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Resumen

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una patologia caracterizada por el
incremento en las concentraciones séricas de glucosa durante el embarazo. La
DMG vy la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) comparten parte de su fisiopatologia y se
han identificado factores de riesgo genéticos compartidos, como la expresion
alterada de los genes PDX-1 y NGN-3, que se encuentran implicados en la falla de
la célula beta del pancreas asociada a un estado de insulinoresistencia, alteraciones
en morfogénesis pancreatica y deficiencias en la produccion de insulina y en el
control de la glicemia en estados de glucotoxicidad y lipotoxicidad. En México no se
conocen las cifras exactas de la prevalencia de DMG, sin embargo, se ha
identificado como causa indirecta de muerte materna, la cual tiene una distribucion
heterogénea en la Republica Mexicana y en ciertas regiones existe una alta tasa de
mortalidad materna. A nivel mundial, la prevalencia de DMG esta distribuida de
forma variable entre las diferentes etnias por condiciones genéticas y epigenéticas.
El presente estudio utiliz6 métodos moleculares para extraer ARN de muestras
sanguineas y amplificarlo mediante la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa con enzima de retrotranscripcion (RT-PCR) para obtener ADN
complementario (CADN) que en conjunto con la técnica de Western Blot permitio el
analisis de cuantificacion de expresién de los genes de interés, en pacientes
mexicanas que cursaron con DMG durante su embarazo. Se compararon los
resultados con los de pacientes que cursaron un embarazo sin DMG, en el Hospital
Materno Perinatal “Monica Pretelini Saenz” (HMPMPS) en Toluca, México. Se
obtuvieron datos de 38 pacientes, de los cuales 22 pertenecian al grupo control y
16 al grupo experimental, la edad media fue de 29.00 + 7.74 afios. Usando el método
AACt, el cambio de expresion para PDX-1 fue de 0.458 y para NGN-3 fue de 0.361.
En el analisis de correlacion hubo una correlacion estadisticamente significativa
entre los valores de expresion de ambos genes en ambos grupos. La regresion
multiple fue significativa tanto para la expresion de genes como para los niveles de
glucosa en caso de tener un peso normal. Conclusion: la baja expresion sérica de

PDX-1 y NGN-3 podrian ser predictores de niveles mas altos de glucosa



Summary

Gestational diabetes mellitus (DMG) is a condition characterized by the increment
of glucose concentrations in blood during pregnancy. DMG and diabetes mellitus
type 2 (DM2) share part of their physiopathology and some shared genetic factors
have been identified, such as altered expression the PDX-1 and NGN-3 genes that
are involved in the pancreatic beta cell failure associated with an insulin resistant
state, morphologic alterations in the pancreas and deficiencies with the insulin
production and glucose management in glucotoxicity and lipotoxicity statuses. In
Mexico the DMG prevalence rates are unknown, however DMG has been identified
as a secondary cause of maternal mortality, which has a heterogeneous distribution
in the Mexican Republic and in certain regions there are high maternal mortality
rates. On a global scale, DMG prevalence is heterogeneously distributed and it
varies among the different ethnic groups due to genetic and epigenetic factors. This
study utilized molecular methods to extract RNA from blood samples and amplifying
them with the polymerase chain reaction with a retrotranscriptase enzyme to obtain
complementary DNA (cDNA) and along with the Western Blot technique, analyzed
the expression of the genes of interest in patients with DMG during their pregnancy,
as well as to compare the results with those of patients with a normal pregnancy, in
the Maternal and Perinatal Hospital “Monica Pretelini Saénz” (HMPMPS) in Toluca,
Mexico. Data was obtained from 38 patients of which 22 belonged to the control
group and 16 to the experimental group, the mean age was of 29.00 + 7.74 years.
Using the AACt method the expression fold change for PDX-1 was 0.458 and for
NGN-3 it was 0.361. In the correlation analysis there was a statistically significant
correlation between the expression values of both genes in both groups. The multiple
regression was significant for both genes expression and glucose levels in case of
having normal weight. Conclusion: PDX-1 and NGN-3 low serum expression could

be predictors of higher glucose levels.



1. Antecedentes

1.1. La diabetes mellitus gestacional y la diabetes mellitus tipo 2 comparten

parte de su fisiopatologia.

El mondmero de insulina esta conformado por una cadena de 21 aminoacidos (AA)
denominada cadena “A” y otra cadena de 30 AA llamada cadena “B” unidas por
puentes disulfuro, que conforman su estructura terciaria; inicialmente se sintetiza
como una molécula de 110 AA conocida como preproinsulina, la cual contiene un
péptido de sefal que es cortado generando la proinsulina. También contiene otro
fragmento conocido como péptido C, que se separa durante su maduracion y
finalmente se almacena como insulina en las células beta del pancreas en forma de
hexdmeros cristalinos. Para su secrecién en estados fisiol6gicos normales, se
requieren cambios en la concentracion de glucosa plasmatica y de otros nutrimentos

gue a su vez son regulados por otros factores como hormonas y citocinas @,

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el resultado de la insulinoresistencia cronica
gue genera disminucion de la cantidad de células beta por apoptosis y en el espacio
gue queda libre se deposita péptido amiloide en forma de placas, que reducen
gradualmente la funcion secretora del pancreas, generando la inhabilidad de
compensar la disminucion de la sensibilidad a la insulina @. En mujeres
embarazadas con obesidad se ha observado que la concentracion de insulina se
duplica y se asocia con el incremento al cuadruple del indice de insulinoresistencia
medido por el indice HOMA-IR @),

Entre los mecanismos que causan la insulinoresistencia, se ha identificado la
glucotoxicidad por concentraciones supra fisioldgicas de glucosa que genera la
regulacion a la baja de GLUT4 en células insulinodependientes; también se elevan
las concentraciones de calcio en citosol, lo cual induce la destruccion de las células
beta (M. El mecanismo de la glucotoxicidad estd mediado por el estrés oxidativo y
diversas rutas de sefializacion, entre las que destacan la ruta del poliol, la ruta de

las hexosaminas, dihidroxiacetona-P, la activaciéon de PKC con dihidroxiacetona, la



formacion de productos avanzados de la glicacion a partir de metilgloxal y la ruta de
formacion del enediol; estas rutas se encuentran inactivas en estados de euglicemia
y se pueden activar en situaciones con concentraciones de glucosa supra
fisiologicas, generando diversas modificaciones dafiinas a nivel de macromoléculas

implicadas en la diabetes ©),

Otro mecanismo asociado a la insulinoresistencia es la lipotoxicidad que genera una
amplia variedad de procesos dafiinos para las células beta, como la formacion de
ceramidas que se introducen en tejidos no adiposos, estrés oxidativo y respuestas
inflamatorias . Las ceramidas, son intermediarios clave en la relacién entre los
nutrimentos y las citocinas proinflamatorias, con la regulacion de la funcién de las
células y su apoptosis. En literatura previa se ha reportado que pueden dafar al
corazoén, al pancreas y a la vasculatura, presentandose en enfermedades asociadas
a obesidad; aunque no todos los individuos con obesidad presentan
insulinoresistencia, ni todos los sujetos con insulinoresistencia padecen obesidad.
Es por ello que se contindan haciendo estudios sobre estos mecanismos, con el fin
de poder determinar si el incremento de tejido adiposo es la causa directa de la

insulinoresistencia o sefializa estimulos paralelos que llevan a esta condicion @,

