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RESUMEN

La Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) es una patologia caracterizada por la
intolerancia a la glucosa durante el embarazo, que puede generar complicaciones
materno-fetales y a largo plazo en ambos. El polimorfismo rs9939609 del gen
FTO podria generar predisposicion genética a desarrollar DMG, dada su

asociacion con el indice de masa corporal, factor de riesgo para dicha patologia.

El objetivo de esta investigacion fue determinar si el alelo de riesgo “A”, del
polimorfismo rs9939609 en el gen FTO aumenta el riesgo a desarrollar DMG, en

mujeres embarazadas de la ciudad de Concepcion.

Se reclutaron 81 pacientes embarazadas, 13 con DMG y 68 con Tolerancia
Normal a la Glucosa (TNG), provenientes de CESFAMs de Concepcién. Las
pacientes fueron genotipificadas mediante PCR-HRM, y se recolectaron

antecedentes clinicos durante su embarazo.
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Se determind que las proporciones de las frecuencias genotipicas y alélicas eran
significativamente distintas entre ambos grupos, siendo el alelo de riesgo “A”,
identificado en mayor proporcion en el grupo de pacientes con DMG,
observandose niveles de glicemia significativamente mayores. Finalmente, con
los resultados obtenidos se logro establecer que el riesgo a desarrollar DMG era
casi 7 veces mayor en pacientes que presentaban al menos un alelo de riesgo

“Al! .

En conclusion, el alelo de riesgo “A” del SNP rs9939609 aumenta el riesgo de

desarrollar DMG en mujeres embarazadas.
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ABSTRACT

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) is a pathology characterized by glucose
intolerance during pregnancy, which can generate maternal-fetal and long-term
outcomes in both. The rs9939609 polymorphism in the FTO gene could generate
genetic predisposition to develop GDM, because of its association with the body

mass index, a risk factor to this pathology.

The aim of this study was determining if the risk allele “A”, on rs9939609
polymorphism in the FTO gene is a risk factor to develop GDM, in pregnant

women of Concepcion city.

It was recruited 81 pregnant patients, 13 with GDM and 68 with Normal Glucose
Tolerance (NGT), from CESFAMs of Concepcién. The patients were genotyped

by PCR-HRM, and clinical data during pregnancy were collected.
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It was determined that the proportions of genotypic and allelic frequencies were
significatively distinct between both groups, being the “A” risk allele, identified in
greater proportion in the group of patients with GDM, with significatively higher
glycemic levels. Finally, with the results obtained it was established that the risk
to develop GDM was almost 7 times greater in patients that present at least one

“A” risk allele.

In conclusion, the “A” risk allele of rs9939609 SNP increase the risk of develop

GDM in pregnant women.
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1. INTRODUCCION

Durante el embarazo ocurren diversos cambios a nivel fisiolégico, metabdlico y
también morfol6gico en la mujer, todos ellos para poder suplir los requerimientos
nutricionales necesarios para el normal desarrollo fetal (Lockitch y Gamer, 1997).
Estos cambios ocurren en gran parte del organismo, y entre los mas relevantes
se encuentran la expansién del volumen plasmético y la vasodilatacion a nivel
periférico, lo que genera una redistribucién del gasto cardiaco, para mantener
una adecuada oxigenacién y nutricion en la unidad fetoplacentaria, ademas de
permitir una mayor capacidad para eliminar toxinas (Chesley, 1972; Chapman et
al., 1998; Kiserud et al., 2006). También se ha descrito que en etapas tempranas
del embarazo aumenta significativamente la concentracion plasmatica de la
hormona gonadotrofina coridnica humana (hCG), la cual tiene un efecto
tirotropico por su similitud con la hormona estimulante de tiroides (TSH),
generando un hipertiroidismo transitorio, detectable como un aumento de la
concentracion de hormonas tiroideas en circulacion y disminucion en la secrecion
de TSH por una retroalimentacion negativa de las hormonas tiroideas en la

glandula tiroides (Pekonen et al., 1988). El aumento de hormonas tiroideas
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maternas en el primer trimestre de embarazo contribuye en el desarrollo
embrionario, ya que en este periodo dicha glandula ain no ha sido desarrollada,
siendo incapaz de producir sus hormonas (Contempré et al.,, 1993). Otros
cambios fisiologicos asociados al embarazo ocurren en el metabolismo lipidico,
en el cual se ha observado un incremento en la sintesis de colesterol total y en
los niveles de triglicéridos (Saarelainen et al., 2006), los cuales son utilizados
como principal fuente de energia por la madre en este periodo, debido a que los
carbohidratos, principalmente glucosa y aminoacidos, son transportados

primeramente a la placenta para el desarrollo fetal (Bell, 1995; King, 2000).

En etapas tempranas del embarazo, se desarrolla un estado de resistencia a la
insulina fisiologico, el cual se intensifica a finales de la gestacion (Lain y Catalano,
2007). Lo anterior esta dado por el aumento en las concentraciones plasmaticas
de algunas hormonas como prolactina y el lactégeno placentario, que estimulan
la hiperplasia de células beta pancreaticas e incrementan la produccién de
insulina en la madre (Brelje et al., 1993). Dicha condicién, sumado a una mayor
utilizacién de glucosa a nivel periférico y la sintesis de glicogeno aumentada,
generan una disminucién de la glicemia en ayuno en etapas tempranas del

embarazo (Di Cianni et al., 2003).

Diversos factores ambientales y/o genéticos pueden alterar el normal desarrollo

de la gestacion, presentandose complicaciones como el embarazo ectopico, la



enfermedad trofoblastica gestacional, hiperémesis, sindromes hipertensivos
como preeclampsia, infecciones o fallos a nivel renal, problemas al higado,
complicaciones a nivel endocrino, entre otros (Lockitch y Gamer, 1997). Estas
complicaciones pueden generar altas tasas de muerte en mujeres embarazadas
y problemas asociados al embarazo. Segun cifras de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), 830 mujeres mueren al dia por causas prevenibles asociadas al
embarazo y el parto. Es por estas cifras alarmantes, que se hace necesaria la
deteccién temprana de factores predisponentes a patologias asociadas al
embarazo, ya que la mayoria de estas complicaciones, se comienzan a
desarrollar antes de la gestaciéon, pero se agravan durante este periodo (World

Health Organization, 2018).

La OMS ademas indica que la diabetes durante el embarazo es una de las
principales causas de complicaciones en este periodo. Algunas hormonas que
durante el embarazo se encuentran elevadas, como el cortisol y la progesterona,
serian las responsables de generar un estado diabetogénico, ya que inducen una
progresiva resistencia a la insulina (Ryan y Enns, 1988; Lockitch y Gamer, 2008),
cuya alteracion genera cambios en el metabolismo de la glucosa en la madre,
provocando complicaciones tanto en ella como en el feto (Di Cianni et al., 2003).
En este contexto, si la funcion del pancreas endocrino se ve alterada durante la
gestacion, y el organismo es incapaz de sobrellevar la resistencia a insulina, se

produce un estado patoldgico de intolerancia a la glucosa, que al sobrepasar los



limites establecidos, es considerada como Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

(Sonagra et al., 2014; Soma-Pillay et al., 2016; Lockitch y Gamer, 2008).

1.1.Diabetes gestacional

1.1.1. Definicién

La American Diabetes Association (ADA) define la DMG como un tipo de diabetes
diagnosticada en el segundo o tercer trimestre de embarazo que no es
reconocida como una diabetes previa al periodo de gestacion (American Diabetes
Association, 2020). Esta patologia se caracteriza por la intolerancia a la glucosa
gue se manifiesta durante el embarazo y que cesa después del parto (Duncan,
1882; Buchanan y Xiang, 2005; MINSAL, 2014). Ademas, en los ultimos afios, se
ha evidenciado que la incidencia de esta enfermedad va en aumento
paralelamente con la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (Coustan, 2013;

American Diabetes Association, 2020).



1.1.2. Diagnostico

Esta patologia es detectada principalmente entre el segundo y tercer trimestre de
embarazo, es por esto que, si se detectan valores anormales de glicemia durante
el primer trimestre de embarazo, segun los criterios diagnosticos estandar para
diabetes establecidos por la ADA, se diagnostica a la paciente con diabetes
pregestacional, pudiendo ser tipo 2 e inclusive tipo 1 (American Diabetes
Association, 2020). En el caso de la diabetes gestacional propiamente tal, existen
diferencias en cuanto a los criterios diagnasticos, entre las distintas poblaciones
(Ben-Haroush et al., 2004). Segun las recomendaciones de la ADA, la DMG se

puede diagnosticar mediante los siguientes criterios:

e Prueba de tolerancia a glucosa oral (PTGO) con 75 g de glucosa (Prueba
en un paso).

e PTGO con 50 g de glucosa, sin ayuno, seguida de PTGO con 100g de
glucosa, para las pacientes con resultado anterior positivos (Prueba en

dos pasos).

Para la estrategia en un paso se hacen mediciones de glicemia en ayuno, 1y 2
horas post-carga de 75 g de glucosa, entre las semanas 24 y 28 de gestaciéon en

mujeres que no han sido diagnosticadas previamente con diabetes. La



International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups
(IADPSG), define los puntos de corte para el diagnéstico de DMG, donde
cualquier valor mayor o igual al siguiente es considerado diagnostico para esta

patologia.

e Glicemia en ayuno: 92 mg/dL
e Glicemia 1 hora post-carga: 180 mg/dL

e Glicemia 2 horas post-carga: 153 mg/dL

Para la estrategia en dos pasos se realiza una prueba de tolerancia oral a glucosa
(sin ayuno) con 50 g de glucosa y se mide la glicemia una hora post-carga, entre
las semanas 24 y 28, en mujeres no diagnosticadas previamente con diabetes.
Si esta medicion es mayor o igual a 130 mg/dL, se procede a realizar una PTGO
con 100 g de glucosa en ayuno. Se diagnostica DMG cuando al menos dos de
las mediciones de glicemia (en ayuno, 1 hora, 2 horas y 3 horas durante la PTGO)
son mayores o iguales a los cortes establecidos por Carpenter y Coustan en

1982.

e Glicemia en ayuno: 95 mg/dL
e 1 hora post-carga de glucosa: 180 mg/ dL
e 2 horas post-carga de glucosa: 155 mg/dL

e 3 horas post-carga de glucosa: 140 mg/dL



Sin embargo, Chile decidié no adoptar este criterio diagnostico justificando que
aumentaria el nimero de embarazadas diagnosticadas con DMG, ademas de
gue se basa solo en la glicemia, y no considera otros factores de riego como la
obesidad y la hipertrigliceridemia que pueden influr aidn mas en las
complicaciones en el feto u otros problemas durante el embarazo (MINSAL,
2014). El flujograma presentado en la Figura 1, indica los criterios para el
diagnéstico de DMG en Chile, basado en lo que determina la Guia Clinica de

Diabetes y Embarazo del Ministerio de Salud.

. 2 200 mg/dL Diabetes
Primer Glicemia al azar g &/ ional
e mas sintomas pregestaciona

A

J

> 126 mg;dL'
Primer control Glicemia en ayunas Diabetes
prenatal (Tamizaje universal) 100-125 mg,f d L* Gestacional
<100 mg/dL
‘ Segundo trimestre "
=100 en ayunas y/o Diabetes
v " 2140 mg/dL 2h post carga Gestacional
PTGO semanas 24-28
Glicemias en ayunas y N
2 h post carga <100 en ayunas y/o Normal con
*| <140 mg/dL 2h post carga factores de riesgo**
. S

Tercer trimestre d R
>100 en ayunas y/o Diabetes
e ™ =140 mg/dL 2h post carga Gestacional
PTGO semanas 30-33 \ -

Glicemias en ayunas y e N

2 h post carga < 100 en ayunas y/o
*| <140 mg/dL 2h post carga

p. _J

Figura 1. Flujograma establecido para la detecciéon y diagnostico de
diabetes en el embarazo (Modificacion de: Guia Diabetes y Embarazo.
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Ministerio de Salud, 2014). *Se debe repetir glicemia sin restriccion alimentaria
en un plazo méximo de 7 dias. **Factores de riesgo: Polihidramnios, macrosomia
fetal y aumento de peso mayor a 2 DS o cambio de curva Gréfica Atalah.

1.1.3. Prevalencia

A nivel mundial se estima que la prevalencia de DMG varia entre un 1,7% a un
11,7% (Griffin et al., 2000; Schneider et al., 2012), sin embargo, no se ha logrado
conocer la prevalencia actual debido a las diferencias entre las poblaciones y en
los criterios diagnosticos utilizados por cada pais. Se ha estimado que los paises
que presentan mayores tasas de DMG son los del Medio Oriente y Norte de Africa
con un 12,9%, seguido del Sudeste de Asia (11,7%), el Pacifico Oeste (11,7%),
Sudamérica y Centroamérica (11,2%), Africa (8,9%), Norteamérica y el Caribe
(7,0%), mientras que Europa tiene la menor prevalencia con un 5,8% (Zhu y
Zhang, 2016). Se ha descrito ademas que, en paises desarrollados como
Estados Unidos, Australia, Canada y Reino Unido, la prevalencia es menor al 6%
(Zhao et al., 2016). En el continente sudamericano, el cual presenta altas tasas
de DMG, existe mucha variacién en cuanto a la prevalencia de esta patologia, ya
que, por ejemplo, en Perla el 15,8% aproximadamente desarrolla DMG
(Larrabure-Torrealva et al., 2018), en Argentina el 5,8% (McCarthy et al., 2010),

en Brasil el 5,7% (Zhu y Zhang, 2016) y en Colombia el 3,3% (Zhao et al., 2016).



En nuestro pais se ha estimado que de un 5% a un 15% de las mujeres
embarazadas desarrollan DMG (Huidobro et al.,, 2004; Belmar et al., 2004),
ademas, un reciente estudio estimé que la prevalencia habia sido de un 13% en
el 2015 y que ha ido en constante crecimiento a través de los afios (Garmendia

et al., 2020).

