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. Resumen

Antecedentes: La diabetes gestacional (DG) es un padecimiento caracterizado
por la intolerancia a los carbohidratos que se diagnostica por primera vez durante el

segundo o tercer trimestre del embarazo.

Durante el embarazo hay alteraciones en diversos metabolitos que participan en el
ciclo de un carbono, como la colina y la betaina, ambos metabolitos participan en
la metilacion de histonas y en la transcripcion de genes relacionada con la diabetes

como el gen de lainsulina, TCF7L2, y PPARy durante el desarrollo embrionario.

Estos metabolitos tienen diversas funciones entre ellas son importantes para
mantener los niveles de metilacion en cromatina y en genes importantes en el

desarrollo del individuo.

La proteina 1 parecida al transportador de colina (CTL-1, del inglés choline
transporter-like protein) es el principal transportador de colina, responsable de la
absorcidn placentaria y del suministro placentario de colina. Este transportador esta
presente en los trofoblastos y la modificacién de esta proteina podria afectar el

transporte de colina al feto.

Objetivo: Comparar las concentraciones de betaina y colina por cromatografia
liguida de ultra alta resolucién (UPLC) en el binomio madre-recién nacido con y sin

diabetes gestacional.

Material y método: Se analizaron un total de 128 muestras de suero en madres y
134 muestras de recién nacidos (RN) obtenidas de cordén umbilical. De estas
muestras 70 fueron de madres sin diabetes gestacional (M-SDG) y 58 madres con
diabetes gestacional (M-DG). En total fueron 76 recién nacidos sin diabetes
gestacional (RN-SDG) y 58 con diabetes gestacional (RN-DG). Se aplicé un
cuestionario para obtener los datos antropométricos. Se cuantificé betaina y colina
por medio de UPLC MS/MS, glucosa y HbA1c.



Resultados: En este estudio se cuantificaron los niveles de betaina y colina para
identificar si hay diferencias entre el binomio madre-recién nacido con y sin diabetes
gestacional. En los RN la concentracion de colina fue significativa de 7.41 pg/mL
para el grupo de RN-SDG y de 6.46 ng/mL para RN-DG (p=0.006). La concentracién
de betaina en RN-SDG fue de 3.03 ng/mL y RN-DG de 2.98 ug/mL (p=0.770).

Entre las madres, la concentracion de betaina fue significativa de 1.47 ug/mL en M-
SDG y 1.84 ug/mL en M-DG (p=0.002). La concentracion de la colina no fue
estadisticamente diferente, 2.54ug/mL en M-DG y de 2.36ug/mL en M-SDG
(p=0.059).

La concentraciéon de colina en los RN fue aproximadamente 2.5 veces mayor que
en las madres en el momento del parto (P<0.05). La concentracion de betaina fue

de aproximadamente el doble en los RN en comparacién con sus madres (P<0.05).

Conclusiones: La concentracion de betaina fue mayor en M-DG comparado con las
M-SDG. En los RN la concentracion de colina fue mayor en el grupo de RN-SDG.
En general, los dos metabolitos presentaron concentraciones mayores en los RN

comparados con las madres.



Il. Introduccién

De acuerdo con cifras de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2012, la prevalencia de diabetes en el pais paso6 de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016,
esto con base a un diagnodstico previo de la enfermedad. Las mujeres reportan
mayores valores de diabetes (10.3%) que los hombres (8.4%). Esta tendencia se
observa tanto en localidades urbanas (10.5% en mujeres y 8.2% en hombres) como
en rurales (9.5% en mujeres, 8.9% en hombres). En México se ha reportado una

prevalencia que va del 14 al 19% de diabetes gestacional.

La encuesta indica que el grupo de la poblacion que tuvo el mayor crecimiento de
obesidad fue el de las mujeres de entre 20 y 29 afios en edad reproductiva; por lo
tanto, se estima que un numero creciente de embarazos tendra complicaciones

relacionadas a la obesidad como la diabetes gestacional (DG).