En México existe una gran variedad de polimorfismos asociados a DMG, DM2,
obesidad y dislipedimia; para DMG se han identificado y analizado 15 polimorfismos
de un nucledtido (SNP) y 94 fueron asociados con DM2 en procesos como
insulinoresistencia, hiperglicemia, concentraciones elevadas de leptina vy
disminuidas de adiponectina. Entre los polimorfismos mas estudiados se
encontraron TCF7L2 (factor de transcripcion 7-tipo 2) y KCNQ1 (canal de potasio
dependiente de voltaje, miembro 1), que se han identificado previamente como
polimorfismos comunes en pacientes mexicanos con diabetes y se detectaron
diferencias significativas en la expresion de KCNQ1, que se relacion6 de mayor

forma con DMG ©),
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1.2 Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como cualquier grado de
intolerancia a la glucosa que se desarrolla durante el embarazo © y la Asociacion
Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y Embarazo (IADPSG, por sus
siglas en inglés) indica que su diagndstico se hace mediante una prueba de
tolerancia con 75 g de glucosa oral en ayuno, lo cual fue reconocido por la

Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) (),

El embarazo se ha considerado como un estado diabetogénico que cursa con
factores asociados a la insulinoresistencia como lo es el aumento del tejido adiposo
y se ha reportado que el sobrepeso aumenta el riesgo de DMG 3.7 veces y la
obesidad lo aumenta 8.8 veces en mujeres mexicanas ®. En el embarazo existe
redistribucion de las diversas reservas energéticas como el glucégeno y el tejido
adiposo; se ha reportado que la distribucion adiposa visceral predispone a tener una
curva de tolerancia a la glucosa positiva a la semana 24-28 de gestacion y la
movilizacion de glucégeno fuera del higado activa las vias anabdlicas para la
sintesis de glucosa que, en conjunto con la resistencia a la insulina, favorecen el
aumento en las concentraciones de glucosa sérica. También se reporta que el indice
de masa corporal (IMC) pregestacional tiene una asociacion mayor con el desarrollo

de DMG que la ganancia de peso durante el embarazo ©).

El embarazo también se ha identificado como un estado que cursa con resistencia
a la leptina, la cual es secretada por el tejido adiposo y se ha comprobado que tiene
funciones reguladoras de insulina in vitro. Sin embargo, otros hallazgos en pacientes
de Cleveland en 2010 (19, sugieren que la placenta también secreta cantidades
considerables de leptina pero su concentracion disminuye de forma abrupta post-
parto. Las concentraciones de leptina durante el embarazo posiblemente ocurren
antes del aumento de peso durante el mismo, por lo que los cambios en la

concentracion de leptina pueden ser indicadores de DMG independientes del IMC.

Otra caracteristica del embarazo es la presencia de un patrén de inflamacion

alterado, en la fase de implantacion se promueve una respuesta pro-inflamatoria en
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el Utero, mientras que en la fase de post-implantacion hay una respuesta
‘inmunosupresora”, que se cree es necesaria para evitar el rechazo del feto. Como
se reportd anteriormente, la placenta también estd implicada en procesos
inflamatorios mediante la produccién de ciertas citocinas y se ha observado que las
pacientes con obesidad y DMG pudieran tener mayor tendencia a los perfiles
inflamatorios mencionados, en comparacion con mujeres que cursan el embarazo
con obesidad y sin DMG (1),

El incremento en la concentracion sérica de interleucina 6 (IL-6), proteina C reactiva
(CRP por sus siglas en inglés) y leptina se ha observado en mujeres con obesidad;
también se detectaron cambios en las concentraciones de macréfagos en tejido
placentario asociados con posibles procesos inflamatorios implicados en la
obesidad, como la infiltracién de dichas células al tejido adiposo y la produccion de
sus quimiocinas. El embarazo es un estado que tiende a la inflamacién en diferentes
fases de forma natural y en conjunto con los cambios de los factores inflamatorios,
la respuesta se exacerba si se presenta obesidad previa al embarazo, ya que el
cuerpo esta en un estado inflamatorio pre-existente y el riesgo de presentar

insulinoresistencia y otros trastornos metabdlicos se ve incrementado .

1.3. Comorbilidades asociadas con DMG y las complicaciones en el neonato.

Como se ha descrito, el embarazo es un estado que cursa con diversos cambios en
la fisiologia materna y aunado a los cambios en el metabolismo de la glucosa, se
encuentran los cambios en sistema cardiovascular, que incluyen el incremento de
la frecuencia cardiaca, el volumen vascular y la permeabilidad vascular. Se han
realizado estudios en mujeres de Brasil en los que se midieron los cambios
cardiovasculares y se detectaron remodelaciones estructurales en los ventriculos
cardiacos de mujeres que cursaron con DMG; dichos cambios generaron un perfil
diastélico alterado que no produjo disfuncion cardiaca pero se asimilaba con
patrones de deficiencia sistélica ©. En el afio 2006, se reporté que el riesgo a

padecer enfermedades cardiovasculares durante el embarazo aumenta en mujeres
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con antecedentes familiares de DM2 y las complicaciones se presentan en edades
mas tempranas; adicionalmente se encontr0 que dichas pacientes tenian
tendencias a desarrollar las demas complicaciones que constituyen el sindrome
metabdlico, que se evidenciaron cuando los valores del perfil de lipidos (colesterol
total, HDL y LDL) presentaron incremento significativo y la prevalencia de
hipertension incrementé significativamente en comparaciéon con las pacientes que

no tenian dichos antecedentes familiares 12,

Los efectos de la DMG no solo dafian a la madre, también se han identificado
diversos efectos adversos en los neonatos de madres con DMG a través de los 5
elementos que evalla la escala APGAR (ritmo cardiaco, reflejos, color, tono
muscular y esfuerzo respiratorio) 3. En un estudio realizado en la ciudad de Brno,
Republica Checa, se detectaron puntuaciones APGAR mas bajas en los hijos de
madres con DMG y comorbilidades asociadas; también se observaron anomalias
en el cordon umbilical, partos mas prematuros y de forma contrastante con otros
estudios en los que cominmente se encuentran neonatos macrosomicos, se

registr6 menor peso al nacer (4,

En el afio 2015 se reportaron los hallazgos acerca de los efectos de la DMG en el
peso de los neonatos y se concluyo que existio tendencia hacia la obesidad neonatal
y el riesgo de que desarrollaran diabetes posteriormente fue significativamente
elevado; adicionalmente, se mencionaron las modificaciones epigenéticas que
pueden generar patologias metabdlicas, con mecanismos de metilacion del gen de
leptina y adiponectina, que fueron significativamente diferentes entre los hijos de

madres que cursaron con DMG y los de madres con embarazos normales ().

