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Evaluacion del polimorfismo Pro12Ala
del gen PPARy en mujeres con diabetes
mellitus gestacional

Evaluation of the Pro12Ala polymorphism of
the PPARy gene in women with gestational
diabetes mellitus.

Didilia Rodriguez Cruz,! Ivan Ignacio Mejia,? Yanine Anahi Marquez Ayvar,® Marco
Antonio Vargas Hernandez,* Virginia Sanchez Monroy®

Determinar la frecuencia del alelo Ala en una muestra de mujeres mexicanas
con diabetes mellitus gestacional y asociar su repercusién en la glucemia.

Estudio ambispectivo, observacional, transversal y corre-
lacional efectuado en una cohorte de pacientes con diabetes gestacional atendidas
entre los meses de enero a junio del 2014 en el Hospital Militar de Especialidades
de la Mujer y Neonatologfa de la Secretaria de la Defensa Nacional en la Ciudad de
México. Se evalué el polimorfismo mediante amplificacién de un fragmento de ADN
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y su secuenciacién.

Se estudiaron 81 pacientes; 3 de ellas con el alelo Ala, con concen-
traciones de glucosa menores y antecedente de mas abortos en comparacién con las
mujeres sin el alelo Ala.

La coexistencia del alelo Ala en mujeres embarazadas con diag-
néstico de diabetes mellitus gestacional pudiera tener un efecto protector en contra
de la hiperglucemia en el embarazo y el riesgo de aborto.

Diabetes mellitus gestacional; PPARy; Pro12 Ala; polimorfismo.

To determine the frequency of peroxisomal proliferator-activated receptor
gamma (PPARg) polymorphism of proline substituted with an alanine in amino acid
12 (Pro12Ala), in women with gestational diabetes mellitus and associate its impact
with glycemia.

An ambispective, observational, cross-sectional and
correlational study was carried out in a cohort of women with gestational diabetes
that included 81 pregnant women treated at the Military Hospital for Women's Spe-
cialties and Neonatology of the Ministry of National Defense in the city from Mexico.
Polymorphism was evaluated by amplification of a DNA fragment by PCR Polymerase
Chain Reaction and its sequencing.

The results indicated that 13.5% of the women carriers of the Ala allele
also had lower blood glucose values and a history with a higher number of abortions
compared to women without the Ala allele.

The presence of the Ala allele in pregnant women with gestational
diabetes mellitus could have a protective effect against hyperglycemia in pregnancy
and a risk of abortion.

Gestational Diabetes Mellitus; PPARy; Pro12 Ala; Polymorphism.
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La diabetes mellitus gestacional es la que se
inicia o diagnostica, de novo, durante el emba-
razo." Se origina por los cambios en el patrén de
secrecion de la insulina y las modificaciones en
su sensibilidad de accion.? La causa de la diabe-
tes mellitus gestacional adin no se ha esclarecido
del todo; algunos estudios se han enfocado en
explicarla tomando en cuenta la susceptibilidad
genética.

Los receptores activados por proliferadores proxi-
somicos (PPARs) son algunas de las moléculas
vinculadas con la causa de la diabetes mellitus
gestacional, que son los que controlan la ex-
presion de genes que codifican a las proteinas
implicadas en el metabolismo de la glucosa y
de los lipidos.

El principal regulador de la diferenciacién ce-
lular del adipocito y la modulacién intracelular
de eventos implicados en la expresion de la
insulina es el tipo PPARy. Esta demostrado que
éste, y algunas de sus variantes genéticas, ade-
mas de ser importante para la maduracion de la
placenta y el buen desarrollo fetal se asocia con:
obesidad, diabetes y sensibilidad a la insulina'y
complicaciones obstétricas,*” especificamente el
polimorfismo del PPARy de la prolina sustituida
con una alanina en el aminoécido 12 (Pro12Ala)
definida por un cambio del codén CCA de la
prolina (Pro) por GCA de la alanina (Ala).®° El
alelo Ala también se ha vinculado con una ac-
tividad reducida del PPARy; y en un metanalisis
reciente se demostré que esta variante se asocia,
también, con diabetes mellitus gestacional, con
un riesgo reducido en asiaticas.'® En México, el
polimorfismo y su frecuencia se han evaluado
en poblacién general y ha quedado de mani-
fiesto su asociacién con la ganancia de peso,
obesidad central y alteraciones metabolicas;"'*
sin embargo, no se ha evaluado en diabetes
mellitus gestacional. Por esto, el objetivo de la
investigacion fue: determinar la frecuencia del
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alelo Ala en una muestra de mujeres mexicanas
con diabetes mellitus gestacional y asociar su
repercusion en la glucemia.