La betaina y la colina son metabolitos, de amonio cuaternario que se encuentra en
el cuerpo humano de forma endoégena y exégena. La betaina la podemos obtener
mediante la oxidacién de la colina en la mitocondria y la segunda, por medio de
alimentos como espinacas, betabel y productos de trigo. La colina se puede obtener
también en diversos alimentos como es el huevo, garbanzos e higado de carnero y
de forma enddégena se encuentra en forma de colina libre como fosfocolina,
glicerofosfocolina, CDP-colina y acetilcolina. Estos metabolitos estan implicados
dentro del ciclo metabdlico de los compuestos de un carbono, donde se genera un
grupo metilo que esta disponible para metilar el ADN. Cuando la citosina es metilada
ocurren cambios heredables que no involucran la alteracion en la secuencia de los
nucleotidos del ADN.

Altas concentraciones de betaina y colina se han encontrado asociadas con una
disminucién de homocisteina, un aumento de S-adenosilmetionina y asi una
hipermetilacion del DNA en sitios CpG, reprimiendo la expresion de algunos genes.

Los niveles de betaina son incrementados después de dos anos de intervencion en



el estilo de vida, por lo que podria ser util en la monitorizacion de enfermedades

relacionadas con el metabolismo como lo es la DG."3

[1l. Marco tedrico

1.1 Clasificacién de diabetes.

La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

1. Diabetes tipo 1. Debido a la destruccion de las células autoinmunes, que

generalmente conduce a una deficiencia de insulina.’

2. Diabetes tipo 2 (DT2). Debido a la pérdida progresiva de la secrecion de insulina

de células B del pancreas con frecuencia en el fondo de la resistencia a la insulina.’

3. Diabetes gestacional (DG). Diabetes diagnosticada en el segundo o tercer
trimestre del embarazo que no fue claramente evidente diabetes antes de la

gestacion.’

4. Tipos especificos de diabetes debido a otras causas, por ejemplo, sindromes de
diabetes monogénica, como la diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la
madurez de los jovenes (MODY), enfermedades del pancreas exocrino (como
fibrosis quistica y pancreatitis), y diabetes inducida por farmacos o sustancias
quimicas (como con el uso de glucocorticoides, en el tratamiento del VIH / SIDA, o

después del trasplante de 6rganos).’



[11.1.2 Definicion de diabetes gestacional (DG)

Durante anos, la DG se definio como cualquier grado de intolerancia a la glucosa
que se reconoce por primera vez durante el embarazo,’ independientemente de si
la condicién puede haber precedido al embarazo o persistido después del mismo.
Esta definicion facilité una estrategia para la deteccion y clasificacion de DG, pero
estuvo limitada por la imprecision. La epidemia en curso de obesidad y diabetes ha
llevado a mas diabetes tipo 2 en mujeres en edad fértil, con un aumento en el
nimero de mujeres embarazadas con diabetes tipo 2 no diagnosticada.? Debido a
la cantidad de mujeres embarazadas con diabetes tipo 2 sin diagnosticar, es
razonable evaluar a las mujeres con factores de riesgo para la diabetes tipo 2 en su

periodo prenatal inicial utilizando criterios diagnosticos estandar. 2

Las mujeres diagnosticadas con diabetes segun los criterios de diagndstico
estandar en el primer trimestre deben clasificarse con diabetes pregestacional
preexistente (diabetes tipo 2 o, muy rara vez, diabetes tipo 1 o diabetes
monogeénica). Se puede recomendar a las mujeres que tienen prediabetes en el
primer trimestre a hacer cambios en el estilo de vida para reducir su riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2, y quizas DG, aunque se necesita mas estudio. 2

La DG es la diabetes que se diagnostica por primera vez en el segundo o tercer

trimestre del embarazo y no es claramente una diabetes tipo 1 o tipo 2 preexistente.?

Debido a que la DMG confiere un mayor riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2
después del parto *>°y porque existen intervenciones de prevencion efectivas, las
mujeres diagnosticadas con DMG deben someterse a exdmenes de deteccion de

prediabetes y DT2 de por vida ¢,



l11.1.3 Complicaciones maternas y fetales.

