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RESUMEN

Durante el embarazo, la alteracion de la glicemia provoca una
desregulacion de la unidad fetoplacentaria, aumentando el riesgo de que tanto la
madre como su hijo sufran complicaciones a corto y largo plazo debido a esta
condicion. Los criterios diagndsticos utilizados actualmente son tardios, no existe
consenso universal ni tampoco métodos predictivos que puedan pesquisar

tempranamente la glicemia alterada (GA) en este periodo.

Diversos estudios han demostrado que existen marcadores genéticos y clinicos
gue podrian servir como predictores de GA durante la gestacion. Dentro de los
genéticos, se han encontrado variantes en los genes TCF7L2, FTO y DIO2, los

cuales estan relacionados con un mayor riesgo a cursar con dicha condicion.

El objetivo del presente trabajo fue generar un modelo predictivo de GA en el
segundo trimestre de embarazo, que incluyera las variantes genéticas

mencionadas, sumado a datos clinicos y bioquimicos al inicio de la gestacion.



Para esto se recopildé informacion clinica y bioquimica de una muestra de
pacientes embarazadas, quienes fueron clasificadas segun sus niveles de
glicemia (GA y glicemia normal (GN)), comparando ambos grupos. Estas
pacientes fueron genotipificadas segun los polimorfismos mencionados, para
luego establecer las asociaciones individuales de cada genotipo con los
pardmetros clinicos y bioquimicos de las gestantes. Con esta informacion y
utilizando el método multivariado Soft independent modelling of class analogies
(SIMCA), se generdé un modelo predictivo de GA en el segundo trimestre de
embarazo, en base a los parametros clinicos, bioquimicos y genéticos de
relevancia del primer trimestre. Ademas, mediante un analisis de regresion por
Partial least squares (PLS), se generé un modelo predictivo de glicemia a las 2

horas postcarga en el embarazo, utilizando variables de primer trimestre.

Del total de pacientes embarazadas (68), un 35% (24) cursaron con GA durante
la gestacidén, quienes se caracterizaron por ser de mayor edad y presentar
mayores niveles de glicemia basal en el primer trimestre de embarazo. En el
analisis genético no se encontraron asociaciones entre las variantes genéticas y
la GA durante el embarazo. Sin embargo, para la variante rs7903146 (TCF7L2),
el genotipo de riesgo “TT” se asocié con mayor peso e IMC en el primer trimestre
y niveles elevados de glicemia basal en el segundo trimestre de embarazo,
comparado con los otros genotipos. Ademas, los niveles de TSH fueron menores

en las pacientes que presentaban el alelo de riesgo “T”. Para la variante rs225014



(DIO2), los niveles de glicemia basal del segundo trimestre fueron mayores en
las portadoras del genotipo de riesgo “CC”, el cual también se asocié con niveles
de triyodotironina total (T3T) disminuidos. También, se estableci6é una correlacion
positiva entre los niveles de glicemia a las 2 horas postcarga y el score genético,
donde el mejor modelo (R: 0.35) considerd los genotipos rs12255372 (TCF7L2),
rs9939609 (FTO) y rs225014 (DIO2). En el analisis multivariado, el modelo
predictivo por SIMCA, para la clasificacion de GA en embarazadas present6 un
AUC (Area under curve) para la curva ROC (receiver operating characteristic) de
0.8734, junto con una sensibilidad y especificidad de 0.8182 y 0.9286
respectivamente, mientras que el modelo predictivo por PLS, para los valores de
glicemia a las 2 horas postcarga en el embarazo, presenté un AUC de 0.7890
con la mayor sensibilidad y especificidad (0.7727 y 0.8333, respectivamente) en

un corte de glicemia de 115 mg/dL.

En base a los resultados expuestos, se puede evidenciar que los factores
genéticos en conjunto con las variables clinicas y bioquimicas evaluadas son de
gran relevancia para el desarrollo de GA durante el embarazo, y el modelo

predictivo permitiria pesquisar tempranamente dicha condicién.



ABSTRACT

During pregnancy, blood glucose alteration causes a fetoplacental
deregulation, increasing risk that both (the mother and her offspring) to suffer
short- and long-term complications due to this condition. The diagnostic criteria
currently used are late, there is not universal consensus or predictive methods

that can early detect Altered Glycemia (AG) in this period.

Several studies have shown that there are genetic and clinical factors that could
be useful as predictors of AG during pregnancy. Within the genetics, variants have
been found in the TCF7L2, FTO and DIO2 genes, which are related to an

increased risk of developing this condition.

The aim of this study was to generate a predictive model of AG in the second
trimester of pregnancy, which included the genetic variants, clinical and

biochemical data at the beginning of pregnancy.



For this, clinical and biochemical information was collected from a sample of
pregnant patients, who were classified according to their blood glucose levels (AG
and normal glycemia (NG)), comparing both groups. These patients were
genotyped according to the polymorphisms, to then establish the individual
associations of each genotype with clinical and biochemical parameters of
pregnant women. With this information and using the Soft independent modeling
of class analogies (SIMCA) multivariate method, a predictive model of AG in the
second trimester of pregnhancy was generated, based on relevant clinical,
biochemical, and genetic parameters of first trimester. In addition, through a
regression analysis using Partial Least Squares (PLS), a predictive model of 2-
hours post-load blood glucose in pregnancy was generated, using first trimester

variables.

Of the total pregnant patients (68), 35% (24) had AG during pregnancy, who were
characterized by being older and presenting higher basal blood glucose levels in
the first trimester of pregnancy. In the genetic analysis, no associations were
found between the genetic variants and AG during pregnancy. However, for
rs7903146 (TCF7L2) variant, the “TT” risk genotype was associated with higher
weight and BMI in first trimester and elevated basal blood glucose levels in the

second trimester of pregnancy, compared to the other genotypes. In addition,
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TSH levels were lower in patients with the risk allele "T". For the rs225014 (DI102)
variant, second trimester basal blood glucose levels were higher in carriers of the
“CC” risk genotype, which was also associated with decreased total
triiodothyronine (TT3) levels. Also, a positive correlation was established between
the 2-hours post-load blood glucose levels and the genetic score, where the best
model (R: 0.35) considered the rs12255372 (TCF7L2), rs9939609 (FTO) and
rs225014 (DIO2) genotypes. In the multivariate analysis, the SIMCA predictive
model for the classification of GA in pregnant women presented an AUC (Area
under curve) for the ROC (receiver operating characteristic) curve of 0.8734,
together with a sensitivity and specificity of 0.8182 and 0.9286 respectively, while
PLS predictive model, for 2-hours post-load blood glucose levels at pregnancy,
presented an AUC of 0.7890 with the highest sensitivity and specificity (0.7727

and 0.8333, respectively) at a glycemia cutoff of 115 mg/dL.

Based on the presented results, the genetic factors together with the clinical and
biochemical variables evaluated are relevant for the development of AG during

pregnancy, and the predictive model would allow early detection of this condition.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Perfil glicémico durante el embarazo.

Durante el embarazo se presentan una serie de cambios a nivel morfolégico,
hormonal y también metabdlico. En etapas tempranas, se desarrolla un estado
de resistencia a la insulina fisiolégico, el cual se intensifica a finales de la
gestacién (Lain y Catalano, 2007). Dicho estado se genera por el aumento en las
concentraciones plasmaticas de algunas hormonas como prolactina y lactégeno
placentario, que estimulan la hiperplasia de células beta pancreaticas e
incrementan la produccion de insulina en la madre (Brelje et al., 1993). Lo
anterior, sumado a una mayor utilizacion de glucosa a nivel periférico y la sintesis
de glicégeno aumentada, generan una disminucion de la glicemia en ayuno en

etapas tempranas del embarazo (Di Cianni et al., 2003).

12



Durante la gestacion, se presenta una disminucion en la media de la glicemia en
comparacion al estado de preconcepcion. Estos niveles van disminuyendo
levemente a medida que avanza el embarazo hasta el puerperio, donde la
glicemia se eleva para luego estabilizarse a niveles de preconcepcioén (Figura 1).
Sin embargo, entre un 5,2 a un 9,0% de las embarazadas cursan con niveles
basales de glicemia elevados durante su embarazo, mayores o iguales a 92

mg/dL (Riskin-Mashiah et al., 2011).

100 4 R

b e = . "g0%

75%

i a Mean
Median

Fasting glucose (mg/dL)

Figura 1. Niveles de glicemia basales anterior, durante y posteriores al
embarazo. (Extraido de Riskin-Mashiah et al., 2011).
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Lo anterior podria estar dado por el aumento en la secrecion de hormonas y
mediadores placentarios que 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 fisiolégico en la resistencia a
la insulina, lo cual estimula una mayor secrecion de insulina por parte de las
células beta pancreaticas. Sin embargo, diversos factores genéticos y/o
ambientales pueden generar ya sea un aumento patolégico en la resistencia a la
insulina o una disminucion en la secrecidén de esta hormona, lo que favoreceria
el desarrollo de un estado de intolerancia a la glucosa durante el embarazo (Baz

et al., 2016; Catalano et al., 1999; Chiefari et al., 2017; Homko et al., 2001).

1.2. Complicaciones asociadas a alteraciones de la glicemia durante

el embarazo.

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 (Lockitch,

G. Gamer, 1997; Ryan y Enns, 1988), cuya alteracion genera cambios en el

14



metabolismo de la glucosa en la madre, que pueden llevar a diversas

complicaciones tanto para la madre como para su hija o hijo.

Una investigacion de gran relevancia en el estudio de los niveles glicémicos
durante el embarazo, es la realizada por el Hyperglycemia and Adverse
Pregnancy Outcomes (HAPO) Study Cooperative Research Group, en donde se
ha demostrado que existe una correlacion significativa entre los niveles
plasmaticos de glicemia materna durante el embarazo, y el riesgo de
complicaciones  materno-fetales como macrosomia, hiperinsulinemia,
hipoglicemia neonatal y partos por cesarea (Tabla 1) (HAPO Study Cooperative

Research Group, 2002, 2008).

Excluyendo a las embarazadas diabéticas (mellitus tipo 2 y gestacional), se ha
descrito que un 2,6% presenta niveles de glicemia basal mayores a 95 mg/dL en
el segundo trimestre de gestacion, lo que también puede aumentar el riesgo de
complicaciones. Se ha descrito que a medida que aumentan los niveles
glicémicos basales durante el embarazo, existe un mayor riesgo de que se
desarrollen fetos grandes para la edad gestacional, hipertension gestacional y
prematurez en el recién nacido (Sesmilo et al., 2017). Lo anterior indicaria que

no solo la condicion de diabetes durante el embarazo supone un riesgo para la
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gestante, sino que glicemias alteradas que se encuentran bajo el rango

considerado para el diagndéstico, también podrian generar complicaciones.

Tabla 1: Odds Ratios ajustados parala asociaciéon entre la glicemia materna
como variable continuay complicaciones asociadas al embarazo.

Nivel de glucosa en sangre

Complicaciones asociadas al embarazo Ayuno Alas 2 horas
Odds Ratio (IC 95%)

Peso al nacer > percentil 90 1,38 (1,32—-1,44) 1,38(1,32-1,44)
Parto por cesarea 1,11 (1,06 -1,15) 1,08 (1,03-1,12)
Hipoglicemia neonatal 1,08 (0,98—-1,19) 1,10(1,00-1,12)
Péptido C en sangre de corddn > percentil 90 1,55 (1,47 -1,64) 1,37 (1,30-1,44)
Parto prematuro (antes de 37 semanas) 1,05(0,99-1,11) 1,16 (1,10-1,23)
Distocia de hombros o lesidn al nacer 1,18 (1,04-1,33) 1,22 (1,09-1,37)
Cuidado neonatal intensivo 0,99 (0,94-1,05) 1,09 (1,03-1,14)
Hiperbilirrubinemia 1,00 (0,95—-1,05) 1,08(1,02—-1,13)
Preeclampsia 1,21(1,13-1,29) 1,28 (1,20-1,37)

Modificado de HAPO, 2008. Los valores de Odds Ratio (OR) fueron calculados
para un aumento en los niveles de glucosa de 1 desviacion estandar (6,9 mg/dL
para los niveles de glucosa en ayuno y de 23,5 mg/dL para los niveles de glicemia
a las 2 horas post-carga de glucosa oral).

Ademas, las condiciones asociadas a estas glicemias alteradas en el embarazo
no se limitan tan solo al periodo gestacional, sino que, se ha determinado que los

hijos de madres que cursan con dicha condicion presentan mayor peso, una
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menor sensibilidad a la insulina, menor secrecidon de insulina, y menor
compensacion de las células beta pancreaticas por la resistencia a la insulina,
comparada con las madres sin alteraciones glicémicas. Ademas, los hijos de
madres con glicemia alterada también suelen presentar dichas alteraciones de
manera mas frecuente que las embarazadas normoglicémicas, independiente de

su indice de masa corporal (IMC) (Lowe et al., 2019).

1.3. Factores de riesgo relacionados con alteraciones de la glicemia

durante el embarazo.

Diversos factores de riesgo han sido relacionados con glicemias alteradas
durante el embarazo, sin embargo, 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
poblacion chilena en donde se ha descrito que el haber tenido Diabetes Mellitus
Gestacional (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 cursar con niveles alterados de glicemia en el embarazo.
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Ademas de los factores de riesgo mencionados anteriormente, se indican
también otros descritos para diversas poblaciones, asociadas al estilo de vida, a
una dieta de baja calidad (relacionado al consumo excesivo de carbohidratos y
grasas saturadas, y al bajo consumo de acidos grasos poliinsaturados), el
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, tal como la
macrosomia fetal o el aborto espontaneo, pueden generar mayor riesgo a cursar

con glicemias alteradas en el embarazo.

Dentro de los factores no modificables, se ha descrito que algunas etnias serian
mAas susceptibles a presentar glicemias alteradas durante su embarazo,
especificamente en poblacion asidtica e hispana (Ferrara, 2007). En este
contexto, y en concordancia también con que las mujeres con un familiar en
primer grado con diabetes mellitus presentan mayor riesgo a cursar con glicemias
alteradas en el embarazo (Wang et al., 2018), se propone que estaria asociada
a susceptibilidad genética, principalmente por la presencia de polimorfismos de
nucledtido simple (SNPs por su sigla en inglés: Single nucleotide
polymorphisms), transmitidos de generacion en generacion, y que podrian

generar cambios en la expresion y actividad de diversas proteinas y metabolitos
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importantes en la homeostasis de la glicemia durante la gestacion (Zhang et al.,

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

Existen polimorfismos genéticos que han evidenciado alguna relacion con la
alteracion de los niveles glicémicos durante el embarazo, sin embargo, surge la
necesidad de seleccionar las alteraciones genéticas mas relevantes para poder

considerarlas como factores de riesgo de dicha condicion.

1.4. Variantes genéticas asociadas a alteraciones de la glicemia

durante el embarazo.

Existen diversas variantes genéticas que han sido relacionadas con las glicemias
alteradas durante el embarazo. Si bien, los mecanismos por los cuales estas
variantes genéticas generan cambios en el metabolismo de la glucosa durante el
embarazo no estan claros en todos los casos, podemos establecer algunos de
los mas relevantes, los cuales son: 1) disminucién en la secrecion de insulina, 2)
aumento en la resistencia a la insulina y 3) alteracion en los niveles de hormonas
tiroideas. Los polimorfismos que se describiran a continuacion estan asociados

respectivamente a dichas condiciones.
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1.4.1. Alteraciones en la secrecidbn de insulina: Variantes genéticas

rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2.

El gen del factor de transcripcion 7 tipo 2 (TCF7L2) se encuentra localizado
en el cromosoma 10 y codifica una proteina nuclear que se expresa en diversos
tejidos, incluyendo los islotes de Langerhans e higado (Zhou et al., 2014). Este
factor participa como un efector transcripcional en la via de sefializacion Wnt,
donde se regula la expresion de diversos genes, incluyendo algunos relacionados
con la produccién y funcion de hormonas incretinas, homeostasis de la glicemia
y fusién de granulos secretores de insulina (Schinner et al., 2008; Ip et al., 2012;

da Silva et al., 2009).