Los efectos de la DMG y su severidad dependen también del tratamiento que
reciben las madres. En poblacion latinoamericana, se analizaron los efectos de los
diferentes tratamientos y se encontré que los hijos de pacientes tratadas con
metformina tuvieron menor riesgo de tener baja longitud al nacer; el tratamiento con
insulina disminuyo el riesgo de nacimiento prematuro y ambos tratamientos en
conjunto adicionalmente, resultaron en mas posibilidad de nacer con longitud

grande (9),
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1.4 Funcion del gen GCK y sus implicaciones en la DMG

El gen GCK se localiza en el cromosoma 7p13, cuenta con 15 exones y su transcrito
principal es la enzima glucocinasa 7). La expresién de GCK se ha identificado en
células pancredticas beta y alfa, células hepaticas y algunas células neuronales,
cumpliendo funciones reguladoras del metabolismo tanto en estados saludables
como en los diabetogénicos. En las células pancreéticas la secrecion de insulina
esta regulada por la cantidad de glucosa y la glucocinasa actiia como un sensor de
glucosa que activa dos rutas; la primera es conocida como la via de activacion
(triggering pathway) en la cual ocurren cambios de polaridad de la membrana con
los canales de K* y Ca* de la célula beta, con el propésito de liberar insulina y
aumentar la concentracion de CA* en el citosol; derivado del aumento de Ca* se
puede amplificar la sefial para activar una ruta secundaria conocida como la via de
amplificacion (amplification pathway), con la cual se puede continuar regulando la

secrecion de insulina, independientemente de las funciones de los canales de K*
(18)

Como se ha comentado, la glucocinasa tiene funciones reguladoras en células
pancreaticas en estados diabetogénicos, sin embargo, su eficiencia metabdlica se
ve disminuida debido a que estas células tienden a presentar una relacion
mitocondria/citosol disminuida asi como niveles bajos de ATP, que causan una
regulacion negativa de la enzima fosfofructocinasa, la cual consume con mayor
velocidad a la glucosa-6-fosfato, disminuyendo su concentracion y dificultando el
proceso de despolarizacion que eventualmente causa una falla en la liberacion de
insulina. Mediante una simulacion con un modelo matematico, se demostro que los
islotes pancreaticos pierden sus capacidades secretoras de insulina cuando hay
mas del 20% de células dafiadas y en el mismo estudio se observé que al
incrementar las concentraciones de glucocinasa, los islotes dafiados pueden
recuperar su funcién hasta el punto de la normalidad, asumiendo que los modelos

representan la realidad correctamente (9,

La diabetes causada por una mutacion del gen GCK es conocida como diabetes

MODY 2 (Maturity Onset Diabetes of the Young) y puede ser catalogada como DMG
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si se presenta durante el embarazo, sin embargo, su comportamiento y tratamiento
es diferente al de los otros subtipos; un mal diagnostico de este subtipo puede
causar el tratamiento innecesario con insulina y los riesgos que conlleva. El
diagnéstico molecular ayudaria a detectar casos de diabetes MODY 2 que fueron
diagnosticados como DMG o que no fueron diagnosticados, aunque estos métodos
suelen ser costosos y no seria viable realizarlos en toda la poblacion. Para tener un
acercamiento mas simple se ha propuesto que se realicen las pruebas moleculares
a pacientes con IMC normal y glucosa en ayuno > 5.5 mmol/L, con dichos criterios
se reportd que es posible identificar a 30 de 44 pacientes que presentan el subtipo
MODY 2 (2021,

1.5. Implicacién del gen PDX-1 en la falla de la célula beta

El gen PDX-1 localizado en el cromosoma 13g12.2, es parte del dominio homeobox
involucrado en la morfogénesis del pancreas y otros Organos; expresa la
pancreatic/duodenal homeobox protein 1, también conocida como factor 1 promotor
de insulina, que actia como factor de transcripcion, regulando la transcripcion del
gen de la insulina (INS), de la somatostatina (SST), de la glucocinasa (GCK), GLUT
2 y del péptido amiloideo 2.

Los factores de transcripcion son esenciales para regular la expresion genética e
incluso pueden cambiar o trans-diferenciar el destino de las células sométicas
mediante un proceso conocido como reprogramaciéon celular; existe la posibilidad
de reprogramar otro tipo de células para que se diferencien en células beta
productoras de insulina mediante la interaccion de PDX-1 con NGN-3 y el factor de
transcripcion MAFA 23,

En modelos murinos modificados (doble knock-in homocigotos), se cuantifico la
expresion de PDX-1y se demostro que al reducir su expresion, disminuyo6 el nimero
de células beta y la arquitectura de los islotes sufri6 modificaciones; asi mismo, se
identificd que los genes FOXA 1y 2 regularon la expresion de PDX-1, sugiriendo

gue en conjunto regulan la maduracion, funcién e identidad de las células beta 4,
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El gen PDX-1 también participa en la regulacion de la glicemia como promotor de la
transcripcion de la insulina en respuesta a las altas concentraciones de glucosa. En
ratones con diabetes tipo 2, se observo dicho efecto y su actividad aumentaba
conforme aumentaron las concentraciones de glucosa; en el mismo estudio, se
evalué la capacidad de los genes ISL 1 y BETA 2 para promover la transcripcion de
INS, pero sdélo el gen PDX-1 logré generar cambios significativos. En cultivos
celulares se observé que su accion no es tan fuerte en concentraciones normales
de glucosa (5mmol/L) y su mayor efecto se presentd a concentraciones altas (25
mg/dl), sugiriendo al mecanismo de PDX-1 como uno de los principales activadores
del gen INS @5,

1.6. Implicacién del gen NGN-3 en la falla de la célula beta

El gen NGN-3 localizado en el cromosoma 10g22.1, se ha relacionado con la
organogénesis del pancreas; durante el desarrollo del pancreas se requieren
precursores endocrinos que participan en la diferenciacion, migracion y
agrupamiento de los islotes pancreaticos ©®). En 2015 se reportd que el factor de
transcripcion neurogenina 3, codificado por el gen NGN-3, es necesario para el
correcto desarrollo pancreatico, asi como su regeneracion en modelos murinos.
Dichos resultados se compararon con los obtenidos en tejido humano (pancreas)
entre el dia 76 y 110 de gestacion, reportando que al menos un alelo est4 asociado
con diarrea congénita por anendocrinosis entérica, ademas de estar implicado en
los cambios de forma de las células beta y su migracion hacia islotes pancreaticos
nacientes; sin embargo, el grado en el que afecta a la morfogénesis del pancreas

humano, es menor que en el caso de los roedores 7).

