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SUMMARY

The objective of this work is to determine the gene-
tic susceptibility of PAI-1 and the GP IIb/Illa platelet
receptor in the pathogenesis of the coagulation sys-
tem of gestational diabetes (GD).

Biological samples were taken from 151 pregnant
women; n = 74 with GD and n = 77 as a control. Ge-
netic polymorphisms for the GPIIb/IIla gene and PAI-
1 were analysed and a study of coagulation parame-
ters TF, protein S, protein C, antithrombin III, Factor
II, fibrinogen, TPTA and TP was carried out.

The presence of 4G allele was associated with a
higher risk of complications in the GD group ( 37.2%
vs 53.1% respectively for the absence or presence of
complications), and in the GD group significant diffe-
rences were obtained in the fibrinogen values for the
A1/A1 genotype and the A1A1-5G5G haplotype (p <
0.05).

The association of determined allelic-genotype
combinations of the markers analysed in the GD
group of patients makes to think of the existence of
genetic participation in the variability of determined
parameters of haemostasis in this sub-population.

INTRODUCCION

La diabetes gestacional (DG) es una alteracién en
el metabolismo de los hidratos de carbono que se
diagnostica por primera vez durante el embarazo'.
Afecta a un 3-12% de la poblacién obstétrica y, nor-
malmente, no comporta tanta importancia por su cli-
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nica como por sus consecuencias, algunas de las cua-
les son de especial relevancia, lo que justifica un
diagnostico y tratamiento de esta patologia lo mads
temprano posible?.

En casos de hiperglucemia, como en las distintas
formas de diabetes mellitus (DM), es conocida la
existencia de alteraciones que comportan mayor ries-
go trombdtico y aterdsico’. La activacién del proceso
arteriosclerético y del dafio tisular presenta una im-
portante variabilidad interindividual®. Asi, se conocen
algunas variantes genéticas que pueden determinar
mayor riesgo cardiovascular. Entre ellas destacan las
variaciones descritas para el gen del receptor de la
glucoproteina de la membrana plaquetaria IIb/IIla
(GP IIb/IIIa) y para el gen del inhibidor del activador
del plasmin6geno (PAI-1) que se han asociado, en al-
gunos trabajos, a una mayor susceptibilidad para pre-
sentar formas trombdticas en el contexto de enferme-
dades cardiovasculares>®,

En este trabajo se evalia el papel de la susceptibili-
dad genética del gen del receptor de la GP IIb/Illa y
del PAI-1 en el contexto de la DG.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre en la vena antecu-
bital de las pacientes mediante vacutainer en tubos
con EDTA entre las semanas 16 y 36 de embarazo. Se
extrajo el ADN de las muestras y se congelaron a
—20 °C. Posteriormente, atendiendo a la evolucidn de
la gestacién y a los resultados perinatales, se dividie-
ron los grupos en gestantes sin patologia asociada (n
= 77) y mujeres con DG (n = 74); este tltimo grupo
se subdividid, asimismo, en gestantes con DG con
complicaciones (n = 35) y DG sin complicaciones
asociadas (n = 39). Se consideraron DG complicadas
aquellas que presentaron preeclampsia, oligoamnios o
polihidramnios fetal, feto grande para la edad gesta-
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Tabla I. Variables epidemioldgicas y clinicas consideradas en los distintos grupos

GRUPO 3 (n=77)

GRUPO 4 (n = 74)

GESTANTES 'Y Il T GESTANTES CON DG p
Edad 30 (20-41) 32 (27-44) NS
Paridad
Multipara 46,5% 55,1% NS
Nulipara 53,5% 44.9% NS
IMC inicio (kg/m?) 23,5 (15,94-42,22) 23,5 (18,13-43,28) NS
IMC final del embarazo (kg/m?) 27,7 (22,42-43,55) 28,22 (23,04-44,82) NS
EG muestra (semanas) 25 (16-36) 31 (16-36) NS
EG inicio del tratamiento (semanas) 32 (16-36) NS
Duracién del tratamiento (semanas) 7,2 (1-22) NS

Medias y desviacion estandar en las variables de distribucion normal; medianas, maximo y minimo en las variables no normales, y
porcentajes en la paridad. IMC: indice de masa corporal; EG: edad gestacional; DG: diabetes gestacional.

cional (GEG), necesidad de insulinizacién materna y
feto pequefio para la edad gestacional (PEG).