Estudio ambispectivo, observacional, transversal
y correlacional efectuado en una cohorte de
pacientes con diabetes gestacional atendidas
entre los meses de enero a junio del 2014 en el
Hospital Militar de Especialidades de la Mujer
y Neonatologia de la Secretaria de la Defensa
Nacional en la Ciudad de México. Criterios de
inclusion: mujeres embarazadas, primigestas o
multigestas, de cualquier edad, con Unico diag-
nostico de diabetes mellitus gestacional basado
en los criterios de la American Diabetes Associa-
tion,'® que aceptaron participar voluntariamente
en el estudio y que se hospitalizaron en la sala
de alojamiento conjunto del Hospital Militar de
Especialidades de la Mujer y Neonatologia de la
Secretaria de la Defensa Nacional en la Ciudad
de México. Criterios de exclusion: mujeres con
diagnésticos o complicaciones adicionales a
la diabetes mellitus gestacional, pacientes con
expediente obstétrico incompleto. Criterios de
eliminacién: muestras de ADN insuficientes para
los andlisis o sin amplificacién en PCR.

Las pacientes firmaron el consentimiento infor-
mado y llenaron el cuestionario de recoleccién
de datos clinicos y antecedentes de importan-
cia. El protocolo fue aprobado por el comité de
Bioética del hospital.

Deteccién del polimorfismo

Se obtuvieron muestras de ADN para evaluar el
polimorfismo, a partir de mucosa oral mediante
un cepillado del carrillo bucal que se sumergié
en un tubo con buffer de extraccion que se
almacend a -20°C para su posterior andlisis.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo con
apego a los protocolos incluidos en los equipos
y reactivos utilizados que describen y recomien-
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dan los fabricantes. La extraccion del ADN se
efectu6 con un equipo DNeasy Blood & Tissue
(QIAGEN, UK) y posteriormente se cuantificé por
espectrofotometria.’® Se utiliz6 como templado
para llevar a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La PCR se llevé a cabo consi-
derando las recomendaciones del fabricante en
un volumen final de 25 pL que contenia: 0.5 U
Taq polimerasa (Invitrogen, Life Technologies,
USA), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada uno
de los cuatro dNTPs, buffer para la enzima
Tag polimerasa (Invitrogen, Life Technologies
USA),1 M de cada uno de los cebadores sentido
(5"CACAGCTGGCTCCTAATAGGACA3” y anti-
sentido 5"GCGATAGCAACGAGCTAAGCAT3')
disenados en el programa Primer Express 2.0°
desarrollado por Applied Biosystem (Applied
Biosystems, USA) y 100 ng de ADN proveniente
de las muestras. La reaccion se efectué con con-
diciones de reaccion de 94 °C, 5 min, 32 ciclos
a 94 °C 30 seg, 60 °C 30 segy 72 °C 30 seg y
finaliz6 a 72 °C 5 min en un termociclador Ge-
neAmp PCR System 9700 de Applied Biosystem
(Applied Biosystems, USA).

Los productos de PCR se visualizaron en un
gel de agarosa al 2%; posteriormente, los frag-
mentos se purificaron en un equipo ExoSAP-I1T®
(Applied Biosystems, US), enseguida se les
realizé la PCR de secuencia con el equipo Big
Dye (Applied Biosystems, USA), y finalmente
se secuenciaron en un secuenciador automa-
tico 3130 de Applied Biosystems™ (Applied
Biosystems, USA). Las secuencias obtenidas se
analizaron en el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor®. Ver 7.2.