En estudios recientes se observé que, tanto en humanos como en ratones, la
expresion de NGN-3 ocurre justo antes de la formacion de células endocrinas y se
reporta que es posible observar expresiéon de NGN-3 en la etapa adulta como
mecanismo de regeneracion de células beta. En humanos este proceso no se ha

observado, pero se describi6 que la dieta del ayuno intermitente (FMD por sus siglas
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en inglés) induce la expresion de NGN-3 en pacientes saludables y con diabetes
mellitus tipo 1, incrementando la concentracion de insulina en los islotes

pancreéticos 28),

Otro mecanismo de estimulacion de NGN-3 que se ha estudiado, es con la
utilizacion de citocinas pro-inflamatorias (TNF alfa, Interleucina 1 beta e Interferén
gama); los cambios de expresion se observaron mediante la reacciéon de la
polimerasa en cadena en tiempo real (QPCR) y los niveles de proteina se
corroboraron con inmunofluorescencia. Estas observaciones se relacionaron con la
cascada de sefializaciones entre NGN-3 y el gen STAT3, el cual suele ser activado
por sefiales inflamatorias, por lo que se puede considerar que el NGN-3 actia en
una red reguladora y se reporta que promueve la diferenciacion de células ductales

a células endocrinas in vitro en el caso de humanos e in vivo en roedores 29,

1.7. Prevalencia de DMG y mortalidad materna a nivel global y en México

La prevalencia mundial de DMG es muy variable de acuerdo a la etnicidad y se ha
identificado que la menor prevalencia (5.4%) se presenta en mujeres blancas,
mientras que la mayor (11.9%) se presenta en mujeres asiaticas y de las islas del
pacifico; en mujeres hispanas se estimé una prevalencia de 8.4% en el mismo
estudio 39, Estos datos son consistentes con lo reportado durante el periodo de
enero del 2011 a septiembre del 2013, en el que multiples estudios internacionales
concluyen que la DMG es mas frecuente en mujeres asiaticas y se presenta con
menor frecuencia en mujeres blancas @Y, Las cifras de prevalencia de DMG en
México no se conocen con exactitud, pero el Instituto Nacional de Perinatologia
(INPER) reporta una prevalencia de 12.9% aproximadamente y esta podria
ascender a 30% si se usaran los criterios diagndsticos de la Asociacion Americana

de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés) 2.

La DMG ha sido identificada como un factor de riesgo y una causa indirecta de
mortalidad materna. Se ha observado un incremento notable en las muertes por

causa indirecta en Latinoamérica de un 9.2% en 1990 a un 11.5% en 2013 y se
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propuso que estas causas continuarian incrementando su distribucion al ser

enfermedades cada vez mas comunes 3,

En la cumbre del milenio celebrada en el afio 2000 se propusieron ocho “Obijetivos
de desarrollo del milenio” (MDG por sus siglas en inglés), el quinto proponia reducir
la mortalidad materna entre 1990 y 2015 en un 75%. Posteriormente se realizd un
estudio en el afio 2015, en donde se identificd que la tasa de muerte materna (RMM)
a nivel global se redujo 43.9% de 1990 a 2015. Sin embargo, la disminucion fue
variable y en algunos paises solo se logré una reduccion de 10% o menos y no se
cumplio con lo propuesto por el MDG 5. Posteriormente se propusieron los objetivos
de desarrollo sustentable, en los que se continua lo establecido por el MDG 5. pero
se ajustd para que existan 70 muertes por cada 100,000 nacimientos y en ningun
pais se deberé registrar mas del doble del RMM global de 140 muertes por cada
100,000 nacimientos ©4),

En México la RMM del periodo 2005 a 2014 fue de 41.4 muertes maternas por cada
100,000 nacimientos. Se identificé un alto grado de variabilidad entre las diferentes
regiones del pais, las cuales se categorizaron y se encontraron 11 con RMM
clasificada como “alto” (82 a 121 muertes), 2 que se clasifican en “muy alto” (121 y
160 muertes) y la regidon con menor RMM (16 muertes) fue Nuevo Le6n no
metropolitano, que, al ser contrastado con las regiones mas afectadas, muestra el
alto grado de disparidad en la distribucién de la muerte materna. También se
identificaron dos regiones de especial interés, el Valle de México Oeste que forma
parte de la Zona Metropolitana del Valle de México en su mayor parte y aun asi
present6 el decimotercer RMM mas alto; en caso opuesto, la regiéon conocida como
Mixteca Baja fue una de las regiones con menor RMM, a pesar de que presenta
indices de marginacion considerables. Tras estos hallazgos se sugirid que se
realicen mas estudios sobre estas areas para caracterizarlas epidemiolégicamente

y asi poder identificar factores de riesgo y preventivos ©5).
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2. Planteamiento del problema

La prevalencia global estimada de diabetes mellitus gestacional (DMG) varia entre
los diferentes grupos étnicos; en un estudio realizado de 2007 a 2009 se report6
gue a nivel mundial las mujeres blancas presentaron la menor prevalencia (5.4%) y
la mayor (11.9%) se presentd entre mujeres asiaticas y de las Islas del Pacifico. En
México se desconocen las cifras exactas de prevalencia de DMG, sin embargo, se

sabe que la DMG complica cerca del 12.9% de los embarazos.

La DMG se caracteriza por la intolerancia a la glucosa diagnosticada por primera
vez durante el embarazo, lo cual es considerado como un estado diabetogénico por
sus cambios metabdlicos propios; comenzarlo con sobrepeso u obesidad se ha
relacionado con resistencia a la insulina, agotando la capacidad de las células beta

para secretar la cantidad de insulina requerida por el embarazo.

En estudios previos se han identificado mecanismos moleculares implicados en la
DMG; la glucotoxicidad causa defectos en la produccién de insulina y se ha
propuesto la posibilidad de que se debe a cambios en la expresion y actividad del
gen PDX-1, que al disminuir se asocia con una disminucion en la capacidad de las
células pancreéticas para diferenciarse a células beta y puede causar agenesia
pancreatica durante el desarrollo embrionario. De forma independiente, el gen NGN-
3 también participa en la diferenciacion celular del pancreas y se ha reportado que
la baja expresién de su proteina puede estar implicada en la fisiopatogenia de la
DM2.

Estos factores genéticos estan implicados tanto en DMG como en DM2 y los
avances recientes en la tecnologia molecular han subrayado la importancia de
estudiarlos mediante andlisis por interactomas, para conocer su comportamiento y
asi favorecer el desarrollo de métodos de diagndstico oportuno para evitar las

complicaciones que causa la DMG en el embarazo y en el neonato.

Pregunta de investigacion: ¢ Cual es la diferencia en los niveles de expresion de
los genes PDX-1 y NGN-3 relacionados con la falla de la célula beta en pacientes

con DMG en comparacion con pacientes sin DMG?
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3. Hipotesis

H1: Los niveles de expresion de los genes PDX-1 y NGN-3 son diferentes en el

grupo de pacientes con DMG en comparacion con el grupo control.

H@: Los niveles de expresion de los genes PDX-1 y NGN-3 no se ven alterados en

el grupo de pacientes con DMG en comparacion con el grupo control.