Extraccion del ADN

Inicialmente las células se lisaron por incubacion
de la muestra en agitacién y se procedié a la precipi-
tacién del ADN. Se recuperé el ADN vy se cuantific
mediante lectura de la absorbancia de la muestra.

Deteccion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) del gen del receptor de la GP IIb/IIla

El polimorfismo consiste en una mutacién puntual
de la citosina por timidina en la posicién 198 en el
exon 2 del gen en el cromosoma 17g21. Se somete el
ADN a los procesos de amplificacién, desnaturaliza-
cién, hibridacién y extension sucesivamente. La reac-
cién se lleva a cabo en un volumen final de 50 pl con
100 ng de muestra, 1,6 mM MgCl2, 0,1 nM de cada
dNTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania),
0,1 mM de cada oligonucleétido y 1 U de Taq polime-
rasa (Gibco BRL). Se procedi6 a la electroforesis con
un gel de agarosa y la aplicacién de un campo eléctri-
co de 120 V, 10 V/cm gel durante 30-60 min. Una vez
asegurada la amplificacién se procedi6 a la digestion
de parte del producto con la enzima de restricciéon
Mspl. Se preparé un nuevo gel y se obtuvo un poli-
morfismo dialélico con tres bandas de distinto tamafio:
una de 106 pb correspondiente al alelo Al (sin presen-
cia de sitio de restriccién) y un conjunto de 67 pb y 39
pb del alelo A2 (presencia de sitio de restriccion).

Deteccion por PCR del gen del PAI-1
(insercion/delecion C region promotora 7q)

El gen del PAI-1 se encuentra localizado en el
brazo largo del cromosoma 7 (7q). Se trata de un

polimorfismo de insercién/delecién de una sola
base, la citosina situada en la regiéon promotora, 675
pb por encima del sitio de inicio de la transcripcion.
La insercién se denomina 5G y la delecion 4G. La
técnica que se utiliza se denomina ASO-PCR (oli-
gonucledtidos especificos de alelo-reaccién en ca-
dena de la polimerasa) y consiste en una doble am-
plificacién con unos alelos comunes que sirven
como control y un oligonucledtido especifico para
el alelo que queramos amplificar. Cada reaccién se
lleva a cabo en un volumen final de 25 ul que con-
tiene 1,5 mM MgCl2, 0,2nM de cada dNTP (Boeh-
ringer Mannheim, Mannheim, Alemania), 0,2 uM
de cada oligonucleétido y 1 U de Taq polimerasa
(Gibco BRL). El ADN se somete sucesivamente a
desnaturalizacion, amplificacién, hibridacién y ex-
tension. Los productos de la PCR se someten a una
electroforesis con gel. El alelo que estemos amplifi-
cando da lugar a una banda de 139 pb y la banda
control tendrd 267 pb.

Analisis estadistico

La recogida de datos se llevo a cabo mediante
la utilizacién de la hoja de cdlculo del paquete in-
formatico Excel 97 para Windows 98. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el paquete esta-
distico SPSS/PC (9.0 para Windows). Se compro-
b6 la normalidad de las variables mediante la
prueba de Shapiro-Wilks. Para las variables con
distribucién normal se utilizaron las pruebas de la
t de Student-Fisher y ANOVA. Para las variables
que no se distribuyeron con una curva de normali-
dad se utilizaron los tests, de la U de Mann-Whit-
ney y de Kruskal-Wallis. Intervalo de confianza
de la media del 95%. El nivel de significacion
aceptado fue de p < 0,5.
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Tabla II. Polimorfismos genéticos para

la glucoproteina de la membrana plaquetaria ITb/IIla
en los grupos de gestantes II-IIIT y con diabetes
gestacional (DG)

| GESTANTES SANAS (n = 77)

| GESTANTES CON DG (n = 74)

Al/Al 79,7% 73,6%
A2/A2 1,4% 1,4%
Al/A2 18,8% 25%

%x>=0,78; p: no significativa.