Estudios han demostrado que los niveles reducidos de ARNm para este gen en
los islotes pancreaticos se relacionan con un significativo aumento de la
apoptosis de células beta pancreéticas y disminucion en su proliferacion, lo que
generaria la reduccion en la secrecion de insulina (Shu et al., 2008; Savic et al.,
2011). Ademas, existe evidencia que, en modelos murinos sin expresion del gen
Tcf712, se genera una alteracién en el metabolismo de la glucosa causando

hipoglicemia, y que la sobreexpresion de dicho gen en el mismo modelo animal
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resulta en intolerancia a la glucosa (Savic et al., 2011). Estos resultados se
encuentran asociados con los altos niveles de expresion de ARNm para el gen
TCF7L2, en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Lyssenko et al.,
2007), sin embargo, aun no existen estudios en modelos asociados al periodo

gestacional.

Se ha determinado que ciertas variantes genéticas en TCF7L2 podrian alterar la
expresion de este factor de transcripcion, generando una desregulaciéon en la
funcion del pancreas. Una de las variantes genéticas relevantes en diabetes, y
asociada a este gen es rs7903146, cuya frecuencia alélica se describe en la
Tabla 2, y en donde portadores del alelo de riesgo “T”, son mas propensos a
desarrollar DMT2 (Odd Ratio (OR): 1.58) y a tener un deterioro mas rapido del
pancreas en la secrecion de insulina (Lyssenko et al., 2007; Zhang et al., 2013;
Liu et al., 2015). De manera interesante, se ha determinado que embarazadas
portadoras de la variante genética presentan una respuesta mas favorable en
tratamiento nutricional para evitar la DMG que quienes presentan el genotipo

comun (Barabash et al., 2020).

Efectos similares genera la variante rs12255372, cuya frecuencia alélica se
describe en la Tabla 3, y la cual se presenta frecuentemente en pacientes que

poseen historial familiar de DMT2 (Chaudhuri et al., 2021), y que ademas ha sido
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asociada con el aumento en el riesgo de intolerancia a la glucosa (OR: 1,07),
DMT2 (OR: 2,14) (Reyes-Lo6pez et al., 2019) y DMG (OR: 1.46) en portadoras del

alelo de riesgo “T” (Zhang et al., 2013; Chang et al., 2017).

Tabla 2: Frecuencias alélicas de la variante genética rs7903146 (TCF7L2) en
distintas poblaciones.

TCF/7L2 rs7903146 C>T

Poblacién Frecuencia del alelo de riesgo Referencia
Mundial 0,29 dbSNP
Latinoamericana 0,21 dbSNP
Chilena 0,20 Petermann-Rocha
etal., 2019

dbSNP: Base de datos de Polimorfismos de nucleétido simple (database Single
Nucleotide Polymorphism)

Tabla 3: Frecuencias alélicas de la variante genética rs12255372 (TCF7L2)
en distintas poblaciones.

TCF7L2 rs12255372 G>T

Poblacion Frecuencia del alelo deriesgo  Referencia
Mundial 0,28 dbSNP
Latinoamericana 0,19 dbSNP
Chilena No ha sido reportado -

dbSNP: Base de datos de Polimorfismos de nucleotido simple (database Single
Nucleotide Polymorphism)
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En concordancia con lo anterior, otro metaanalisis reafirma la asociacion entre el
desarrollo de DMG y ambas variantes genéticas del gen TCF7L2, rs7903146
(OR: 1,43) y rs12255372 (OR: 1,47), tanto en la poblacién general, como en el
analisis estratificado por etnias (Wang et al., 2020; Shalabi et al., 2021; Lin et al.,
2016; Shaat et al., 2007; Zhang et al., 2013; Wu et al., 2016). Ademas, se
asociarian con una mayor predisposicion a generar DMT2 luego del embarazo
(Chaudhuri et al., 2021). Sin embargo, existe controversia en la asociacion de

DMG con estas variantes genéticas (Popova et al., 2021).

Portadores del alelo de riesgo para estas variantes genéticas muestran una
expresion significativamente mayor del ARNm de TCF7L2 en los islotes
pancreaticos y una produccién aumentada de glucosa hepética (Lyssenko et al.,
2007). Portadores del genotipo “TT” para estas variantes nucleotidicas, tienen
una mayor concentracion plasmatica de glucosa, proinsulina, y hormonas
incretinas, comparado con el grupo de genotipo comun (Gjesing et al., 2011). Asi
mismo, el indice insulinogénico, el cual estad dado por los resultados de la prueba
de tolerancia a la glucosa oral, se encuentran disminuidos en portadores del alelo
“T”, lo cual podria estar asociado a un deterioro en la secrecion de insulina y no
a la resistencia a la accion de dicha hormona (Saxena et al., 2006). Sin embargo,
aun no existen estudios en modelos de glicemia alterada en el embarazo que

demuestren esta asociacion.
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Si bien para la variante genética rs12255372 aun se desconoce el mecanismo
por el cual se genera la alteracion en la expresion del gen TCF7L2, para la
variante nucleotidica rs7903146 se ha descrito que se localiza en una region
intronica del gen, rio arriba del exén 5, en un sitio de regulacién génica,
especificamente en un sitio de cromatina abierta selectivo de los islotes. Esto
significa que, en las células de los islotes en el humano, el estado de la cromatina
en el sitio de la variante rs7903146, es mas abierto en cromosomas portadores
del alelo “T”, por ende, tienen mayor actividad promotora de la transcripcion,
comparado con el alelo C (Gaulton et al., 2010). Esto podria explicar la asociacion
del alelo “T” con una mermada secrecion de insulina estimulada por glucosa

(Dahlgren et al., 2007).

Por esto, la presencia del alelo de riesgo “T” en las variantes nucleotidica
rs7903146 y rs12255372, podrian ser factores genéticos de riesgo para cursar

con glicemia alterada durante el embarazo.
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1.4.2. Alteraciones de la resistencia a la insulina: Variante genética

rs9939609 del gen FTO.

El gen asociado a grasa corporal y obesidad (FTO), codifica para una enzima
dioxigenasa que se encuentra en el nacleo celular. Se ha determinado que FTO
participa en el procesamiento y splicing de ARNm. Especificamente, su accién
corresponde a la desmetilacion de las N6-metiladenosinas en el ARNm vy
regulacion del splicing de genes involucrados en la adipogénesis, tales como
FABP4, PPARg, C/EBPa y PLIN1 (Zhao et al., 2014a; Ben-Haim et al., 2015;

Merkestein et al., 2015; Zhang et al., 2015; Bartosovic et al., 2017).

En modelos murinos, el gen Fto se encuentra ampliamente expresado en el
cerebro, incluyendo el nucleo hipotalamico, el cual se relaciona con la regulacién
de la captacion de energia (Speakman, 2015). Estudios realizados en cultivos
primarios de fibroblastos embridnarios de raton, han demostrado que FTO regula
el splicing del gen RUNX1T1 (Zhao et al., 2014b), el cual se asocia a procesos
tempranos de la adipogénesis (Rochford et al., 2004). FTO ejerce su accion
durante el proceso de splicing del transcrito de ARNm del gen RUNXI1T1,
generando la exclusion del exén 6 y formando una isoforma corta pro-
adipogénica del factor de transcripcion, el cual aumenta la proliferacion de los

adipocitos. Esto ultimo corresponde a una condicién que se ve favorecida cuando
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FTO se sobreexpresa (Merkestein et al., 2015). Ademas, ha sido determinado
gue la sobreexpresion de FTO en ratones C57B/6J se asocia con ganancia de

peso y aumentada actividad adipogénica (Merkestein et al., 2015).

Con respecto al gen FTO, los polimorfismos rs9939609, rs8050136, y rs1421085
han sido asociados con aumento del IMC, riesgo de obesidad y DMT2 (Kroll et
al., 2022). Sin embargo, aun existe controversia en la asociacion de estos
polimorfismos y el desarrollo de glicemia alterada en el embarazo (Hotta et al.,
2008; He et al., 2018; Popova et al., 2021). De hecho, las variantes rs8050136 y
rs1421085, no han sido asociadas con el riesgo de DMG (de Melo et al., 2015;
Anghebem-Oliveira et al., 2017; Lin et al., 2018; Tarnowski et al., 2018), pero si
con la generacion de un ambiente proinflamatorio y mayor ganancia de peso

durante el embarazo (Saucedo et al., 2017).

El polimorfismo rs9939609, cuyas frecuencias alélicas se describen en la Tabla
4, se localiza en el primer intron del gen FTO (Frayling et al., 2007). Esta variante
genética podria alterar la expresion o la actividad enzimatica de FTO, llevando a
cambios en el metabolismo que podrian dafar la homeostasis de la glucosa y

generar resistencia a la insulina (Saber-Ayad et al., 2019).
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Evidencia reciente sugiere que este polimorfismo se encuentra fuertemente
correlacionado con el riesgo de DMG (OR: 1.31) en un subgrupo de poblacion
caucasica (Lin et al., 2018). También, el alelo de riesgo “A” se ha asociado con
una rapida ganancia de peso durante el embarazo (Lawlor et al., 2011; Martins
et al., 2016; Santos et al., 2022) y ademas, se ha determinado su relacién con el

peso del neonato (Franzago et al., 2021).

Tabla 4: Frecuencias alélicas de la variante genética rs9939609 (FTO) en
distintas poblaciones.

FTO rs9939609 T>A

Poblacién Frecuencia del alelo de riesgo Referencia
Mundial 0,40 dbSNP
Latinoamericana 0,25 dbSNP
Chilena 0,30 Petermann et al., 2018

dbSNP: Base de datos de Polimorfismos de nucleétido simple (database Single
Nucleotide Polymorphism)

Variaciones en el primer intrén del gen FTO han sido asociadas con un mayor
IMC y riesgo de DMT2, y se ha reportado que hay una region de 47 kb que aloja
multiples variantes nucleotidicas asociadas con dichas patologias. La variante
rs9939609 ha sido extensamente estudiada (Frayling et al., 2007). El mecanismo
por el cual esta variante genera obesidad aln no esté claro, sin embargo, se ha

determinado que sujetos heterocigotos para dicha variante, presentan mayores
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niveles de transcrito primario de FTO, provenientes del alelo de riesgo “A”, en
comparacion al alelo comun “T” (Berulava y Horsthemke, 2010), lo que podria
provocar mayores niveles de expresion de FTO, favoreciendo la adipogénesis.

Sin embargo, esta ultima asociacion aun no ha sido reportada en literatura.

Otra variante genética cercana al rs9939609, y asociada con aumento del IMC,
es rs8050136. La secuencia de ADN que incluye el alelo de risgo A de dicha
variante genética, se une preferencialmente con el factor de transcripcion CUTL1,
el cual incrementa la expresion de FTO. Se ha propuesto que, dada la proximidad
entre ambas variantes genéticas, rs9939609 podria incrementar la expresion de

FTO por este mismo mecanismo (Stratigopoulos et al., 2008).

1.4.3. Alteracién de los niveles de hormonas tiroideas: Variante genética

rs225014 en el gen DIO2.

El gen DIO2 codifica para la enzima deiodinasa tipo 2 (DIO2), de expresion
ubicua en el cuerpo, que regula la conversion de tetraiodotironina (T4) a
triyodironina (T3), su forma biolégicamente activa. La DIO2 es una enzima con
un rol esencial en la homeostasis de las hormonas tiroideas al regular la

conversion y concentracion final de la hormona T3. DIO2 también es importante
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en el crecimiento y maduracién cerebral, captacion de glucosa a nivel muscular,
entre otros efectos (Loubiere et al., 2010; Galton et al., 2014; Yang et al., 2016).
Esta enzima se encuentra principalmente en el Sistema nervioso central,
hipdfisis, musculo esquelético, tiroides, corazon, huesos y tejido adiposo

(Coppotelli et al., 2006).

Se ha propuesto que el polimorfismo rs225014, cuyas frecuencias alélicas se
presentan en la Tabla 5, genera un cambio en la secuencia aminoacidica de
treonina (Thr) a una alanina (Ala) en el codén 92 (Thr92Ala) (Estivalet et al.,
2011). Esta variacion ha sido asociada con los niveles de hemoglobina glicosilada
(HbA1c) en pacientes sin alteracion de la glicemia (Sotak et al., 2018), como
también en aquellos que cursaban con DMT2 (Zhang et al., 2016). También la
variante genética se relaciona con un mayor riesgo de DMT2 (OR: 1,18) en un
metaanalisis (Dora et al., 2010). Ademas, un estudio en mujeres embarazadas
ha demostrado asociacion entre este polimorfismo y el riesgo de DMG (OR: 1,29)
(Asadi et al., 2016). También se ha determinado que esta variante genética
estaria asociada con el cambio en los niveles de hormonas tiroideas en pacientes
gue han sufrido un infarto agudo al miocardio (Brozaitiene et al., 2018). Lo
anterior es relevante debido a que el cambio en los niveles de dichas hormonas
puede estar asociado con el desarrollo de resistencia a la insulina en diversos

tejidos.
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Tabla 5: Frecuencias alélicas de la variante genética rs225014 (DIO2) en

distintas poblaciones.

DIO2 rs225014 T>C

Poblacién Frecuencia del alelo de riesgo Referencia
Mundial 0,37 dbSNP
Latinoamericana 0,54 dbSNP
Chilena No ha sido reportado -

dbSNP: Base de datos de Polimorfismos de nucleétido simple (database Single
Nucleotide Polymorphism)

El genotipo de la variante genética rs225014 se encuentra asociado con la
expresion de DIO2 (Bomer et al., 2015), y la presencia del alelo de riesgo “C”,
reduce la actividad de DIO2 (Estivalet et al., 2011). En efecto, se ha observado
gue los pacientes homocigotos para este polimorfismo tienen menor actividad,
evidenciado por una disminucion del 37% en la velocidad de DIO2 en el musculo
esquelético, con una reduccion del 90% en la velocidad maxima. Este resultado
podria explicar la asociacion de esta variacion con la resistencia a la insulina. Por
esto, como el musculo esquelético es el principal sitio de captacién de glucosa
dependiente de insulina, una menor actividad de DIO2 podria disminuir los

niveles de T3 generados en el musculo esquelético, y con esto, la expresiéon de
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genes involucrados en el uso de energia, como GLUT4, llevando a resistencia a

la insulina (Canani et al., 2005).

Uno de los mayores problemas en cuanto a la deteccion de glicemia alterada
durante el embarazo, es que se pesquisa de manera tardia, ya que usualmente
se determina en el segundo o tercer trimestre de embarazo, cuando los niveles
elevados de glicemia ya pueden estar generando alteraciones en la unidad
materno-fetal. Ademas, la alta prevalencia de factores de riesgo asociados a esta
condicion de glicemia alterada en las embarazadas chilenas, aumenta el riesgo
a que se curse con ella. Pese a esto, no existe un método que pueda predecir
tempranamente la glicemia alterada durante el embarazo, y se hipotetiza que
considerando variables clinicas y genéticas se podrian contribuir en la pesquisa

temprana de dicha condicién durante el embarazo.

1.5. Prediccién de alteraciones de la glicemia durante el embarazo

basados en datos genéticos utilizando Machine Learning.

Machine Learning corresponde a una subdisciplina dentro de la inteligencia
artificial, la cual tiene el potencial de recolectar y analizar grandes cantidades de

informacion que permitirian generar estrategias de deteccion, diagnostico y

31



tratamiento que se adapten continuamente a los pacientes y a los cambios en su
entorno, dando asi un diagndstico mas preciso y atencion personalizada (Goecks
et al., 2020). Existen diversos tipos de analisis, los cuales se pueden clasificar en
analisis de tipo supervisados (permite predecir marcas o clases de informacién
futura, basado en informacion previa que contiene estas marcas o clases), no
supervisados (se identifican clusters que se generan en base a informacion sin
clasificar) y semi-supervisados (se genera un analisis no supervisado y luego el

operador asigna las marcas a la informacién) (Goecks et al., 2020).

Existen estudios en donde este tipo de analisis ha sido utilizado para la prediccion
de DMG (Tabla 6), por ejemplo, utilizando factores de riesgo clasicos de la
patologia como predictores, logrando la validacion de un método predictivo del
riesgo de DMG con una sensibilidad del 61% y una especificidad del 71% (Teede
et al., 2011). Asi mismo, otros estudios han generado modelos incorporando
diversos parametros bioquimicos y lipidicos (Sweeting et al., 2019; Zheng et al.,

2019).