4. Objetivos

General:

Cuantificar los cambios de expresion de los genes PDX-1 y NGN-3 que estan

implicados en la falla de la célula beta basado en el analisis de interactomas.
Especificos:

- Cuantificar la expresiéon genética mediante PCR en tiempo real.

- Verificar la expresién genética a nivel de proteinas con técnica de Western Blot.

- Asociar los valores de expresion de los genes de interés con los valores del perfil

bioguimico y datos antropométricos de las pacientes.

- Relacionar los valores de expresidon genética entre ambos genes para identificar

su posible interaccion.
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5. Justificacion

La DMG se asocia con diversas complicaciones metabdlicas que ponen en riesgo
la vida de la madre y el hijo, en la cumbre del milenio se propuso reducir la
mortalidad materna global en 75%, sin embargo, esto no se logré y en varios paises
sélo se llegd a disminuir en 10% o menos. En México, la tasa de mortalidad materna
por causas secundarias continta siendo alta y su distribucion en la republica es muy
heterogénea, por lo que se requiere actuar de manera especifica en cada region
para atender sus necesidades particulares.

Existen factores genéticos implicados en la falla de la célula beta que se pueden
presentar tanto en DMG como en DM2, pero se desconoce en qué grado afectan a
las mujeres mexicanas, debido a la gran variedad de genes implicados, asi como
los polimorfismos comunes de la poblacion mexicana y las diferencias genéticas
entre cada etnia, que se hacen notar al revisar los datos epidemiologicos de DMG
a nivel mundial. Asi mismo, resulta indispensable continuar con el estudio del perfil
genético de la DMG, para poder describir los cambios en los mecanismos de los

genes gue presenten patrones de expresion alterados en estos estados patoldgicos.

Las técnicas de analisis genéticos y moleculares han avanzado de forma
considerable. Actualmente se cuenta con multiples herramientas que se han vuelto
mas accesibles a los investigadores mexicanos, lo que permite analizar los
problemas de salud de una forma més detallada. Dichos recursos deberian ser
aprovechados para proponer mas proyectos que extiendan el alcance de lo que se
logre en el presente estudio, con el fin de continuar beneficiando a los pacientes al
atenderles con un mayor grado de conocimiento y potencialmente identificar un

parametro diagndstico mas certero.
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6. Material y métodos

6.1. Diseio de estudio

Tipo de estudio: Clinico, observacional, transversal.

Universo: Mujeres embarazadas que acudieron a consulta obstétrica en el Hospital

Materno Perinatal.
Tipo de muestreo: No probabilistico a conveniencia.

Tamafio de la muestra: Se integraron dos grupos de 30 pacientes en edades de
18 a 40 afos: a) pacientes con gestacion normoevolutiva e IMC pregestacional

normal, b) pacientes con obesidad y diagndéstico de DMG.

6.2. Criterios de inclusién, exclusiéon y eliminacién

Criterios de inclusiéon: Mujeres que acudieron a consulta obstétrica en el Hospital

Materno Perinatal “Ménica Pretelini Saenz” (HMPMP).

Criterios de exclusion: Se excluyeron todos los casos que no contaron con los
analisis de laboratorio completos y que cursaban con enfermedades autoinmunes,
cardiopatias, nefropatia, hepatopatia, sindromes genéticos o algin efecto

secundario de tratamientos farmacologicos previos.

Criterios de eliminacion: muestras sanguineas de las cuales no se pudo obtener

material genético de la calidad requerida para los analisis subsecuentes.
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6.3. Procedimientos

6.3.1. Exploracion fisica

El peso corporal fue medido por el personal del HMPMPS con una béascula digital
(Tanita®) con precision de 0.1 kg, la estatura se midié con una precision de 0.1 cm

con un estadiometro Holtain (Holtain Ltd., Crymych, Reino Unido).

6.3.2. Laboratorio

Las muestras de sangre de las pacientes se recolectaron en tubos Vacutainer® con
EDTA K2, después de un periodo de ayuno de 8 a 12 horas. Los examenes de
laboratorio incluyeron: creatinina (mg/dL), urea (mg/dL), electrolitos (K y Na) en
mmol/L, glucosa (mg/dL), colesterol (mg/dL), triacilglicéridos (mg/dL), albumina
(mg/dL) y transaminasas (ALT, AST) en UI/L, los cuales se hicieron de rutina en el
Laboratorio Clinico del HMPMPS.

Todos los estudios se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones de la
Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC). Para
el diagndéstico de DMG se tomaron en cuenta los criterios de la American Diabetes
Association (ADA), con una carga oral de glucosa de 75 g con uno o mas valores
arriba de los siguientes rangos: 5.1 mmol/L (92 mg/dL) en ayuno, 10.0 mmol/L
(180 mg/dL) a la hora 1 h, y 8.5 mmol/L (153 mg/dL) a las 2 h (16),

6.3.3 Extraccién de ARN

A partir de una muestra de sangre se extrajo el material genético con el kit Norgen

(nimero de catalogo 48400) con el método de separacion por microcolumnas:

1.- De la muestra conservada a -20 °C se tomaron 100 ul y se colocaron en tubos

de RNA, se agregaron 360 pl de buffer RLT para lograr la disrupcion celular y se
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colocé por 30 segundos en el vortex hasta que las muestras se volvieron
transparentes. Al producto lisado se le agregaron 200 ul de etanol al 96-100% y se

colocaron en el vortex por 10 segundos.

2.- Del lisado resultante se transfirieron 600 ul a las columnas y se centrifugaron por
1 minuto a 6,000 RPM descartando el sobrenadante, este paso se repitid en los

casos que se observo poca transferencia de la columna al tubo de coleccion.

3.- Posteriormente se agregaron 400 ul de solucién de lavado para la membrana de
la columna y se centrifug6 por 1 minuto a 6,000 RPM descartando nuevamente el
sobrenadante. Se hizo un segundo lavado con 400 pl y se centrifugd de la misma
forma, al descartar el sobrenadante se procedié a centrifugar el producto por 2
minutos a 6,000 RPM para eliminar posibles residuos de la solucién.

4.- En la Ultima etapa se paso el contenido de la columna a un tubo de elusion y se
agregaron 50 pul de solucion de elusion, centrifugando el contenido por 2 minutos a
2,000 RPM y por 1 minuto a 14,000 RPM. EI material resultante se etiquetd y

conservo a -20 °C para los analisis subsecuentes.

6.3.4. Verificacion del rendimiento y calidad del ARN

La concentracién obtenida se cuantificé en un espectrofotometro (NanoDrop ND-
100) en rangos de 260/280 (nm).