1.1.4. Fisiopatologia

En un embarazo normal, diversas hormonas comienzan a estimular la
acumulacion de glicégeno y tejido adiposo en la madre durante el primer
trimestre. Entre estas hormonas, las mas importantes son la prolactina y el
lactdgeno placentario que estimulan la hiperplasia de células beta pancreaticas
e incrementan la produccion de insulina (Karnik et al., 2007; Baeyens et al.,
2016). Los niveles aumentados de insulina, sumado a la utilizacion aumentada
de glucosa a nivel periférico, y la sintesis de glicogeno, producen una disminucién
temprana de la glicemia (Lockitch y Gamer, 1997). Este aumento en los
requerimientos de insulina y la resultante disminuciéon de sensibilidad que
acompafan al embarazo, sobre todo en etapas mas tardias de este periodo (Lain
y Catalano, 2007), ocurren debido a la accion de hormonas como lactégeno

placentario, progesterona y estrégeno, que aumentan su concentracién durante



la gestacion. El aumento en la secrecidn de insulina compensatorio mantiene la

homeostasis normal de la glucosa.

Durante el embarazo, el aumento en la secrecion de hormonas y mediadores
placentarios estimulan una serie de cambios metabdlicos que ocurren en la
madre para poder suplir los requerimientos que tiene el feto durante su gestacion.
Estos cambios generan un aumento en la resistencia a la insulina, fisiolégico
durante este periodo, lo cual estimula una mayor secrecion de insulina por parte
de las células beta pancreéticas. Sin embargo, diversos factores genéticos y/o
ambientales pueden generar, ya sea, un aumento en la resistencia a la insulina
0 una disminucién en la secrecién de esta hormona, lo que permitiria el desarrollo
de un estado de intolerancia a la glucosa, caracteristico de la diabetes mellitus
gestacional (Chiefari et al., 2017; Catalano et al., 1999; Homko et al., 2001; Baz
et al., 2016). A pesar de que se conocen diversos factores asociados a esta
patologia, no estan del todo claro los mecanismos por los cuales se establece

esta enfermedad.

Una de las posibles causas que se proponen para la DMG es la obesidad, la cual
es considerada como un importante factor de riesgo para el desarrollo de la
diabetes mellitus. Las mujeres que desarrollan DMG, generalmente tienen un

indice de masa corporal (IMC) elevado, usualmente mayor o igual a 25 kg/m?
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(Shah et al., 2011), comparandolas con embarazadas sin la patologia. El riesgo
de una mujer a desarrollar DMG es 2, 4 y hasta 8 veces mayor si la embarazada
tiene sobrepeso, obesidad u obesidad moérbida, respectivamente (Chu et al.,
2007). La relacion entre el elevado IMC de las embarazadas y el riesgo de DMG
ha sido asociado a que en ambas condiciones existe una aumentada expresion
de citoquinas proinflamatorias, disminucion de citoquinas antiinflamatorias y de
adiponectina, lo que caracterizaria un estado de inflamacién cronica de bajo
grado o denominado también como un estado inflamatorio subclinico (Kinalski et
al., 2005; Kuzmicki et al., 2008; Pantham et al., 2015). Este estado proinflamatorio
estarian desregulandas diversas vias metabolicas, entre las cuales se estimularia
la sintesis de &cido xanturénico, lo cual ha sido asociado al desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2), prediabetes y DMG (Oxenkrug, 2015; Bennink y Schreurs,
1975; Law y Zhang, 2017). Ademas, se ha descrito una desregulacién en la
sintesis de purinas tanto en DMG como en obesidad, encontrandose niveles
elevados de metabolitos y productos de degradacion involucrados en esta via,
liberandose moléculas superéxido y acido urico (Law et al., 2017) que podrian
tener efectos directos en el desarrollo de la enfermedad o deterioro posterior de
esta condicion (Weijers y Bekedam, 2007; Yang et al., 2016). Se postula también,
gue la inflamacién crénica leve que ocurre en DMG, mediaria la desregulacién
del metabolismo del triptéfano por la via del triptéfano-quinurenina, donde
citoquinas proinflamatorias y hormonas liberadas en el embarazo, inducirian la

transformacién de triptéfano a quinurenina, y de ésta a acido quinurénico,
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inhibidor de la sintesis de insulina; o a acido xanturénico, el cual estimula la
apoptosis de células beta pancreéticas e inhibe la sintesis y secrecion de insulina.
Ademas, genera metabolitos que han sido asociados al desarrollo de nefropatias,
retinopatias y neurotoxicidad (Law y Zhang, 2017), comorbilidades asociadas a

la condicion de diabetes mellitus.

1.1.5. Complicaciones asociadas al feto y a la madre.

La diabetes gestacional en el embarazo trae complicaciones de severidad
variable para la madre, el feto o al recién nacido. Entre las complicaciones
neonatales se encuentran una serie de problemas conocidos como fetopatias
diabética que incluyen malformaciones genéticas (Martinez-Frias et al., 1998),
macrosomia (Hod et al., 1991; Ruiz-Palacios et al., 2017), debido principalmente
a la hiperinsulinemia neonatal (Baz et al., 2016), sindrome de distrés respiratorio,
hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubinemia e hipocalcemia (Coustan, 2013;
Kampmann et al., 2015; Velazquez et al., 2010; Hod et al., 1991; Griffin et al.,
2000). Ademas, aumenta el riesgo de desarrollar DMT2 y obesidad en edades
mas avanzadas (Dabelea et al., 2000). Los riesgos mas recurrentes asociados a
la madre son la hiperglicemia, DMG en préximos embarazos, desarrollo futuro de

DMT2 (Ben-Haroush et al., 2004; Griffin et al., 2000), obesidad y preeclampsia
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(Coustan, 2013; Kampmann et al., 2015). Lo anterior, determina que la madre
durante el embarazo tenga un alto riesgo obstétrico, asociado también a un
mayor riesgo fetal de nacimientos prematuros, retardo en el crecimiento
intrauterino, e incluso desenlaces fatales como la muerte perinatal (Montoro et
al., 2005; Holmes et al., 2011); y complicaciones obstétricas como cesarea e

induccion del parto (Hod et al., 1991).

Una investigacion de gran relevancia en el estudio de la DMG, es la realizada por
el HAPO Study Cooperative Research Group, en donde se ha demostrado que
existe una fuerte y significativa correlacion entre el riesgo de complicaciones
materno-fetales como macrosomia, hiperinsulinemia e hipoglicemia neonatal y
las cesareas; y los niveles sanguineos de glucosa en la madre durante su

embarazo (HAPO Study Cooperative Research Group, 2002 y 2008).

1.1.6. Factores de riesgo

Diversos factores de riesgo han sido asociados con el desarrollo de DMG, y se
ha observado que la magnitud del riesgo puede variar segun la poblacion
estudiada. Una reciente investigacion realizada por Garmendia et al. (2020), ha

determinado varios de estos factores en la poblacién chilena (Tabla I), en donde
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se ha descrito que el haber tenido DMG en un embarazo previo, la obesidad
pregestacional o la edad materna avanzada, son factores que aumentarian al
menos en dos veces el riesgo a desarrollar esta patologia (Garmendia et al.,

2020).

Tabla I. Factores de riesgo asociados al desarrollo de diabetes mellitus
gestacional en Chile.

Factor de riesgo OR (IC95%)
Edad materna > 40 afos 2,74 (2,45 - 3,06)
Paridad (nimero de hijos)

2 1,26 (1,16 -1,37)

3 0 mas 1,29 (1,18 - 1,42)
Historial familiar de diabetes tipo 2 1,82 (1,73-1,92)
Hipertensién materna previa 1,40 (1,23-1,60)
Diabetes gestacional previa 5,52 (4,67 —6,52)
Consumo de alcohol 1,40 (1,23 - 1,60)
Sobrepeso 1,93 (1,81-2,10)
Obesidad 3,15 (2,94 - 3,37)

Modificado de: Garmendia et al., 2020

OR: Odd Ratio; IC95%: Intervalo de confianza del 95%.

Ademas de los factores de riesgo mencionados anteriormente, se indican
también otros asociados a diversas poblaciones, asociadas al estilo de vida,
como dieta de baja calidad (relacionado al consumo excesivo de carbohidratos y

grasas saturadas, y al bajo consumo de &acidos grasos poliinsaturados), el
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sedentarismo y el habito tabaquico. También algunas condiciones clinicas que
anteceden el embarazo como el sindrome de ovario poliquistico, resistencia a la
insulina (Sonagra et al., 2014; Wang et al., 2018), y el hipotiroidismo (Gong et al.,
2016); como también condiciones asociadas a un embarazo previo como la
macrosomia fetal o el aborto espontaneo, pueden generar mayor riesgo a

desarrollar DMG.

Dentro de los factores no modificables, se ha descrito también que la etnia
generaria mayor susceptibilidad a esta patologia, especificamente en poblacién
asiatica e hispana (Ferrara, 2007). En este contexto, y debido a que las mujeres
con un familiar en primer grado con diabetes mellitus presentan mayor riesgo a
desarrollar DMG (Wang et al., 2018), se ha descrito que esta patologia podria
estar asociada a susceptibilidad genética, principalmente por la presencia de
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), transmitidos de generacién en
generacion, y que podrian generar cambios en la expresion y actividad de
diversas proteinas y metabolitos importantes en el desarrollo de la DMG (Zhang

et al., 2016; Mwanri et al., 2015; Chiefari et al., 2017).

Aparentemente la DMG, al igual que la obesidad y la DMT2, ha sido asociada a
un componente genético importante (Kwak et al., 2012). Diversas variantes

genéticas han sido estudiadas y relacionadas al desarrollo de DMT2, sin
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embargo, la correlacion con DMG no es tan clara en todos los casos (Anghebem-

Oliveira et al., 2017).

Diversos polimorfismos podrian incrementar el riesgo de desarrollar DMG, entre
los que han logrado mayor relevancia se encuentran algunos asociados a los
genes GCK (glucokinase) y HNF1A (hepatocyte nuclear factor-1 alpha) como lo
son rs1799884 y rs1169288 respectivamente, otros asociados a diabetes de tipo
MODY, que por un lado generarian disfuncién en la glucoquinasa, y por otro,
desregulacion en la transcripcion de genes respectivamente, ambos a nivel de
las células beta pancreaticas y teniendo como efecto final la perdida de
sensibilidad a glucosa. Se ha establecido que se aumenta el riesgo de DMG al
ser portadores de estos alelos (OR: 1,29 y 1,16 respectivamente) (Shaat et al.,
2006). Otros SNPs ampliamente estudiados en DMT2 y también en DMG, son
los que se presentan en el gen TCF7L2 (transcription factor 7-like 2), en donde
se ha descrito que el polimorfismo rs7903146 en dicho gen ha sido asociado con
una mayor predisposicion a desarrollar DMG en portadoras del alelo de riesgo
“T-. (OR: 1,43) (Wang y Xue, 2020), posiblemente generada por una
desregulacion en la secrecion de insulina estimulada por incretinas (Lyssenko et

al., 2007).
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Por medio de estudios GWAS (Genome Wide Association Study), se han logrado
determinar variantes genéticas asociadas a distintas enfermedades en diversas
poblaciones, como es el caso de polimorfismos en el gen FTO (fat mass and
obesity-associated), en el cual, el mas estudiado y de mayor relevancia es el
rs9939609, asociado con el riesgo de DMT2, en poblacién europea y asiatica
(Sabarneh et al., 2018; Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). En este
contexto, se ha definido que el alelo de riesgo “A” de este polimorfismo se
relaciona con un elevado IMC en la poblacién americana (Hunt et al., 2008),
particularmente asociado a la obesidad tipo Il (Villalobos-Comparan et al., 2008).
Este polimorfismo también se ha relacionado con el desarrollo del sindrome de
ovario poliquistico (SOP) (Yan et al.,, 2009) y con los niveles aumentados de
proteina C reactiva (Fisher et al., 2009), marcador inflamatorio que podria
relacionarse al desarrollo de DMG, por el estado proinflamatorio crénico

subclinico que caracteriza esta patologia.

Debido a que son muchos los estudios que dicen relacionar este polimorfismo al
desarrollo de DMG, es que se postula que esta variante genética podria generar
predisposicién a dicha patologia, por lo cual surge la necesidad de estudiar sus

asociaciones con la DMG.
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1.2.Polimorfismo rs9939609 del gen FTO

El gen FTO se encuentra en el cromosoma 16g12.2 y codifica la proteina FTO,
una dioxigenasa dependiente de alfa-cetoglutarato, la cual se expresa
mayoritariamente dentro del nucleo celular, en donde cataliza la demetilacion
oxidativa de N(6)-metiladenina (m6A) en el ARNm (Jia et al., 2011). Aunque su
rol fisiolégico aun se encuentra en estudio, se postula que estaria regulando el
splicing de ARNm en genes involucrados en el metabolismo, generando una
expansion mitética en etapas tempranas de la adipogénesis, y favoreciendo la
diferenciacion de preadipocitos (Merkestein et al., 2015; Zhang et al., 2015).
Algunas de las caracteristicas mas relevantes de esta enzima se encuentran

descritas en la Tabla Il.

