un estudio en 80 pacientes femeninas, ori-
ginarias de diez diferentes estados de la Republica Mexica
na, las cuales fueron atendidas en la Clinica de Especiaida
desdelaMujer (CEM). Se formaron dos grupos, uno de pa-
cientes con embarazo normal que se emplearon como
controlesy otro de pacientes embarazadas con diabetes ges-
tacional que se emplearon como casos. Ambos grupos se
reclutaron en la sala de a ojamiento conjunto dela CEM. Las
muestras fueron recabadas por raspado de carrillos superio-
res e inferiores del lado izquierdo y derecho de la boca con
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un cepillo (citobrush), una vez realizado lo anterior €l cepi-
Ilo se depositd en un tubo de plastico de 1.5 mL con buffer
de fosfatos (PBS 1X) y se trasladé al laboratorio para su
preservacion resguardandola en refrigeracién a 4 °C.

Genotipificacion

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de muestra de
raspado de carrillos con e Kit DN Blood & Tissue (Cat.
69506 de QIAGEN), el ADN fue cuantificado en el equipo
Nanodrop, marca Thermo Scientific, modelo Nanodrop
1000, serie 1371, posteriormente, para evaluar la purezay
laintegridad las muestras se visualizaron en un gel de Aga-
rosa (Invitrogen™) al 1% tefiidos con Bromuro de Etidio
(J.T. Baker®).

El ADN gendmico fue usado como templado en unareac-
cién de PCR. Los cebadores utilizados se disefiaron con el
programa Primer Express 2.0© desarrollado por Applied
Biosystem™, loscuaesfueron: 5 CTGAGGCTCAGAGCA-
GGGTG3 y5 TTGGCCTGAGGGGACTCTCT3 paralava
riante rs1884614 y 5 TTATGTCATCATTGCTGAGG3  y
5" GCAGAGGCTGAAACC A3 para la variante rs2144908
ubicadas en €l promotor 2 del gen HNF4-a; estas variantes
fueron amplificadas mediante la técnica de Reaccidn en Ca-
dena de la polimerasa (PCR), lareaccion se llev6 a cabo en
el termociclador GeneAmp PCR system 9700 de Applied
Biosystem™, las condiciones de la PCR para la variante
rs1884614 fueron de 94 °C 5°, 94 °C 30", 66 °C 15" y 72 °C
30" y paralavariante rs2144908 fue de 94 °C 5', 94 °C 30",
64°C 15" y 72 °C 30" Los productos de PCR fueron visuali-
zados en un gel de agarosa, posteriormente los fragmentos
fueron purificados con € kit ExoSAP-IT® y secuenciados
el secuenciador automatico AVANT 3100 de Applied Bio-
systems™. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con
el programa BioEdit Sequence Alignment Editor®©.
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Andlisis estadistico de los datos

Se emplearon los programas GENETICSV 4.05.2y FS
TAT V 2.9.3.2. para determinar las frecuencias aélicas, €l
desequilibrio de ligamiento, equilibrio de Hardy-Weinberg
entre las poblaciones de casos y controlesy para comparar
las frecuencias entre las poblaciones de casos vs. contro-
les se empled el programa EPIINFO V 6.

Resultados

Lafigura 2 resume las caracteristicas més sobresalien-
tes de la poblacion de estudio, en las que se encontré que
las pacientes con DG presentaron mayor edad y un mayor
nimero de productos microsémicos en relacion con las
pacientes control.