Analisis estadistico de los datos

Los datos clinicos se expresaron con medias
+ desviacion estandar. La asociacion del alelo
Ala con la glucemia y otras variables clinicas
se establecié por comparacion entre los gru-
pos con y sin el alelo Ala. Se aplicé la prueba
de t de Student o Mann-Whitney segin si las

variables cumplian, o no, con la prueba de nor-
malidad, respectivamente. La comparacién de
frecuencias entre grupos se hizo con la prueba
de y2. Los analisis estadisticos se procesaron
en el programa Sigma Stat ver 2.03 SPSS, Inc.
El valor de p menor a 0.05 se consideré con
significancia.

Se estudiaron 81 pacientes; sus caracteristicas
se resumen en el Cuadro 1. Destaca el hecho
de que las pacientes, a pesar de ser diabéticas,
estaban debidamente controladas porque re-
portaron concentraciones de glucemia (93.5
+ 32.79 mg/dL) y valores de presion arterial
(112/72 mmHg) en limites de normalidad.
Los resultados del analisis del polimorfismo
se representan en la Figura 1; se detectaron
variantes homocigotas para ambos alelos
ademds de heterocigotas. Las frecuencias de
los genotipos encontrados se describen en el
Cuadro 2, 10 de 81 pacientes eran portadoras
del alelo Ala, 70 de 81 en forma heterocigota
(Pro/Ala) y una paciente en forma homocigota
(Ala/Ala). El Cuadro 3 compara las caracteris-
ticas clinicas entre pacientes con el alelo y sin
éste; en quienes tenian el alelo Ala los valores
de glucemia fueron mayores, lo mismo que los
antecedentes de abortos.

Caracteristicas de la poblacién de estudio

Glicemia (mg/dL) 93.5 +£32.7
Edad (afios) 29 +5.5
IMC (kg/m?) 29.1 +4.46
Presion sistélica (mmHg) 112 +£21.9
Presién diastélica (mmHg) 72 +13.8
Embarazos 181
Hijos nacidos a pretérmino 14
Abortos 16
Peso promedio del recién nacido (g) 3322 + 499
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Electroferogramas representativos de los genotipos detectados.
Pro12Ala, el *remarca los dos nucleétidos empalmados (G y C) en el electroferograma

Cuadro 2. Frecuencia de genotipos y frecuencia del allelo
Ala para el polimorfismo Pro12Ala del gen PPARy

n (%)
n 81
Pro/Pro (CC) 70 (86.4)
Pro/Ala (CG) 10 (12.3)
Ala/Ala (GG) 1(1.2)
Frecuencia del alelo Ala 6 (7.4)
DISCUSION

En este estudio se explord el polimorfismo
Pro12Ala del gen PPARy en una poblacién de
mujeres con diabetes mellitus gestacional; se
demostr6 un buen control médico se reflejé en

MR

148
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GENOTIPO CCA
| Pro12Pro

GENOTIPO CCA y GCA
Pro12Ala

GENOTIPO GCA
Ala12Ala

Genotipo Pro12Pro, 5. Genotipo
Genotipo Ala12Ala.

una glucemia dentro de parametros normales.
La frecuencia de la variante Ala revel6 valores
muy similares a los datos reportados en México
en analisis de poblaciones de nativos y mestizos
mexicanos.'>'? Ademas, las frecuencias genéti-
cas de los genotipos detectados fueron similares
a las de mujeres con diabetes mellitus gestacio-
nal en algunas otras poblaciones estudiadas,
como la espafiola, brasilefia y francesa.’”'%" La
frecuencia de la variante Ala detectada en esta
poblaciéon fue mas alta que en los reportes de
mujeres con diabetes mellitus gestacional de
origen asiatico.'®* Esto confirma la influencia
de la etnia y diversidad de la poblacién cuando
coexiste la variante.