El polimorfismo rs9939609 de FTO es un polimorfismo de nucle6tido simple
(SNP) de este gen (Frayling et al., 2007), en donde el alelo comun “T” es
reemplazado por el alelo de riesgo “A” en la primera region intrénica de dicho
gen. La frecuencia del alelo “A”, a nivel global es de un 37%, a nivel sudamericano
es de 24%, segun lo reportado en The PAGE Study (dbSNP), y en nuestro pais

se ha descrito una prevalencia del 30% (Petermann et al., 2018).
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Tabla Il. Funcién, expresion y efectos asociados

expresion de FTO.

a FTO efectos en la

Caracteristica

Descripcién

Referencias

disminucion
de la

Incremento en el gasto energético y generacion
de un fenotipo delgado en modelos murinos

Funcién Demetilacion de residuos m6A en ARNmM, Gerken et al., 2007; Wu et
enzimatica aumentando estabilidad del transcrito. al., 2018; Wu et al., 2019;
Wang et al., 2019
Patrén de Ubicuo, con altos niveles en ndcleos Gerken et al, 2007;
expresion hipotalamicos que regulan la homeostasis @ Rinkwitz et al.,, 2015;
energeética Stratigopoulos et al., 2008
Efecto por Disminuye la traduccién de ARNm Gulati et al., 2013

Church et
Ronkainen et al., 2016

al., 2010;

adipogénesis

diferenciacion temprana en
(CEBPB, CEBPD, RUNX1T1)

Regulacion  de
funcionamiento de
FABP4 y CEBPA)

preadipocitos

genes asociados al
los adipocitos (PPARg,

Regulacion de genes que controlan el ciclo
celular durante la adipogénesis (CCNA2, CDK2
y CDKN1A)

Regulacion de vias de sefializacion por Akty B-
catenina

expresion

Efecto por Aumento en la ingesta alimentaria y la grasa | Church et al., 2010

aumento de corporal en modelo murino

la expresion Mayor nimero de adipocitos y acumulacion de | Merkestein et al., 2015;
triglicéridos Wang et al., 2015

Modulacion Promueve la unién de factores de splicing al | Zhao et al., 2014,

del splicing transcrito, que favorecen o reprimen dicho | Merkestein et al., 2015

de ARNm proceso

Rol en la Regulacion de genes asociados a la : Martin Carli et al., 2018;

Zhao et al., 2014; Wang et
al., 2015

Wu et al., 2018; Chen et al.,
2017;; Merkestein et al.,
2015; Wang et al., 2015)

Wu et al., 2018

Jiao etal., 2016; Chenetal.,
2017
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Este polimorfismo ha sido relacionado ampliamente con un riesgo mayor de
generar sobrepeso y obesidad, por ende, IMC elevado, mayor porcentaje de
grasa corporal, menor saciedad, mayor consumo calorico total y de grasas
(Rendo et al., 2009; Prakash et al., 2016; Hotta et al., 2008; Villalobos-Comparan
et al., 2008); también se ha descrito que FTO jugaria un rol importante en la forma
en que se reconocen los nutrientes en el organismo, especificamente los

aminoécidos (Loos y Yeo, 2013).

Diversos estudios han establecido asociaciones entre la presencia del alelo de
riesgo del polimorfismo rs9939609 en el gen FTO y patologias o parametros
clinicos en distintas poblaciones, resumidas en la Tabla Ill y IV. En estas se
puede observar los resultados de meta-analisis llevados a cabo en grandes
poblaciones y de variadas etnias, en donde la obesidad y la DMT2 son las
patologias mas comunmente relacionadas con la presencia de este alelo de
riesgo, incluso luego de ajustar estos resultados por el IMC. Si bien, existen
estudios que muestran asociacion de este polimorfismo con la DMG, aln existe

discrepancia entre los resultados (He et al., 2018; Guo et al., 2018).
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Tabla lll. Patologias asociadas a la presencia del alelo de riesgo del
polimorfismo rs9939609 del gen FTO.

Parametro

OR (1C95%)

Referencia

Obesidad

1,28 (1,05-1,55)

Xiand Mi, 2009

1,39 (1,04 - 1,85)

Liu et al., 2010a

1,31 (1,26 -1,36)

Pengetal., 2011

1,25(1,19-1,31)

Lietal, 2012

1,15 (1,08 - 1,21)

Vasan et al., 2014

Diabetes mellitus tipo 2

1,19 (1,04-1,37) *

Liu et al., 2010a

1,09 (1,04 - 1,15)*

Hertel et al., 2011

1,18 (1,10- 1,27)*

Reesetal., 2011

1,10 (1,05 - 1,16)*

Li et al., 2012

1,07 (1,05 - 1,09)*

Xi et al., 2014

1,14 (1,08 1,20)

Phani et al., 2015

Diabetes Gestacional

1,31 (1,07 - 1,61)

Lin etal., 2018

Sindrome Metabdlico

1,17 (1,10 1,25)

Povel et al., 2011

1,11 (1,06 1,17) Zhou et al., 2012
1,19 (1,12-1,27) Wang et al., 2012
Obesidad en niflos y 1,34 (1,21 -1,48) Liuetal, 2013a
adolescentes 1,39 (1,22 — 1,58) Quan et al., 2015

Sindrome de ovario
poliquistico

1,26 (1,02 - 1,55)*

Caietal, 2014

1,36 (1,25 - 1,47)

Liuetal, 2017

Enfermedad Cardiovascular

1,16 (1,05 - 1,27)*

Liuetal, 2013b

Obesos con DMT2

1,27 (1,03 - 1,54)

Phani et al., 2015

Cancer pancreatico

1,10 (1,03 -1,19)

Lek et al., 2012

Depresion

0,92 (0,89 - 0,97)

Samaan et al., 2013

*Ajustado por IMC

OR: Odd Ratio; IC95%: Intervalo de confianza del 95%.
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Tabla IV. Cambios en los parametros antropométricos relacionados al
polimorfismo rs9939609 del gen FTO, reportados en meta-analisis.

Parametro

Aumento por cada alelo de riesgo (1C95%)

Referencia

Indice de masa corporal

Circunferencia de cintura

0,45 kg/m? (0,24 - 0,67)
0,28 kg/m?2 (0,23 - 0,33)
0,26 kg/m?2 (0,20 - 0,31)
0,30 kg/m2 (0,21 - 0,38)
0,32 kg/m?2 (0,28 - 0,32)
0,88 cm (0,36 — 1,41)
0,74 cm (0,49 — 0,99)
0,76 cm (0,68 — 0,84)

Rees et al., 2011
Hertelet al., 2011
Li et al., 2012
Vasanet., 2013
Zimmermann et al., 2015
Rees et al., 2011
Vasan et., 2013

Zimmermann et al., 2015

indice de grasa corporal

0,17 kg/m?2 (0,13 - 0,22)

Zimmermann et al., 2015

OR: Odd Ratio; IC95%: Intervalo de confianza del 95%.

1.3.El polimorfismo rs9939609 del gen FTO en el embarazo y su

asociacion con DMG.

Se han descrito diversas condiciones asociadas a la presencia de este SNP en

la poblacién general, sin embargo, pocas investigaciones se han enfocado en el

rol que podria tener este factor durante el periodo gestacional y las

consecuencias que esto puede generar en el recién nacido y en su posterior

desarrollo.

22



Como se ha descrito anteriormente, la principal asociacion de este polimorfismo
es con el aumento del IMC en los portadores del alelo de riesgo, y asociado al
embarazo, se ha descrito que las portadoras de esta variante presentan mayor
IMC antes, durante y después de la gestacion (Kroll et al., 2018), y una mayor
ganancia de peso durante este periodo, en algunas poblaciones (Lawlor et al.,
2011; Groth et al., 2018; Gesteiro et al., 2016), mientras que para otras, esto aun
es controversial (Martins et al., 2016; Beysel et al., 2019a). El aumento de peso
durante la gestacion podria estar, en cierta medida, asociado a que este
polimorfismo se relaciona con un mayor consumo de carbohidratos y menor
consumo de proteinas anterior al embarazo, y al aumento de aproximadamente
un 13% en el consumo de calorias totales, al compararlas con el genotipo comun.
Ademas, esta mayor ingesta caldrica estaria dada por el aumento en el consumo
de alimentos ultra procesados, anterior y durante el embarazo (Martins et al.,
2018). Esta nutricién inadecuada asociada a la predisposicion genética de las
embarazadas podria llevar a cambios metabdlicos durante el embarazo, por
ejemplo, ha sido determinado que existe correlacion entre el polimorfismo
rs9939609 y parametros del perfil lipidico como los niveles de colesterol LDL
(Franzago et al., 2017) y los de triglicéridos (Franzago et al., 2018), durante el

embarazo.

Asociado a cambios en el metabolismo, también se ha determinado aumento en

el indice HOMA-IR y en la HbAlc en embarazadas portadoras del genotipo AA
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(Beysel et al., 2019a), lo que podria estar dando cuenta de un fenotipo mas
diabetogénico, al compararlo con embarazadas portadoras del genotipo coman.
La asociacion de este polimorfismo con la DMG aun no esta clara, y podria
depender de la etnia de la poblacion estudiada (de Melo et al., 2015; He et al.,
2018; Guo et al., 2018; Lin et al., 2018), sin embargo se ha descrito que las
mujeres que desarrollan esta patologia y son portadoras del alelo de riesgo del
polimorfismo, presentan niveles mayores de TNF-a, y menores de adiponectina,
en comparacioén con el genotipo comun (Khawaja et al., 2018), lo que estaria

relacionado con una mayor severidad de la patologia.

Esta variante genética de la madre, también tendria repercusiones en el
desarrollo fetal, donde se ha asociado con el riesgo de ser pequefio para su edad
gestacional, la ocurrencia de partos prematuros (Andreaweera et al., 2016) y de
abortos espontaneos (Andraweera et al.,, 2015). De manera similar, se ha
determinado que los recién nacidos de madres portadoras del genotipo de riesgo
para este polimorfismo, tiene IMC y circunferencia de brazo significativamente
menores en comparaciéon con los recién nacidos de madres que portan el
genotipo comun (Marginean et al., 2016); ademas de presentar niveles
significativamente menores de glucosa e insulina en ayuna, y con esto, menor

indice HOMA-IR (Gesteiro et al., 2016).
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Si bien la aparicion de enfermedades crénicas en el adulto tiene un componente
tanto genético como ambiental, el ambiente intrauterino del individuo en su
gestacion, generado por el estado de salud materno, podrian estar condicionando
el origen y desarrollo de patologias que pueden presentarse en la vida fuera del
Utero (Barker, 2007). Por lo tanto, es necesario un diagnostico temprano de las
patologias del embarazo, como la DMG, que pueden generar problemas tanto en
el periodo gestacional, como postparto. De esta manera, la determinacion de la
predisposicidn genética en la madre, a desarrollar DMG, permitiria tomar
medidas preventivas para disminuir su prevalencia y severidad. La evidencia
reportada, indica que aun hay controversia en cuanto a si el polimorfismo
rs9939609 del gen FTO podria considerarse como un factor genético relevante
en esta patologia, pero también nos indica que dicha variante genética se ha
asociado a diversas condiciones que se relacionan al desarrollo de DMG, como
la obesidad, el sindrome metabdlico, el sindrome de ovario poliquistico, entre
otras. Ademas, se han descrito diversas condiciones patolégicas asociadas a
recién nacidos, provenientes de madres portadoras del alelo de riesgo de este
SNP. Es por todo lo anteriormente sefialado, que se podria hipotetizar que las
mujeres embarazadas con esta predisposicion genética serian mas propensas a
desarrollar dicha patologia. Sin embargo, en la poblacién latina, al igual que a
nivel mundial, aln hay controversia, y muy pocos estudios en nuestro continente

han sido realizados en base a este tema, y especificamente en nuestro pais, no
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se ha evaluado la relacion entre el polimorfismo rs9939609 y la DMG, pese a ser

la patologia del embarazo de mayor prevalencia en nuestra poblacion.

En resumen, y dada la informacion presentada, se plantea la siguiente pregunta

de investigacién: ¢ Cuanto aumentaria el riesgo a desarrollar DMG en mujeres

embarazadas de la ciudad de Concepcion, al ser portadoras del alelo de riesgo
“A” del polimorfismo rs9939609 del gen FTO, en comparacion con las que poseen

el genotipo comun?
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2. HIPOTESIS

Mujeres embarazadas de la ciudad de Concepcion que portan el alelo de riesgo
“A” del polimorfismo rs9939609 en el gen FTO, tienen mayor riesgo a desarrollar

diabetes gestacional, en comparacion con las que poseen el genotipo comun.

3. OBJETIVO GENERAL

Estimar el riesgo a desarrollar diabetes gestacional en mujeres embarazadas de
Concepcidn, por la presencia del alelo de riesgo “A” del polimorfismo rs9939609

del gen FTO.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los genotipos para el polimorfismo rs9939609 en el gen FTO,

en mujeres embarazadas de Concepcion, con y sin diabetes gestacional.
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2. Calcular las frecuencias alélicas para el polimorfismo rs9939609 en el gen
FTO en mujeres embarazadas de Concepcién con y sin diabetes

gestacional.

3. Estimar el riesgo de desarrollar diabetes gestacional por la presencia del
alelo de riesgo del polimorfismo rs9939609 en el gen FTO, en mujeres

embarazadas de Concepcion.
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5. METODOLOGIA

5.1. Diseio del estudio

Se realizé un estudio observacional, de tipo caso-control.

5.2. Tamaio muestral

Se estim6 un tamafio muestral de 49 casos y 99 controles, mediante la Online

Sample Size Estimator, disponible de manera online (hitp://osse.bii.a-

star.edu.sg/index.php). Dicho tamafio muestral es necesario para alcanzar un

poder estadistico del 80%, con nivel de significancia de un 5%, considerando la
frecuencia del alelo menor para los controles en un 23% (dbSNP), y la del mismo
alelo en los casos de un 46% (Lin et al., 2018), para una proporcion entre casos

y controles de 1:2.
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5.3. Criterios de inclusion y exclusién

Las pacientes para este estudio fueron incluidas segun los siguientes criterios:

1. Mujeres embarazadas mayores de 18 afios de edad.
2. Reciben atencién en salud para su embarazo en alguno de los siguientes
Centros de Salud Familiar (CESFAM) de Concepcidn:
a. CESFAM Victor Manuel Fernandez
b. CESFAM Tucapel

c. CESFAM Santa Sabina

Las pacientes fueron excluidas del estudio si presentaron alguna de las

siguientes condiciones:

1. Nacionalidad extranjera
2. Embarazo multiple (mellizos o gemelos)
3. Haber sido diagnosticada con diabetes pregestacional

4. Presentar alguna otra patologia del embarazo (preeclampsia u otras)
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5.4. Reclutamiento de pacientes

Las pacientes fueron reclutadas entre marzo de 2017 y diciembre de 2019, en
los CESFAM anteriormente mencionados, durante alguno de sus controles
prenatales de embarazo. Se entregd verbalmente y de manera explicita a las
pacientes, la informacién necesaria acerca del estudio, y se consultdé por su
intencién de participar en dicho proyecto. Las pacientes que aceptaron
expresamente a participar firmaron un consentimiento informado asociado al
proyecto FONDECYT 11170710 (Anexo N° 1), y se le hizo entrega de una copia

de dicho documento.