Ya se han reportado modelos predictivos para DMG que utilizan variantes
genéticas como variables, sin embargo, han mostrado tener poca precision y bajo
poder predictivo. Ademas, no siempre presentan validacién interna y/o externa

del modelo. Otros estudios han generado modelos de prediccion utilizando
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variantes genéticas sumado a parametros clinicos para evaluar su potencial
relacion con DMG, sin embargo, tampoco han conseguido la precisién adecuada

(Mennickent et al., 2022).

Pese a que los modelos evaluados para la prediccién de alteraciones en la
glicemia durante el embarazo no han tenido un buen desempefio, cabe
mencionar, que dichos modelos que incluyen variantes genéticas no contemplan
todas las descritas en este trabajo, pese a su asociacién con las glicemias

alteradas durante el embarazo.
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Tabla 6: Modelos predictivos tempranos de DMG, basados en Machine Learning que han utilizado variantes genéticas como
predictores.

Tipo de Referencia N° de Variables Casos/Controles | Técnica Tiempo de | Poder predictivo
variables variables prediccién AUC  Pre Es Se VI VE

Variantes Yuetal., 2021 Rs2134095, rs100537 573/740 PCR-RFLP Pre-ges - 0,552 - - X -
geneticas o ai et al., 2017 34 Entre ellas: rs5015480, rs4402960,  458/1538 PCR-Sqny Pre-ges 061 - B -
rs7936247, rs4506565 PCR-TagMan

Lamri et al., 2020 1.290.525 Entreellas: rs6813195, rs9505118, 353/2865 PCR-DNA Pre-ges 0,65 - - - - X
rs17106184, rs3130501 array
Variantes Krishnan et al., 2020 4 Edad, IMC, historial familiar de DM,  35/77 PCR-TaqgMan 12-17 0,76 - - - - -
clinicasy rs373863828 semanas
geneticas  p,oova et al., 2021 9 Edad, IMC, historial familiar de DM,  688/454 PCR-TagMan  Pre-ges 0,729 - S .

DMG en embarazo previo,
hipertensidon previa, paridad, IGO
previa, SOP, rs10830963

Dziedziejkoet al., 2019 10 Edad, IMC, rs6681231, rs174550, 204/207 PCR-TagMan  Pre-ges 0,773 - 70 70 - -
rs4430796, rs266729, rs187238,
rs1024611, rs5015480, rs10811661

Modificado de Mennickent et al. (2022). AUC: Area under cover (Area bajo la curva); Pre: Precision; Es:
Especificidad; Se: Sensibilidad; VI: Validacion interna; VE: Validacion externa; Pre-ges: Pregestacional.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se ha descrito que cursar con glicemia alterada durante la gestacion genera
diversas complicaciones tanto para la madre como para la hija o hijo, durante el
periodo prenatal y postnatal. Diversos factores de riesgo han sido asociados a
esta condicion, dentro de los cuales se ha descrito que el factor genético es
relevante. Diversas variantes genéticas se han asociado con las glicemias
alteradas durante el embarazo, sin embargo, no han sido considerados como

factores predictivos para lograr una pesquisa temprana de esta condicion.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl seria el desempefio de un modelo predictivo de glicemia alterada en el

embarazo que incluya las variantes genéticas de TCF7L2, FTO y DIO2?

4. HIPOTESIS

Un modelo predictivo de glicemia alterada durante el embarazo, que incluya el
haplotipo de riesgo de las variantes genéticas presentes en TCF7L2, FTOy DIO2,
tendra un mejor desempefio en la pesquisa temprana de esta condicién, en

comparacion al diagnéstico actual.
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5. OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo predictivo de glicemias alteradas del segundo trimestre de
embarazo, mediante la determinacion de variantes genéticas presentes en los
genes TCF7L2, FTO y DIO2, parametros clinicos y bioquimicos al inicio del

embarazo.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir a la poblacion de embarazadas en cuanto a parametros clinicos
y bioguimicos relevantes.

2. Genaotipificar a la poblacion de embarazadas para los SNPs de los genes
TCF7L2, FTO y DIO2.

3. Establecer las asociaciones individuales de cada genotipo con los
parametro clinico y bioquimicos de las embarazadas.

4. Generar un modelo predictivo multivariado de glicemias alteradas en el
segundo trimestre del embarazo, en base a los parametros clinicos,

bioguimicos y genéticos de relevancia del primer trimestre.
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7. METODOLOGIA

7.1.Disefio del estudio.

Se realiz6 un estudio observacional de cohorte.

7.2.Criterios de inclusién y exclusion.

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

1. Mujeres embarazadas mayores de 18 afios.

2. Reciben atencion en salud para su embarazo en alguno de los siguientes

Centros de Salud Familiar (CESFAM) de Concepcion:

a. CESFAM Victor Manuel Fernandez

b. CESFAM Tucapel
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C. CESFAM Santa Sabina

Las pacientes fueron excluidas del estudio si presentaban 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)

7.3.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.
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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.

7.4. Tamafno muestral.

Utilizando los valores de sensibilidad y especificidad de la prueba postcarga
de glucosa oral para la deteccién de DMG (Orozco-Saborio y Moya-Moya, 2007)
se determind que para aumentar la especificidad de un 65,1% a un 86%, con una
razon entre no enfermos/enfermos de 4,6 y para un nivel de confianza del 95%,
se necesitan 15 pacientes que presenten la condicién y 68 que no la presenten

(Tabla 7). El célculo del tamafio muestral fue determinado con el software Epidat.

7.5.Recoleccién de datos clinicos.

Un muestreo por conveniencia se utilizé para el reclutamiento de las pacientes

en los CESFAMSs, y su informacién clinica fue obtenida mediante una encuesta
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estandarizada, en la cual se solicitaron datos personales de las pacientes,

historial obstétrico, historial previo al embarazo, antecedentes familiares, entre

otros (Anexo N° 2). Ademas, se evaluo el perfil tiroideo de las embarazadas en

el primer trimestre de gestacion, el cual fue considerado hasta las 14 semanas

de gestacion. El IMC fue calculado como: (masa(kg)) / (estatura(cm))” .

Tabla 7: Célculo de tamafio muestral.

Datos:
Especificidad esperada:
Prueba 1:
Prueba 2:
Razdn no enfermos/enfermos:
Mivel de confianza:
Resultados:

65,100%
86,000%
4,60
95,0%

Potencia (%)

Tamario de la muestra

Enfermos|

Mo enfermos|

Total

80,0

7.6.Clasificacion de Glicemia Alterada (GA) durante el embarazo.

15

68

83

Las pacientes embarazadas fueron clasificadas segun sus niveles glicémicos

durante el segundo trimestre de gestacion. Se utilizaron valores de corte de 100

mg/dL para los niveles de glicemia en ayuno, y de 120 mg/dL para los de glicemia
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a las 2 horas postcarga tras una prueba de tolerancia a la glucosa oral
(Shanmugam et al., 2019). Las pacientes que presentaron al menos un valor
glicémico por sobre el corte fueron clasificadas como GA y quienes no
presentaron valores alterados se clasificaron como embarazadas que cursaron

con Glicemia Normal (GN) durante su embarazo.

7.7.Aspectos éticos de la investigacion.

Cada paciente accedio voluntariamente a participar de esta investigacion y
firmé un consentimiento informado en donde se le dio a conocer la investigacion,
los objetivos, beneficios, riesgos y se identifico al investigador responsable del
estudio. Este documento se encuentra revisado y aprobado por el Comité Etico
Cientifico del Servicio de Salud Concepcion (Codigo CEC 23-2017-20) y el

Comité Etico de la Universidad de Concepcion.

7.8. Toma de muestras.

A cada paciente embarazada se le extrajeron dos muestras de 6 mL de sangre
periférica cada una, la primera en un tubo sin anticoagulante y la segunda en un
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tubo con anticoagulante EDTA. Estas muestras fueron mantenidas a 4°C durante
el dia hasta su procesamiento, el cual consistio en centrifugar las muestras a
temperatura ambiente por 10 minutos a 3000 rpm. El suero obtenido desde las
muestras sin anticoagulante fue utilizado para la medicién del perfil tiroideo,
mientras que la capa leucocitaria proveniente de las muestras con EDTA, fue

utilizada para la extraccion de ADN gendmico.

7.9.Extraccion de ADN gendémico.

Desde 200 uL de la capa leucocitaria de las muestras de sangre, se extrajo
cada ADN gendmico, utilizando el kit de extraccion de ADN, NuceloSpin® Blood
(Machery-Nargel), segun las indicaciones del fabricante para este tipo de
muestras. Se eluy6 el ADN gendmico para cada muestra, en un volumen final de

100 uL.

El ADN extraido fue cuantificado en el espectrofotémetro Synergy™ HTX Multi-
Mode Microplate Reader (BioTeck®), y se determind el indice de pureza
mediante la relacion 260/280 nm. Ademas, se evalud la integridad del ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v en buffer TAE (Tris-Acetate-

EDTA) 1X.
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Las muestras de ADN con una concentracion igual o mayor a 50 ng/uL, indice de
pureza entre 1.8 y 2.0, ademas de presentar una banda Unica y sin degradacion
en la electroforesis de agarosa, fueron seleccionadas para su posterior

genotipificacion.

7.10. Genotipificacion.

7.10.1. rs7903146 TCF7L2 y rs12255372 TCF7L2 (PCR alelo-especifica).

La determinacién de los genotipos para las variantes del gen TCF7L2 se
realizaron mediante PCR alelo-especifica, segun lo descrito por Dutra et al.

(2008) para rs7903146, y Acharya et al. (2015) para rs12255372.

Se realizaran dos reacciones por muestra, una especifica para la deteccion del
alelo de riesgo, y la otra especifica para el alelo comun, para ambas variantes
genéticas. Se utilizaron GoTag® G2 Green Master Mix (Promega), siguiendo las

indicaciones del fabricante para la reaccion.
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Para la genotipificacion de rs7903146 se utilizaron partidores especificos para
cada alelo, en cada reaccion. Las secuencias de los partidores que se utilizaron
y las concentraciones finales se muestran en la Tabla 8. Para la deteccion del
alelo comun “C”, se utilizaron los Primers Forward C y Reverse, mientras que
para la deteccion del alelo de riesgo “T”, se utilizaron los Primers Forward T y
Reverse. Las etapas del proceso de amplificacion en el termociclador se

describen en la Tabla 9.

Tabla 8: Informacién de los partidores utilizados para la genotipificacion
de rs7903146.

[ Primers ___Secuenda | %GC| Tm ]| Concentracién final

5'-GAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGAAAC -3'  33% 67°C 0,3uM
5’-GAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGAGAT-3°  33% 68°C 0,3 uM
5'-AGATGAAATGTAGCAGTGAAGTGC-3’ 42% 66°C 0,3 uM

%GC: Porcentaje de pares Guanina-Citocina; Tm: Temperatura de melting
(alineamiento).

Para la genotipificacion de rs12255372 se utilizaron partidores especificos para
cada alelo, en cada reaccion. Las secuencias de los partidores que se utilizaron
y las concentraciones finales se muestran en la Tabla 10. Para la deteccion del
alelo comun “G”, se utilizaron los Primers Forward Comun, Reverse Comun y

Forward G, mientras que para la deteccion del alelo de riesgo “T”, se utiizaron los
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Primers Forward Comun, Reverse Comun y Reverse T. Las etapas del proceso

de amplificacion en el termociclador se describen en la Tabla 11.

Tabla 9: Etapas del proceso de amplificacion para la genotipificacion de
rs7903146.

94°C 2 min 1
94°C 1 min
58°C 1 min 32
| Extension IR 1 min
72°C 5 min 1

Tabla 10: Informacion de los partidores utilizados para la genotipificacion
de rs12255372.

| Primers [ Secuenda______________|%GC | Tm_| Concentracién final

5 -TTTTGTTAATGGCTTGCAGGT-3’ 38% 64°C 0,3 uM
5’-TGCCCAGGAATATCCAGGCAAGACTG-3'  54% 73°C 0,6 uM
5'-GGCCTGAGTAATTATCAGAATATGATA-3”  33% 63°C 0,6 uM
5’-GCGCATGCTAATTTCCTGTC-3 50% 64°C 0,3 uM

%GC: Porcentaje de pares Guanina-Citocina; Tm: Temperatura de melting
(alineamiento).
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Tabla 11: Etapas del proceso de amplificacion para la genotipificacion de
rs12255372.

94 °C 2 min 1
94 °C 1 min
55 °C 30 seg 30
| Extension | FRle 1 min
72°C 5 min 1

Para ambas genotipificaciones se realiz6 una electroforesis cargando cada
producto de PCR en un gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X y se observaron
las bandas en un transiluminador UV. En el caso del rs7903146, la presencia de
una banda de 205 pb da cuenta de la presencia del alelo correspondiente en cada
reaccion. Para el rs12255372 la presencia de una banda de 352 pb corresponde
al control de la amplificacion en ambas reacciones, la presencia de una banda de
151 pb en la reaccién para el alelo comun “G” y de 253 pb en la reaccion del alelo
de riesgo “T”, da cuenta de la presencia de dicho alelo en la correspondiente

reaccion.

7.10.2. rs225014 DIO2 (PCR-RFLP).
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La determinacion de los genotipos de la variante genética en el gen DIO2 se
realiz6 mediante la técnica de PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién)). Se
aplificé el segmento de ADN que contiene dicha variante utilizando primers
especificos (Forward Primer: 5-GATAGTAAAGAATAACAGCCTTGGCT-3' y
Reverse Primer: 5-CAGCTATCTTCTCCTGGATACCA-3’) (Procopciuc et al.,
2016). La reaccion de PCR se llevé a cabo con GoTag® G2 Green Master Mix
(Promega) segun las indicaciones del fabricante. En el termociclador se utilizo el

protocolo de amplificacién descrito en la Tabla 12.

Tabla 12: Etapas del proceso de amplificacién para la genotipificacion de
rs225014.

94 °C 10 min 1
94 °C 30 seg
58°C 30 seg 45
Extension  [NENEWPRLe 45 seg
72°C 10 min 1
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Los productos amplificados de la reaccion fueron digeridos con la enzima de
restriccion Rsal (NEB), segun el protocolo descrito por el fabricante, realizando
una incubacién de esta reaccion a 37 °C por 3 horas. Luego de la digestion, se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 3% en buffer TAE 1X, para
finalmente identificar el genotipo de cada muestra segun las bandas que se
presentan en el gel. Para el genotipo homocigoto normal (TT), se obtienen
fragmentos de 363 y 49 pb, para el genotipo heterocigoto (TC), los fragmentos
son de 412, 363 y 49 pb y para el genotipo homocigoto mutado (CC) un Unico

fragmento de 412 pb.

7.10.3. rs9939609 FTO (PCR-HRM).

La determinacion de los genotipos para la variante del gen FTO se realizé
mediante analisis por PCR-HRM (del ingles High Resolution Melting (Alta
resolucion de fusion)). Se utilizé 5x Hot FirePol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis
BioDyne), siguiendo las indicaciones del fabricante para la reaccion, flanqueando
la region de interés con los Forward Primer (5-CTAGGTTCCTTGCGACTGCT-
3’) y Reverse Primer (5-TGCTCTCCCACTCCATTTCT-3’) para obtener un
producto de 101 pares de bases. En cada corrida se amplificaron muestras de

ADN correspondientes a 3 controles para cada genotipo de este polimorfismo
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(Wild Type (TT), heterocigoto (TA) y homocigoto mutado (AA)). Se realizaron 2
reacciones por cada muestra, la primera utilizando 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 deteccion de los genotipos. La
reaccion de PCR y la posterior curva de melting se realizé en el termociclador

Rotor Gene 6000 (QIAGEN). El protocolo que se utilizé se indica en la Tabla 13.

Tabla 13: Etapas del proceso de amplificacién para la genotipificacién de
rs9939609.

v secio st

Activacidn 94 °C 10 min
94 °C 30s
Amplificacion 45 58 °C 30s
72 °C 45 s
Melting 1 68-90 °C 0,1°Ccada2s

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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7.11. Secuenciacion.

