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Resumen.

Introduccidn: La diabetes mellitus gestacional se caracteriza por alteracion en la tolerancia a la glucosa
con inicio o primer reconocimiento durante la gestacion. El FGF 21 se han asociado a obesidad, sindrome
metabdlico y DM2, asi como el polimorfismo 3'UTR (rs11665896) del gen FGF21 se asocia a
enfermedades metabdlicas. Material y métodos: Se incluyeron un total de 59 mujeres embarazadas, se
genotipificaron para el polimorfismo rs 11665896 y se cuantifico los niveles de FGF21. Resultados: 21
pacientes fueron diagnosticadas con DMG y 37 fueron normoglucémicas, observamos un modelo
dominante del polimorfismo, donde presencia de un solo alelo polimérfico aumenta el riesgo de desarrollar
DMG (p=0.046). No se encontré una diferencia significativa entre los niveles de FGF21 segun su genotipo
en las pacientes con DMG (p=0.073). Discusién-conclusiones: Aunque no encontramos una diferencia
significativa en las pacientes con DMG al analizar los niveles de FGF21 en cada uno de los genotipos,
observamos una tendencia que muestra niveles mas elevados de FGF21 en pacientes con un genotipo
silvestre.

Abstract

Introduction: Gestational diabetes mellitus is characterized by impaired glucose tolerance with onset or
first recognition during gestation. FGF 21 has been associated with obesity, metabolic syndrome and DM2,
as well as the polymorphism 3'UTR (rs11665896) of the FGF21 gene is associated with metabolic
diseases. Material and methods: A total of 59 pregnant women were included, genotyped for
polymorphism rs 11665896 and FGF21 levels were quantified. Results: 21 patients were diagnosed with
GDM and 37 were normoglycemic, we observed a dominant polymorphism model, where presence of a
single polymorphic allele increases the risk of developing GDM (p = 0.046). No significant difference was
found between FGF21 levels according to their genotype in patients with GDM (p = 0.073). Discussion-
conclusions: Although we did not find a significant difference in patients with GDM when we analyzed
FGF21 levels in each of the genotypes, we observed a trend showing higher levels of FGF21 in patients
with a wild-type genotype.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una
complicacién del embarazo que se caracteriza por
alteracion en la tolerancia a la glucosa con inicio o
primer reconocimiento durante la gestacion [1,2].
Tanto la madre como el recién nacido presentan un
aumento significativo en el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidad, incluso
enfermedades cardiovasculares [1,2,3].

La familia del factor de crecimiento de fibroblastos
esta compuesta por 22 miembros con una amplia
gama de funciones biolégicas, entre las cuales se
encuentra el crecimiento y desarrollo celular [4], el
factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21)
pertenecen al subgrupo endocrino de esta familia.
El FGF21 se secreta principalmente en el higado,
ademas del pancreas, el tejido adiposo y el musculo
[5], actia sobre mudltiples tejidos para coordinar el
metabolismo de los carbohidratos y lipidos en
respuesta al estado nutricional, se secreta en
respuesta al ayuno prolongado y tiene efectos
similares al glucagon [2].

Los niveles de FGF21 se han asociado
positivamente con obesidad y sindrome metabdlico
y se han reportado aumentados en pacientes con
DM2 [4,6]. Estudios previos realizados en pacientes
con diabetes gestacional han reportado un aumento
en los niveles séricos de FGF21 en comparacién
con embarazadas normoglucémicas [2,3,6]. De
igual forma existen estudios donde se ha
encontrado una disminucion los niveles de FGF21
en liquido cefalorraquideo [6], asi como un aumento
en la produccion de esta molécula a nivel
placentario en mujeres con DMG [5,6].

Estudios previos demuestran que el polimorfismo
rs11665896 de la region 3'UTR del gen FGF21 se
asocia a enfermedades metabdlicas como
obesidad, diabetes y sindrome metabdlico [7].
Basandonos en estos antecedentes el objetivo de
nuestro estudio fue asociar el polimorfismo 3'UTR
(rs 11665896) del gen FGF21 con los niveles
solubles de esta molécula en pacientes con
diabetes mellitus gestacional.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se incluyeron un total de 59
pacientes embarazadas atendidas en el Hospital de
Especialidades Materno Infantil de Ledn, durante el
periodo de junio a julio del 2017. Se elabor6 un
formato de consentimiento informado y éste fue
firmado, por cada paciente incluida en el estudio,
ademés de una historia clinica breve. Las pacientes
incluidas cumplian los siguientes criterios; edad
entre 18 y 43 afos, que se encontraran entre la
semana 18 y 30 de gestacion, sin diagndstico previo
de DM2. Los criterios de inclusion para los sujetos
controles fueron que no tuvieran historia de DMG,
preeclampsia o0 productos macrosémicos en
embarazos previos. Para el diagnéstico de DMG se
realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa con 75
gramos y se usaron los criterios ADA 2016 [8]. De
todas las pacientes se obtuvieron muestras de
sangre periférica para la extraccion de suero y DNA,
se realizaron mediciones de colesterol, triglicéridos,
HDL, LDL y VLDL.