6.3.5. Expresion de los genes PDX-1y NGN-3

El nivel de expresidon de los genes PDX-1 y NGN-3 se determind con el método de
reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion reversa en tiempo real (QRT-
PCR) con el sistema de deteccion de acidos nucleicos en tiempo real Prime Q de
Techne y el kit Master Mix Sybr green 2X (Applied Biosystems); el proceso fue

complementado con el software Quansoft para el disefio y programaciéon del método
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de amplificacion. Los primers utilizados se solicitaron a la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia, UNAM, con las siguientes

secuencias;:
Tabla 1. Primers para qRT-PCR.
Gen Forward Reverse
GAPDH | 5CTTGGTATCGTGGAAGGACTC 3’ 3’GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT 5’

PDX-1 5 GGATGAAGTCTACCAAAGCTCACGC 3 3’ CCAGATCTTGATGTGTCTCTCGGTC &'

NGN-3 | 5 CAATCGAATGCACAACCTCA 3 3’ GGGAGACTGGGGAGTAGAGG 5’

Secuencias tomadas de : Bahrebar M, Soleimani M, Karimi MH, Vahdati A, Yaghobi R. Generation
of Islet-like Cell Aggregates from Human Adipose Tissue-derived Stem Cells by Lentiviral
Overexpression of PDX-1 (14).

El programa de PCR consistié en un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C por
10 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 60 segundos a 60 °C
para el proceso de extension. El grado de expresion se obtuvo con el método

comparativo AACt ocupando el gen GAPDH como referencia para la normalizacion.

6.3.6. Verificacion de presencia de NGN-3 en sangre periférica con PCR de

punto final.

En la Universidad el Bosque, Bogota, se disefiaron primers para NGN-3 con la
intencion de verificar la presencia de NGN-3, asi como su tamafio en un gel de
agarosa, a partir de ADN obtenido de sangre periférica con el kit Wizzard ® Genomic

DNA purification kit siguiendo el protocolo para 300 pl:

1.- En un tubo de 1.5 ml se colocaron 900 ul de solucion de lisis y se adicionaron

300 pl de sangre bien mezclada.

2.- Se realiz6 mezclado por inversion.
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3.- Los tubos se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y se mezclaron
por inversion de 2 a 3 veces durante ese tiempo para completar la lisis de células

rojas. Se centrifugaron a 16,000 x g por 1 minuto.

4.- El sobrenadante fue descartado sin tocar el pellet blanco que se observo.

Quedando aproximadamente 10 a 20 ul residuales en el tubo.
5.- Las células blancas se resuspendieron con el vortex de 10 a 15 segundos.

6.- Se adicionaron 300 pl de soluciéon de lisis nuclear al tubo con células
resuspendidas y se pipeted la solucion de 5 a 6 veces hasta ver que el lisado se
volvié viscoso, si se observaban grumos se colocé la solucién en bafio Maria a 37
°C hasta que se disolvieron y si pasaba mas de una hora se colocaron de 100 a 300

Ml de solucién de lisis nuclear

7.- (Opcional). El inserto sugiere agregar 1.5 pl de solucién de RNasa al lisado y
mezclar 2 a 5 veces. Incubar a 37 °C por 15 minutos y llevar a temperatura ambiente,

para este proyecto no se conté con dicho reactivo

8.- Se coloco la solucion de precipitacion de proteinas (100 ul) al lisado y se uso el

vortex por 10 a 20 segundos.

9.- Se centrifugaron a 16,000 x g durante 3 minutos, posteriormente se observé un

pellet de color café obscuro.
10.- El sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5 ml con ispropanol.

11.- El contenido se mezcld suavemente hasta observar los filamentos de ADN que

se acumularon en una masa visible.

12.- Se centrifug6 a 16,000 x g durante 1 minuto, el ADN se observo como un pellet

blanco pequefio.

13.- El sobrenadante se descarto y se lavé con un volumen (300 pl) de etanol 70%,

mezclando suavemente y repitiendo el paso 12 al finalizar.

14.- El etanol fue aspirado evitando tomar el pellet que solia ser muy movil.

Utilizando el concentrador Vacofuge®, se secé el pellet por 10 — 15 minutos.
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15.- Se agregaron 100 pl solucion de rehidratacién de ADN al tubo y se dejaron a

temperatura ambiente (modificacion del protocolo) por 1 hora aproximadamente.
16.- EI ADN con una concentracion de 112 ng/ul se almaceno a 2-8°C.

Para el disefio de primers se obtuvo la secuencia de mARN y proteina, en la pagina
ExPasy — Translate Tool se convirtio la secuencia de nucleétidos a proteinas para
identificar la region que codifica la proteina; se eliminaron las regiones restantes,
tomando solo la codificante y se seleccionaron los extremos 5° para iniciar el primer

directo y 3’ para el reverso (Figura 1).

Adicionalmente se plante6 la posibilidad de obtener la proteina NGN-3
recombinante, para utilizar como control en la identificacién de la version nativa en
sangre periférica con Western Blot, por lo que se realizé el analisis de las enzimas
de restriccion contenidas en las secuencias de nucle6tidos con la pagina NEBcutter
y se selecciond un vector que contuviera enzimas de restriccion que permitieran el
corte de los extremos sin dafiar el resto del primer, concluyendo que pET 303 era
una buena opcién por contener a Xbal, y Nsil que cortan NGN-3 sin dafarlo. Se
agregaron las secuencias de Xbal en el extremo 5 del primer directo y Nsil en el

extremo 3"del primer reverso.

PDX-1FW (1, 26) (861) End
{0y Start | ¥bal (1) {856} Xhol \ PDX-1RY (842 . 61)

]
zool 4ool sool aool —]
FW: tctagaATGAACGGCGAGGAGCAGTA RV: ctcgagTCGTGGTTCCTGCG
PDX-1
861 bp
JMGN-3 FW (1. 21) (6571 End
{0y Start | Xbal (1) (656) Nsil |\ MNGM-3 RW (832 . 657)
zool 4001 sool
FW: tctagaATGACGCCTCAACCC RV: atgcatTCACAGAAAATCTGAGAAAG

NGMN-3
657 bp

Figura 1. Analisis de especificidad de los primers.

Productos resultantes de la PCR in silico en donde se observa que los primers son especificos
para las secuencias deseadas de ARN mensajero y contienen las secuencias de las enzimas
de restriccion en los bordes




27

Finalmente se analizaron los primers con las secuencias de con la herramienta en
linea OligoAnalyzer Tool para obtener los valores de temperatura media (Tm) y se
hicieron los ajustes necesarios para que hubiera una diferencia <5 °C entre las Tm
del primer directo y reverso de cada gen, para después obtener la secuencia
complementaria del primer reverso mientras que el directo conservo el mismo

sentido.

Tabla 2. Analisis de primers PDX-1.

Primer Tamano | Tm Amplicon

Directo tctagaATGAACGGCGAGGAGCAGTA | 26 pb 58 °C | 861 pb

Reverso | CtcgagTCGTGGTTCCTGCG 20 pb 51°C

Tabla 3. Analisis de primers NGN-3.