Las mujeres embarazadas con DG tienen un riesgo elevado de morbilidad
durante el embarazo, el parto y después del nacimiento. En el estudio
Hyperglycemia and Pregnancy Outcome HAPO ° se encontré un riesgo elevado de
hipertension gestacional (5.9%) y de preeclampsia (4.8%). Ese estudio demostro,
ademas, una relacion directa con la primera prueba de glucemia alterada y el riesgo
de preeclampsia. Otra de las complicaciones que pueden experimentar las
embarazadas con diabetes es la macrosomia fetal, donde la hiperglucemia tiene
una relacion directa con la adiposidad neonatal, que se torna en incremento del
tamano fetal y, por ende, del aumento de distocia al momento del nacimiento, sobre
todo de hombro, cuando el peso fetal excede los 4 kg °. Esta macrosomia implica
mayor tasa de nacimiento por cesarea, con una frecuencia aproximada de 23.7%."°
Otro riesgo importante a considerar es la muerte prenatal y posnatal. En el estudio
HAPQ® no se encontré riesgo aumentado de muerte prenatal en pacientes con

hiperglucemia.

Las complicaciones de la DG trascienden al parto, con repercusiones para el feto y
la vida posterior de ambos. La mujer con DG tiene un riesgo elevado de padecer
diabetes mellitus tipo 2 a largo plazo, por lo que se considera un factor predictivo de

la misma.’

Otras complicaciones a largo plazo que experimentan las pacientes son las
enfermedades cardiovasculares y el sindrome metabdlico. La prevalencia de este
ultimo es tres veces mas frecuente en pacientes con DG comparada con las de
concentraciones normales de glucosa. También se ha demostrado que a los tres
meses posparto la prevalencia de sindrome metabdlico se incrementa 10% y 70%
el de riesgo de enfermedad cardiovascular, ' este ultimo atribuido a varios factores
que interactuan, como la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), sindrome metabdlico y la
disfuncién vascular.’> Asi como la DG genera cambios a largo plazo en la madre,
en el recién nacido se generaran alteraciones como la obesidad, DT2 y sindrome

metabolico.”® Estas alteraciones, a largo plazo, dependen de la susceptibilidad
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genética y de la asociacion con ciertas condiciones ambientales posnatales.’* Se
hace referencia al fenomeno de trasmision epigenética, en donde el recién nacido

adquiere caracteristicas de la madre, que se reflejan en la programacién fetal.

La hiperglucemia materna genera hiperglucemia intrauterina lo que, a su vez, da
lugar a la hiperinsulinemia fetal con modificacion en el patrén de crecimiento y
alteracion posterior del metabolismo fetal. Este aumento en el peso fetal incrementa
el riesgo de DT2 (seis veces mas) comparado con el recién nacido con peso

normal.'5 16

El incremento de la diabetes mellitus en el recién nacido genera un riesgo elevado,
a largo plazo, de obesidad (dos veces mayor) y de sindrome metabdlico (cuatro

veces mayor) con respecto a los RN de madre sin DG."

[1l.2 Diagndstico en la diabetes gestacional.

Método de un paso.

Realizar una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTGO) de 75 g, con medicion de
glucosa en plasma después de un ayuno nocturno de al menos 8 horas, cuando se

alcanza o supera cualquiera de los siguientes valores de glucosa en plasma.’

Método en dos pasos.

Paso 1: Realizar una carga de glucosa de 50 g (sin ayuno), con una medicion de
glucosa en plasma a la hora, durante la semana 24 a la 28 de gestacion en mujeres
que no se diagnosticaron previamente diabetes. Si el nivel de glucosa en plasma
medido a la 1 h después de la cargaes de > 130 mg /dL, 135 mg/dL o0 140 mg/
dL, proceder a una prueba de (CTGO) de 100 g (Cuadro 1).



Paso 2: EI (CTGO) de 100 g se debe realizar cuando el paciente esta en ayunas.
El diagnostico de DMG se realiza si se cumplen al menos dos de los siguientes
cuatro niveles de glucosa en plasma (medido en ayunas y 1,2 y 3 horas durante la
(CTGO) o excedido (Cuadro I)."