Ademas, a las pacientes se les entregaron las indicaciones necesarias para la
toma de muestra de sangre en su CESFAM de procedencia, asociada a este
estudio, y se les hizo entrega de una orden de toma de muestra para dicho fin

(Anexo N° 2).
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5.5. Recoleccién de datos clinicos y obstétricos

Un muestreo por conveniencia se utilizé para el reclutamiento de las pacientes
en los CESFAMs, y su informacion clinica fue obtenida mediante una encuesta
estandarizada, en la cual se solicitaron datos personales de las pacientes,
historial obstétrico, historial previo al embarazo, antecedentes familiares, entre
otros (Anexo N° 3). El primer trimestre fue considerado hasta las 14 semanas de
embarazo, el segundo trimestre fue considerado entre las 14 y 28 semanas de
embarazo, y el tercer trimestre fue considerado entre las 28 semanas de
embarazo y el parto. La ganancia de peso durante el embarazo fue calculada
como la diferencia entre el peso al tercer trimestre de embarazo y el peso del
primer trimestre. EI IMC fue calculado como: masa (kg)/estatura (cm)?. La
presiéon arterial media fue calculada como

(presion sistolica + 2 X (presion diastdlica))/3.

5.6. Aspectos éticos de la investigacion

Cada paciente accedio voluntariamente a participar de esta investigacion y firmo
un consentimiento informado en donde se le dio a conocer la investigacion, los

objetivos, beneficios, riesgos y se identificé al investigador responsable del
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estudio. Este documento se encuentra revisado y aprobado por el Comité Etico
Cientifico del Servicio de Salud Concepcion (Cédigo CEC 23-2017-20) y el

Comité Etico de la Universidad de Concepcion.

5.7. Clasificacion del grupo de estudio

Las pacientes reclutadas fueron clasificadas en dos grupos, segun si cursaron o
no con DMG durante su embarazo. El diagnostico de DMG se realizé segun lo
establecido en la Guia Clinica de Diabetes y Embarazo del Ministerio de Salud
de nuestro pais (Figura 1) (MINSAL, 2014). En base a lo anterior, las pacientes
diagnosticadas con DMG fueron clasificadas dentro del grupo de “Casos”,
mientras que las pacientes que presentaron tolerancia normal a la glucosa (TNG)

fueron definidas como “Controles”.

5.8. Obtencidn y preparaciéon de las muestras

Personal capacitado de la unidad de toma de muestra de cada CESFAM, les
extrajo una muestra de sangre de 6 mL a las pacientes embarazadas, en tubos
sin anticoagulantes (tapa roja). Estas muestras fueron trasladadas en una unidad
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refrigerante a 4°C, hasta el Laboratorio de Patologias del Embarazo, en el
Departamento de Bioquimica Clinica e Inmunologia perteneciente a la Facultad
de Farmacia, de la Universidad de Concepcion. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a temperatura ambiente por 10 minutos a 3000 rpm, el suero en el
sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -20°C, al igual que los coagulos
producto de la centrifugacién, desde los cuales posteriormente se extrajo ADN

genomico.

5.9. Extraccion de ADN gendmico

5.9.1. Lisis de coagulos provenientes de muestras de sangre periférica

Cada coéagulo fue lisado dentro de tubos de 7 mL con beads, Precellys® CK14
Lysing Kit, Soft Tissue Homogenizing, (Bertin Instruments), en el
homogeneizador Precellys® Evolution Super Homogenizer 3 (Bertin

Instruments), en 3 ciclos de 15 segundos a 6000 rpm.
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5.9.2. Extraccion de ADN gendmico desde lisado de coagulo

Desde 200 uL de los lisados de coagulos, se extrajo ADN gendmico, utilizando el
kit de extraccion de ADN, NuceloSpin® Blood (Machery-Nargel), segun las
indicaciones del fabricante para el trabajo con muestras de sangre coagulada. Se

eluyo el ADN gendmico para cada muestra, en un volumen final de 100 uL.

5.9.3. Cuantificacion y evaluacion de la integridad del ADN gendmico

El ADN extraido fue cuantificado en el espectrofotometro Synergy™ HTX Multi-
Mode Microplate Reader (BioTeck®), y se determind el indice de pureza
mediante la relacion 260/280 nm. Se evalué la integridad del ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v. Las muestras de ADN con una
concentracion igual o mayor a 50 ng/uL, indice de pureza entre 1.8y 2.0, ademas
de presentar una banda Unica y sin degradacion en la electroforesis, fueron

seleccionadas para su genotipificacion.

35



5.10. Genotipificacion mediante PCR-HRM

Se realiz6 la amplificacion del segmento de ADN que contiene el polimorfismo en
estudio, mediante la técnica de PCR. Se utiliz6 Fast Evagreen® gPCR Master
Mix (2X) (Biotium), siguiendo las indicaciones del fabricante para la reaccion,
flanqueando la region de interés con los oligonucledtidos sentido (5'-
CTAGGTTCCTTGCGACTGCT-3’) y anti-sentido (5'-
TGCTCTCCCACTCCATTTCT-3’) para obtener un producto de 101 pares de
bases. En cada corrida se amplific6 ADN de 3 muestras controles para cada
genotipo de este polimorfismo (Wild Type (TT), heterocigoto (TA) y homocigoto
mutado (AA)). Se realizaron 2 reacciones por cada muestra, la primera con 100
ng de ADN de la paciente correspondiente; y la segunda con 50 ng de ADN de la
paciente y 50 ng de ADN control de genotipo Wild Type, para una mejor deteccién
de los genotipos, como se ejemplifica en la Figura 2. La reaccion de PCR y la
posterior curva de melting se realizaron en el termociclador Rotor Gene 6000

(QIAGEN). El protocolo utilizado se indica en la Tabla V.

Los resultados de fluorescencia fueron recolectados en el software asociado a
Rotor Gene 6000. Los genotipos de las muestras fueron asignados comparando

los patrones de “melting” con los genotipos de referencia.
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T 50 hg

Mix PCR

\

/" ADN control
Wild Type

Homocigoto Heterocigoto
(Wild Type o mutado)

Homocigoto Heterocigotou
Wild Type

Homocigoto mutado

Figura 2. Representacion de la técnica de genotipificacion utilizada por

analisis de PCR-HRM.

Tabla V. Protocolo utilizado para la amplificacién y genotipificacion de la

region de ADN de interés.

N e T

Activacion 94 °C
94 °C
Amplificacion 45 58 °C
72°C

Melting 1 68-90 °C

10 min
30s
30s
45s

0,1°Ccada2s
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5.11. Célculo de frecuencias alélicas

Se evalud el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg y se calcularon las
frecuencias alélicas mediante las ecuaciones indicadas (Ecuacién 1y 2), donde

“TT”, “TA” y “AA” corresponden al numero de pacientes con cada genotipo.

TT) + 0.5(TA
Frecuencia alelo "T" = (7) N (T4) Ecuacién 1

AA) + 0.5(TA
Frecuencia alelo "A"=( ) N ( )Ecuaci()nZ

5.12. Estimacién del riesgo de DMG

Se determinaron los Odd Ratios (ORs) mediante la formula sefialada (Ecuacion
3), en donde “a1“correspondera al numero de pacientes que presentan el alelo
de riesgo y que fueron diagnosticadas con DMG, “a0” el numero de pacientes con
el alelo de riesgo y que no presentaron la patologia, “b1” las que no presentaron

el alelo de riesgo y desarrollaron DMG, y b0 los que no presentaron el alelo de
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riesgo y no desarrollaron la patologia. Los resultados se expresan con un

intervalo de 95% de confianza.

OR = a0 x b1 £ 6m 3
= al % bO cuacion
5.13. Andlisis estadistico

Las variables continuas se presentan como promedio + Desviacion Estandar
(DE), y las discontinuas como porcentaje (%). Los valores atipicos fueron
excluidos mediante el método ROUT, con un valor Q = 1%. La normalidad de las
variables fue evaluada mediante Test D’Agostino Pearson, y en el caso de
muestras pequefias (n < 10) se evalu6 mediante Test de Shapiro-Wilk. La
comparacion entre los grupos se realizo mediante Test-t de Student o Test-U de
Mann-Whitney, segun si las variables presentaron o no una distribucién normal,
respectivamente. La comparacion entre proporciones y la estimacion del OR
fueron evaluados mediante Test exacto de Fisher. Todos los analisis estadisticos
y graficos se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism 6 ®. Valores

de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1.Caracteristicas clinicas del total de pacientes embarazadas.

Se logré reclutar y genotipificar correctamente a un total de 81 pacientes
embarazadas, provenientes de CESFAMs de Concepcion, y que cumplian con
los criterios de inclusidn y exclusion establecidos previamente. En la Tabla VI se
presentan las caracteristicas del grupo de estudio, luego de la exclusién de 4

valores atipicos, para la descripcion de los datos.

La mayoria de los pardmetros evaluados poseen una distribucién normal de los
datos. En el caso de las variables que no siguen distribucion normal, como el IMC
en el segundo trimestre, podemos observar que posee una distribucion que

tiende a valores mas elevados en dicho parametro, sin embargo, la distribucion
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de este parametro es normal tanto en etapas tempranas como tardias del

embarazo.

Tabla VI. Caracterizacién de la poblacion de pacientes embarazadas en el
estudio y exclusion de valores atipicos.

Caracteristicas

Edad (afios)

Estatura (cm)

Peso 1T (kg)

Peso 2T (kg)

Peso 3T (kg)

Ganancia de peso (kg)

IMC 1T (kg/m2)

IMC 2T (kg/m?)

IMC 3T (kg/m?)

Presion sistélica 1T (mmHg)
Presion sistélica 2T (mmHg)
Presién sistélica 3T (mmHg)
Presion diastolica 1T (mmHg)
Presién diastolica 2T (mmHg)
Presién diastolica 3T (mmHg)

Presién media 1T (mmHg)

Media + DE o
Mediana (RIC)

29,54 + 5,41
160,0 + 5,81
69,30 + 12,01
73,52 + 11,15
78,21 + 11,66
10,29 + 3,84
27,32 + 4,93
29,00 (26,80 — 31,70)
31,00 +4,72
109,3 + 10,69
109,8 + 9,88
113,5 (104,0 — 119,0)
66,93 + 7,88
66,49 + 7,99
70,73 +8,98

81,07 + 7,60

Valores atipicos

Normalidad

excluidos

1245
131,0

130,5

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si
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Presion media 2T (mmHg)
Presion media 3T (mmHg)
Glicemia en ayuno 1T (mg/dL)
Glicemia en ayuno 2T (mg/dL)
Glicemia en ayuno 3T (mg/dL)

Glicemia 2 horas PTGO (mg/dL)

80,94 + 7,26
82,67 (79,00 — 91,33)
80,13 + 6,81
79,00 (72,0 — 85,5)
77,26 + 8,99

104,0 (92,00 — 125,0)

137

Si

No

Si

No

Si

No

DE: Desviacién estandar; RIC: Rango Intercuartil; 1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; 3T: Tercer

trimestre; PTGO: Prueba de tolerancia oral a 75 g de glucosa oral.

En el caso de la presion arterial, podemos ver que presenta distribucion normal

durante la mayor parte del embarazo, pero que en el tercer trimestre se observan

cambios en la distribucion, tanto de la presion sistdlica, como la media.

Los valores de glicemia del segundo trimestre, tanto basal como a las 2 horas

luego de la PTGO, se encuentran sesgados a la derecha, dando cuenta de

valores glicémicos elevados en una parte de la poblacién en estudio.
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6.2.Caracteristicas clinicas de las pacientes embarazadas, segun

desarrollo de DMG.

Del total de 81 pacientes reclutadas, 68 presentaron TNG, y fueron definidas
como “Controles”, mientras que 13 pacientes desarrollaron DMG durante su
embarazo, siendo definidas como “Casos”, lo que equivale a una incidencia del

16% de DMG en este estudio.

Los parametros evaluados durante el embarazo para ambos grupos, se
presentan en la Tabla VII. Dentro de estos parametros logramos determinar que
la edad de las pacientes con DMG fue significativamente mayor que la edad de
las pacientes con TNG. Ademas, se describe que el peso de las pacientes con
DMG, durante el tercer trimestre de gestacion, es significativamente mayor al
peso de las pacientes con TNG durante este trimestre; y que también, el IMC es
significativamente mayor en el grupo con DMG, en los tres trimestres de
embarazo. La presion arterial entre los casos y controles, no presenté diferencias
significativas durante el transcurso del embarazo. Los niveles basales de glicemia
presentaron diferencias significativas entre ambos grupos, siendo mayores en el
grupo de casos de DMG en el primer y segundo trimestre de embarazo, asi como
también los niveles glicémicos a las 2 horas tras la PTGO en el segundo trimestre

de gestacion.
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Tabla VII. Caracteristicas de las pacientes embarazadas segun diagndéstico

de DMG

Controles (TNG)

Casos (DMG)

Caracteristicas

Edad (afios)

Estatura (cm)

Peso 1T (kg)

Peso 2T (kg)

Peso 3T (kg)
Ganancia de peso (kg)
IMC 1T (kg/m?)