Se purificaron productos de PCR de cada variante genética por medio del kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y se secuenciaron
mediante el método Sanger utilizando reactivo BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, en la Unidad de Secuenciacion y Tecnologias Omicas, Pontificia

Universidad Catoélica de Chile.

7.12. Verificacion del equilibrio de Hardy Weinberg.

Mediante el calculo de las frecuencias genotipicas y alélicas se evalu6 el
cumplimiento del equilibrio de Hardy Weinberg para cada polimorfismo, por la
comparacion de proporciones observadas y esperadas mediante el test

estadistico Chi-cuadrado.

7.13. Analisis de regresion lineal simple mediante score genético.

51



Se genero6 un score genético para los modelos de regresion lineal, valorando
cada genotipo de manera diferenciada, para cada variante genética. Los
genotipos homocigotos comunes o “Wild-type” tomaron valor “0”, los genotipos
heterocigotos tomaron valor “0,5”, los genotipos homocigoto-mutados tomaron
valor “1”. La sumatoria de los valores para cada genotipo de cada variante
genética dan como resultado el score genético para cada modelo de regresion
lineal. Se evaluaron los niveles de glicemia a las 2 horas poscarga en base al
score genético calculado, utilizando diversos modelos. Se determinaron los
valores de R para determinar la mejor relacion entre los niveles glicémicos vy el

score genético calculado.

7.14. Analisis estadistico univariado.

Las variables continuas se presentan como promedio + Desviacion Estandar
(DE) si la variable presenta una distribucion normal, o como mediana (rango
intercuartilico) cuando no presentaron distribuciéon normal, la cual fue evaluada
mediante Test D’Agostino Pearson, y en el caso de muestras pequeiias (n < 10)
mediante Test de Shapiro-Wilk. Las variables categodricas se presentan como
frecuencia (porcentaje (%)). Los valores atipicos fueron excluidos mediante el

método ROUT, con un valor Q = 1%. La comparacion entre los grupos se realizé
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mediante Test-t de Student o Test-U de Mann-Whitney, segun si las variables
presentaron o no una distribucién normal, respectivamente. En los casos en que
se compararon mas de dos grupos se utilizé los test ANOVA si la variable
presenta distribucion normal o Kruskal-Wallis si no se presenta dicha distribucion
de los datos. Las comparaciones entre proporciones fueron evaluadas mediante
Test exacto de Fisher cuando solo se compararon dos grupos, o mediante Test
Chi-cuadrado cuando se compararon tres grupos. Todos los analisis estadisticos
y gréficos se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism 6 ®. Valores

de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

7.15. Analisis estadistico multivariado.

Para el andlisis multivariado de datos maternos en el primer trimestre de
embrazo, se realiz6 el pretratamiento de estos mediante auto-escalamiento de
las variables. Se evalud6 distribucién normal de los datos y se realiz6 un analisis

de deteccion de outliers (residuos estudentizados y Leverage).

Se ejecutd un analisis exploratorio de los datos mediante analisis de componen-
tes principales o PCA (por sus siglas en inglés: Principal component analysis), el
cual corresponde a un algoritmo de reconocimiento de patrones de tipo no
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supervisado. En este analisis se eligieron los componentes principales que mos-
traron una tendencia de separacion espontanea de los datos segun la clasifica-

cion de glicemia alterada durante el embarazo.

Luego se realizaron dos analisis de tipo supervisados, uno de clasificacion, co-
rrespondiente a SIMCA (por sus siglas en inglés: Soft Independent Modeling of
Class Analogy), y otro de regresion, correspondiente a PLS (por sus siglas en
inglés: Partial Least Squares). Para estos modelos se utilizé el criterio de clasifi-
cacion de glicemia alterada durante el embarazo y los niveles de glicemia a las 2

horas postcarga como variables a predecir, respectivamente para cada modelo.

Para el modelo de clasificacion por SIMCA, se analiz6 el grafico de Distancia de
Clases (Class distances o Cooman’s plot), y por medio de la matriz de confusion
se construy6 una tabla con los resultados de la clasificacion realizada por el al-
goritmo. Se tabularon los resultados segun el nimero de muestras predichas por
SIMCA, en contraste con el nimero de pacientes reales con glicemia alterada en

el embarazo o sin dicha condicién.

Para el modelo de regresion por PLS, los datos fueron evaluados para la pre-

diccion de glicemia a las 2 horas postcarga. El modelo fue sometido a validacién
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cruzada leave-one-out (LOO). El desempefio del modelo fue evaluado por la de-
terminacion de la raiz del error cuadratico medio (RECM) y el error relativo (ER),
para la calibracion (RECMC y ERC), y para la validacion cruzada (RECMV y

ERV).

Los analisis multivariados se llevaron a cabo mediante el software Pirouette 4.5

(Infometrix Inc, USA).

El desempefio de los modelos supervisados fue evidenciado mediante el area
bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés: Area under curve) de la curva ROC
(por su sigla en inglés: Receiver Operating Characteristic), en base a los valores
de sensibilidad y especificidad. EI AUC-ROC de los modelos finales fueron deter-
minado mediante el software GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software Inc,

USA).
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8. RESULTADOS

8.1Descripcion y clasificaciéon de la poblacion de embrazadas en

estudio.

Se obtuvieron los antecedentes clinicos de 68 pacientes embrazadas en total,
cuya informacion se resume en la Tabla 14. Los parametros evaluados se
encuentran dentro de los valores de referencia para mujeres gestantes, salvo el
IMC durante el primer trimestre de embarazo, donde se puede evidenciar que

gran parte de la poblacion presenta sobrepeso (43%) u obesidad (29%).

Las gestantes fueron clasificadas segun sus niveles glicémicos en el segundo
trimestre de embarazos, siguiendo los valores de corte definidos previamente
para determinar glicemia alterada (GA) y normal (GN) durante el embarazo. Del
total, un 35% de las mujeres evaluadas presenté GA durante el embarazo (Figura
2), las cuales presentaron niveles glicémicos significativamente mayores, tanto
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basales como a las 2 horas postcarga durante el segundo trimestre de embarazo

(Tabla 15).

8.2Comparaciéon de variables entre pacientes con Glicemia normal y

Glicemia alterada durante su embarazo.

Se compararon las variables evaluadas entre los grupos de pacientes, segun
la categorizacién de GA (Tabla 16). Se descartaron valores outliers de TG, aTG

y aTPO segun el criterio descrito anteriormente en Metodologia.

Se logré determinar que las embarazadas que cursaron con GA durante su
embarazo eran de mayor edad, comparadas con aquellas que cursaron con
niveles glicémicos normales durante dicho periodo (Figura 3). Ademas, los
niveles glicémicos basales en el primer trimestre de embarazo fueron mayores
en el grupo que desarroll6 GA en trimestres posteriores, en comparacion con
quienes lo cursaron con glicemia normal en dicho periodo (Figura 4). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el resto de los

pardmetros evaluados.
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Tabla 14: Variables en estudio de la poblacién total de embarazadas.

Variables clinicas
Edad (afios) 30+6 -
Estatura (m) 1,60 + 0,06 -
Peso (kg) 70 (60 -77) -
IMC (kg/m?) 2815 (18,5 — 25)
Estado nutricional

- Normopeso 19 (28%)

- Sobrepeso 29 (43%)

- Obesidad 20 (29%)
Perfil glicémico
Glicemia basal 1T (mg/dL) 807 <100
Glicemia basal 2T (mg/dL) 809 <100
Glicemia postcarga 2T (mg/dL) 111 £ 27 <140
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 1,7 (0,9 - 2,5) 0,1-4,00
T3T (ng/mL) 1,7 (1,5-1,8) 0,91 -1,90
T4T (ug/dL) 11,6 (10,7 - 13,5) 6,9 — 15,20
T4L (ng/dL) 1,0(0,9-1,1) 1,03 -1,48
TG (ng/mL) 14,9 (6,0 - 27,2) <55
TG elevado 2 (3%) -
aTG (Ul/mL) 10,2 (6,1 -17,3) <95
aTG elevado 5 (7%) -
aTPO (Ul/mL) 1,5(0,8 - 3,3) <30
aTPO elevado 8 (12%) -
TRAb (UI/L) 0,25 (0,25 - 0,37) <1,5

IMC: indice de masa corporal; 1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH:
Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; TA4T:
Tetrayodotironina total, T4L: Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG:
Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo
anti-receptor de TSH.
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Glicemia normal

(GN)

Total de embarazadas (n=68)

pL

(35%)

(GA)

Glicemia alterada

Figura 2: Proporcién de mujeres que desarrollan glicemia alterada durante

Su embarazo.

Tabla 15: Perfil glicémico de los grupos de clasificacion para glicemia
alterada durante el embarazo.

Variable alicémica Glicemia alterada Glicemia normal valor

) (n = 24) (n = 44) P
Glicemia basal 2T
(mg/dL) 83 (77 —89) 76 (71 - 83) 0.0223
Glicemia 2 horas
postcarga (mg/dL) el E ez 95+£13 < 0.0001
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Tabla 16: Comparacién de variables en estudio segun clasificacion de
glicemia alterada durante el embarazo.

Variables clinicas
Edad (afios) 44 29%5 24 32+6 0,04
Estatura (m) 44 1,60 + 0,05 24 1,58 + 0,07 0,26
Peso (kg) 44 69 (58 - 76) 24 70 (63 - 80) 0,67
IMC (kg/m?) 44 | 27(24-31) |24 | 28(25-31) 0,26
Estado nutricional 44 44

- Normopeso 14 (32%) 5 (21%) 0,47

- Sobrepeso 19 (43%) 10 (41%)

- Obesidad 11 (25%) 9 (38%)
Glicemia basal 1T (mg/dL) | 44 787 24 835 0,02
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 44 1,6 (0,9-24) 24 1,8 (0,9 -2,7) 0,64
T3T (ng/mL) 44 1,8+0,2 24 1,6+0,2 0,07
T4T (ug/dL) 44 | 12,0(11,2-14,0) | 24 | 11,3(9,8-12,7) 0,05
T4L (ng/dL) 44 1,0(0,9-1,1) 24 1,0 (0,9-1,1) 0,45
TG (ng/mL) 43 | 16,8(5,4-29,0) | 23 | 11,6 (6,3-17,6) 0,38
TG elevado 44 1(2%) 24 1 (4%) >0,99
aTG (Ul/mL) 42  10,1(6,0-14,3) | 21 | 10,0 (4,6 - 26,5) 0,68
aTG elevado 44 2 (4%) 24 3 (12%) 0,34
aTPO (Ul/mL) 41 1,4 (0,6 - 3,0) 19 1,1 (0,8 - 1,6) 0,22
aTPO elevado 44 3 (7%) 24 5 (21%) 0,12
TRADb (UI/L) 44 | 0,25(0,25-0,37) | 24 | 0,25(0,25-0,36) | 0,88

IMC: indice de masa corporal; 1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH:
Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; TA4T:

Tetrayodotironina total; T4L: Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG:
Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo

anti-receptor de TSH.

60



a5 100
T 95
40 )
~ E 9
© 35 —
2 T 85
© @
3 o
© 25
w § 75
20 = 70
. )
15 T T 65— I 1
GN GA GN GA
*: Valor p < 0.05 *: Valor p < 0.05
Figura 3: Edades de las pacientes Figura 4: Niveles basales de
segun clasificacion de glicemia glicemia en el primer trimestre
alterada durante el embarazo. segun clasificacién de glicemia

alterada durante el embarazo.

8.3Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas en las

embarazadas.

Se determinaron los genotipos para cada una de las variantes genéticas

evaluadas en las 68 pacientes.
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8.3.1 rs7903146 (TCF7L2).

Se muestran los patrones de bandas esperados para la genotipificacion

(Figura 5a) y algunos resultados de esta, en un grupo de pacientes (Figura 5b).

Blanco
205 pb Wild Type (CC) cCT
cc

205 pb Heterocigoto (CT)
cT
205 pb H Mutado (TT)
T
a) b)

a) Patrones de banda esperados para cada genotipo. b) Resultados de la
genotipificacion de un grupo de pacientes en este estudio.

Figura 5: Genotipificacion de la variante genética rs7903146 (TCF7L2).

Se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para la poblacion total,
ademas de las frecuencias diferenciada para las pacientes que cursaron con
glicemia normal o alterada durante su embarazo (Tabla 17). La frecuencia del
alelo de riesgo “T”, fue de un 26% para el total de la poblacion, y se cumplié el
equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos. Al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas para esta variante genética, no se observaron diferencias
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significativas entre el grupo de embarazadas que presentaron GN frente al de

GA.

Tabla 17: Frecuencias genotipicas y alélicas para la variante genética
rs7903146 (TCF7L2); y evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Glicemia | Glicemia
VELEL Normal Alterada Valor p’
Genotipos n =68 n=44 n=24
Wild Type (CC) 38 (56%) | 25 (57%) 13 (54%)
Heterocigoto (CT) 24 (35%) | 16 (36%) 8 (33%) 0,73
Mutado (TT) 6 (9%) 3 (7%) 3 (13%)
Alelos n =136 n =88 n =48
Alelo comun (C) 100 (74%)| 66 (75%) 34 (67%) 068
Alelo de riesgo (T) 36 (26%) | 22 (25%) 14 (33%) ’
Equilibrio Hardy-Weinberg| n =68 n =44 n=24
Valor p? 0,74 0,98 0,59

1Comparacion de proporciones entre poblacion que presenté glicemia normal
frente a la de glicemia alterada. ?Evaluacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante comparacion de frecuencias genotipicas observadas y esperadas.

8.3.2 rs12255372 (TCF7L2)

Se muestran los patrones de bandas esperados para la genotipificacién

(Figura 6a) y algunos resultados de esta en un grupo de pacientes (Figura 6b).
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Wild Type (GG
151 pb ild Type (GG)

352 pb
253 pb

151 pb Heterocigoto (GT)

352 pb

253 pb Mutado (TT)

a) b)

a) Patrones de banda esperados para cada genotipo. b) Resultados de la
genaotipificacion de un grupo de pacientes en este estudio.

Figura 6: Genotipificacion de la variante genética rs12255372 (TCF7L2).

Se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para la poblacion total,
ademas de las frecuencias diferenciada para las pacientes que cursaron con
glicemia normal o alterada durante su embarazo (Tabla 18). La frecuencia del
alelo de riesgo “T”, fue de un 29% para el total de la poblacion, y se cumplié el
equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos. Al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas para esta variante genética, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo de embarazadas que presentaron glicemia normal

frente al de glicemia alterada.
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Tabla 18: Frecuencias genotipicas y alélicas para la variante genética
rs12255372 (TCF7L2); y evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Glicemia

Glicemia

Uizl Normal Alterada Valor p’

Genotipos n =68 n=44 n=24
Wild Type (GG) 36 (53%) | 24 (54%) 12 (50%)
Heterocigoto (GT) 25 (37%) | 17 (39%) 8 (33%) 0,44
Mutado (TT) 7 (10%) 3 (7%) 4 (17%)
Alelos n =136 n =88 n =48
Alelo comun (G) 97 (71%) | 65 (74%) 32 (67%) 043
Alelo de riesgo (T) 39 (29%) | 23 (26%) 16 (33%) ’

Equilibrio Hardy-Weinberg n =68 n =44 n=24

Valor p? 0,70 0,99 0,47

1Comparacion de proporciones entre poblacion que presentd glicemia normal
frente a la de glicemia alterada. 2Evaluacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante comparacion de frecuencias genotipicas observadas y esperadas.

8.3.3 rs9939609 (FTO)

Se muestran resultados de la genotipificacién para algunas pacientes,

mediante las curvas de melting para cada genotipo de la variante genética (Figura

7).
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mmm  \Vild Type (TT)
Heterocigoto (TA)
mmm  Mutado (AA)

78 79 80 81 82 83

Temperature (°C)

Curvas de melting obtenidas para cada uno de los genotipos evaluados.

Figura 7: Genotipificacién de la variante genética rs9939609 (FTO).