Carpenter-Coustan NDDG
Ayuno 95 mg /dL (5.3 mmol/ L) 105 mg/dL (5.8 mmol/L)
1h. 180 mg/dL (10.0 mmol/ L) 190 mg/dL (10.6 mmol/L)
2h. 155 mg/ dL (8.6 mmol/ L) 165 mg/dL (9.2 mmol/ dL)
3h. 140 mg/dL (7.8 mmol/L) 145mg/dL (8.0 mmol/dL)

NDDG, National Diabetes Deta Group
Cuadro |. Valores de referencia de CTGO. Tomado de American Diabetes Association.

[11.3 Tratamiento

La meta de la terapia nutricional es: alcanzar valores normales de glucemia,
prevenir la cetosis, que la ganancia de peso sea la adecuada y mantener el
bienestar fetal. Por tal razén, se recomienda una ingesta de carbohidratos limitada
a 33-40%, con 20% de proteinas y 40% de grasas. Ademas, el ejercicio fisico ha
demostrado, en pacientes diabéticos, mejorar la sensibilidad a la insulina en los
tejidos, lo que se traduce en mejores indices de glucemia. La segunda estrategia es
la adecuada monitorizacién glucémica en ayuno y 1-2 hora después de cada
comida.2° E| objetivo es alcanzar concentraciones de glucosa en ayuno inferiores
a 95 mg/dL y postprandiales de 140 mg/dL ala hora y 120 mg/dL a las 2 horas; esto
reduce el riesgo de macrosomia fetal y de complicaciones asociadas.?!?® Sj el
control glucémico no se consigue con dieta y ejercicios la opcion restante es el

tratamiento farmacoldgico (Cuadro II).



Cuadro Il. Tratamiento Farmacoldgico.

Tratamiento inicial con dieta y
ejercicio

Metas glucémicas no logradas

A 4

v

Hipoglucemiantes orales: _,—" Sin control
Metformina

Insulina ‘

l

Dosis inicial de insulina

0.5-0.7 U/Kg 6-18 semanas
0.7-0.8 U/Kg 18-26 semanas

0.9-1.1 U/Kg > 26 semanas

A 4

2/3 de la dosis en la
mafnana

A4

A 4

2/3 dosis NPH al
desayuno

v

Mitad de las dosis en
la tarde

1/3 de dosis de
— insulina rapida al

desayuno

A 4

A 4

Y. dosis de insulina

Meta de la glucemia en ayuno < 95
—> | mg/dL postprandial (2h) < 120 mg/dL

rapida en la cena
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1.4 Placenta

La placenta a término del embarazo mide 18-20 cm de diametro y su espesor es

uniforme, tiene una consistencia blanda y un aspecto esponjoso.

En la placenta hay que considerar dos caras, una materna, otra fetal y un borde
formado por la union de ambas caras. La cara materna mira hacia el utero, se halla
dividida en 10 o 12 Iébulos por surco de profundidad variable. La cara fetal mira
hacia el interior del a cavidad amnidtica, por tanto, al feto, se halla recubierta por el
epitelio amnidtico en ella se inserta el cordon umbilical, generalmente en el centro
(Figura 1).%°

Maternal placenta components

/ Endometrium/Myc\)memum\

decidua
Spiral arteries (invaded
by endovascular

trophoblast)
Maternal blood

Endovascular
trophoblast
o

Syncytiotrophoblast

Fetal placenta components

Figura I. El feto humano y placenta. trofoblastos vellosos de la placenta humana crecen como una estructura
ramificada, maximizando intercambio con la sangre materna. trofoblasto extravelloso invaden el endometrio
materno, y algunas células colonizan las arterias espirales maternas, ampliandolos para maximizar el flujo de
sangre. Tomado de 10.1371 / journal.pgen.1001015.g001.

I1l.4.1 Fisiologia de la placenta

La placenta tiene dos grandes funciones: la produccién endocrina y el
intercambio feto materno de sustancias. El intercambio feto materno de sustancias

ocurre en la placenta a través de una membrana formada por el trofoblasto y su
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membrana basal, tejido conjuntivo, endotelio de los vasos de las vellosidades

coriénicas y su membrana basal .

Mediante el intercambio la sangre materna cede a la sangre fetal los metabolitos

necesarios por el desarrollo del feto y capta los catabolitos del mismo.