Tabla III. Distribucién de frecuencias en los
polimorfismos genéticos de la glucoproteina de la
membrana plaquetaria IIb/IIla en las pacientes con
diabetes gestacional (DG) con y sin hiperglucemias

GRUPO DE DG SIN
HIPERGLUCEMIAS (n = 39)

GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n = 35)

Al/Al 72,5% 5%
A2/A2 0% 3,1%
Al/A2 27,5% 21,9%

x* = 1,86; p: no significativa.

Tabla I'V. Distribucion de frecuencias en el
polimorfismo A1/A1 frente al resto de polimorfismos
de la glucoproteina de la membrana plaquetaria
IIb/I11a en las pacientes con diabetes gestacional (DG)
con y sin hiperglucemias

GRUPO DE DG SIN GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n=39) | HIPERGLUCEMIAS (n = 35)

Al/Al 72.5% 75%

Resto 27.5% 25%

%>=0,041; p: no significativa.

RESULTADOS

Datos epidemiolégicos y clinicos

Los datos epidemioldgicos y clinicos de cada grupo
se recogen en la tabla I. Del grupo de DG un 10,4%
del total inici6 el parto con una induccién o una cesa-
rea electiva. La mayoria de los partos del grupo de
gestantes sin patologia se inici6 de forma espontdnea
(94,6%). El porcentaje de fetos GEG fue del 4,1% en
el grupo de DG y del 2,6% en el grupo de gestantes
control. Los fetos PEG quedaron claramente inclui-
dos en el grupo de mujeres con DG, constituyendo un
17,6% del total de los fetos de este grupo.

Estudio de los polimorfismos genéticos para
el receptor de la GP IIb/Il1a

Las frecuencias genotipicas observadas en el grupo
de gestantes sanas no presentaron diferencias signifi-
cativas al compararlas con el grupo de DG (tabla II).

Tabla V. Distribucién de frecuencias en los
polimorfismos genéticos para el inhibidor del
activador del plasminégeno (PAI-1) estudiados en el
grupo de gestantes control y en las pacientes con
diabetes gestacional (DG)

| GESTANTES SANAS (n=77) | GESTANTES CON DG (n =74)

4G/4G 28.8% 26,8%
5G/5G 30,5% 38%
4G/5G 40,7% 35,2%

x> = 0,83; p: no significativa.

Tabla VI. Distribucion de frecuencias en los
polimorfismos para el inhibidor del activador

del plasminégeno (PAI-1) en las pacientes con diabetes
gestacional (DG) con y sin hiperglucemiass

GRUPO DE DG SIN GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n = 39) HIPERGLUCEMIAS (n = 35)
4G/AG 20,5% 34,4%
5G/5G 46,2% 28,1%
4G/5G 33,3% 37.5%

x* = 2,88; p: no significativa.

Tampoco observamos diferencias cuando se comparé
la distribucién genotipica entre las pacientes con DG
seglin presentaran o no complicaciones (tabla III).

Al clasificar a las pacientes segtn la presencia en
su genotipo del alelo A2, que se habia descrito en la
poblacién normal como marcador de riesgo trombdti-
co, no se observaron diferencias entre las pacientes
con DG con y sin complicaciones (tabla IV).

Estudio de los polimorfismos para el PAI-1

Si comparamos las frecuencias genotipicas en el
PAI-1 en los grupos de gestantes normales y gestantes
con DG, no obtenemos diferencias significativas (ta-
bla V). Si comparamos los mismos genotipos del
PAI-1 entre DG con y sin complicaciones, tampoco
obtenemos diferencias significativas entre los grupos
(tabla VI).

Igualmente, al separar el grupo de mujeres con el
genotipo 5G/5G, considerado de menor riesgo trom-
bético frente a otras combinaciones genéticas, en las
DG con y sin complicaciones no obtenemos diferen-
cias significativas, a pesar de evidenciarse una cierta
tendencia en el grupo de mujeres con complicaciones
hacia los genotipos considerados de mayor riesgo
trombdtico (tabla VII).