IMC 2T (kg/m?)

IMC 3T (kg/m?)

Presioén sistélica 1T
(mmHg)

Presioén sistélica 2T
(mmHg)

Presion sistélica 3T
(mmHg)

Presion diastoélica 1T
(mmHg)

Presion diastoélica 2T
(mmHg)

Presion diastdlica
3T(mmHg)

Presién media 1T (mmHg)

Presién media 2T (mmHg)

Media £ DS o
Mediana (RIC)

28,93 + 5,07
160,2 + 5,86
70,00 (58,00 - 76,60)
73,00 (64,00 — 80,50)
77,30 £ 11,88
10,30 + 3,90
27,30 (23,50 - 29,70)
28,70 (24,70 — 31,20)
30,20 + 4,21

109,1 + 10,95

109,4 + 10,08

112,0 (103,0 — 118,0)

67,21 + 8,13

66,43 £ 8,04

70,93 £9,19

81,17 +7,82

80,77 + 7,26

Media + DS o
Mediana (RIC)

32,62 + 6,28
158,9 + 5,65
75,75 (64,25 - 82,75)
80,75 (68,38 — 84,88)
90,96 + 19,02
10,23 + 3,77
30,20 (26,13 - 32,15)
31,35 (27,53 - 35,03)
35,71 + 5,07

110,6 = 9,56

111,6 £ 9,16

119,0 (112,0 — 120,0)

65,45 + 6,53

66,80 + 8,14

69,57 + 8,18

80,52 + 6,62

81,72 +7,63

Valor p*

0,0233
0,4714
0,0898
0,1873
0,0138
0,9619
0,0226
0,0421
0,0032

0,6662

0,5364

0,2109

0,5028

0,8944

0,7164

0,7963

0,7097
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Presion media 3T (mmHg)

Glicemia en ayuno 1T
(mg/dL)

Glicemia en ayuno 2T
(mg/dL)

Glicemia en ayuno 3T
(mg/dL)

Glicemia 2 horas PTGO
(mg/dL)

82,70 (78,65 — 91,30)

79,33 + 6,89

78,29 + 8,23

77,00 £ 8,70

99,62 +17,71

*Valor p para el test t de Student no pareado.

83,70 (79,70 — 92,70)

84,00 + 4,99

84,27 + 11,42

88,67 + 25,88

148,5 + 23,14

0,7153

0,0294

0,0422

0,3224

< 0,0001

DE: Desviacion estandar; RIC: Rango Intercuartil; 1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; 3T: Tercer
trimestre; PTGO: Prueba de tolerancia oral a 75 g de glucosa oral.

6.3.Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs9939609 en muestra de

pacientes embarazadas

Las frecuencias genotipicas, tanto del total de pacientes, como de los grupos con

TNG y DMG, se encuentran dentro del equilibrio de Hardy Weinberg (Tabla VIII)

(p > 0,05).
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Tabla VIII. Frecuencias genotipicas de los grupos estudiados y evaluacion
del equilibrio de Hardy Weinberg.

Frecuencias genotipicas, n (%) Equilibrio de Hardy

Weinberg
Genotipos 1T TA AA X? Valor p
Pacientes Totales (n=81) 40 (49,4) 37 (45,7) 4 (4,9) 1,556 0,4594
Pacientes con TNG (n=68) 38(55,9) 27(39,7) 3(4,4) 0,440 0,8026
Pacientes con DMG (n=13) 2(15,4) 10(76,9) 1(7,7) 3,899 0,1424

X2: Valor del estadistico para la prueba Chi-cuadrado con 1 grado de libertad

En el grupo de pacientes con TNG, la frecuencia del genotipo comun (TT) alcanza
el 55,9%, mientras que los genotipos de riesgo (TA y AA) se presentaron en el
44,1% de dicha poblacion (Figura 3B), siendo en su mayoria heterocigotas
(39,7%) (Tabla VIII). En tanto, la frecuencia del genotipo comun solo alcanza un
15,4% en el grupo de pacientes con DMG, y los genotipos de riesgo llegan al
84,6% (Figura 3C), siendo el genotipo heterocigoto el mayormente representado
(76,9%) (Tabla VIII). De hecho, se determind que existian diferencia significativa
entre las proporciones de frecuencias genotipicas entre pacientes con TNG y

DMG (p < 0,05).
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Total de embarazadas Embarazadas con TNG Embarazadas con DMG

A B Cc

Total=81 Total=68 Total=13
B 49.38% (40)TT B 55.88% (38) TT B 15.38% (2)TT
I 45.68% (37) TA 3 39.71% (27) TA I 76.92% (10) TA
Bl 4.94% (4) AA B 441% (3)AA B 7.69% (1)AA

Figura 3. Frecuencias genotipicas del SNP rs9939609 del gen FTO en el total
de pacientes embarazadas. Total de pacientes embarazadas (A), pacientes con
TNG (B) y con DMG (C). Las regiones de color verde en los graficos, representan
la proporcion de pacientes con el genotipo comun “TT”, el color amarillo al
genotipo heterocigoto “TA” y el rojo al genotipo de riesgo “AA”, para el
polimorfismo en estudio. Los valores bajo cada grafico indican la frecuencia (%)
y el nimero (n) de pacientes en cada grupo.

En cuanto a las frecuencias del alelo de riesgo “A” en los grupos estudiados, se
determind que, para la poblacion total fue de un 27,8%. Para los grupos de
mujeres embarazadas con TNG y con DMG, las frecuencias de este alelo fueron

de 24,3% y de un 46,2%, respectivamente (Tabla IX y Figura 4).
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Tabla IX. Frecuencias alélicas de los grupos de embarazadas estudiadas.

Frecuencias alélicas, n* (%)

Alelo T Alelo A
Pacientes Totales (n=162) 117 (72,2) 45 (27,8)
Pacientes con TNG (n=136) 103 (75,7) 33 (24,3)
Pacientes con DMG (n=26) 14 (53,8) 12 (46,2)

n*; Nimero de alelos en cada grupo, segun corresponde al genotipo, donde el genotipo “TT” aporta 2 alelos
“T”, el genotipo “TA” aporta 1 alelo “T” y 1 alelo “A”, y el genotipo “AA” aporta 2 alelos “A”.

Total de embarazadas Embarazadas con TNG Embrazadas con DMG

A B C

Total=162 Total=136 Total=26

Em 72.22% (117)AleloT  EE 75.74% (103) AleloT B 53.85% (14) Alelo T
BE 27.78% (45)AleloA  EE 24.26% (33)AleloA  EE 46.15% (12) Alelo A

Figura 4. Frecuencias alélicas del SNP rs9939609 del gen FTO en el total de
pacientes embarazadas. Total de pacientes embarazadas (A), pacientes con
TNG (B) y con DMG (C). Las regiones de color verde en los graficos, representan
la proporcién del alelo comun “T” dentro de cada grupo, mientras que el color rojo
al alelo de riesgo “A”, para el polimorfismo en estudio. Los valores bajo cada
grafico indican la frecuencia (%) y el numero (n) de alelos en cada grupo.
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6.4. Caracteristicas clinicas de las pacientes embarazadas segun su

genotipo para el SNP rs99396009.

Al evaluar las caracteristicas de las embarazadas segun su genotipo,
comparando a quienes portan el genotipo comuan (TT), con quienes poseen al
menos una copia del alelo de riesgo (TA+AA) (Tabla X), se puede observar que
en la mayoria de los parametros evaluados no existen diferencias significativas
entre los grupos (p > 0,05). Sin embargo, al evaluar los niveles de glicemia
durante el embarazo, se observa una tendencia en el grupo de mujeres con
genotipos de riesgo, a presentar mayores niveles de glicemia basal durante el
primer trimestre de embarazo (p ~ 0,05), en comparacion a portadoras del
genotipo comun. Ademas, los niveles de glicemia durante el segundo trimestre
de embarazo, se encuentran significativamente elevados en el grupo de mujeres
con genotipos de riesgo para este SNP, al compararlo con embarazadas
portadoras del genotipo comun, tanto en sus niveles basales de glicemia, como
a las 2 horas luego de la PTGO (Figura 5). Pese a lo anterior, los niveles de
glicemia en el tercer trimestre, no presentan diferencias significativas entre

ambos grupos estudiados.
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(mmHg)

TT TA + AA

Caracteristicas Media £ DS Media £ DS Valor p
Edad (afios) 29,26 £5,13 29,93 £5,79 0,5689
Estatura (cm) 159,5 + 5,66 160,6 + 5,98 0,3914
Peso 1T (kg) 66,55 + 11,49 71,14 £ 12,57 0,0872
Peso 2T (kg) 71,12 £10,57 75,91 + 11,38 0,1083
Peso 3T (kg) 76,00 (66,55 — 86,75) 79,00 (74,00 -91,50) 0,1971
Ganancia de peso (kg) 10,28 + 4,15 10,31 + 3,57 0,9738
IMC 1T (kg/m?) 26,17 + 4,40 28,05 +5,28 0,0833
IMC 2T (kg/m?) 28,85 (23,63 — 30,7) 29,50 (27,00 - 33,45) 0,1722
IMC 3T (kg/m?) 30,04 + 4,35 32,05 + 4,97 0,1418
Presion sistélica 1T 109,8 + 11,88 108,8 + 9,34 0,7049
(mmHg)

Presioén sistélica 2T 108,9 + 10,93 110,7 + 8,86 0,4893
(mmHg)

Presion sistélica 3T 114,0 (105,0 — 119,5) 112,0 (100,0 - 119,0) 0,4827
(mmHg)

Presion diastolica 1T 67,74 + 8,56 66,17 £ 7,05 0,4047
(mmHg)

Presion diastélica 2T 65,82 + 7,86 67,14 + 8,19 0,5388
(mmHg)

Presién diastélica 3T 71,56 + 8,52 69,83 + 9,57 0,5100
(mmHg)

Presién media 1T 81,76 + 8,37 80,39 + 6,68 0,4522
(mmHg)

Presiéon media 2T 80,18 + 7,82 81,66 + 6,74 0,4479

Tabla X. Caracteristicas clinicas de las pacientes embarazadas segun su
genotipo para el SNP rs99396009.
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A)

Presiéon media 3T
(mmHg)

Glicemia en ayuno 1T
(mg/dL)

Glicemia en ayuno 2T
(mg/dL)

Glicemia en ayuno 3T
(mg/dL)

Glicemia 2 horas PTGO
(mg/dL)

83,70 (79,65 — 91,30)

78,50 + 6,62

74,00 (70,00 — 80,00)

77,50 £ 7,49

101,4 + 19,68

80,30 (77,30 — 91,70)

81,37 + 6,67

81,00 (75,00 — 90,00)

77,09 £10,10

115,1 + 30,55

0,2314

0,0675

0,0178

0,8920

0,0322

DE: Desviacion estandar; RIC: Rango Intercuartil; 1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; 3T: Tercer
trimestre; PTGO: Prueba de tolerancia oral a 75 g de glucosa oral.
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Figura 5. Niveles glicémicos durante el segundo trimestre de embarazo en
las pacientes embarazadas, segun su genotipo. Glicemia en condiciones
basales (ayuno) (A) y a las 2 horas tras la PTGO (B), segun la presencia o no del

alelo de riesgo “A”. Cada circulo corresponde a una paciente. Los circulos verdes
corresponden al genotipo “TT”, los amarillos al genotipo “TA” y los rojos al
genotipo “AA”. Los circulos de bordes gruesos representan a las pacientes
diagnosticadas con DMG. Las lineas punteadas horizontales representan el limite
en los niveles de glicemia que define la patologia.
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6.5. Estimacién del riesgo a desarrollar DMG por la presencia del alelo

de riesgo del SNP rs9939609.

Mediante un modelo genético dominante y uno alélico, se determiné el riesgo a
desarrollar DMG en los grupos de estudio, segun si presentaban o no el alelo de

riesgo para el polimorfismo rs9939609 del gen FTO.

Para el modelo dominante, en el cual se asume que basta con un solo alelo de
riesgo (alelo A) para modificar el riesgo a desarrollar la patologia, la presencia
del genotipo heterocigoto “TA” o del genotipo homocigoto mutado “AA”
aumentaria 7 veces el riesgo a desarrollar DMG, en comparacion a las portadoras

del genotipo Wild-Type “TT” (Tabla XI).

Por otra parte, para el modelo alélico, el alelo de riesgo “A” estaria asociado al
aumento del riesgo a desarrollar DMG en 2,8 veces, en comparacion con el alelo

comun “T” (Tabla XII).
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Tabla XI. Tabla de contingencia para estimacion de riesgo de DMG para un
modelo dominante de asociacidn genética.

Frecuencias genotipicas, n (%)

Modelo Dominante  Con TNG Con DMG OR (IC 95%) p*
TT 38 (55,9) 2 (15,4)
TA+AA 30 (44,1) 11 (84,6) 6,967 (1,434 -33,85) 0,0131

OR: Odd Ratio; IC95%: Intervalo de confianza del 95%.

Tabla XII. Tabla de contingencia para estimacion de riesgo de DMG para un
modelo alélico de asociacion genética.

Frecuencias genotipicas, n (%)

Modelo Alélico Con TNG Con DMG OR (IC 95%) p*
Alelo T 103 (75,7) 14 (53,8)
Alelo A 33 (24,3) 12 (46,2) 2,675 (1,126 - 6,354) 0,0310

OR: Odd Ratio; IC95%: Intervalo de confianza del 95%.

Debido al escaso numero de pacientes genotipificadas como “AA” (n=4), es que
no se pudo evaluar el riesgo con otros modelos genéticos como el recesivo

(TT+TA vs AA) o codominante (TT vs TA vs AA).
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7. DISCUSION

7.1. Asociacion entre el polimorfismo rs9939609 del gen FTO y el riesgo

a desarrollar DMG.