Se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para la poblacion total,
ademas de las frecuencias diferenciada para las pacientes que cursaron con GN
0 GA durante su embarazo (Tabla 19). La frecuencia del alelo de riesgo “A”, fue
de un 26% para el total de la poblacion, y se cumplié el equilibrio de Hardy-
Weinberg en todos los grupos. Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas
para esta variante genética, no se observaron diferencias significativas entre el

grupo de embarazadas que presentaron GN frente al de GA.
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Tabla 19: Frecuencias genotipicas y alélicas para la variante genética
rs9939609 (FTO); y evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Glicemia

Glicemia

WLzl Normal | Alterada Valor p’

Genotipos n =68 n=44 n=24

Wild Type (TT) 34 (50%) | 25 (57%) | 9 (38%)
Heterocigoto (TA) 33 (48%) | 18 (41%) | 15 (62%) 0,20
Mutado (AA) 1 (2%) 1(2%) 0 (0%)

Alelos n =136 n =88 n =48

Alelo comun (T) 101 (74%)| 68 (77%) | 33 (69%) 0.31
Alelo de riesgo (A) 35 (26%) | 20 (23%) | 15 (31%) ’
Equilibrio Hardy-Weinberg| n =068 n =44 n=24

Valor p? 0,08 0,55 0,08

1Comparacion de proporciones entre poblacion que presentd glicemia normal
frente a la de glicemia alterada. 2Evaluacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante comparacion de frecuencias genotipicas observadas y esperadas.

8.3.4 rs225014 (DIO2)

Se muestran los patrones de bandas esperados para la genotipificacion

(Figura 8a) y algunos resultados de esta en un grupo de pacientes (Figura 8b).
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363 pb ,
49pb m Wild Type (TT)
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Mutado (CC)
a) cc b)

a) Patrones de banda esperados para cada genotipo. b) Resultados de la
genotipificacion de un grupo de pacientes en este estudio.

Heterocigoto (TC)

Figura 8: Genotipificacién de la variante genética rs225014 (DIO2).

Se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para la poblacion total,
ademas de las frecuencias diferenciada para las pacientes que cursaron con GN
0 GA durante su embarazo (Tabla 20). La frecuencia del alelo de riesgo “C”, fue
de un 47% para el total de la poblacion, y se cumplié el equilibrio de Hardy-
Weinberg en todos los grupos. Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas
para esta variante genética, no se observaron diferencias significativas entre el

grupo de embarazadas que presentaron GN frente al de GA.
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Tabla 20: Frecuencias genotipicas y alélicas para la variante genética

rs225014 (DIO2); y evaluacién del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Glicemia

Glicemia

Uizl Normal Alterada Valor p’

Genotipos n =68 n=44 n=24

Wild Type (TT) 16 (23%) | 10 (23%) 6 (25%)
Heterocigoto (TC) 40 (59%) | 29 (66%) 11 (46%) 0,14
Mutado (CC) 12 (18%) | 5 (11%) 7 (29%)

Alelos n =136 n =88 n =48

Alelo comun (T) 72 (53%) | 49 (56%) 23 (48%) 047
Alelo de riesgo (C) 64 (47%) | 39 (44%) 25 (52%) ’
Equilibrio Hardy-Weinberg| n =68 n=44 n=24

Valor p? 0,33 0,08 0,92

1Comparacion de proporciones entre poblacion que presentd glicemia normal
frente a la de glicemia alterada. 2Evaluacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante comparacion de frecuencias genotipicas observadas y esperadas.

8.4 Comparacién de variables entre embarazadas segun sus genotipos.

Se compararon las variables en el embarazo, agrupando a las pacientes

segun su genotipo para cada variante genética en estudio.
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8.4.1 rs7903146 (TCF7L2).

Al comparar los pardmetros entre los genotipos de esta variante se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en el peso, IMC y TSH
del primer trimestre; y en la glicemia basal del segundo trimestre de embarazo
(Tabla 21). Se puede notar que existen diferencias significativas en el peso de
las pacientes, durante el primer trimestre de embarazo (Figura 9), siendo el grupo
con genotipo de riesgo “TT” el que presenta un mayor peso, en comparacion a
los otros genotipos. En concordancia con lo anterior, se determiné que el IMC del
primer trimestre de embarazo en el genotipo de riesgo “TT” también era
significativamente mayor al compararlo con los otros dos genotipos (Figura 10).
En cuanto a los parametros glicémicos, se observan diferencias en cuanto a los
niveles de glicemia basal en el segundo trimestre entre los genotipos, siendo
nuevamente las portadoras del genotipo de riesgo “TT” quienes cursan con
mayores niveles glicémicos en dicho trimestre (Figura 11). Ademas, en el perfil
tiroideo del primer trimestre de embarazo, se determiné que los niveles de TSH
eran menores en los grupos que presentaban el alelo de riesgo “T” (genotipos CT
y TT), en comparacion con el genotipo comun “CC” (Figura 12). En el resto de los
parametros, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos. Algunos de los analisis estadisticos no pudieron ser realizados debido

al bajo numero de pacientes que presentaban la condicion evaluada
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Tabla 21: Comparacion de variables, segun genotipo para la variante rs7903146 (TCF7L2).

Genotipo rs7903146 (TCFTL?2) Valor p

VARIABLES WT (CC) HET (CT) MUT (TT) CCvs| CC cc CT CC |cc+CT
Variables clinicas n =38 n =24 n==6 C'_II:_I\_/s C\?I' -\ﬁ- -\lf-sl- C'F/fTT _\I/__sr
Edad (afios) 30+ 6 29+5 29+4 066 | 0,76 0,75 095 | 0,38 0,55
Estatura (m) 1,60 £ 0,06 1,59 + 0,05 1,63 + 0,07 037 | 096 041 035 | 0,82 0,17
Peso (kg) 70 £ 13 68 + 10 85+ 22 0,02 0,93 0,02 0,02 0,52 0,01
IMC (kg/mz) 27+5 27+ 4 32+6 0,08 | 096 009 008 | 0,59 | 0,03
Estado nutricional

- Normopeso 12 (32%) 6 (25%) 1 (17%)

- Sobrepeso 14 (36%) 14 (58%) 1 (17%) - 0,22 - - 0,54 -

- Obesidad 12 (32%) 4 (17%) 4 (66%)
Perfil glicémico
Glicemia basal 1T (mg/dL) 807 797 84+7 021 | 065 040 0,19 | 0,77 0,13
Glicemia basal 2T (mg/dL) 78 (73 - 84) 80 (71 - 85) 90 (84 - 92) 0,04 | >0,99 0,06 005 | 057 | 0,01
Glicemia postcarga 2T (mg/dL) 100 (90 - 127) 106 (96 - 132) 126 (103 - 145) 0,19 | >0,99 0,25 0,73 0,17 0,12
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 21+1,3 1,4+0,7 1,7+1,4 0,14 0,03 0,89 0,95 0,03 0,80
T3T (ng/mL) 1,6 (1,6 - 1,8) 1,7 (1,5-1,9) 1,7 (1,5 -2,0) 0,86 | >0,99 >099 >099 | 0,59 | 0,85
TAT (ug/dL) 11,5 (10,8 - 13,0) | 12,4 (10,6 - 14,4) | 11,4(9,7-12,1) | 0,28 | 0,76 >0,99 045 | 0,50 | 0,28
T4L (ng/dL) 1,0(0,9-1,1) 1,0(0,9-1,1) 1,0(0,8-1,1) 052 | 0,81 >0,99 >0,99 | 0,35 0,79
TG (ng/mL) 12,9 (4,7-22,7) | 16,7(8,2-28,6) | 10,8(55-254) | 0,56 | 0,92 >0,99 >0,99 | 0,41 | 0,69
TG elevado 2 (5%) 0 (0%) 0 (0%) - 0,52 >0,99 >099 | 0,50 | >0,99
aTG (Ul/mL) 9,8 (4,2 -13,9) 10,8 (7,0 - 15,6) 10,8 (2,6 - 50,0) 0,68 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,39 0,88
aTG elevado 3 (8%) 2 (8%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 | >0,99
aTPO (Ul/mL) 1,3 (0,7 - 3,6) 1,4(0,8-1,9) 1,8(0,4-1,9) 0,98 | >0,99 >0,99 >0,99 [ 0,83 0,89
aTPO elevado 5 (13%) 3 (12%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 | >0,99
TRAD (UI/L) 0,25 (0,25 - 0,35) 0,25 (0,25 - 0,365)| 0,26 (0,25-0,56) | 0,72 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,96 | 0,50

Valores p y variables en negrita corresponden a valores que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). IMC: indice de masa corporal;
1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH: Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; T4T: Tetrayodotironina total; T4L:

Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG: Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo anti-receptor de TSH.
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Figura 9: Comparacion del peso en el
primer trimestre en embarazadas,
seguln su genotipo para la variante
genética rs7903146 (TCF7L2).
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Figura 11: Comparacion de los
niveles de glicemia basal en el
segundo trimestre en embarazadas,
seguln su genotipo para la variante
genética rs7903146 (TCF7L2).
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Figura 10: Comparacién del IMC en el
primer trimestre en embarazadas,
segln su genotipo para la variante
genética rs7903146 (TCF7L2).
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Figura 12: Comparacién de los
niveles de TSH del primer trimestre
en embarazadas, segun su genotipo
para la variante genética rs7903146
(TCF7L2).
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8.4.2 rs12255372 (TCF7L2)

El analisis de comparacion de variables para los genotipos de esta
variante no mostré diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de
los grupos evaluados (Tabla 22). Algunos de los analisis estadisticos no pudieron
ser realizados debido al bajo nimero de pacientes que presentaban la condicion

evaluada.

8.4.3 rs9939609 (FTO)

El analisis de comparacion de variables para los genotipos de esta
variante no mostré diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de
los grupos evaluados (Tabla 23). Algunos de los analisis estadisticos no pudieron
ser realizados debido al bajo nUmero de pacientes que presentaban la condicion

evaluada.
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Tabla 22: Comparacion de variables, segln genotipo para la variante rs12255372 (TCF7L2).

Genotipo rs12255372 (TCF7L2) Valor p

VARIABLES WT (GG) HET (GT) MUT (TT) GGvs| GG GG GT GG |GG+GT
Variables clinicas n =36 n=25 n=7 G;I\_/s éﬁ- -Y-?- -\lf-sl- G'I\'/+STT _\I{:sr
Edad (afios) 30+ 6 305 305 >0,99 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,94 0,96
Estatura (m) 1,59 + 0,06 1,60 £ 0,05 1,61 + 0,05 0,79 0,97 0,77 0,87 0,65 0,52
Peso (kg) 67 (58 - 77) 72 (61 - 78) 71 (66 - 86) 059 | >099 092 >0,99 | 0,50 0,35
IMC (kg/mz) 27+5 28+4 30+6 029 | 097 026 035 | 044 | 0,12
Estado nutricional

- Normopeso 10 (28%) 7 (28%) 2 (28%)

- Sobrepeso 16 (44%) 11 (44%) 2 (28%) - >0,99 - - 0.94 -

- Obesidad 10 (28%) 7 (28%) 3 (44%)
Perfil glicémico
Glicemia basal 1T (mg/dL) 807 807 837 0,55 0,99 0,53 0,60 0,61 0,28
Glicemia basal 2T (mg/dL) 78 (72 - 86) 80 (72 - 83) 90 (74 - 91) 0,15 | >0,99 0,20 0,18 0,61 0,05
Glicemia postcarga 2T (mg/dL) 100 (88 - 130) 105 (94 - 124) 134 (101 - 143) 0,15 | >0,99 0,17 0,58 0,15 0,08
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 1,8(1,0-2,7) 1,7(0,9-1,9) 1,3(0,8-2,4) 0,60 | 0,93 >099 >0,99 | 0,33 | 0,94
T3T (ng/mL) 1,6 (1,6 -1,8) 1,7(1,6-1,8) 15(1,5-1,9 0,75 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,90 0,47
T4T (ug/dL) 11,3(10,6 -12,9) | 12,4 (11,0-14,2) | 11,8 (10,1 -12,9) | 0,22 0,28 >0,99 0,88 0,16 0,65
T4L (ng/dL) 1,0(0,9-1,1) 1,0(0,9-1,1) 1,0(0,9-1,1) 0,89 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,64 0,93
TG (ng/mL) 12,6 (4,5-27,0) | 16,8(9,1-30,2) | 11,0(6,3-18,1) | 0,26 | 0,50 =>099 0,56 | 0,33 | 0,39
TG elevado 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) - 0,51 >0,99 >0,99 | 0,49 | >0,99
aTG (Ul/mL) 9,8(49-14,6) | 106(6,1-14,0) | 128(3,7-493) | 0,62 | >0,99 099 >0,99 | 056 | 0,36
aTG elevado 3 (8%) 2 (8%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 | >0,99
aTPO (Ul/mL) 1,3(0,8-3,2) 1,4 (0,7-1,8) 1,8(0,4-1,9) 0,87 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,61 | 0,95
aTPO elevado 5 (14%) 2 (8%) 1 (14%) - 069 >099 054 | 0,71 | >0,99
TRADb (UI/L) 0,25 (0,25 - 0,37) | 0,25 (0,25 - 0,34) | 0,25 (0,25-0,34) | 0,91 | >0,99 =>0,99 >0,99 | 0,88 0,67

Valores p y variables en negrita corresponden a valores que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). IMC: indice de masa corporal;
1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH: Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; T4T: Tetrayodotironina total; T4L:
Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG: Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo anti-receptor de TSH.
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Tabla 23: Comparacion de variables segun genotipo para la variante rs9939609 (FTO).

Genotipo 9939609 (FTO) Valor p

VARIABLES WT (TT) HET (TA) MUT (AA) TTvs | TT TT TA TT |[TT+TA
Variables clinicas n=34 n =33 n=1 T':XS ¥/§ XZ X‘; TA\irSAA X‘;
Edad (afios) 295 31+6 32 0,36 0,52 >0,99 >0,99 | 0,16 -
Estatura (m) 1,60 + 0,05 1,60 + 0,06 1,65 0,47 | >099 068 0,78 | 094 -
Peso (kg) 69 (62 - 75) 70 (58 — 82) 98 0,19 | >099 025 0,36 | 0,34 -
IMC (kg/mz) 27+ 4 28+5 36 019 | >099 029 0,46 | 0,14 -
Estado nutricional -

- Normopeso 10 (29%) 9 (28%) 0 (0%)

- Sobrepeso 17 (50%) 12 (36%) 0 (0%) - 0,33 - - 0,26 -

- Obesidad 7 (21%) 12 (36%) 1 (100%)
Perfil glicémico
Glicemia basal 1T (mg/dL) 797 81+7 75 0,19 0,28 >0,99 >0,99 | 0,13 -
Glicemia basal 2T (mg/dL) 77 (72 - 85) 81 (75 -88) 71 0,17 | 0,41 >099 0,58 | 0,18 -
Glicemia postcarga 2T (mg/dL) 105 + 23 117 + 31 94 0,46 0,95 >0,99 >0,99 | 0,11 -
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 1,7(0,9-21) 1,5(1,0-2,9) 4,1 0,18 0,93 0,29 0,47 0,07 -
T3T (ng/mL) 1,7(1,6-1,9 16((1,5-1,8) 1,7 0,37 0,48 >0,99 >099 | 0,17 -
TAT (ug/dL) 12,2 (11,2-13,4) | 11,3 (10,4 -13,2) 14,1 024 | 066 09 059 | 0,29 -
T4L (ng/dL) 1,0(0,9-1,1) 1,0(0,9-1,1) 0,9 0,49 | >099 0,86 >099 | 0,44 -
TG (ng/mL) 15,4 +£11,6 18,8 £ 15,5 15,3 0,82 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,32 -
TG elevado 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%) - 0,49 >0,99 >0,99 | 0,49 -
aTG (Ul/mL) 10,2 (5,0-15,2) | 10,0(6,1-13,9) 11,0 0,94 | >0,99 >099 >0,99 | 0,97 -
aTG elevado 3 (9%) 2 (6%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 -
aTPO (Ul/mL) 15(0,4-2,3) 1,1 (0,8-2,1) 0,4 0,37 | >0,99 0,48 0,53 0,69 -
aTPO elevado 4 (12%) 4 (12%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 -
TRADb (UI/L) 0,25 (0,25 - 0,35) | 0,25 (0,25 — 0,40) 0,25 0,76 | >0,99 >0,99 >0,99 | 0,88 -

Valores p y variables en negrita corresponden a valores que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH: Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; T4T

. IMC: indice de masa corporal;
: Tetrayodotironina total; T4L:
Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG: Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo anti-receptor de TSH.
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8.4.4 rs225014 (DIO2)

El analisis de comparacion de variables para los genotipos de esta
variante mostro diferencias estadisticamente significativas en los niveles de T3
total del primer trimestre de embarazo y en la glicemia basal del segundo
trimestre de embarazo (Tabla 24). En cuanto a los parametros glicémicos, se
puede evidenciar que existen diferencias significativas en los niveles glicémicos
del segundo trimestre de embarazo, entre los grupos de los tres genotipos (Figura
13), siendo el grupo de embarazadas con genotipo de riesgo “CC” el que cursa
con mayores niveles glicémicos, en comparacién a los otros dos genotipos en
dicho trimestre. Ademas, en el perfil tiroideo del primer trimestre de embarazo,
se determindé que los niveles de T3 total eran menores en el grupo que
presentaba el genotipo de riesgo “CC”, en comparacién con el genotipo
heterocigoto “TC” (Figura 14), pese a que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion con el genotipo comun “TT”.
En el resto de los parametros, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Algunos de los analisis estadisticos no pudieron
ser realizados debido al bajo nUmero de pacientes que presentaban la condicion

evaluada.
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Tabla 24: Comparacion de variables segln genotipo para la variante rs225014 (DIO2).