La genotipificacion se realizd mediante el andlisis de
electroferogramas obtenidos en el secuenciador automati-
co AVANT 3100 de Applied Biosystems™, como se mues-
tra en la figura 3. La distribucion genotipica de los dos
SNP's en la poblacion de estudios, se encontrd en equili-
brio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg, asi
como en desequilibrio de ligamiento. Se determinaron las
frecuencias alélicas y genotipicas de ambas variantes que
se resumen en el cuadro 1, en € cual se observa para la
variante rs1884614 que el alelo reportado como el mas
comun (C) en otras poblaciones, se encuentra disminuido
para ambos grupos y el genotipo C/C se presenta con ma-

Caracteristicas de la poblacion de estudio
Paciente con embarazo normal

n =40
Edad 18-33 afios (media 24.1)
Tipo de embarazo
Primigestas 14
Multigestas 26
Caracteristicas del producto
Macrosémicos 10
Normosoémicos 26
Microsdmicos 4

Estado de México (5)
Michoacéan (1)
Distrito Federal (18)

Chiapas(1)

A)

Estado de México (5)

yor frecuencia en los casos que en los controles; sin em-
bargo, no hay una diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. Respecto a la variante rs2144908, se en-
contraron datos similares a la variante antes citada, es de-
cir, €l alelo mas comdn (G) en otras poblaciones, se en-
cuentra de igual forma disminuido en nuestra poblacién y
en los genotipos no hay una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos.

En € cuadro 2 se resumen la frecuencias haplotipicas
de las variantes de estudio, en donde se observo que el ha-
plotipo CG se encuentra con mayor frecuencia en los ca-
sos que en los controles.

Discusién

Se reclutaron un total de 80 pacientes, las cuales fueron
originarias de diferentes estados de la Republica Mexica-
na, por lo que consideramos que el estudio no fue centrali-
zado, es decir, que la poblacion no era originariaen su tota-
lidad del Distrito Federal y Estado de México, lo que se
esperaria, yaque laCEM se encuentra ubicada en el Distri-
to Federal.

L as edades de | as pacientes con diagndstico de DG tuvie-
ron un intervalo de edad méas amplio (19-42 afios) en compa-
racion con las del grupo control (18-33 afios), similar alo
que se reporta en la bibliografia quienes consideran la edad
mayor a 35 afios como un factor deriesgo parapadecer DG.*

Caracteristicas de la poblacién de estudio

Paciente con embarazo gestacional

n =40
19-42 afios (media 28.8)

Edad
Tipo de embarazo

Primigestas 13
Multigestas 27
Caracteristicasdel producto

M acrosomicos 10
Normosomicos 23
Microsémicos 7

Lugar de origen

G

%
Ligy
Michoacéan (1)

" 'Ié‘
Guerrero (2)
Distrito Federal (21)

Oaxaca(2)
Chiapas (1)

San L uisPotosi (1)
Hidalgo (2)
Y Veracruz (2)

®)

Figura 2. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio. A) Caracteristicas generales de | as pacientes con diabetes gestacional. B) Caracteristicas

generales de las pacientes con embarazo normal. Fuente: Directa.
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Cuadro 1. Frecuencias aélicas y genotipicas de | as variantes de estudio.

SNP Alelosy genotipos Casos Controles OR RR p
rs1884614 C 0 5 132 42 0.4067
T 54} %
CiIC 4 1 433 4 0.1685
(o) 2 14 09 0.9 0.8227
TIT 3 16 081 083 0.6462
rs12144908 A 27 2 134 123 0.3926
G 53 58
AIA 16 2l 06 0.76 0.2652
AIG 21 17 15 124 0.3735
GIG 3 2 154 15 0.6462
Cuadro 2. Frecuencias haplotipicas relativas de |las variantes rs188614 y rs2144908.
Haplotipo Pacientes Total OR RR p
TA Casos n 0.77 083 0.2321
Controles D
TG Casos 3 132 115 052
Controles 20
CA Casos 27 093 0.9% 0.84%4
Controles 2
G Casos 3 199 141 0.0818
Controles 2

En relacién con los productos macrosdmicos la biblio-
grafia cita que ésta es una caracteristica de las pacientes
con DG, sin embargo, en este estudio se observo igual nd-
mero de productos macrosdmicos en ambos grupos. Por
otra parte, las pacientes con DG presentaron mayor canti-
dad de productos microsomicos que las pacientes control,
esto podria deberse a diversos factores, como o reportan
Rodriguez y col.,* asi como Batistay col.,® quienes cita-
ron que la edad, las complicaciones obstétricas, tabaquis-
mo, estrés, entre otras, son factores de riesgo relaciona-
dos con la microsomia.