Primer Tamafio | Tm Amplicon
Directo TctagaATGACGCCTCAACCC 21 58 °C | 657 pb
Reverso | atgcatTCACAGAAAATCTGAGAAAG | 26 56 °C | 657 pb

Al haber seleccionado el vector y terminado el disefio de primers, se utilizo el
programa Snap Gene para la simulacién de PCR y gel de agarosa para verificar el
tamafio del amplicon y también se simul6 la digestibn con las enzimas
correspondientes; el producto amplificado se insert6 en el vector pET 303 de forma
exitosa para ambos genes concluyendo que el experimento era viable (Figura 2).
En el caso de PDX-1 se realiz6 el mismo andlisis, pero se identifico la presencia de
exones que pudieran complicar el desarrollo de los experimentos por lo que se dejé

pendiente la construccion de su proteina recombinante.
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T7 promoter |RBS
_ngn3fw (101 .. 121)

ngn3 ry (732 .. 757)
/ _[BrHis

pet-ngn3
6014 bp

Figura 2. Vector pET 303 con NGN-3.

El vector de expresién pET 303 requiere ser activado con IPTG para remover el supresor lacy permitir
que la enzima E.Coli RNA polimersa transcriba la regidn que codifica la enzima T7 RNA polmerasa, la
cual finalmente transcribird el gen insertado, logrando que exprese su proteina posteriormente.

Posterior al disefio de los primers, se realizé la estandarizacién de temperaturas de
PCR en 24 ciclos cuyas condiciones fueron 95 °C por 5 minutos para la
desnaturalizacion, 95 °C por 40 segundos, anillamiento en gradiente de 45 °C a 70
°C por 30 segundos y una etapa de extensiéon a 72 °C por 1 minuto. Tras la
estandarizacion se observo la posible presencia de NGN-3 a 55 °C, por lo que se
decidié correr un gel con dos reacciones nuevas para 55 °C y los productos

anteriores se volvieron a visualizar en un gel de agarosa/TBE 1% (Figura 3).
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Marcador C.Negativo  45°C 55°C 65 °C 70 °C NGN(1) NGN(2) C.Negativo Marcador
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Figura 3. Estandarizacion de temperaturas de PCR para NGN-3.

En el cuarto pozo se observd un amplicon de tamafio similar al esperado a 55 °C, en los pozos 7
y 8 se cargd el mismo producto, pero se observaron 2 bandas cercanas a las 657 pb que
corresponden a NGN-3

Tras observar el fragmento de NGN-3 en un gel de agarosa/TBE 1% se cortaron las
dos bandas de gel cercanas a los 600 pares de bases (pb) y se purificaron para
reamplificarlas, sin embargo, la banda que se cortd del gel no correspondia
exactamente con el tamafio esperado de NGN-3, lo cual se pudo verificar tras correr
la banda reamplificada en otro gel mas 3 pozos cargados con ADN purificado de

sangre que permitieron confirmar el amplicon de 657 pb esperado (Figura 4).
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Marcador C.Negativo ADN1 ADN2 ADN3 GEL1 GEL2 GEL3

>

.

Figura 4. Confirmacion de NGN-3 con PCR.

Los pozos 3, 4y 5 contenian ADN recién purificado en los que se observé el amplicén de 657 pb
correspondiente a NGN-3. El producto reamplficado del gel anterior se cargd en los pozos 6, 7y
8 en los que se visualizé un producto de menor tamafio al esperando




31

6.3.7. NGN-3 recombinante: purificaciéon de banda, ligacion en pJET 1.2y

transformacion en E. Coli TOP10.

Se cort6 la banda correspondiente a NGN-3 y se inici6 el proceso de purificacion
con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System utilizando el siguiente

protocolo:

1.- Se coloco la banda de gel en un tubo de 1.5 ml perforado y con un poco de
algododn, posteriormente se coloco ese tubo en uno de 6 mly se centrifugé a 14,000
RPM por 7 minutos

2.- Se adicionaron 10 ul de solucion de unién a membrana por cada 10 mg de gel,

tras mezclar con el voértex, se incubo6 a 50-60 °C hasta disolver el gel.
3.- Se insertd una microcolumna en un tubo colector limpio.

4.- El gel disuelto fue transferido a la microcolumna ensamblada, esperando 1

minuto para el siguiente paso.
5.- Tras centrifugar a 16,000 RPM 1 minuto se descart6 el sobrenadante.

6.- Se agregaron 700 pl de solucion de lavado diluido con etanol al 95%,

centrifugando a 16,000 RPM 1 minuto y se descart6 el sobrenadante.

7.- El paso 6 se repitid con 500 pl de solucion de lavado y centrifugando por 5

minutos.
8.- El tubo colector fue vaciado y se centrifugd el tubo con la columna por 4 minutos.
9.- La microcolumna se transfirié a un tubo nuevo.

10.- Se agregaron 50 pl de agua grado molecular, dejando incubar a 50 °C por 2

minutos, posteriormente se centrifugé a 16,000 RPM 1 minuto.
11.- La microcolumna se descartd y el producto fue almacenado a 4°C o -20 °C.

Tras purificar el gel se realiz6 la cuantificacién con el equipo nanodrop y se obtuvo

una concentracion de 9.55 ng/ul. Se realizé el ensayo in silico de la ligaciéon con en
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el vector pJET 1.2 (Figura 5) y con el fragmento purificado se inici6é el proceso de

ligacion con los siguientes pasos:

1.- Se mezclaron 3 ul de agua, 10 ul de buffer de reaccion 2x, 4ul del inserto de
NGN-3 y 1yl de enzima blunt end, dejando incubar a 70°C por 5 minutos y

colocandolo en hielo posteriormente.

2.- Para obtener el producto ligado se completd un volumen de 20 pl con 1 pl del

vector pJET 1.2 y 1ul de ligasa, dejandolo incubar a 22°C por 15 minutos.
El proceso de transformacion en E. Coli TOP10 se realiz6 con el siguiente protocolo:

1.- Se colocaron 10 pl del producto de ligacion en el tubo de TOP10

quimiocompetentes y se dejaron 30 minutos en hielo.

2.- El choque térmico se realiz6 a 22°C durante 40 segundos en bafio Maria y 5
minutos en hielo para desestabilizar la membrana y facilitar la entrada del vector

ligado en la bacteria.

3.- La recuperacion se realizé agregando 1000 ul de caldo LB en el tubo con TOP10

y colocando en agitacion a 37°C por 30 minutos.

4.- El producto transformado se cultivd colocandolo en una caja de Petri con agar

con ampicilina y se dejé incubando a 37°C.

La ligaciéon se confirmo en un gel de agarosa 1% para las colonias 3, 6, 8y 9
(Figura 6)
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MWGEM-3 fw (3611 .. 3631)

(2975 .. 30007 MGMN-3 rv

~—[CAF binding site

PJET 1.2/NGN-3

3631 bp

Figura 5. Vector pJET 1.2 con NGN-3.

En el ensayo in silico se logré insertar exitosamente NGN-3 y de forma experimental se logré el
mismo resultado obteniendo el clon de E.Coli TOP10 con el inserto. El vector pJET 1.2 cuenta con
una secuencia de resistencia a ampicilina que permite la clonacidn especifica de las bacterias que
lo contienen.
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Bp

Figura 6. Confirmacion de ligacion NGN-3 en pJET 1.2.