Para la extraccion de DNA se usé como
anticoagulante EDTA. EI DNA se obtuvo a patrtir del
paquete leucocitario mediante la técnica de TSNT,
las células blancas se lisaron con buffer tsnt,
seguido de los reactivos fenol, cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), y seguido de precipitacion de
ADN con etanol 100%, la resuspension final se hizo
con buffer TE 1X. Posteriormente se refrigera para
su conservacion a -20°C.

Se realiz6 la amplificacion del gen FGF 21 para
3'UTR (rs 11665896) mediante PCR con los primers
5TGTGTGGTGTCTGAGGGAAG-3’ (Foward) vy
5’ GAAGTCAAGAGATGGAGAGCA-3 (Reverse).
Las condiciones  de la PCR  fueron
desnaturalizacion 94° por 5°30”, seguido de una
temperatura de alineacién de 64° por 30’, extension
a 72° por 30” y una extension final a 72° por 10’,
durante 35 ciclos. EL volumen total de la reaccién
de PCR fue de 25ul que contenia 2 ul de DNA, 2,5
ul de buffer (1X), 3 yl de MgCI2 (3mM), 1.5 ul de
DNTPs 10mM, 10 pM de cada primer, 0.625 pl
(3.1275 U) de Taq polimerasa (Thermo #EP0409),
el producto amplificado fue de 360 pb. Para la
identificacion del polimorfismo rs11665896 cada
uno de los productos de PCR se digirié usando 5 U
de la enzima de restriccion Binl (ROCHE), se
incub6é a 37° por 120 minutos. Finalmente, los
fragmentos obtenidos de la digestion se
visualizaron mediante electroforesis en un gel de
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agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio.
Después de la digestion los productos esperados
fueron: GG: 360 pb GT: 360 pb, 273 pby 87 pb TT:
273 pb y 87 pb.

Cuantificacion de los niveles séricos de FGF21. Se
realizd empleando la técnica de inmunoensayo
enzimatico cuantitativo (ELISA) tipo sandwich, se
utilizé una microplaca revestida por el anticuerpo
monoclonal especifico para FGF21 humano. Se
pipetearon en cada pocillo las muestras de suero,
inmovilizado cualquier FGF21 presente, después se
realizaron lavados para eliminar las sustancias no
unidas. Se afiadié un anticuerpo policlonal ligado a
una enzima especifica, se realizé un segundo
lavado para eliminar cualquier reactivo anticuerpo-
enzima no unido. Se afiadié una solucién de
sustrato para pigmentar los pocillos, donde el color
se desarroll6 en proporcion a la cantidad de FGF21
y posteriormente se ley6 la absorbancia de cada
muestra. El valor minimo detectable por el ensayo
fue 4.67 pg/mL con un coeficiente de variacion de
3.43.

RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro estudio se incluy6 un total de 59 mujeres
embarazadas, de las ~cuales 21 fueron
diagnosticadas con DMG y 37 fueron pacientes
normoglucémicas, con estos resultados se
organizaron dos grupos el primero formado por
pacientes con DMG vy el segundo con
normoglucémicas como grupo de sujetos control.

En cuanto a las caracteristicas de las participantes,
para las pacientes con DMG la media de la edad fue
30.12 (¥6.82), mientras que para los sujetos control
fue de 27.09 (¥7.58). Se encontrd una diferencia
significativa entre los niveles de glucosa en ayuno,
ala horay a las dos horas, triglicéridos, ademas de
VLDL entre las pacientes con DMG y los sujetos
control, no asi en los niveles de colesterol, HDL y
LDL (Tabla 1).

En la genatipificacion para el polimorfismo
rs11665896 del gen FGF21, en el grupo de
pacientes con DMG encontramos 16 (76.19%) con
el genotipo GG, 4 (19.05%) con el genotipo GTy 1
paciente (4.76%) con el genotipo TT. Para el grupo
de sujetos control encontramos 19 (51.35%) con
genotipo GG, 16 (43.24%) con GT y 2 (5.40%) con
genotipo TT. Para su andlisis se agruparon por

genotipo, por alelos, por modelo dominante y por
modelo recesivo, se realizé6 mediante una razén de
momios.

Los resultados no muestran una diferencia
significativa analizando entre la presencia de cada
uno de los genotipos GT y TT con el genotipo
silvestre GG, entre pacientes con DMG vy sujetos
control (Intervalo de confianza [IC] 95% 0.08 a 1.07,
p=0.063 e IC 95% 0.05 a 7.17, p=0.682
respectivamente). De igual forma no se encontré
una diferencia significativa en el modelo por alelos
(IC 95% 0.16 a 1.23, p=0.119) (Tabla 2).

En cuanto al analisis por modelos, el andlisis
demostré segun el modelo dominante que la
presencia de un solo alelo polimérfico aumenta
significativamente el riesgo para desarrollar DMG
(IC 95% 0.09 a 0.98, p=0.046). Por otro lado, el
modelo recesivo no mostré significancia (IC 95%
0.07 a 10.27, p=0.915) (Tabla 2).