Genotipo rs225014 (DIO2) Valor p

VARIABLES WT (TT) HET (TC) MUT (CC) TTvs | TT TT TC TT |TT+TC
Variables clinicas n=16 n =40 n=12 ngs '\I'/é éé (\;sc TCV+SCC éé
Edad (afios) 29,9+6,7 29,3+4,9 31,9+5,9 0,36 | 0,92 0,62 0,33 0,98 | 0,17
Estatura (m) 1,61 + 0,06 1,60 + 0,06 1,57 £ 0,05 0,23 | 0,59 0,20 0,50 0,19 0,16
Peso (kg) 75,9 £ 18,7 69,2+ 114 67,3+11,2 0,23 0,47 0,36 0,94 0,16 0,38
IMC (kg/m’) 291+65 27241 272+44 037 | 036 054 >099 | 027 | 0,72
Estado nutricional

- Normopeso 4 (25%) 12 (30%) 3 (25%)

- Sobrepeso 5 (31%) 18 (45%) 6 (50%) - - - - - -

- Obesidad 7 (44%) 10 (25%) 3 (25%)
Perfil glicémico
Glicemia basal 1T (mg/dL) 80,8 £ 8,5 79,1 £ 6,6 82,0 £6,0 0,41 0,70 0,89 0,43 0,62 0,28
Glicemia basal 2T (mg/dL) 79,1+85 77,0+6,9 89,1+10,6 <0,01 | 0,66 0,01 <0,01 0,79 | <0,01
Glicemia postcarga 2T (mg/dL) [100,5 (86,0 - 129,5)[105,0 (91,2 - 125,3)|123,0 (96,0 - 167,5)| 0,19 | >0,99 0,26 0,33 | 0,38 | 0,08
Perfil tiroideo
TSH (mUI/L) 2,20 £ 1,59 1,67 £ 0,94 1,83+ 1,38 0,46 0,54 0,89 0,97 0,27 0,98
T3T (ng/mL) 1,77 £ 0,31 1,72 +0,19 1,61+0,11 0,17 0,92 0,19 0,04 0,38 0,07
T4T (ug/dL) 12,0 (11,2-13,2) | 12,1 (10,9-13,9) | 11,0(9.6-11,7) | 0,24 | >0,99 0,48 0,30 | 069 | 0,09
T4L (ng/dL) 1,01 (0,92 - 1,11) | 1,00 (0,90 - 1,15) | 0,94 (0,87 -1,02) | 0,34 | >0,99 062 0550 | 065 | 0,15
TG (ng/mL) 176 £ 14,9 16,7 + 13,0 17,7 £ 15,2 0,97 098 >0,99 0,98 0,88 0,87
TG elevado 0 (0%) 2 (5%) 0 (0%) - >0,99 >0,99 >0,99 | >0,99 | >0,99
aTG (Ul/mL) 11,1 (3,8-15,8) 9,6 (5,5-13,3) 11,7(7,0-17,0) | 0,62 | >099 >099 >0,99 | 0,67 | 0,71
aTG elevado 2 (12%) 2 (5%) 1 (8%) - 057 056 >0,99 | 0,58 | >0,99
aTPO (Ul/mL) 1,58 (0,86 - 2,04) | 1,18 (0,38-1,76) | 1,81 (0,96 - 3,44) | 0,18 | >0,99 >0,99 0,22 | 064 | 0,11
aTPO elevado 2 (16%) 4 (10%) 2 (17%) - >0,99 >0,99 0,61 |>0,99 | 0,62
TRAD (UI/L) 0,25 (0,25 - 0,33) | 0,25(0,25-0,25) | 0,34(0,25-0,44) | 0,09 | 0,72 >099 0,11 | 0,51 | 0,07

Valores p y variables en negrita corresponden a valores que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). IMC: indice de masa corporal;
1T: Primer trimestre; 2T: Segundo trimestre; TSH: Hormona estimulante de tiroides; T3T: Triyodotironina total; T4T: Tetrayodotironina total; T4L:
Tetrayodotironina libre; TG: Tiroglobulina; aTG: Anticuerpo anti-TG; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TRAb: Anticuerpo anti-receptor de TSH.
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Figura 13: Comparacion de los
niveles de glicemia basal en el
segundo trimestre en
embarazadas, segun su genotipo
para la variante genética rs225014
(D102).
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Figura 14: Comparacion de los
niveles de T3 total del primer
trimestre en embarazadas, segun
su genotipo para la variante
genética rs225014 (DIO2).

8.5 Relacién entre glicemia postcarga durante el embarazo y score

genético.

Se realizaron diversos analisis de regresion lineal por medio del score

genético como predictor de los niveles de glicemia 2 horas poscarga en el
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embarazo. El score genético fue calculado segun se detalla en la Metodologia.
El primer modelo genético evaluado, incluy6 todos los genotipos estudiados, para
los siguientes modelos se fueron excluyendo variantes genéticas, y asi
sucesivamente, hasta llegar a modelos que solo contemplaban el uso de una

variante genética como predictora de los niveles glicémicos evaluados (Tabla 25).

Mediante este andlisis se evidencid que existen diversos modelos genéticos que
podrian ser potenciales predictores de los niveles de glicemia 2h poscarga (valor
p < 0,05). EI modelo genético que incluye todas las variantes genéticas
estudiadas se muestra como un potencial predictor de este parametro (R= 0.30)
(Figura 15), y se indica que el mejor modelo entre los evaluados es el que incluye
las variantes rs12255372 (TCF7L2), rs9939609 (FTO) y rs225014 (DIO2) (R =
0.35) (Figura 16). Interesantemente, se evidencioé que el genotipo de la variante
rs225014 (DIO2) por si solo podria ser un predictor de los niveles glicémicos 2h
postcarga (R = 0.26), independiente de los genotipos de las demas variantes

genéticas.
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Tabla 25: Modelos de regresion lineal para la evaluacion de los niveles
glicémicos poscarga mediante el score genético.

Modelo de regresion lineal R Valor p
T1+T2+F+D 0,30 0,01
T1+T2+F 0,63 0,10
T1+T2+D 0,24 0,04
T1+F+D 0,33 <0,01
T2+F+D 0,35 <0,01
T1+T2 0,14 0,28
T1+F 0,20 0,08
T1+D 0,28 0,02
T2+F 0,22 0,07
T2+D 0,30 0,01
F+D 028 | 9,02
T1 0,10 0,34
T2 0,14 0,28
F 0,17 0,17
D 0,26 0,03

T1: Genotipo rs7903146 (TCFTL2); T2: Genotipo rs12255372 (TCF7L2); F:
Genotipo rs9939609 (FTO); D: Genotipo rs225014 (DIO2).

8.6 Anélisis multivariado por Machine Learning.

8.6.1 Analisis de componentes principales (PCA).

Se realiz6 un analisis de reconocimiento de patrones no supervisado por

PCA, en el cual se evaluaron en conjunto todas las variables en estudio. Se
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encontraron cuatro outliers mediante algoritmos especificos de deteccion, los
cuales fueron eliminados para los siguientes estudios, considerando un total de

64 embarazadas para los analisis mostrados a continuacion.

Los resultados del PCA se muestran en la figura 17, en donde se puede observar
una leve tendencia a la separacion entre las pacientes que cursan con GA, frente
a las que cursan con GN durante su embarazo. Esta leve separacion esta dada
por los componentes principales 4 (PC4) y 5 (PC5), los cuales explican el 10.2%

y el 8.5% de la varianza los datos, respectivamente.
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Figura 16: Modelo de regresion
Figura 15: Modelo de regresion lineal simple para niveles de
lineal simple para niveles de glicemia 2h postcarga mediante
glicemia 2h postcarga mediante score genético que incluye

score genético que incluye todas
las variantes genéticas evaluadas.

variantes genéticas rs12255372,
rs9939609 y rs225014.
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PC5 (8.5%)
o

PC4 (10.2%)

Cada punto corresponde a una paciente, en donde las embarazadas con GA
(rojo) y GN (azul), se distribuyen en el nuevo espacio bidimensional generado por
los PC4 y PC5.

Figura 17: Score plot generado por PCA.

En la figura 18 se puede observar la contribucion de cada una de las variables a
la distribucion entre los grupos de datos presentados en el PCA, entre los cuales
podemos ver que los niveles séricos en el primer trimestre de embarazo de aTG,
aTPO y el genotipo para el polimorfismo presente en el gen FTO son de las
variables que presentan un mayor peso dentro del PC4 (evidenciado por una

mayor distancia respecto al valor cero en el eje), mientras que los niveles de TSH
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en el primer trimestre, la edad de las embarazadas y la glicemia basal al

comienzo del embarazo fueron de las variables con mayor peso en el PC5.
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Cada punto muestra la contribucion de la variable al PC4 y PC5. Los puntos
rojos representan las variables por sobre el valor arbitrario de 0.5, los puntos
en amarillo representan las variables por sobre el valor arbitrario de 0.25 y los
azules representan las variables bajo el valor arbitrario de 0.25.

Figura 18: Loadings plot generado por PCA.
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8.6.2 Generacion de un modelo predictivo de Glicemia alterada en el
embarazo a través de Soft independent modelling by class

analogy (SIMCA).

Los resultados del analisis multivariado de clasificacion (SIMCA), se observan

en la Figura 19 en donde se presenta el grafico de Distancia de Clases (Cooman’s

plot), en el cual se observa que la mayoria de las muestras se encuentran en una

zona de superposicion de clases (cuadrante inferior izquierdo), lo que indicaria

que la separacion entre clases no es total. Pese a lo anterior, el desempefio del

modelo predictivo permitio la clasificacion de las pacientes mostrando niveles

aceptables de sensibilidad (0.8182) y especificidad (0.9828), con un AUC de

0.8734 como se muestra en la tabla 26.

Tabla 26: Desempefio del modelo de clasificacion por SIMCA.

Parametro

Valor

Sensibilidad (IC 95%)

0,8182 (0,6148 - 0,9269)

Especificidad (IC 95%)

0,9286 (0,8099 - 0,9754)

AUC (IC 95%)

0.8734 (0,7680 - 0,9788)

Error estandar (AUC)

0,05376

Valor p

< 0.0001

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%; AUC: Area bajo la curva.

84



3 T T
.
.
'(_32_ .................. ...................................... -
g :
© ®. e
o -
§ .. . [ ]
= 1k..... B I R -
(Dl ..34' P‘ ° °
.“. .’
®.
w7 S
° . [ N}
0 a a
0 1 2 3

Glicemia Normal

Cada punto corresponde a una paciente. Se muestran pacientes con glicemia
normal (puntos azules) y con glicemia alterada (puntos rojos) durante el
embarazo.

Figura 19: Grafico de Distancia de clases.

Dentro de este modelo, las variables de modelamiento que presentaron mayor
poder en la definicion de los grupos fueron el IMC, peso, T3T, genotipos
rs7903146, rs12255372 y estatura del primer trimestre de embarazo (figura 20).

Por otra parte, dentro de las variables que permiten una mayor discriminacion
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entre los grupos, se encontraron los niveles de aTG, TRAb y T3T, aTPO, T4L,

estatura, peso del primer trimestre y genotipo rs7903146 (figura 21).

IMC
Peso
T3T
TCF1
TCF2
Estatura ]
T4L = I
aTPO=- ] :
T4T = ]
TSH= 1
DIO2= 1
TRADb= ]
FTO- 1
Edad = ]
aTGH ]
GB - 1

TG= 1 :
1 1 1 1 1 1 1

00 01 02 03 04 05 06 0.7

Barras rojas indican variables por sobre valor arbitrario de 0.5, barras amarillas
indican variables bajo el valor arbitrario de 0.5. IMC: indice de masa corporal;
T3T: Triyodotironina total, TCF1l: rs7903146; TCF2: rs12255372; TA4L:
Tetrayodotironina libre, aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; TA4T:
Tetrayodotironina total; TSH: Hormona estimulante de tiroides; DIO2: rs225014;
TRAD: Anticuerpo anti-receptor TSH. FTO: rs9939609; aTG: Anticuerpo anti-
tiroglobulina; GB: Glicemia basal de primer trimestre; TG: Tiroglobulina.

Figura 20: Poder total de modelamiento de cada variable en estudio para el
modelo predictivo de clasificacion por SIMCA.
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Peso
TCF1 ]

GB - I:
Edad= ] :
IMC = ] :
TG ] :
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DIO2= ] .
TSH= ]
TCF2= 1
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| | || 1 1 1
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Barras rojas indican variables por sobre valor arbitrario de 2.5, barras amarillas
indican variables bajo el valor arbitrario de 2.5. aTG: Anticuerpo anti-tiroglobulina;
TRAD: Anticuerpo anti-receptor TSH; T3T: Triyodotironina total: aTPO:
Anticuerpo anti-peroxidasa tiroidea; T4L: Tetrayodotironina libre; TCF1:
rs7903146; GB: Glicemia basal de primer trimestre; IMC: indice de masa corporal;
TG: Tiroglobulina; T4T: Tetrayodotironina total; DIO2: rs225014; TSH: Hormona
estimulante de tiroides; TCF2: rs12255372; FTO: rs9939609.

Figura 21: Poder discriminante de cada variable en estudio para el modelo
predictivo de clasificacion por SIMCA.
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8.6.3 Generacion de un modelo multivariado predictivo del valor de
glicemia alas 2 horas postcarga (PLS).

De manera independiente a la clasificacion de glicemia alterada durante el
embarazo, se calibr6 un modelo multivariado para la prediccién de niveles de
glicemia a las 2 horas poscarga en el grupo de embarazadas. Los niveles
glicémicos predichos fueron graficados junto con los medidos en el grupo de
estudio (figura 22), presentando un error de regresion de validacion del 23% y un

valor R de 0.552 (tabla 27).

Tabla 27: Parametros de la calibracion y validacion del método predictivo
de glicemia 2 horas postcarga por PLS.

V.L. RCMEC (%) rCal RCMEVC (%) rvalC

2 18,8142 0,7365 23,1748 0,5519
V.L: Nimero de variables latentes; RCMEC: Raiz del error cuadratico medio de
calibraciéon. rCal: Valor R de calibraciéon; RCMEVC: Raiz del error cuadratico
medio de validacion; rvalC: Valor R de validacion.
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Se muestran pacientes con glicemia normal (puntos azules) y con glicemia
alterada (puntos rojos) durante el embarazo.

Figura 22: Desempefio del modelo predictor de glicemia a las 2 horas
postcarga por PLS.

El desempefio de este modelo de regresion se muestra en la tabla 28, para el
cual se logré determinar el AUC (0.789). Ademas, se evidencio que los mayores
valores para sensibilidad y especificidad (0.7727 y 0.8333, respectivamente) se
presentaron con un valor de corte de glicemia a las 2 horas poscarga de 115,2

mg/dL (figura 23).
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Tabla 28: Desempefio del modelo de regresion por PLS.