El alelo de riesgo “A” del polimorfismo rs9939609 en el gen FTO ha sido asociado
con un riesgo mayor a desarrollar DMG en las pacientes embarazadas de la
poblacion estudiada, al compararlas con las que presentan el alelo comun “T7,

bajo los modelos de asociacion genética dominante y alélico.

Tres metaanalisis han evaluado la asociacion entre este polimorfismo con el
desarrollo de DMG, sin encontrar asociacion significativa entre ambas variables
en dos de ellos (He et al., 2018; Guo et al., 2018), pudiendo estar limitados los
resultados al tamafio de la poblacion, su procedencia, las metodologias y los
criterios utilizados para el diagndstico de la patologia (Guo et al., 2018). Pese a

lo anterior, el estudio de Lin et al. (2018), logré determinar una asociacién
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significativa entre el SNP estudiado y el desarrollo de DMG, considerando un
mayor tamafo de la poblacion evaluada. Sin embargo, la mayor parte de los
estudios incluidos han sido realizados en poblacion europea y existe poca
evidencia en latinoamericana (Lin et al., 2018; Saucedo et al., 2017; de Melo
2015). En este contexto, la presente tesis es el primer trabajo que ha logrado
asociar una variante genética al desarrollo de DMG en nuestro pais, y puede

contribuir a determinar esta asociacion en la poblacion latinoamericana.

La frecuencia para el alelo de riesgo de este SNP es de un 36%
aproximadamente, segun lo reportado por estudios realizados en mujeres
embarazadas (L6pez-Bermejo et al., 2008; Pagan et al., 2014; Beysel et al.,
2019ay 2019b), sin embargo, puede existir variabilidad entre paises (de Melo et
al., 2015). Lo mismo ocurren al separar las poblaciones segun la patologia en
estudio, donde la frecuencia alélica de embarazadas con TNG se encuentra entre
el 12% y 45%, mientras que las que cursan con DMG tienen frecuencias alélicas
entre un 14% Yy 48% (de Melo et al., 2015; Beysel et al., 2019a y 2019b; Franzago
et al., 2018; Saucedo et al., 2017). En tanto, los resultados de este estudio se

encuentran dentro de los rangos anteriormente descritos.
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7.2. Sobre las caracteristicas clinicas evaluadas.

Dentro de las caracteristicas clinicas del grupo de pacientes evaluadas, se
observa que el promedio de sus edades no representa un riesgo significativo para
complicaciones maternas, obstétricas o perinatales (Pinheiro et al., 2019), pese
a que las embarazadas con DMG poseen una edad significativamente mayor que
el grupo con TNG en el momento del embarazo. Si bien, la mayoria de los
estudios indican que la edad de las mujeres con DMG es significativamente
mayor a la del grupo sin la patologia (Popova et al., 2017; Franzago et al., 2018;
Huopio et al., 2013; de Melo et al., 2015; Saucedo et al., 2017; Pagéan et al.,
2014), existen algunos en los que esto no es evidente (Beysel et al., 2019a y
2019b). En cuanto a la estatura, no hubo asociacion con el desarrollo de la DMG,

lo cual también ha sido descrito en otro estudio (Beysel et al., 2019a).

La totalidad de la poblacion evaluada presentaba, en promedio, un IMC
correspondiente con el sobrepeso, durante el primer trimestre de embarazo, el
cual se mantiene en el grupo de pacientes controles, pero que avanza a obesidad
en las pacientes con DMG. EIl sobrepeso y la obesidad son recurrentes en las
pacientes con DMG, lo cual ha sido ampliamente reportado (Beysel et al., 2019a;

Popova et al., 2017; Franzago et al., 2018; Huopio et al., 2013; de Melo et al.,
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2015; Saucedo et al., 2017; Pagan et al., 2014); y estos estados metabdlicos

serian los responsables del 42,8% de los casos de DMG (Santos et al., 2019).

Dado el sobrepeso de las pacientes con TNG, la ganancia de peso recomendada
durante el embarazo era de entre 7,0 y 10,0 kg (segun lo establecido en la Guia
Clinica Perinatal de nuestro pais (MINSAL, 2015)), sin embargo, el valor fue
levemente mayor (10,3 kg). En tanto, el grupo con DMG, dada su obesidad al
inicio del embarazo, deberia haber tenido un incremento de peso promedio entre
6,0 y 7,0 kg, pese a esto, el aumento fue mucho mayor (10,2 kg), lo que se

relaciona con resultados de otros estudios (Beysel et al., 2019a).

Es preocupante que la mayoria de la poblacion estudiada comience su embarazo
con un IMC por sobre lo normal, ya que el sobrepeso y la ganancia excesiva de
peso durante la gestacion, predisponen para el desarrollo de diversas
complicaciones en este periodo como, desordenes hipertensivos, DMG, recién
nacidos grandes para su edad gestacional y mayor riesgo de parto pretérmino.

(Santos et al., 2019).

La presion arterial es otro pardmetro importante a evaluar durante el embarazo,
dado que la hipertensién es mas recurrente en embarazadas de edad avanzada
y/o con IMC elevado (Hauspurg et al., 2019). Sin embargo, en este estudio las
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pacientes reclutadas no presentaron complicaciones relacionadas a la presion
arterial durante su embarazo, y tampoco existié diferencia entre los casos y
controles, asociados a este parametro. Si bien, en el tercer trimestre se observa
un leve aumento en la presion arterial, este es fisioldgico y ha sido reportado
anteriormente (Oostvogels et al., 2017). Pese a los resultados presentados, se
ha reportado en otros estudios que pacientes con DMG tienen una presién arterial
significativamente mayor en comparacion con las normoglicémicas (Lao et al.,
2003; Franzago et al.,, 2018; de Melo et al., 2015), y que incluso son mas
propensas a desarrollar desordenes hipertensivos durante su embarazo
(Szymanska et al., 2008). Junto con lo anterior, se ha descrito que los niveles de
glicemia, se correlacionan con la presion arterial media en las embarazadas a
partir del segundo trimestre de gestacion (Ma y Lao, 2001). Pese a esto, la
ausencia de asociacion en este estudio, se relaciona con lo determinado en otros
(Beysel et al.,, 2019a y 2019b), y podria estar dado por el bajo numero de
pacientes con DMG evaluadas y a la exclusion de pacientes embarazadas que
cursaron alguna otra patologia distinta a la estudiada, como la hipertension
durante el embarazo; ya que, se ha evidenciado que niveles elevados de presion
arterial, ademas de predisponer para complicaciones obstétricas y/o neonatales,
también podria aumentar el riesgo a desarrollar DMG (Lao et al., 2003; Hauspurg

et al., 2019).
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En cuanto a los niveles glicémicos de las pacientes embarazadas del estudio,
estos concuerdan con lo reportado en otras investigaciones (Lowe et al., 2019),
siendo significativamente mayores en los casos de DMG, durante el primer y
segundo trimestre de embarazo, lo cual coincide con otros estudios (Beysel et
al., 2019ay 2019b; Huopio et al., 2013; Saucedo et al., 2017; Pagan et al., 2014);
sin embargo, durante el tercer trimestre no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos. Lo anterior podria estar dado por el tratamiento
gue reciben las pacientes con DMG diagnosticadas durante el segundo trimestre,

lo que normalizaria sus niveles glicémicos en el tercer trimestre.

Los niveles glicémicos en ayuna disminuyen levemente al comienzo del
embarazo y se mantiene constantes en cada trimestre, segun lo reportado en
este y otro estudio anterior (Riskin-Mashiah et al., 2011). Luego se describe un
aumento de la glicemia durante el puerperio, para posteriormente normalizarse

(Riskin-Mashiah et al., 2011).

7.3.El gen FTO y el polimorfismo rs9939609.

El gen FTO tiene un importante rol como regulador del proceso de transcripcion
(Gerken et al., 2007), dependiente de su actividad demetilasa sobre el ARNm,

otorgando mayor estabilidad en los genes que regula (Wu et al., 2018; Wu et al.,

59



2019; Wang et al., 2019). Dichos genes estarian asociados a la estimulacion del
proceso de adipogénesis, como ha sido descrito al comienzo de esta tesis (Tabla
[ll) (Zhao et al., 2014; Martin Carli et al., 2018; Wu et al., 2019). Mediante su
actividad demetilasa, también modularia el proceso de splicing de ARNm en
cientos de genes, donde destaca el factor de transcripcibn asociado a
adipogénesis, RUNX1T1, cuya isoforma corta promueve la diferenciacion
adipocitaria (Zhao et al., 2014; Merkestein et al., 2015) y la expansion mitética

clonal en etapas tempranas de la adipogénesis (Jiao et al., 2016).

Dados estos antecedentes, el aumento en la expresion de FTO se encontraria
asociado a una mayor ingesta alimentaria y aumento de la adipogénesis,
pudiendo generar un fenotipo mas propenso al desarrollo de patologias como la
obesidad y DMT2. Sin embargo, aun no se ha determinado si el polimorfismo

rs9939609 afecta la expresion del gen FTO.

Pese a lo anterior, se ha descrito que el gen FTO posee una region que presenta
varios SNP en desequilibrio de ligamiento (Smemo et al., 2014), la cual ha sido
asociada con susceptibilidad a obesidad y DMT2 (Frayling et al., 2007;
Stratigopoulos et al., 2008). El rs9939609 es el polimorfismo mas representativo
de dicha regién y se cree posible que se encuentre ubicado dentro de secuencias

regulatorias, que se modifiquen por la presencia del alelo de riesgo, alterando la
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tasa de transcripcion, y por ende también, la expresion de FTO (Loos y Yeo

2013).

El SNP rs9939609 en el gen FTO fue primeramente descrito por su asociacion a
la obesidad, donde se determind que los portadores del genotipo de riesgo “AA”
pesaron en promedio 3 kg mas y tienen 1,67 veces mayor probabilidad de
desarrollar obesidad comparados con los portadores del genotipo TT, asociado
especificamente al aumento de la grasa corporal (Frayling et al., 2007); similares
resultados han sido reportados en la poblacion chilena (Petermann et al., 2018).
De hecho, se ha determinado que, en nuestro pais, el genotipo de riesgo “AA” se
asocia con un mayor IMC, porcentaje de grasa, perimetro de cintura, mayor
tiempo sedentario y aumento en el consumo energético, en comparacion con los
otros genotipos (Villagran et al., 2018; Ulloa et al., 2020). Sin embargo, la
asociacion de este polimorfismo con la obesidad solo se daria con los hombres,
sin afectar a las mujeres por el genotipo (Sapunar et al., 2015). Pese a lo anterior,
en mujeres obesas con el alelo “A”, se evidencié un aumento en el HOMA-IR e

insulina en ayuno en comparacion con el alelo comun (Riffo et al., 2011).

Resultados similares se han encontrado en nifios obesos en Chile, donde el
genotipo AA se asocidé con un IMC significativamente mayor (Riffo et al., 2011) y
un mayor porcentaje de grasa corporal (Obregon et al., 2018). El SNP estaria

asociado a algunos patrones de comportamiento alimenticio en nifos,
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dependientes de su género, que serian los que predispondrian a aumentar el

porcentaje de grasa y con esto el IMC. (Obregon et al., 2018)

Ademas de lo anterior, mediante GWAS se ha determinado una fuerte asociacion
con este polimorfismo y el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (OR: 1,27),
mediado por el aumento del IMC (Frayling et al., 2007), dando cuenta de la
asociacion que presenta este SNP con la alteracion de los niveles glicémicos.
Las frecuencias alélicas para este polimorfismo varian bastante entre las distintas
poblaciones (Frayling et al., 2007), y en Chile, ha sido reportada en un 29,9%
(Petermann et al., 2018), similar a la determinada en este estudio para el total de

pacientes embarazadas evaluadas de 27,8%.

El SNP rs9939609 no se encontraria asociado con el peso al nacer, ni con indice
ponderal neonatal, pero si con el aumento de la masa grasa abdominal (L6pez-
Bermejo et al., 2008), niveles elevados de insulina y HOMA-IR en el recién nacido
(Frayling et al., 2007; Gesteiro et al., 2016). En tanto, durante la nifiez, si se
asociaria con el aumento en el IMC y con un mayor riesgo de sobrepeso u
obesidad, principalmente asociado al aumento de la masa grasa (Frayling et al.,

2007).

Con respecto al presente estudio, los valores de IMC durante el embarazo no se

han relacionado con el SNP evaluado, lo cual concuerda con un estudio en
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poblacién mexicana (Saucedo et al., 2017), sin embargo, en otras poblaciones el
alelo de riesgo se asocia con un mayor IMC y ganancia de peso durante el
embarazo (Beysel et al., 2019a; Gesteiro et al., 2016). La presion arterial no se
vio alterada por el genotipo de las pacientes, al igual que lo que se ha reportado
(Beysel et al., 2019b). También se determind que lo niveles glicémicos eran
significativamente mayores en portadoras del alelo de riesgo “A” entre las
embarazada, lo cual se ha descrito anteriormente (Beysel et al., 2019a), pero no

en todos los casos (Saucedo et al., 2017).

7.4. Efecto celular del polimorfismo rs9939609

Una posible explicacion a los efectos que se han descrito para esta variacion
genética, es la modificacion en los niveles de expresion del transcrito de ARNm,
dado el genotipo. Respecto a esto, se ha determinado que la tasa de expresiéon
de transcrito primario para el gen FTO seria 1,38 veces mayor cuando este
proviene del alelo de riesgo “A”, que cuando proviene del alelo comun “T”
(Berulava y Horsthemke, 2010). Lo anterior, se podria traducir en una mayor
expresion de FTO, con los efectos que esto podria generar en cuanto a la
alteracion de la homeostasis energética y en el proceso de la adipogénesis

(Fischer et al., 2009). Sin embargo, estos resultados no han sido replicados en
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modelos celulares en los cuales FTO tiene un rol importante, como las células
hipotalamicas o en los adipocitos, por lo cual, la hipotesis planteada debe ser

validada experimentalmente.