En cuanto la cuantificacion de FGF21 sérico se
revisaron tanto los niveles para pacientes como
para sujetos control, para su analisis estadistico se
analizaron cada uno de estos grupos por separado,
y posteriormente se subdividieron para su
comparacién segin su genotipo en GG
comparando con los genotipos GT mas TT. Se
realiz6 una prueba t para datos no pareados, no
encontramos una diferencia significativa de los
niveles de FGF21 entre las pacientes con DMG y
los sujetos control (p=0.575) (Imagen 1). No se
encontré una diferencia significativa entre los
niveles de FGF21 segln su genotipo en los grupos
de pacientes con DMG (p=0.073) (Imagen 2).

En nuestra poblacién observamos que la presencia
del polimorfismo rs 11665896 del gen FGF21 tiene
un comportamiento de tipo dominante, ademas de
presentarse mas en los sujetos control que en las
pacientes con DMG, Zhang et al reportd que existe
una relacién entre este polimorfismo en su estudio
en pacientes con sindrome metabdlico, obesidad y
DM2 [7]. En nuestro caso parece tratarse de un
factor protector debido la prevalencia del
polimorfismo en las embarazadas
normoglucémicas.

En cuanto a los niveles de FGF21 que reportamos
en nuestro estudio, no encontramos una diferencia
significativa entre las pacientes con DMG vy los
sujetos control, igual que Stein et al [1] que no
encontrd una relacion entre estos dos grupos, sin
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embargo, mas recientemente Tank et al [6] y Li et al
[3] reportan que si existe una relacién entre el
aumento de los niveles de FGF21 en sangre en
pacientes con DMG. En nuestros resultados,
aunque no encontramos ninguna relacion con la
presencia del polimorfismo en las pacientes con
DMG, se observa cierta tendencia a la presencia de
niveles méas elevados de FGF21 en pacientes sin la
mutacion.

Limitaciones del estudio, para nuestro estudio se
puede destacar el tamafio de la muestra, debido a
la baja cantidad de pacientes con DMG que
contamos, ademas de sujetos control. No sabemos
con exactitud, pero podemos plantear una hipotesis
de que la presencia del polimorfismo altera la
funcion final de la proteina FGF21, en base a esto
explicar que exista una mayor prevalencia del
polimorfismo en los sujetos control.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se realiz6 la genotipificacién
de pacientes con DMG para el polimorfismo de la
region 3JUTR (rs 11665896) del FGF21
comparadndolo con los niveles de FGF21.
Encontramos un comportamiento dominante del
polimorfismo, que nos plantea que la presencia de
un solo alelo mutado aumenta el riesgo para el
desarrollo de DMG. En la cuantificacion de FGF21,
aungue no encontramos una diferencia significativa
entre las pacientes con DMG vy los sujetos control,
al analizar los niveles de FGF21 en cada uno de los
genotipos en las pacientes con DMG, observamos
una tendencia que muestra niveles més elevados
de FGF21 en pacientes con un genotipo silvestre,
proponemos el aumento del tamafio de la muestra
ya que es una de las limitantes que encontramos en
nuestro estudio. Sin embargo, con nuestros
resultados podemos plantear la hipotesis de que el
polimorfismo rs 11665896 genera una modificacién
gue da como resultado en la produccién menor de
FGF21 en pacientes con DMG.
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IMAGEN 1: Niveles de FGF21 en pacientes con DMG y
sujetos control.

Tabla 2- Andlisia genético dal polimorfismo ra1 1685896 del gen FGFZ1

Tabla 1: Caracteristicas genarales de las participantss an el

I Condroles n (%) DMG n (%) OR 1C85%: P
GG 19 (51.36) 16({76.19)
GT 16 (43.24) 4 {19.05) 0.2969 | 0082107 | 0.0683
™ 2(5.40) 1(4.76) 05938 | 005a717 | 0631
Alelos
G 54 (T2.47) 36 (85.71)
T 20 (27.09) 6{1420) | 04500 | 01653123 | 0.110
Modalo dominanta
GG 19(51.29) 16/{76.19)
GT+TT 18 [45.65) 3(23.81) 0. 2961 0093098 | 0.045
Modslo recesio
GG+GET 35 (04 50) 20{85.24)
L 2(5.40) 1{4.78) 08750 | 0071027 | 0.915

estudio
: DMG Sujetos control | P
Edad 30.1246.82 27.0827.58 0.055
SDG 25.99+5.17 2592285 0.938
IMC 2031859 2742540 0.128
Laboratorio
Glocosaenaywmo | 044022355 76.8928.36 <0.001
Glucasa 1 h 2097845174 | 1228322027 | <0001
Glucosa2 h 180.45+£53.39 103.12:2245 <0.001
Trgicendos 243 74405 40 175.36255.99 <0.001
Colesterol 217.83442 90 218.83252.91 0.024
HDOL 61.16213.15 664821700 0127
LoL 107.93+33.00 11944243 21 0.236
ViDL 51.40221.20 354421065 <0.001
Valores exprezados en medis £ DE
p=0.073
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IMAGEN 2: Niveles de FGF21 en pacientes con DMG
seglin su genotipo para el polimorfismo rs11665896 del

gen de FGF21.
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