La presencia del alelo 4G se asoci6 de forma esta-
disticamente significativa con mayor riesgo de pre-
sentar complicaciones entre las DG (37,2 frente a
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Tabla VII. Distribucién de frecuencias

en el polimorfismo 5G/5G para el inhibidor

del activador del plasminégeno (PAI-1) y el resto de
polimorfismos en las pacientes con diabetes
gestacional (DG) con y sin complicaciones

GRUPO DE DG SIN GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n = 39) HIPERGLUCEMIAS (n = 35)

Resto 53,8% 71,8%

5G/5G 46,1% 28,1%

x>= 1,72; p: no significativa.

Tabla VIII. Distribucion de frecuencias para los alelos
analizados en el inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1) en las pacientes con diabetes
gestacional (DG) con y sin complicaciones

GRUPO DE DG SIN GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n = 39) HIPERGLUCEMIAS (n = 35)
4G 37,2% 53,1%
5G 62,8% 46,9%

Fisher: p < 0,05 (p = 0,041).

Tabla IX. Distribucion de frecuencias para el haplotipo
de riesgo y el resto en las pacientes con diabetes
gestacional (DG) con y sin complicaciones

GRUPO DE DG SIN GRUPO DE DG CON
HIPERGLUCEMIAS (n = 39) HIPERGLUCEMIAS (n = 35)

No riesgo 38,5% 15,6%

Resto 61,5% 84,4%

Fisher: p < 0,05 (p = 0,029).

53,1% para la ausencia y presencia de complicacio-
nes, respectivamente) (tabla VIII).

Polimorfismos para el haplotipo GP IIb/IIIa
mas PAI-1

La distribucién de frecuencias para el haplotipo
considerado de no riesgo frente al resto de combina-
ciones presento diferencias significativas entre el gru-
po de DG sin complicaciones y el de DG con compli-
caciones. Los resultados se recogen en la tabla IX.

DISCUSION

La DM tipo 2 es una enfermedad con una impor-
tante carga genética familiar. La DG presenta, a su
vez, una serie de caracteristicas muy similares a las
que acontecen en el contexto de la DM tipo 2. Asi, la
participacion genética en la susceptibilidad de presen-
tar DG puede desempefiar un papel importante en la
patogenia de dicha enfermedad. Los estudios realiza-
dos hasta la actualidad para intentar descubrir alguna

causa genética responsable del desarrollo de la DG
son escasos y se han orientado, sobre todo, hacia mar-
cadores genéticos del sistema HLA®!?. Ninguno de
ellos ha conseguido demostrar con resultados conclu-
yentes la presencia de algiin gen que determine el au-
mento del riesgo de presentar esta enfermedad. Los
trabajos mds recientes se han orientado al estudio de
mutaciones de diversos factores de transcripcion de la
célula beta, los cuales aparecen con una frecuencia
muy baja en los pacientes con DG'.

El objetivo principal de nuestro trabajo se basa en
el estudio de los polimorfismos para los genes descri-
tos en los grupos de DG con y sin complicaciones
asociadas. Parece ser que algunos de los polimorfis-
mos descritos para el gen de la GP IIb/Illa de la mem-
brana plaquetaria y del PAI-1 se asocian a mayor inci-
dencia de complicaciones cardiovasculares en
algunos grupos poblacionales estudiados>®.

La presentacion asintomadtica en la mayoria de los
casos de la DG durante el embarazo, sumada a sus
consecuencias de cierta relevancia, ha motivado el
cribado poblacional para esta enfermedad en todas las
gestantes de riesgo. Pero, una vez diagnosticada la
presencia o no de enfermedad, el desconocimiento
completo de los factores que condicionan la evolu-
cion de esta patologia durante el embarazo dificulta la
puesta en marcha de actitudes preventivas de las posi-
bles complicaciones en la gestacion. El conocimiento
acerca de qué gestantes son susceptibles o no de pre-
sentar complicaciones en el transcurso de la DG po-
dria facilitar el inicio de maniobras preventivas.