Parametro Valor
Sensibilidad (1C95%) * 0,7727 (0,5656 - 0,8988)
Especificidad (1C95%) * 0,8333 (0,6940 - 0,9168)
AUC (IC95%) 0,7890 (0,6613 - 0,9166)
Error estandar (AUC) 0,06514

Valor p 0,0002

IC95%: Intervalo de confianza del 95%; AUC: Area under curve (Area bajo la
curva). * Valores de sensibilidad y especificidad calculados para un valor de corte
> 115.2 mg/dL de glicemia a las 2 horas postcarga durante el embarazo.
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Figura 23: AUC-ROC. Desempefio del modelo de prediccion de glicemia
2 horas postcarga mediante PLS.
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En este modelo de regresion, podemos establecer que las variables que
contribuyen mayormente a la prediccion de glicemia en el embarazo (positiva o
negativamente), corresponden a variables clinicas (estatura y edad), parametros
tiroideos (aTG, T4 total, TRAb y aTPO) y variantes genéticas, dentro de las cuales

el polimorfismo de FTO presenta mayor peso dentro de dicho grupo (figura 24).
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Estatura=
Edad+
aTGH
T4T=
FTO-
TRADb -
DIO2+
TCF1-
aTPO=-
TCF2=
T3T=-
IMC=
GB-
Peso=
T4L =
TSH=
TG

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Barras rojas indican variables por sobre valor arbitrario de 0.1, barras amarillas
indican variables bajo el valor arbitrario de 0.1. aTG: Anticuerpo anti-tiroglobulina;
TAT: Tetrayodotironina total; FTO: rs9939609; TRAb: Anticuerpo anti-receptor
TSH; DIO2: rs225014; TCF1: rs7903146; aTPO: Anticuerpo anti-peroxidasa
tiroidea; TCF2: rs12255372; T3T: Triyodotironina total; IMC: indice de masa
corporal; GB: Glicemia basal de primer trimestre; T4L: Tetrayodotironina libre;
TSH: Hormona estimulante de tiroides; TG: Tiroglobulina

Figura 24: Relevancia de cada variable en la generacion del modelo de
regresion para prediccion de glicemia a las 2 horas postcarga, mediante
PLS.

92



9 DISCUSION

Considerando los resultados expuestos anteriormente, podemos indicar que se
logré generar un modelo predictivo para la pesquisa temprana de glicemia alte-
rada durante el embarazo, utilizando las variables clinicas, las cuales también
consideran el componente genético como una variable de peso en la prediccidon
del modelo. Ademas, los resultados de los analisis multivariados evidencian la
contribucion de parametros del perfil tiroideo durante el embarazo, los cuales se-

rian de gran relevancia en la identificacion de la condicion evaluada.

Cabe mencionar que una de las principales dificultades a la hora de evaluar los
datos, fue el bajo tamafo muestral obtenido (68 pacientes), frente al tamafio
muestral calculado (83 pacientes), por lo cual algunos de los analisis univariados
no pudieron ser realizados, y si bien algunos de los resultados mostraban cierta
tendencia, no tuvieron la significancia estadistica suficiente para evidenciar dife-
rencias, ya sea entre grupos de embarazadas segun su clasificacion de glicemia

alterada o segun su genotipo por cada variante genética evaluada.
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9.1 Caracteristicas de la poblacion evaluada.

En cuanto a las caracteristicas clinicas evaluadas en la poblacion total de emba-
razadas, ademas de los niveles glicémicos alterados, otra de las variables que
genera mayor preocupacion es el IMC, ya que una gran proporcion de las ges-
tantes (72%) cursa con valores por sobre el rango normal. El sobrepeso u obesi-
dad durante la gestacion predisponen para el desarrollo de diversas complicacio-
nes en este periodo como, desordenes hipertensivos, DMG, macrosomia en el
recién nacido y mayor riesgo de parto pretérmino. (Santos et al., 2019). Esta alta
prevalencia se mantiene incluso al dividir a la poblaciéon segun la clasificacion
para GA en el embarazo. Ademas, se relaciona también con los analisis multiva-
riados realizados, que indican que el peso e IMC son variables de modelamiento

para la prediccion de los grupos de clasificacion.

La edad aumentada en el grupo de glicemia alterada durante el embarazo fue
esperable si relacionamos estos datos con la evidencia que se tiene para DMG,
en donde la mayoria de los estudios indican que la edad de las embarazadas con
alteracion de la glicemia es significativamente mayor a la del grupo sin la
condicion evaluada (Popova et al., 2017; Franzago et al., 2018; Huopio et al.,

2013; de Melo et al., 2015; Saucedo et al., 2017; Pagan et al., 2014).
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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 la condicion de glicemia alterada durante
el primer 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).
Si bien no se presentan otras diferencias estadisticamente significativas entre
estos grupos, se puede observar que los niveles de T3 total y T4 total tienden a
ser menores en el grupo de embarazadas con glicemia alterada (valores p: 0,07
y 0,05 respectivamente). En cuanto a los valores de T3T, la disminucion de los
niveles séricos de esta hormona concuerda con lo reportado por Shanmugam et
al. (2018), pero no asi los niveles de hormona T4T. Un posible mecanismo que
podria explicar la relacion entre hormonas tiroideas y alteraciones de la glicemia
podria estar dado por el rol de T3 en la regulacién transcripcional de la resistencia

a la insulina (Kim et al., 2002).

Cabe mencionar que cierto porcentaje de la poblacién cursa con valores elevados
para la deteccion de autoanticuerpos asociados a la tiroides, por lo cual, nueva-
mente podemos evidenciar que en el analisis multivariado estos factores presen-
taban gran peso en la discriminacion entre los grupos. La prevalencia de dichos
autoanticuerpos en las gestantes es de hasta un 18% y han sido asociados con
complicaciones severas como aborto espontaneo y parto pretérmino (Hollowell

et al., 2002). La presencia de aTPO y aTG podrian ser un tipo de respuesta, mas

95



que la causa, del dafo en el tejido tiroideo y aumentarian el riesgo de cursar con
hipotiroidismo durante el embarazo (Hollowell et al., 2002). La presencia de estos
autoanticuerpos estaria dada por diversos factores, dentro de los cuales se en-
cuentran variantes genéticas, edad avanzada y la deficiencia o exceso de iodo.

(De Leo y Pearce, 2018)

En etapas tempranas del embarazo se ha descrito que la positividad de estos
autoanticuerpos estaria asociada con una reduccioén significativa de la tolerancia
a la glucosa durante la gestacion (Hornnes et al., 1991). Otro estudio (Huang et
al., 2019), determind que la presencia de autoanticuerpos positivos anti-TPO
(aTPO) se asociaban con un mayor riesgo a desarrollar DMG y que, incluso, era
un factor de riesgo mas potente que el hipotiroidismo subclinico y la hipotiro-
xinemia durante este periodo. La asociacion entre este desorden autoinmune ti-
roideo y la resistencia a la insulina podria estar dado por los eventos inflamatorios
asociados a ambas condiciones. Sin embrago, aun existe controversia en cuanto

a estos analisis (Agarwal et al., 2006).

9.2 Glicemia alterada durante el embarazo.

Gran parte de los estudios que evaluan las alteraciones de la glicemia durante el
embarazo se centran en la DMG, sin embargo y como ya se ha evidenciado, no

existe un consenso en cuanto al diagnéstico para la patologia, y diversos criterios
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han sido validados para la clasificacion de dichas pacientes. No existe uniformi-
dad universal en cuanto al periodo de deteccion, el tipo de prueba diagndstica ni
los valores de corte adecuados para definir la DMG (Chiefari et al., 2017). Ade-
mas, se ha evidenciado que niveles de glicemia alterados, bajo el umbral diag-
nostico también son asociados con complicaciones materno-fetales u otras pos-
terior a la gestacion (HAPO Study Cooperative Research Group, 2008). Es por
esto que en el presente trabajo se define el estado de Glicemia alterada durante
el embarazo, con niveles de glicemia de corte mas bajo para la clasificacion de
pacientes, con el objetivo de pesquisar a una mayor poblacion en riesgo a sufrir
complicaciones, debido a dicha condicion. La prevalencia de la condicion eva-
luada no ha logrado ser evidenciada en otras poblaciones porque tampoco pre-
senta valores de corte y criterios de clasificacion definidos (Nasrat et al., 1994;
Retnakaran, 2006; Tuffnell et al., 2003), de forma similar a la DMG. Sin embargo,
para efectos de este trabajo, el criterio de clasificacion fue adaptado desde el
utilizado por (Shanmugamet al., 2018), ya que sobre estos valores de corte ya se
puede observar un aumento significativo de complicaciones tanto maternas como

perinatales.

El analisis multivariado por PLS refuerza lo anterior, dado que al generar la curva
ROC para el modelo predictivo de niveles glicémicos a las 2 horas postcarga, se
logré determinar un valor de corte de 115 mg/dL para la clasificacién de las em-

barazadas con niveles de sensibilidad y especificidad de 0.77 y 0.83,
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respectivamente. Podemos evidenciar entonces, que este modelo predictivo nos
permite identificar un valor de corte para la clasificacion de glicemia alterada,
considerando valores por sobre los 115 mg/dL, el cual tendria una mayor sensi-
bilidad (0.77), que el criterio utilizado de 120 mg/dL (0.68), ambos con la misma

especificidad (0.83).

La prevalencia de GA en la poblacion evaluada fue de un 35%. Si comparamos
esta prevalencia con la de DMG en la poblacién evaluada (22%), podemos evi-
denciar que el criterio de glicemia alterada suma un 13% de pacientes que no

presentaron DMG, pero que cursan con glicemia alterada durante su embarazo.

9.3 Asociacion de los factores genéticos con las variables clinicas y

bioguimicas.

Para los analisis genéticos podemos evidenciar que no se encontraron dife-
rencias significativas entre ninguna de las variantes genéticas, en relacién con la
condicion de GA. Sin embargo, estos resultados podrian estar restringidos al bajo
tamafno muestral obtenido, ya que se puede observar que en la poblacidon que
presenta la condicion estudiada, la presencia del alelo de riesgo para cada poli-
morfismo es mayor, en comparacion a quienes no presentan la condicién. Se

observa una tendencia en el grupo de embarazadas con glicemia alterada, a

98



presentar el alelo de riesgo de los polimorfismos evaluados. Aun existe contro-
versia sobre la asociacion de estas variantes genéticas con los niveles glicémicos
durante el embarazo (Wang et al., 2020; Shalabi et al., 2021; Lin et al., 2016; He

et al., 2018; Popova et al., 2021; Asadi et al., 2016).

Al evaluar a la poblacion segun su genotipo para cada variante genética, se en-
contraron algunas asociaciones con las variables estudiadas. Para la variante
rs7903146 del gen TCF7L2, se observa una asociacion con el IMC, lo cual no se
relacionaria con lo reportado (Bride et al., 2021), en donde se evidencia que la
variante mutada seria protectora frente al aumento del IMC. En cuanto a los ni-
veles glicémicos durante el embarazo, se observa asociacion con la glicemia ba-
sal del segundo trimestre, lo cual concuerda con el aumento en dicho parametro
por la presencia del alelo de riesgo (Gjesing et al., 2011). En los parametros aso-
ciados al perfil tiroideo, se encontré asociacion de la variante con los niveles de
TSH durante el primer trimestre. Al respecto solo un estudio ha evaluado los ni-
veles de TSH con respecto a la variante genética (Taskin y Eroglu, 2021), y con
resultados contrarios a lo reportado en el presente estudio. Sin embargo, la pa-
tologia evaluada (SOP), podria tener influencia en los niveles de TSH, por lo cual

estos no son comparables.

Si bien para la variante rs12255372 del gen TCF7L2 no se evidenciaron diferen-

cias significativas con las variables en estudio, se puede demostrar que existe
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una leve tendencia asociada a los niveles de glicemia basal del segundo trimestre
y la presencia del genotipo de riesgo para esta variante genética. En base a este
resultado, podemos ver que tiene relacion con lo reportado (Gjesing et al., 2011),
al igual que para la variante genética anteriormente mencionada, presente en el

mismo gen.

En el analisis de la variante rs9939609 del gen FTO, cabe mencionar que solo
una paciente presento el genotipo homocigoto mutado (AA), por lo que diversas
pruebas estadisticas asociadas a esta variante no lograron ser realizadas. Aso-
ciado a lo anterior, no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos
y las variables evaluadas, sin embargo, se encontré una leve asociacion entre los
niveles de TSH y el alelo de riesgo “A” de la variante genética. Existe controversia
e incongruencias en cuanto a estos resultados para otros estudios, ya que se ha
descrito que el genotipo de riesgo estaria asociado con el aumento de los niveles
de TSH (Dwivedi et al., 2012), sin embargo, otros estudios indican lo contrario
(Wang et al., 2021), mientras que otros autores no encontraron asociacion (La-
bayen et al., 2015). Sin embargo, coinciden en que, de haber alguna asociacion,
estaria dada por la alta expresiéon de FTO en la hipdfisis, pudiendo regular en

parte la secrecion de TSH (Wang et al., 2021; Dwivedi et al., 2012).

Por ultimo, la variante genética rs225014 en el gen D/O2, ha presentado asocia-

cion significativa con los niveles glicémicos del segundo trimestre, lo cual no ha
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sido reportado anteriormente, sin embargo, existen estudios que han asociado
esta variante con los niveles de HbAc1 en distintos grupos de pacientes (Sotak
et al., 2018; Zhang et al., 2016). En cuanto a los niveles de T3 total del primer
trimestre, se ha evidenciado que concuerda con lo reportado anteriormente (Ca-
nani et al., 2005), donde el genotipo de riesgo estaria asociado con menores
niveles séricos de dicha hormona. Junto con esto, se puede observar una leve
asociacion entre los niveles de glicemia a las 2 horas postcarga y la variante
genética presentada, lo cual tampoco ha sido reportado anteriormente. También
se muestra tendencia en cuanto a los niveles de T4T y los de TRADb, sin embargo,
los estudios que han evaluado los niveles séricos de estos parametros del perfil
tiroideo (Shahida et al., 2018) no han encontrado asociacion significativa con esta

variante genética.

9.4 Analisis multivariados asociados a alteraciones de la glicemia

durante el embarazo

Un estudio publicado por Araya et al. (2021), logré evidenciar mediante PCA
que, utilizando variables clinicas de primer y segundo trimestre de embarazo, se
formaban espontdneamente clusters, los cuales agrupaban a las pacientes segun
si presentaban o no DMG. Sin embargo, dentro del cluster asociado a DMG, se

presentaban también algunas pacientes que no habian sido diagnosticadas con
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DMG, pero cuyos niveles de glicemia 2 horas postcarga se encontraban en el
limite del umbral diagndstico para la patologia. Esto podria indicar que los valores
glicémicos por si solos no serian suficientes para el diagndstico de alteraciones
durante el embarazo, sino que diversas otras variables contribuyen con dicha
condicion, ademas de evidenciar que valores de corte bajo el diagndstico de DMG
(Glicemia 2 horas postcarga: 140 mg/dL) también podrian evidenciar alteraciones

de la glicemia durante el embarazo.

Un estudio similar ha sido presentado por Mennickent et al. (2023), en el cual
nuevamente mediante PCA se logré evidenciar que ciertas variables, de manera
conjunta, permitian la separacion parcial de las pacientes segun su diagndstico
de DMG. En dicho estudio se presentan ciertas variables que contribuyen en ma-
yor medida en la separacion y agrupacion de las pacientes segun su diagnostico.
Algunas de estas variables coinciden con lo presentado en la presente tesis, en
donde los niveles de anticuerpos aTG y TSH del primer trimestre de embarazo
estarian contribuyendo en la separacidn parcial de los grupos de pacientes con
alteracion de la glicemia durante el embarazo. También en este estudio se pre-
senta un modelo predictivo de DMG por PLS-DA, similar al PLS realizado en esta
tesis, pero que ademas del analisis de regresion, se suma un analisis de discri-
minacion para la clasificaciéon de la patologia en estudio. Dicho analisis indica, de
manera similar a nuestros resultados, que existe un componente genético (evi-

denciado en ambos casos por la variante genética rs9939609 del gen FTO),
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ademas de algunas variables asociadas al perfil tiroideo durante el primer trimes-
tre de embarazo (TG y TRAb), que permitirian discriminar a embarazadas con
alteraciones glicémicas. También los autores presentan un analisis de regresion
para los niveles de glicemia 2 horas postcarga, en el cual se obtuvo un RCMECV
de 20,7%, con un AUC de 0.867 para la validacién cruzada de este modelo; mien-
tras que, en los resultados de la presente tesis, el valor de RCMECYV fue leve-
mente mayor (23,2%), con un AUC mas bajo 0,7890. Estas diferencias en el
desempefo de ambos modelos predictivos de glicemia podrian estar dados por
la cantidad de variables incluidas dentro de cada estudio, por ejemplo, diversos
antecedentes clinicos que mostraron ser relevantes en el estudio de Mennickent
et al., (2023), como el antecedente de anemia, DMG previo e historial familiar de
DMT2 en la embarazada, los cuales no fueron considerados en el modelo eva-
luado en la presente tesis. Sin embargo, los autores hacen notar la importancia
que tiene la inclusion de la variante genética del gen FTO, la cual aumenta los
valores de AUC en el modelo propuesto. Esto nos indica lo relevante de la inclu-
sion del componente genético en la pesquisa de alteraciones glicémicas durante

el embarazo.