Con respecto a la asociacién del HNF4-a con la DM2,
se han realizado estudios en diversas poblaciones en las que
se ha establecido su asociacion, entre las que se encuen-
tran: los indios Pima,?® escandinavos®?y los mexicanos,?
entre otros. Diversos investigadores han relacionado las
variantes rs1884614 y rs2144908 del promotor 2 este gen
con laDM?2 en los estudios realizados por Muller y col. en
la poblacién Pima,?® por otra parte, Weedon y col.¥” esta-
blecieron la asociacion de los haplotipos de las variantes
rs2144908 y rs4810424 en la poblacién caucésica del Rei-
no Unido con la DM2, asimismo, Lheman y col.,®! en la
poblacion de México-Americanos, concluyeron que los
haplotipos de las variantes rs4810424, rs1884613,
rs1884614 y rs2144908 incrementan el riesgo de padecer
DM2, sin embargo, Tokunagay col. realizaron estudios en
la poblacidn japonesa reportando que no encontraron dife-
rencias genatipicas significativas entre las variables de es-
tudio y la DM2. Por otra parte, a la fecha solo se cuenta
con un estudio de la variante rs2144908 y la DG realizado
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por Shaat y col., quienes mostraron que esta variable no
tiene relacion con la DG.

Por lo que respecta a este estudio, se observo que €l
genotipo CC de la variante rs1884614, el cual es consi-
derado como el mas comun en diversas poblaciones, tuvo
un RR mas elevado (RR = 4.0, P = 0.1685) que las del
resto de los genotipos de ambas variantes, |0 que nos su-
giere que las pacientes que lo porten tiene cuatro veces
mayor riesgo de padecer DG en comparacion con las que
no lo porten.

Con respecto a los estudios de asociacion genética, se
observé que la poblacién de estudio, se encuentra en equi-
librio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg, es
decir, que la poblacién de estudio es homogénea, € apa-
reamiento es al azar, no hay migracién ni mutacion,?038:%
asimismo, la poblacion de estudio se encontré en desequi-
librio de ligamiento, lo que indica que las dos variables de
estudio se segregan juntas, ya que éstas se encontraron en
el mismo cromosoma.

La determinacion de los haplotipos de las variantes de
estudio mostré que € haplotipo CG presentd una OR ma-
yor en comparacion con el resto de los haplotipos (OR =
1.91, P = 0.0818), lo que es indicativo que las pacientes
gue portan este haplotipo tienen una mayor predisposicion
a padecer DG.

Se sugiere que la continuacion de este trabajo de inves-
tigacion requiere de un incremento en el tamafio de lamues-
tray que se exploren otras variantes asociadasalaDM2, de
tal forma que | os estudios de asociacién genética tengan un
mayor poder de discriminacion.

119
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Varianters1884614
Homicigoto T/T
Heterocigoto C/T
Homocigoto C/C

A)

Varianters2144908

Homicigoto G/G

[}

Heterocigoto G/A

I T S S,

Homocigoto A/A

B)

Figura 3. Electroferogramas representativos de las variantes rs1884614 yrs2144908. A) Electroferogramas delos homocigotos (T/T y C/C) y heterocigoto
(CIT) delavarianters1884614. B) Electroferogramas de los homocigotos (G/G y A/A) y heterocigoto (G/A) delavariante rs2144908. Fuente: Directa

Conclusién

No hay asociacion entre las variantes rs188614 y
rs2144908 del promotor 2 del gen HNF4-o vy la diabetes
gestacional.
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