7.5. Interaccion entre polimorfismo rs9939609 de FTO y genes cercanos.

Otra posibilidad es que esta variante genética podria formar parte de un elemento
cis-regulador que afecte la expresion de genes préoximos a FTO (Smemo et al.,
2014; Rinkwitz et al., 2015). En este sentido, encontramos los genes IRX3 y
RPGRIPLL, los cuales ademas de encontrarse a escasa distancia de FTO
(Frayling et al., 2007), presentan patrones de expresion similares a dicho gen en
el hipotalamo (Rinkwitz et al., 2015; Smemo et al., 2014; Stratigopoulos et al.,

2008; Berulava y Horsthemke, 2010).

La funcion de IRX3, también se asociaria a la regulacién del gasto energético y
de la transdiferenciacién del tejido adiposo, afectando el porcentaje de masa
grasa, modificando de esta manera el peso corporal (Smemo et al., 2014). En
tanto el gen RPGRIP1L, comparte una isla CpG con FTO, lo que podria indicar
gue existe regulacién transcripcional conjunta entre dichos genes (Frayling et al.,
2007; Berulava y Horsthemke, 2010). Sin bien, los niveles de transcrito del gen
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RPGRIP1L no dependen del polimorfismo rs9939609 (Berulava y Horsthemke,
2010), se ha descrito que el SNP rs8050136 de FTO, en desequilibrio de
ligamiento completo con el rs9939609 del mismo gen (Berulava y Horsthemke,
2010), formaria parte de un sitio de unioén putativo para el factor de transcripcion
CUTL1, el cual regula la expresion de ambos genes (Stratigopoulos et al., 2008),
existiendo uniodn preferencial de este factor de transcripcién a uno de los alelos
del polimorfismo (Stratigopoulos et al., 2008). Por lo anterior se hipotetiza que un
mecanismo similar podria estar regulando la expresion de genes, de manera

dependiente al genotipo rs9939609.

7.6.Limitaciones, fortalezas y validez clinica del estudio

Una de las limitaciones de este estudio fue el reducido tamafio de la muestra,
sobre todo en el numero de pacientes con DMG y las que portaran el genotipo
de riesgo AA, el cual solo fue presentado en 4 embarazadas del total, y solo en
una del grupo de embarazadas con DMG, lo que no permiti6 analizar dicho
genotipo por si solo. Con el limitado tamafio muestral se obtuvo un poder
estadistico del 38% para estimar el riesgo de DMG bajo el modelo alélico de
asociacién genética. Lo anterior indicaria que podria generarse un error de tipo |l

asumiendo este tipo de asociacion, en otras palabras, las pacientes que
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presentan el alelo comun “T” también podrian tener un alto riesgo a desarrollar
DMG. Pese a lo anterior, el poder estadistico para el modelo dominante de
asociacion genética es de un 84%, dando cuenta que el riesgo a desarrollar la
patologia aumenta significativamente en las pacientes con alguno de los
genotipos de riesgo (TA o AA), y que las embarazadas que poseen el genotipo
comun (TT) tienen bajas probabilidades de cursar con la patologia. Ambas
deducciones indicarian que la presencia de un solo alelo de riesgo “A” es
suficiente para aumentar el riesgo a presentar la patologia, y que la presencia del
genotipo “AA” no duplicaria dicho riesgo. Pese a esto, la magnitud del efecto es
poco claray se ve reflejada en el amplio intervalo de confianza descrito en dichos
analisis, por lo cual, el aumento del tamafio muestral permitiria determinar con

mayor precision, la magnitud en el aumento del riesgo.

Otra de las limitaciones fue que no se logré realizar la validacion del método por
medio de analisis de secuenciacion de algunas de las muestras. Pese a esto,
todas las pruebas genéticas se realizaron con los correspondientes controles
negativos y positivos (muestras de genotipo conocido). Por ultimo, la inasistencia
de las pacientes a sus controles y examenes prenatales, podrian generar
diferencias en algunos de los parametros clinicos evaluados en el estudio, pese

a gque siempre se registraron los datos mas actualizados para cada trimestre.
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En resumen, el presente estudio es el primero en determinar asociacion entre el
polimorfismo rs9939609 del gen FTO y el riesgo de DMG en nuestro pais, sin
embargo, diversas hipdtesis se manejan aun en cuanto a los efectos que este
polimorfismo puede generar en el organismo. AlUn no se puede asegurar con
certeza el mecanismo por el cual se generan los efectos descritos, ni como estos
estarian asociados al desarrollo de DMG. Sin embargo, la regulacion de genes
cercanos o del mismo gen, dado por elementos cis-reguladores, podria aumentar
los niveles de expresion de FTO con efectos sobre el hipotalamo (modificando la
ingesta alimentaria) y sobre el tejido adiposo (favoreciendo la adipogénesis en el
embarazo), con la consecuente acumulacion de grasa corporal y potenciacion de
la resistencia a la insulina. Ambos mecanismos podrian converger durante la

gestacion y aumentar el riesgo a desarrollar DMG.

Dentro de las fortalezas de este trabajo podemos encontrar la detallada
descripcion de los grupos de estudio, contando con antecedentes clinicos de las
pacientes durante cada trimestre del embarazo, lo cual permiti6 estudiar la
asociacion del polimorfismo con cada parametro en cada etapa de la gestacion.
Ademas, el trabajo de biologia molecular fue realizado en un laboratorio equipado
adecuadamente para reducir la posibilidad de contaminacion de muestras y
permitir la mayor eficiencia en la genotipificaciéon; y con una metodologia probada

y validada anteriormente en dicho laboratorio.
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Finalmente, la validez clinica de este estudio se respalda en que, la probleméatica
a resolver, los objetivos planteados y la metodologia para su realizacion se
encontraban definidos apropiadamente. Las variables a evaluar fueron
correctamente determinadas y expresadas segun correspondiera a su tipo y
distribucion de los datos. Todos los resultados obtenidos contaron con un
riguroso, explicito y adecuado andlisis estadistico que dio cuenta de la

significancia y la magnitud de los mismos.
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8. CONCLUSION Y PROYECCIONES

Se ha logrado determinar que el alelo de riesgo “A” del polimorfismo rs9939609
en el gen FTO es un factor de riesgo para el desarrollo de DMG en las mujeres
de nuestra poblacién. Ademas, la presencia de este alelo se asociaria con
mayores niveles glicémicos en las embarazadas, durante el segundo trimestre de
gestacion, e independiente de su IMC. La presencia del alelo de riesgo “A”, ya
sea de forma heterocigota u homocigota, se asociaria con los efectos
evidenciados en este estudio, dando cuenta que este polimorfismo funcionaria
bajo un modelo dominante, donde solo basta de una copia del alelo “A” para

aumentar el riesgo de modificar el fenotipo.

Si bien, no se conoce el mecanismo especifico por el cual esta variante genética
predispone para la DMG vy altera los niveles glicémicos, se puede inferir que, al
tratarse de una variante intrénica, esta podria afectar los niveles transcripcionales
del gen FTO o de otros genes cercanos, mediante la modificacion de sitios de
unidn a factores de transcripcion en la region de susceptibilidad a obesidad de
este gen, aumentando asi la expresion de FTO y su actividad demetilasa, que
estaria estimulando la adipogénesis y la mayor ingesta alimentaria, lo cual se
veria potenciado aun mas durante el embarazo, favoreciendo la resistencia a la

insulina.
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Si bien, esta es una de las muchas variantes genéticas involucradas en el
desarrollo de DMG, cobra relevancia por la alta prevalencia de los genotipos de
riesgo (TA y AA), que alcanzan aproximadamente el 50% de nuestra poblacion,
y los diversos efectos que se le han asociado, no solo durante el embarazo, sino

gue en el desarrollo de otras patologias durante el transcurso de la vida.

Otros polimorfismos podrian ser determinados en esta poblacién, asociados a
distintas vias que predisponen para la DMG, como en el caso del gen TCF7L2,
donde se ha visto que el polimorfismo rs7903146 se relaciona con la disminucién
en la secrecién de insulina (Lyssenko et al., 2007), o el SNP rs225014 en el gen
DIO2 que se ha asociado a la regulacion de los niveles de hormonas tiroideas
(Bianco y Kim, 2018), los cuales se relacionan intimamente con el desarrollo de
DMG (Giannakou et al., 2019). En Chile, no existen estudios como el presente,
gue evallen la relacién entre SNPs y el desarrollo de DMG, por lo cual, seria
factible evaluarlo en nuestra poblacién. Con esto, se podria generar un test que
permitiera conocer la predisposicion genética a desarrollar DMG, incluso antes

del embarazo, para asi prevenirla 0 aminorar sus efectos tempranamente.

Aln se encuentran en estudio las terapias enfocadas a revertir los efectos
negativos asociados a este polimorfismo, dado que el mecanismo no es aun

conocido, lo cual hace complejo cualquier aproximacion terapéutica. Pese a esto,
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se ha evidenciado que recomendaciones personalizadas en cuanto a la
alimentacion, basada en el genotipo, han logrado una mayor reduccion en el peso
corporal de una poblacion sometida a intervencion alimenticia (Celis-Morales et
al., 2017). Lo anterior, podria ser aplicado en mujeres embarazadas, para
determinar si una dieta personalizada segun su genotipo, podria disminuir el

riesgo de DMG, lo cual es materia de estudio para préximas investigaciones.

El objetivo final de este y todos los estudios revisados, es entender los efectos
gue podria tener este SNP en el desarrollo de la DMG, de manera tal de prevenir,
tratar y/o aminorar las complicaciones asociadas, tanto en la madre durante el
embarazo, en el feto durante su gestacién y su posterior desarrollo luego del

parto.
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9. GLOSARIO

ADA: American Diabetes Association

ADN: Acido desoxirribonucleico

Akt: Protein Kinase B

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

CCNA2: Cyclin A2

CDK2: Cyclin-Dependent Kinase 2

CDKN1A: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A
CEBPA: CCAAT/enhancer-binding Protein alpha
CEBPB: CCAAT/enhancer-binding Protein beta
CEBPD: CCAAT/enhancer-binding Protein delta
CESFAM: Centro de Salud Familiar

CUTL1: Cut-like 1

DE: Desviacion Estandar

DIO2: Deiodinase 2

DMG: Diabetes Mellitus Gestational

DMT2: Diabetes Mellitus tipo 2

FABP4: Fatty Acid-Binding Protein 4
FONDECYT: Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico

FTO: Fat mass and obesity associated
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GCK: Glucokinase

GWAS: Genome Wide Association Study

HAPO: Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcomes

HbAlc: Hemoglobina glicosilada

hCG: Human Chorionic Gonadotropin

HNF1A: Hepatocyte Nuclear Factor-1 alpha

HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment — Insulin Resistance

HRM: High Resolution Melting

IADPSG: International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups
IC95%: Intervalo de confianza del 95%

IMC: indice de masa corporal

IRX3: Iroquois Homeobox 3

m6a: N(6)-metiladenina

MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odd Ratio

PCR: Polymerase chain reaction

PPARg: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma

PTGO: Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral

RPGRIP1L: Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Interactin Protein 1 like
RUNX1T1: Runt-related Transcription Factor 1 Transcriptional Co-Repressor 1
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SOP: Sindrome de Ovario Poliquisitico

TCF7L2: Transcription Factor 7 like 2

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha

TNG: Tolerancia Normal a la Glucosa

TSH: Thyroid Stimulating Hormone
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Anexo N°1: Consentimiento informado
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Dalanm

INFORMACION AL PARTICIPANTE Y CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION

CARACTERIZACION DEL PERFIL TIROIDEO DURANTE EL EMBARAZO: ASOCIACION CON DIABETES
GESTACIONAL, ALTERACION DEL METABOLISMO TIROIDEO EN LA PLACENTA Y PERFIL TIROIDEO
NEONATAL

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dr. Enrique Guzmén Gutiérrez

CENTRO DE INVESTIGACION:  Centro de Salud Familiar Victor Manuel Femandez
Centro de Salud Familiar Santa Sabina
Centro de Salud Familiar Juan Soto Fernandez
Centro de Salud Familiar O'Higgins
Servicio de Obstetricia y Ginecologia, Hospital Guillermo Grant Benavente,
Concepcion
TELEFONO DE CONTACTO DEL DR. ENRIQUE GUZMAN 24 HORAS: +56 951203525

PATROCINADOR: Universidad de Concepcion con un cofinanciamiento del Fondo para el Desarrollo Cientifico
y Tecnoldgico (FONDECYT) codigo 11170710.

Estimada participante:

El propésito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar, 0 no, en una investigacion a la
cual se le invita. En esta investigacion se va a evaluar el efecto de las hormonas tiroideas durante el embarazo
y si estos se relacionan con la aparicion de diabetes gestacional, debido a que es una de las principales
patologias del embarazo que afectan a nivel nacional. En particular, nuestro pais tiene una de las tasas de
incidencia mas altas, afectando alrededor de un 15% de los embarazos.

FUNDAMENTO Y RAZON POR LA QUE SE INVITA A LA PERSONA PARTICIPAR.

El promotor del estudio corresponde a la Universidad de Concepcion. El trabajo de investigacion plantea
estudiar los niveles de las hormonas tiroideas, que se encargan de controlar la energia (o el metabolismo) en
nuestro cuerpo, durante el embarazo y asociar esta informacion con (1) la aparicion de Diabetes Gestacional,
enfermedad metabdlica que aparece desde el segundo trimestre del embarazo que afecta a la madre como al
feto en crecimiento, (2) cambios en la expresién de proteinas de la placenta que regulan los niveles de las
hormonas tiroideas, y (3) cambios en los niveles de hormonas tiroideas en sangre de cordon umbilical.

PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIO
Su participacion en esta investigacion es completamente libre y voluntaria. Usted tiene el derecho a retirar su
consentimiento, y por tanto retirarse de esta investigacion, en el momento que lo estime conveniente. Al
hacerlo, usted no pierde ningiin derecho como participante de esta institucion y la calidad de la atencign

utilizada.
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

Para poder participar de esta investigacion usted debera ser atendida en alguno de los siguientes Centros de
Salud Familiar (CESFAM) de la comuna de Concepcion: O'Higgins, Juan Soto Fernandez, Santa Sabina o Victor
Manuel Fernandez.

Si usted acepta participar en este proyecto de investigacion se le realizara lo siguiente:

En primer lugar, durante el primer, segundo y tercer trimestre del embarazo, es decir en 3 oportunidades, se
procedera a tomar una muestra de sangre (3 ml, un volumen similar a una cucharita de té) en la unidad de toma
de muestra de su CESFAM de procedencia, el cual sera utilizado para determinar su perfil tiroideo completo
(niveles de TSH, T3y T4 libre, T3 y T4 total, y TBG), ademas de obtener otros antecedentes como edad, presion
arterial, peso, talla, y glicemia. La finalidad de esta etapa es determinar si usted posee alguna patologia tircidea
y si esta se asocia con la aparicion de diabetes gestacional.

Al finalizar el embarazo, y posterior al parto, se obtendra su placenta (quien cumple la labor de entregar los
nutrientes y eliminar los desechos del feto durante el embarazo, pero que es eliminado posterior al parto), que
sera utilizada para obtener las células que permitieron el intercambio de nutrientes y hormonas, entre su sangre
y el de su hijo(a) (células trofoblasticas humanas). De tal manera de permitir estudiar pequefias moléculas que
controlan el paso de las hormonas tiroideas (denominadas deiodinasas y transportadores de hormonas
tiroideas). Este procedimiento es muy importante para determinar si su placenta se adapt6 a los cambios
hormonales generados durante su embarazo.

Finalmente, después del parto y desde el cordon umbilical, que corresponde a la porcion de la placenta que
permite llevar la sangre desde la placenta al feto y viceversa, se obtendran 3ml de sangre para determinar el
perfil tiroideo de su hijo. Finalmente, desde su ficha clinica obtendremos los (ltimos antecedentes relevantes
tanto suyos como de su bebé (Altura/peso al nacer, sexo, edad gestacional). De esta manera, sera posible
determinar si los cambios hormonales que se generaron durante su embarazo generaron cambios en su hijo(a).

Las placentas seran guardadas en el laboratorio de Fisiologia Vascular de la Universidad de Concepcion de
forma anénima y bajo la responsabilidad del Dr. Enrique Guzman (investigador responsable) y el Dr. Marcelo
Gonzalez (Colaborador). Para su tranquilidad, las muestras de sangre, tanto suyas como las de su hijo, y su
placenta seran desechadas siguiendo la normativa de la Universidad de Concepcion.

NUMERO DE SUJETOS

La seleccion de los participantes se realizara de manera aleatoria. Considerando la prevalencia actual
reportada para la diabetes gestacional (15%), y segun las caracteristicas de las embarazadas en la comuna
de Concepcion, se estima un total de 140 embarazadas.

DURACION ESPERADA del estudio y de la participacion del voluntario.

El estudio tiene una duracion de 3 afios. Su participacion en esta investigacion sera de 9 meses, en los cuales
se va a llevar a cabo una charla explicativa de la investigacion, la posterior toma de muestras de las
participantes del estudio, la toma de muestra no durard mas de 5 minutos y se llevara a cabo durante su
control de rutina. La muestra de sangre de cordén umbilical como la placenta seran recolectadas posterior al
parto.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION
El estudio no ofrece beneficios monetarios directos para usted si participa en el estudio, sin embargo, los
resultados obtenidos de sus muestras de sangre y de su hijo, le seran entregados en dos copias, una a usted,
y otra a su médico tratante, en su CESFAM respectivo. Ademas, obtendra como beneficio directo, el estudio
de su perfil tiroideo completo. Pero ademas, los resultados de este estudio contribuiran al conocimiento
cientifico y a la realizacion de futuros estudios.

Riesgos: La puncion venosa en su brazo, podria en algunos casos generar enrojecimiento de la pie
hematoma (color morado de la piel), pero que se recupera normalmente entre 5 a 7 dias despug e
puncion. Ademas, la utilizacion de su placenta y cordon umbilical no involucra ninglin riesgo para gl
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para usted, ya que el cordon umbilical y la placenta son tejidos que normalmente se desechan después del
parto.

Su participacion no tiene ningln costo econémico para usted. Todos los costos de la investigacion seran
asumidos por el investigador, esto es: Procedimiento de toma de muestra, 3 Perfiles tiroideos maternos
durante el embarazo; y 1 perfil tiroideo de su hijo(a) desde sangre de cordon. Sin embargo, los costos
asociados a los controles de embarazo y al parto son de su responsabilidad, y de su seguro de salud.

CONFIDENCIALIDAD
Los datos personales obtenidos de cada participante, estaran resguardados bajo un codigo intemo, para asi
evitar cualquier difusion de su informacion personal.

COMUNICACION DE RESULTADOS

Los resultados de laboratorio obtenidos seran informados a usted y a su médico tratante exclusivamente. El resto
de la informacién obtenida se mantendra en forma confidencial. Es posible que los resultados obtenidos sean
presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo, sus datos personales (nombres, informacion de
contacto, etc.) o familiares no seran en ningtin caso divulgados.

Se informaran todos los hallazgos nuevos e importantes que salgan a la luz durante la realizacion de la
investigacion que puedan afectar su voluntad de seguir participando en el estudio.

Los datos obtenidos solo se utilizaran para este estudio. En caso de modificaciones importantes del disefio
de estudio que la afecten o requerir los datos para otro estudio se le solicitara un nuevo consentimiento.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al Dr. Enrique Guzmén G.,
Investigador Responsable del estudio, al teléfono +56 951203525, o al correo: enrique.guzman@uss.cl. Si tiene
preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacion médica, usted puede llamar a la Dra.
Maria Antonia Bidegain S., Presidente del Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcion, Ubicado
en San Martin 1436, Concepcion, al teléfono 41- 2722745; o también al Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad
de la Direccion de Investigacion y Creacion Artistica de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad de Concepcion, através de su presidente, Dr. Ronald Mennickent C., cuyo teléfono es 41-2204302.

COMITE DE
ETICA

BIOETICA Y

BIOSEGURIDAD

Universidad de Concepcion / e
Versi6n 2 = ==
Fecha: 09-08-2018

102



'.
0ez

HOJA DE FIRMAS DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARACTERIZACION DEL PERFIL TIROIDEO DURANTE EL EMBARAZO: ASOCIACION CON DIABETES
GESTACIONAL, ALTERACION DEL METABOLISMO TIROIDEO EN LA PLACENTA Y PERFIL TIROIDEQ
NEONATAL

ANTES DE FIRMAR CONFIRMO QUE:

- Mis preguntas han sido respondidas a mi entera satisfaccion y considero que comprendo toda la
informacién proporcionada acerca del estudio.

- He sido informado en forma previa a la intervencion, que los procedimientos que se realicen, no
implican un costo que yo deba asumir. Junto a ello he recibido una explicacion satisfactoria sobre el propésito
de la actividad.

- Acepto que mi informacion médica de Ia ficha clinica y de mis muestras sea recopilada, utilizada y
divulgada conforme a lo descrito en esta informacion escrita para mi y formulario de consentimiento
informado.

- Estoy en pleno conocimiento que la informacidn obtenida con la actividad en la cual participaré, sera
absolutamente confidencial, y que no aparecera mi nombre ni mis datos personales en libros, revistas y otros
medios de difusion derivadas de la investigacion ya descrita.

- He decidido libre y voluntariamente participar en el estudio de investigacién y que entiendo que
puedo retirarme en cualquier momento sin sancion alguna

- Sé que recibiré una copia firmada y fechada de este documento.

- Sé que, al firmar este documento, no renuncio a ninguno de mis derechos legales.

Nombre del participante en letra imprenta Firma del participante Fecha de la firma
(DDIMM/AAAA)

Yo, el que suscribe, investigador, confimo que he entregado verbalmente Ia
informacion necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda adicional y que no
ejerci presién alguna para que el participante ingrese al estudio.

Declaro que procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las Directrices
de GCP (Buenas Précticas Clinicas) y otras leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionaré a la participante una copia de esta informacion escrita para el participante y
formulario de consentimiento firmado.

Nombre de la persona que solicita el consentimiento  Firma de la persona que solicita Fecha de la firma
informado en letra imprenta el consentimiento informado (DDFMM/AAAA)

Nombre del director de la institucién (o delegado Firma del Director o Delegado Fecha de
de la institucion, si corresponde) de la institucion, si corresponde (DD
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11.2. Anexo N°2: Orden de toma de muestra

ORDEN TOMA DE MUESTRA
Proyecto de Investigacion

Caracterizacion del perfil tiroideo durante el embarazo: asociacion con diabetes gestacional,
alteracion del metabolismo tiroideo en la placenta y perfil tiroideo neonatal

NOMBRE:

R.U.T:

FECHA:

Enrique Guzman Gutiérrez

Investigador Responsable
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11.3

FONDECYT 11170710

Anexo N°3: Ficha clinica Proyecto

I Datos Personales de la paciente

Nombre completo:

Edad:

RUT:

Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa):

Semanas de gestacion al ingreso: Pertenece a alguna etnia: SI__ NO__
éCual?

a- Aymara

b- Quechua

c- Atacameiio

d- Colla

e- Diaguita

f- Rapanui

g- Mapuche

h- Yagan

i- Kawésqar

j- Otro:
Fecha de ingreso al proyecto: Nacionalidad:
CESFAM donde se atiende: Estado civil:
Correo electronico: Fono:

Probable Establecimiento de salud para el trabajo de Parto:

ID:

Historial obstétrico:
Actual

Estatura (mts):

Peso al ingreso (Kg):

Presion arterial (mmHg):

/ ¢Es su primer embarazo? SI__ NO__

¢Cuantos embarazos ha tenido?
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¢Consume algun suplemento vitaminico (Por ej: Hierro, Calcio, Vitamina D, Vitamina B12,
etc) durante el embarazo? SI__  NO__

éCuadl?

¢Esta recibiendo algun medicamento para el tratamiento de alguna patologia tiroidea?
SI__ NO__

éCudl? ler trimestre 2do trimestre  3er trimestre
a- Levotiroxina a- a- a-
b- Thyrozol b- b- b-
c- Otro: c- c- c-

¢Ha padecido usted de hiperémesis (vomitos excesivos durante el embarazo)?

ler trimestre SI__ NO__

2do trimestre SI__ NO_

3er trimestre SI__ NO__
Sangrado vaginal:

ler trimestre SI__ NO__

2do trimestre S| NO__

3er trimestre SI_ NO__
Uso de cigarrillo: SI__ NO_

*Frecuencia:

Consumo de alcohol: SI__ NO__
*Frecuencia:

Otras drogas (ej: marihuana/cocaina/crack/OTROS):

Especificar:
*Frecuencia:
*Indicar la frecuencia para cada uno.

Diagnostico de Diabetes Mellitus Gestacional:
- 2do trimestre SI__ NO__

Tipo de terapia:

- 3ertrimestre SI__ NO__

Tipo de terapia:

. Previo al embarazo:
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Uso de cigarrillo: Sl NO_
*Frecuencia:

Consumo de alcohol: SI__ NO
*Frecuencia:

Otras drogas (ej: marihuana/cocaina/crack/OTROS):

SI__ NO__
Especificar:
*Frecuencia:
lll.a. Si tuvo embarazos previos:
¢Sufrid alguna complicacién en el embarazo? Sl NO__  *Siresponde “Sl”,

especificar
a- Hipertension
b- Preeclampsia
c- Eclampsia
d- HELLP
e- Roturatemprana de membrana
f- Diabetes gestacional
g- Restriccidn de crecimiento intrauterino
h- Colestasia/Colestasis intrahepatica del embarazo

i- Otro:

especificar
Indique la posible causa:
a- Hipertensidn
b- Preeclampsia
c- Eclampsia
d- HELLP
e- Placenta abrupta
f- Diabetes gestacional no tratada
g- Malformacion congénita
h- Sindrome de Down

i- Otro:

éTuvo alguna vez usted un embarazo no viable? SI__ NO__

*Si responde “Sl”,
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lll.b. Historial de fertilidad:
éTuvo o tiene usted problemas de fertilidad? SI__ NO__

*Se entiende por problemas de fertilidad, cuando la paciente lleva mds de 12 meses intentando
quedar embarazada pero no sucede.
éPadece o padecid de Sindrome de ovario poliquistico? Si__ No__

Edad aproximada de diagndstico:

lll.c. Historial Ginecolégico:
Edad aproximada en que tuvo su primera menstruacion:

Fecha de la Ultima Regla (FUR):

lil. Antecedentes Morbidos
IV.a. Historial personal:
¢Padece alguna enfermedad? (encierre en un circulo la(s) alternativa(s) que corresponda(n))
a- Hipertension
b- Enfermedad renal
c- Anemia
d- Diabetes Mellitus tipo 1
e- Diabetes Mellitus tipo 2
f-  Lupus
g- Hipotiroidismo
h- Hipertiroidismo
i-  Artritis reumatoide
j- Asma
k- Otra
(especifique cual):

IV.b. Historial familiar:
¢Algun familiar directo (padre, madre, hermanos), padece de alguna enfermedad crénica?
SI__ NO__
Marcar mds de una alternativa si es necesario.
a- Hipertension
b- Infarto al miocardio
c- Infarto cerebrovascular
d- Trombosis
e- Diabetes mellitus tipo 1
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Diabetes mellitus tipo 2
Hipotiroidismo
Hipertiroidismo

Lupus

Otra:

109