Ademas de los estudios presentados anteriormente, Mennickent et al. (2022) pre-

sentd una revision bibliografica de modelos predictivos para DMG, los cuales uti-

lizan diversos factores predictivos, entre los cuales existen modelos basados en
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variantes genéticas e informacién clinica de las pacientes embarazadas (Tabla

29).

Dziedziejko et al. (2019), evalu6 un modelo predictivo de DMG, que consideraba
diversas variantes genéticas asociadas al metabolismo de carbohidratos y lipi-
dos. Algunas de estas variantes genéticas, se habian asociado anteriormente con
el riesgo de DMG o con algunos factores de riesgo de dicha patologia en las
embarazadas, como el IMC elevado, la ganancia de peso excesiva durante el
embarazo, el porcentaje de HbA1c, entre otros. Se evaluaron 2 modelos en este
estudio, el primero que solo consideraba edad e IMC pregestacional, y el segundo
que ademas incluia 8 variantes genéticas asociadas a la patologia. En este estu-
dio se presenta un aumento en el desempefio del modelo predictivo cuando se
incluyen las variables genéticas a dicho algoritmo (AUC: 0.77 vs 0.68). Ademas,
podemos evidenciar la inclusidn de diversas variantes genéticas dentro del mo-
delo predictivo, sin embargo, el desempefio de este no parece aumentar en fun-
cion de la cantidad de variantes genéticas, sino mas bien, depende de la capaci-

dad de las variables que componen el modelo de discriminar entre los grupos.

En el estudio realizado por Krishnan et al. (2020), se evalu6 el poder predictivo
de la variante genética rs373863828, presente en el gen CREBRF, cuyo alelo de
riesgo (A) estaria relacionado con el aumento en el IMC y la disminucién en la

prevalencia de DMT2. Se evalué un modelo de regresion logistica que incluyé
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esta variable genética, sumada a la edad materna, IMC e historial familiar de
diabetes, donde, la inclusion de la variante genética aumenté el desempeio del
modelo para la prediccion de DMG desde un AUC de 0.67 a 0.76. Al comparar
este modelo con el que se presenta en esta tesis, se evidencia que este ultimo
presenta un mejor desempefo. Podemos considerar que el modelo presentado
considera variables relevantes como el historial familiar de diabetes, pero no con-
sidera el perfil tiroideo durante el embarazo, que como hemos confirmado, guarda

relacion con el desarrollo de glicemia alterada en el embrazo.

Otro estudio, publicado por Popova et al. (2021), evalud diversos polimorfismos
y su asociacion con DMG, dentro de los cuales solo la variante genética rs
10830963 en el gen MTNR1B fue incluido en un modelo predictivo de la patolo-
gia. El gen en el cual se presenta dicha variante corresponde a un receptor de
melatonina, asociado con el metabolismo de glucosa (entre otras funciones), y
donde la variante genética presentada ha sido relacionada con la reduccion de la
secrecion de insulina por las células beta pancreaticas. Al igual que en el estudio
presentado anteriormente, la inclusion de una variante genética en el modelo au-
mentd su poder predictivo (AUC: 0.830 vs 0.812). Podemos resaltar en este es-
tudio que la inclusion del indice HOMA, también mejoraria el poder predictivo del
modelo, el cual no fue considerado dentro de nuestro estudio, pero que podria

ser relevante para la prediccién de esta condicion. Ademas de lo anterior, la
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inclusion de antecedentes de condiciones previas al embarazo en curso, tales
como DMG previa, HTA, paridad, IGO y SOP; son variables que deberian ser
consideradas a la hora de generar este tipo de modelos predictivos. Otro punto
relevante de este estudio es que fueron evaluados 11 variantes genéticas, pero
el modelo predictivo que presentd un mayor poder fue el que incluia solo la va-
riante genética de MTNR1B. Lo anterior nos demuestra que estos modelos pue-
den ser mejorados agregando o quitando variables para aumentar su poder pre-

dictivo, como queda demostrado en dicho estudio (Popova et al., 2021).
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Tabla 29: Analisis multivariados para prediccion de alteraciones de la glicemia en el embarazo utilizando

variantes genéticas y datos clinicos.

Variantes predictoras ) A seEmsllelifokn) | Sspeeiielte Referencia
P (DMG/TNG) | (IC95%) (1C95%) (1C95%)
rs6681231, rs174550, rs4430796,
rs266729, rs187238, rs1024611, 411 0.77 i i Dziedziejko
rs5015480, rs10811661, IMC y (204/207) (0.73-0.82) etal., 2019
edad
rs373863828, edad, IMC, historial 112 0.76 0.91 0.36 Krishnan
familiar de DMT2 (35/77) (0.67-0.85) | (0.77-0.98) (0.26-0.48) | etal., 2020
rs10830963, indice HOMA-IR,
edad, IMC, historial familiar de 1142 0.830 i i Popova
DMT2, DMG previa, hipertension, (688/454) (0.792-868) et al., 2021
paridad, IGO previa y SOP
rs9939609, DMG previa .
’ L 66 0.91 Mennickent
antecedente de anemia, historial 1,0 1,0
tamiliar de DMT?2 (12/55) (0.82-1.00) et al., 2023
S ST es | 8 | oo | om | osm | e
clinicas y perfil tiroideo (Tabla 17) (24GA/44GN) | (0,77-0,98) | (0,62-0,93) (0,81- 0,98) estudio

N: Total de participantes del estudio; DMG: Diabetes Mellitus Gestacional; TNG: Tolerancia Normal a la Glucosa;
AUC: Area under curve (Area bajo la curva); IC95%: Intervalo de Confianza del 95%; IMC: indice de Masa Corporal;
DMT2: Diabetes Mellitus Tipo 2; HOMA: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (Modelo
Homeostatico para evaluar la Resistencia a la Insulina); IGO: Intolerancia a la Glucosa Oral; SOP: Sindrome de
Ovario Poliquistico; GA: Glicemia Alterada durante el embarazo; GN: Glicemia Normal durante el embarazo.
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9.5 Limitaciones, fortalezas y validez clinica del estudio

Una de las limitaciones de este estudio fue el reducido tamafio de la muestra,
notablemente para la genotipificaciéon de la variante genética rs9939609, en
donde solo una paciente presento el genotipo de riesgo mutado, lo cual impidié
realizar ciertos analisis estadisticos y evidenciar algunas posibles asociaciones.
Este bajo tamafio muestral se explica debido a que, si bien se contaba con un
mayor numero de pacientes genotipificadas para todas las variantes genéticas,
la falta de datos clinicos o bioquimicos en algunos casos termind por excluir un

no menor nimero de pacientes.

Uno de los factores que se podrian mejorar para este estudio es la inclusién de
antecedentes clinicos como el historial familiar de DMT2, DMG previa y otras que

podrian mejorar la prediccion de nuestro modelo.

En cuanto a los andlisis por Machine Learning es importante mencionar que
correspondieron principalmente a algoritmos que trabajan con variables de
distribucion normal, sin embargo, gran parte de nuestras variables no
presentaban dicha distribucion, por lo que algunas de las pacientes debieron ser

excluidas para la generaciéon de este modelo. Pese a esto, la utilizacion de
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SIMCA, el cual corresponde a un algoritmo un tanto mas permisivo en cuanto a
la distribucidén de datos de las variables, permitio clasificar correctamente a gran
parte de las pacientes en base al modelo generado de glicemia alterada. No
obstante, para enfrentar el problema de la normalidad de los datos, otros tipos de
algoritmos de diversa complejidad podrian ser utilizados en futuros andlisis,
considerando que la variabilidad biol6gica es alta y que muchas variables clinicas

o bioquimicas no presentan distribucion normal.

Finalmente, las fortalezas y validez clinica de este estudio se respaldan en que,
la problematica a resolver, los objetivos planteados y la metodologia para su rea-
lizacion se encontraban definidos apropiadamente. Las variables por evaluar fue-
ron correctamente determinadas y expresadas segun correspondiera a su tipo y
distribucion de los datos. Todos los resultados obtenidos contaron con un rigu-
roso, explicito y adecuado analisis estadistico que dio cuenta de la significancia

y la magnitud de estos.
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10 CONCLUSION

El presente, corresponde al primer estudio que evalla la prevalencia de
glicemia alterada durante el embarazo y que la considera como una condicién
gue puede generar complicaciones materno-fetales, de manera independiente al
diagnoéstico de DMG. También este estudio es vanguardista en la generacion de
un modelo de pesquisa temprana de dicha condicion mediante informacion
clinica relevante (asociada con alteraciones de la glicemia), perfil glicémico y
tiroideo en etapas tempranas del embarazo y, de manera relevante, un
componente genético compuesto por variantes genéticas que se asociaron con:
1) disminucion de la secrecion de insulina desde células beta-pancreaticas; 2)
aumento en la resistencia a la insulina en el tejido adiposo; y 3) disminucion de
los niveles de hormonas tiroideas intracelulares, principalmente en el masculo
esquelético, favoreciendo la resistencia a la insulina en dicho tejido. La suma de
todos estos factores permitié6 generar dos modelos genéticos, el primero para la
clasificacion de glicemia alterada en el embarazo, y el segundo para la prediccién

de niveles de glicemia a las 2 horas postcarga.
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Estos modelos dan cuenta de que cada vez es mas viable pensar en un modelo
predictivo temprano para esta condicion de glicemia alterada en el embarazo, lo
cual ahorraria costos y mas importantemente aun, disminuiria las complicaciones
asociadas a la dicha condicién, en la gestante, el feto y el posterior desarrollo de

ambos.
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12 ANEXOS

12.1 Anexo N°1: Ficha clinica Proyecto FONDECYT 11170710

l. Datos Personales de la paciente

Nombre completo: Edad:

RUT: Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa):

Semanas de gestacioén al ingreso: Pertenece a alguna etnia:
Sl NO__
,Cual?
a- Aymara
b- Quechua
c- Atacamenio
d- Colla
e- Diaguita
f- Rapanui
g- Mapuche
h- Yagéan
i- Kaweésqgar

j- Otro:

Fecha de ingreso al proyecto: Nacionalidad:

CESFAM donde se atiende: Estado civil:

Correo electrénico: Fono:

Probable Establecimiento de salud para el trabajo de Parto:

ID:
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Historial obstétrico:

Estatura (mts): Peso al ingreso (KQ):
Presioén arterial (mmHgQ): / ¢ Es su primer embarazo?
Sl NO

¢, Cuantos embarazos ha tenido?

¢Consume algun suplemento vitaminico (Por ej: Hierro, Calcio, Vitamina D,
Vitamina B12, etc) durante el embarazo? Sl NO__

,Cual?

¢ Esta recibiendo algin medicamento para el tratamiento de alguna patologia
tiroidea?

SI._ NO__

¢ Cual? 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 Sl NO_

2do trimestre Sl NO

3er trimestre Sl NO
Sangrado vaginal:

ler trimestre Sl NO_

2do trimestre Sl NO

3er trimestre SI_ NO_
Uso de cigarrillo: Sl NO_

*Frecuencia:

Consumo de alcohol: S NO
*Frecuencia:

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

Especificar:
*Frecuencia:
*Indicar la frecuencia para cada uno.
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Diagnastico de Diabetes Mellitus Gestacional:

- 2do trimestre Sl

Tipo de terapia:

- 3er trimestre Sl

Tipo de terapia:

NO

NO

Il. Previo al embarazo:

Uso de cigarrillo: Sl NO_
*Frecuencia:
Consumo de alcohol: Sl NO

*Frecuencia:

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

ST NO__
Especificar:
*Frecuencia:
lll.a. Si tuvo embarazos previos:
¢, Sufrié alguna complicacion en el embarazo? SI__ NO__  *Siresponde

“SI”, especificar
a- Hipertensién
b- Preeclampsia
c- Eclampsia
d- HELLP
e- Rotura temprana de membrana
f- Diabetes gestacional
g- Restriccion de crecimiento intrauterino

h- Colestasia/Colestasis intrahepética del embarazo

i- Otro:
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¢ Tuvo alguna vez usted un embarazo no viable? SI_ NO__  *Siresponde
“SI”, especificar
Indigue la posible causa:
a- Hipertension
b- Preeclampsia
c- Eclampsia
d- HELLP
e- Placenta abrupta
f- Diabetes gestacional no tratada
g- Malformacién congénita
h- Sindrome de Down

i- Oftro:

Il.b. Historial de fertilidad:
¢, Tuvo o tiene usted problemas de fertilidad? Sl NO

*Se entiende por problemas de fertilidad, cuando la paciente lleva mas de 12
meses intentando quedar embarazada pero no sucede.

¢Padece o padeci6 de Sindrome de ovario poliquistico? Si__
No

Edad aproximada de diagnadstico:

Il.c. Historial Ginecoldgico:
Edad aproximada en que tuvo su primera menstruacion:

Fecha de la Ultima Regla (FUR):
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I". Antecedentes Morbidos

Ill.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):

I1l.b. Historial familiar:

¢Algun familiar directo (padre, madre, hermanos), padece de alguna enfermedad
cronica?
Sl NO__
Marcar mas de una alternativa si es necesario.
a- Hipertensién
b- Infarto al miocardio
c- Infarto cerebrovascular
d- Trombosis
e- Diabetes mellitus tipo 1
f- Diabetes mellitus tipo 2
g- Hipotiroidismo
h- Hipertiroidismo
i- Lupus

j- Otra:

133



12.2 Anexo N°2: Consentimiento informado.

P Hn %

4T A AR

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 propdsito 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 aparicién de Diabetes Gestacional,
enfermedad metabélica que aparece desde el segundo trimestre del embarazo que afecta a la madre como al
feto en crecimiento, (2) cambios en la expresion 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 cordén 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 ningin derecho como participante de esta institucion y la calidad de la atencign

suyas como las del cordon umbilical, y la placenta seran eliminadas, y la informacion obtenidg i
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
procederéa 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 adapté a los cambios
hormonales generados durante su embarazo.

Finalmente, después del parto y desde el cordon umbilical, que corresponde a la porcién 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 Gltimos 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 puncién 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 despugs ¢e
puncion. Ademas, la utilizacion de su placenta y cordon umbilical no involucra ningun 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 ninglin costo econémico para usted. Todos los costos de la investigacién 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 cédigo intemo, para asi
evitar cualquier difusion de su informacion personal.

COMUNICACION DE RESULTADOS

Los resultados de laboratorio obtenidos serén 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 ningan caso divulgados.

Se informaran todos los hallazgos nuevos e importantes que salgan a la luz durante la realizacién 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 Guzman 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 Concepcién, 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, a través de su presidente, Dr. Ronald Mennickent C., cuyo teléfono es 41-2204302.
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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 TIROIDEO
NEONATAL

ANTES DE FIRMAR CONFIRMO QUE:

- Mis preguntas han sido respondidas a mi entera satisfaccion y considero que comprendo toda la
informacion 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 informacién 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 investigacion 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, confirmo que he entregado verbalmente Ia
informacion necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda adicional y que no
ejerci presion 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 Préacticas Clinicas) y otras leyes nacionales e internacionales vigentes.

Se le proporcionara 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 (DDMM/AAAA)

Nombre del director de la institucién (o delegado Firma del Director o Delegado Fecha de
de la institucidn, si corresponde) de la institucion, si corresponde (DD
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