Los resultados demostraron menores concen-
traciones de glucosa en las pacientes con el
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Cuadro 3. Caracteristicas clinicas de pacientes con y sin el alelo Ala

Genotipo Genotipo
Caracteristica Pro12Pro Pro12Ala y Ala12Ala
(GEV)] (n=11)

Glicemia (mg/dl) 101.1 £33.6 70.1 +49.7 0.044*
IMC (kg/m?) 295 +4.7 28.6 £ 3.2 0.499

Peso del bebe (g) 3284 + 498 3563 + 456 0.095

Presion sistélica (mmHg) 112.8 £23.1 111.8+12.5 0.783

Presién diastélica (mmHg) 71.6 £ 14.5 73.6 + 8.1 0.805

Antecedentes de abortos n (%) 11(7.2) 5 (16) 0.036**
Antecedentes de nacidos pretérmino n (%) 13 (8.6) 13.3) 0.392

p< 0.05, significancia estadistica, *cdlculo con U de Mann-Whitney ** célculo con y?

alelo Ala. Este resultado sugiere que el alelo Ala
puede tener un efecto protector en contra de la
hiperglucemia en el embarazo. Practicamente
esta descrito lo mismo en otros trabajos, como
el de Taylor y colaboradores, en poblacién
brasilefia.”® Quiza este comportamiento en el
alelo Ala se deba a la influencia de la cercania
genética con esa poblacién. Aunque también
puede deberse a la interaccién con otros genes,
como se demostré en un estudio en el que se
evalué, en una poblacién méxico-americana la
interaccion del alelo Ala con polimorfismos del
gen HNF4, en el que se observé influencia en
la sensibilidad de la insulina.?’

Por lo que se refiere al indice de masa corporal,
en este ensayo se observé similar en mujeres con
y sin el alelo Ala, en contraste con otros reportes
que han puesto en evidencia la ganancia de peso
en madres con la variable Ala en el embarazo
respecto de las madres sin el alelo.>?? En reportes
de poblacién general mexicana que sefialan a los
portadores del alelo Ala asociados con ganancia
de peso e, incluso, sobrepeso y obesidad.""'* En
ese estudio debe considerarse que el peso esta
modulado porque las mujeres tenian control de
su dieta. En ese estudio solo se detecté un peso
ligeramente mayor en hijos de madres portadoras
del alelo Ala, pero no se demostr6 una diferencia
estadisticamente significativa.

Por lo que se refiere a los antecedentes de las
pacientes estudiadas, no se detectaron diferen-
cias significativas entre la frecuencia del parto
pretérmino entre mujeres con y sin el alelo Ala,
pero si se detectaron antecedentes de un mayor
porcentaje de abortos en mujeres portadoras del
alelo Ala que en las no portadoras. Este hallazgo
pudiera respaldarse con el hecho de que se co-
noce que la variante Ala disminuye la actividad
de PPARy ° y se ha reportado en un modelo
murino que la deficiencia de PPARy interfiere
con la diferenciacién terminal del trofoblasto y
la vascularizacion placentaria, lo que lleva a un
adelgazamiento miocardico severo y a la muer-
te.?* Sin embargo, lo aqui encontrado contrasta
con el reporte de Meirhaeghe y colaboradores
del 2007 en el que se muestra la asociacion entre
el alelo Ala con mayor riesgo de parto pretérmino
y la evidencia de que el alelo Ala puede proteger,
moderadamente, del aborto.?* Entonces, debido
a que la informacién reportada al respecto de la
variante Ala en este tipo de estudios es limitada,
se requieren mas evidencias para confirmar
este hallazgo. Una limitante importante de este
estudio fueron las pocas muestras exploradas.

CONCLUSION

La coexistencia del alelo Ala en mujeres em-
barazadas con diabetes mellitus gestacional
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pudiera tener un efecto protector en contra de
la hiperglucemia en el embarazo y riesgo de
aborto.
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