El andlisis poblacional de los polimorfismos obte-
nidos para el gen de la GP IIb/Ila y para el gen del
PAI-1 no demostré diferencias entre la poblacién de
gestantes sanas respecto a la poblaciéon con DG (ta-
blas IT y V). Asi pues, dichos polimorfismos genéti-
cos no se revelaron utiles como marcadores de sucep-
tibilidad para presentar DG.

Basandonos en resultados previos de distintos gru-
pos de trabajo para analizar las distintas variables es-
tudiadas en el contexto de la DG, se procedi6 a la
agrupacién genotipica tanto del gen de la GP IIb/Illa
como del PAI-1 en relacién con lo que ha sido deter-
minado como genotipo de riesgo cardiovascular o de
enfermedad tromboembdlica respecto a aquellos ge-
notipos con menos riesgo>*!2. Concretamente, para el
gen de la GP IIb/Illa se agrupé a la poblacion entre
las portadoras homocigotas del alelo Al frente al res-
to de genotipos, y para el gen del PAI-1 se agrupé a la
poblacion entre las portadoras homocigotas del alelo
5G frente al resto de genotipos. La distribucién geno-
tipica de ambos polimorfismos no se mostré diferente
entre el grupo de DG sin complicaciones respecto al
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grupo con ellas. Sin embargo, la distribucién alélica
del gen del PAI-1 mostré que las mujeres que desa-
rrollaron complicaciones en la DG durante el embara-
zo presentaban mayor incidencia de la presencia del
alelo 4G en su genotipo (53,1% para el alelo 4G fren-
te al 46,9% para el alelo 5G en el grupo de DG con
complicaciones; p < 0,05). La comparacién de genoti-
pos multiples para el gen de la GP IIb/IIla y del PAI-1
mediante la distribucién de frecuencias para la com-
binacién considerada de no riesgo 5G/5G y presencia
de Al1/Al frente al resto de combinaciones mostrd
una diferencia significativa entre el grupo de DG con
una mayor frecuencia de la combinacién genotipica
considerada de riesgo, presencia de A2 y 4G, entre las
DG que habian presentado alguna complicacién du-
rante el embarazo (tabla IX) (p < 0,005).

Asi pues, a modo de sintesis, las observaciones que
hemos descrito indican que los polimorfismos de los
genes analizados no representan un determinante ge-
nético de susceptibilidad para presentar DG. Sin em-
bargo, la presencia del alelo 4G del gen del PAI-1 y la
combinacién de genotipos considerados de riesgo,
junto con el gen de la GP IIb/Il]a, parecen determinar
un subgrupo de DG con mayor tendencia a desarrollar
alguna complicacién durante el embarazo.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es determinar la
susceptibilidad genética ejercida por el PAI-1 y el
receptor GP IIb/IlIa de las plaquetas en la patogenia
de la activacién del sistema de la coagulacién en la
diabetes gestacional (DG).

Se seleccionaron muestras bioldgicas de 151 ges-
tantes; n = 74 con DG y n = 77 control. Se analizaron
los polimorfismos genéticos para el gen de la GP IIb
[ITa y el PAI-1 y el estudio de los pardmetros de la co-
agulacién TF, proteina S, proteina C, antitrombina III,
factor II, fibrinégeno, TPTA'Y TP.

La presencia del alelo 4G se asocié con un mayor
riesgo de presentar complicaciones entre las DG
(37,2% frente a 53,1% para la ausencia y presencia de
complicaciones, respectivamente) y en el grupo de
DG se hallaron diferencias significativas en los valo-
res de fibrindgeno para el genotipo A1/A1 y el haplo-
tipo A1A1-5G5G (p < 0,05).

La asociacion de determinadas combinaciones ale-
licogenotipicas de los marcadores analizados en el

grupo de pacientes con DG hace pensar en la existen-
cia de una participacién genética en la variabilidad de
determinados pardmetros de la hemostasia en esta
subpoblacioén.
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