Se realiz6 PCR a diez colonias seleccionadas al azar con primers para NGN-3 (pozos 2 a 11) y pJET 1.2 (pozos 14
a 23), las colonias 3, 6, 8 y 9 contuvieron el producto correctamente ligado.
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6.4. Variables del estudio

Independientes: glucosa, colesterol total, triacilglicéridos, creatinina, urea, sodio,

potasio, ALT, AST y albumina.
Dependientes: Expresion de los genes NGN-3 y PDX-1

Intervinientes: Edad, edad de gestacion, edad gestacional de diagnéstico de DMG,

ndamero de gestaciones, dieta.
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Variable Definicion conceptual Definicién operativa Tipo de Escala de mediciéon | Prueba
variable estadistica
Alanina Enzima hepética que Concentracion sérica | Cuantitativa ul/L t-Student
aminotransferasa cataliza la transferencia obtenida como parte | continua
(ALT) de un grupo amino de del perfil hepatico. Se
alanina alfa cetoglutarato | considera normal de:
resultando en la 12.00 — 78.00 U/L
formacion de piruvato y
glutamato.
Albumina Principal proteina de Concentracion sérica | Cuantitativa g/DlI t-Student
plasma. obtenida como parte | continua
del perfil hepatico. Se
considera normal de:
3.40 — 5.00 g/dL
Aspartato Enzima que transfiere Concentracion sérica | Cuantitativa ul/L t-Student
aminotransferasa grupos amino de obtenida como parte | continua
(AST) glutamato a oxoloacetato, | del perfil hepatico. Se
para formar a- considera normal de:
cetoglutarato y aspartato. | 15.00 — 37.00 U/L
Colesterol Total Lipido esteroideo de 27 Concentracion sérica | Cuantitativa mg/DI t-Student
carbonos con funciones obtenida como parte | Continua

metabdlicas y
estructurales, la
denominacién total
incluye las fracciones
HDLy LDL.

de quimica clinica.
Rango normal de:
0.0 — 200.00 mg/dL
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Creatinina Producto final del Concentracion sérica | Cualitativa mg/DlI t-Student
metabolismo de la obtenida como parte | Continua
fosfocreatinina. de quimica clinica. Se
considera normal de:
0.60 — 1.00 mg/dL
Edad Medida de tiempo de la Afos cumplidos, se Cuantitativa Afos t-Student
existencia de una obtendra del discreta
persona. expediente
Expresion genética Proceso mediante el cual | Cuantificacion de la Cuantitativa Unidades relativas. | t-Student
de NGN-3 un gen sintetiza su expresion de continua
producto funcional. NGN- | proteinas funcionales.
3 esta implicado en la
diferenciacion y
regulacién de las células
beta
Expresion genética Proceso mediante el cual | Cuantificacion de la Cuantitativa Unidades relativas. | t-Student
de PDX-1 un gen sintetiza su expresion de continua
producto funcional. PDX | proteinas funcionales.
esta implicado en la
morfogénesis pancreatica
y diferenciacion de las
células beta
Glucosa Principal azucar Concentracién sérica | Cuantitativa mg/DlI t-Student
circulante en la sangrey | obtenida como parte | continua
la mayor fuente de de quimica clinica. Se
energia en el cuerpo. considera normal de:
70.00 — 110.00 mg/dL
Potasio (K) Principal electrolito Concentracion sérica | Cuantitativa mmol/L t-Student
(cation) intracelular. obtenida como parte | continda.

de quimica clinica. Se
considera normal de:
3.20 — 5.10 mmol/L
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Sodio (Na+) Principal electrolito Concentracion sérica | Cuantitativa mmao/L t-Student
(catién) del liquido obtenida como parte | contindia
intersticial. de quimica clinica. Se
considera normal de:
136.00 — 145.00
mmol/L
Triacilglicéridos Grupo de lipidos con Concentracién sérica | Cuantitativa mg/DlI t-Student
funcion de reserva obtenida como parte | Continua
energética. de quimica clinica. Se
considera normal de:
30.00 — 150.00 mg/dL
Urea Producto final del Concentracién sérica | Cuantitativa mg/DI t-Student
metabolismo de las obtenida como parte | continua

proteinas.

de quimica clinica. Se
considera normal de:
15.00 — 38.00 mg/dL
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6.5. Implicaciones bioéticas

El presente estudio fue registrado ante el Comité de Etica e Investigacion del
Hospital Materno Perinatal “Mdnica Pretelini Saenz” (HMPMPS) y se apega
estrictamente tanto a lo descrito en la declaracion de Helsinki, como a la Ley
General de Salud en el Capitulo |. De los Aspectos Eticos de la Investigacion en
Seres Humanos: ARTICULO 17. Adicionalmente se respet6 lo establecido en la
Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos: articulo 4, parrafo cuarto,
Ley General de salud (titulo quinto: articulos 98 a 103), Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud, Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de prestacion de servicios de atencién médica con lo
referente al Reglamento de la comision Federal para la proteccién contra riesgos
sanitarios (COFEPRIS): articulo 14 fraccion VIII, Norma del expediente clinico (004).

A todas las pacientes se les pidi6 firmar el consentimiento informado.

6.6. Recoleccion de datos

Con la autorizacion del Comité de Etica e Investigacion del Hospital Materno
Perinatal “Médnica Pretelini Sdenz” (HMPMPS), se obtuvieron las variables de los
expedientes y de los andlisis bioquimicos, los cuales fueron registrados en el
software de hojas de célculo Excel 2016 (MICROSOFT, USA), posteriormente se

transfirieron al paquete estadistico SPSS v. 23 (IBM, USA) para su analisis.
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6.7. Andlisis estadistico

Los datos se presentaron como media £ desviacion estandar (SD). Se utilizo la
prueba de Kolmogorov para verificar la distribucion de las variables continuas. Las
variables continuas paramétricas fueron evaluadas con la prueba t de Student, y las
no paramétricas con la prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias en la
distribucion de las variables categoéricas se analizaron con la prueba de Chi-
cuadrada o con la prueba exacta de Fisher. Todos los célculos se realizaron
utilizando el paquete estadistico SPSS v. 23 (IBM, USA), considerandose una p <

0.05 como estadisticamente significativa.
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8.2. Resumen del articulo

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a major complication during pregnancy that
can endanger the life of the mother and her baby, preventing this complication
should be a priority and proper diagnostic enhanced with molecular techniques can
help health professionals to provide the best experience for the whole family. In this
study, from blood samples we quantified the expression of PDX-1 that under normal
circumstances is a transcription factor that helps with the serum glucose regulation
and we found that it is under expressed in patients with GDM when compared with
patients that had a normal pregnancy. NGN-3 is an endocrine differentiation marker
and when it is expressed on the pancreatic cells it leads to the p-cell fate, in GDM
the number of these cells tends to be lower and we found that NGN-3 is also under

expressed in patients with GDM.