El intercambio feto materno de sustancias se puede realizar por los principales
mecanismos de intercambio el cual son los siguientes: difusién simple, difusion

facilitada, transporte activo, pinocitosis y fagocitosis.?

Los principales nutrientes en la placenta son gases, agua, aminoacidos, colesterol,
acidos grasos y glucosa el cual esta ultima se da por difusién facilitada con gran
rapidez, debido a las grandes cantidades que necesita el feto para el metabolismo

y desarrollo.?®

Como ya se ha mencionado los nutrientes placentarios depende del estado
nutricional materno, asi como del tamafio de la placenta, la morfologia, la
vasculatura (flujo de sangre fetal-placentaria) densidad y actividad de los
transportadores de nutrientes. El CTL1 es una proteina trasportadora presente en
los trofoblastos sincitiales, es probablemente el principal transportador de colina

responsable de la absorcion placentaria y del suministro de sangre materna.?®

Los niveles de expresion de CTL2 corresponden a la vasculatura creciente de la
placenta y la localizacioén estricta de CTL2 en el endotelio sugiere que CTL2 puede

desempenar un papel especifico en el transporte de colina endotelial (Figura Il).

Existen pocos informes del patrén de expresiéon de CTL2 en la placenta el cual han
demostrado que CTL2 tiene 2 isoformas expulsadas de diferentes promotores. Se
ha observado que la isoforma P2 de CTL2 (CTL2-P2) tiene actividad de transporte
de colina en otros tejidos.*® Dado que el patrén de expresion de CTL2 no sigue el
mismo patron que CTL1, CTL2 puede cumplir una funcién independiente de CTL1
y no es simplemente una molécula redundante. CTL1 y CTL2 se expresan

fuertemente en las células endoteliales, lo que sugiere una necesidad significativa
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de colina en estas células. Se ha demostrado que los transportadores CTL

aumentan con los glucocorticoides.?®

La DG se asocia con un aumento de la ramificacion capilar y el aumento de la
superficie de las areas de intercambio, lo que contribuye a un mayor flujo de
nutrientes maternos que pueden ser absorbidos por los trofoblastos y luego

transportados a la circulacion fetal 2730

El mejor mecanismo patogénico para la DMG es la sensibilidad reducida a la
insulina que ocurre en el embarazo normal debido a la accion hormonal placentaria

y materna.
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A DAPI cTL1 CTL2 DAPI/CTLY/
- . - pr

; . _ 39 wk
CTL1 DAPI/CTL1/

Figura Il. Localizaciéon de CTL1 y CTL2 en vellosidades coridnicas. La inmunofluorescencia se
realizd en secciones de tejido embebido en parafina de la region de las vellosidades coriénicas
de placenta humana recolectada en 6-8, 10-12, 18-24, 28-32, 37-40 (puntos de tiempo de
gestacion de la semana). Se muestran imagenes representativas para ventanas gestacionales.
La fluorescencia de los anticuerpos dirigidos a CTL1 (rojo) y CTL2 (verde) se fotografié con un
microscopio confocal. Los ntcleos se tifien con DAPI (azul).Tomado de Heidi K, et al.?®

I11.4.2 Hormonas Placentarias.

Las hormonas placentarias, como el lactdégeno placentario humano (HPL) y la
hormona del crecimiento placentario (GH), estan sujetas a la accion de la insulina.'-
33 Durante el embarazo la HPL es secretada por el sincitiotrofoblasto placentarios

en la capa sincitial es detectable en la circulacion materna poco después de la
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implantacion, y se eleva progresivamente durante el embarazo hasta
aproximadamente la semana 35 de gestacion, cuando alcanza una meseta. Se
correlaciona con el peso y el bienestar fetal, asi como con la funcion placentaria.
HPL es el principal mediador de resistencia a la insulina durante el embarazo actua
como un agente "anti-insulina" para asegurar un suministro adecuado de glucosa al
embrion también tiene efectos tréficos en el feto, incluida la produccion de
somatomedina, la absorcién de aminoacidos y la glucogénesis, asi como en la
madre a través de la produccion de somatomedina, la induccion de la lactogénesis
y la resistencia periférica a la insulina.® El HPL produce concentraciones elevadas
de glucosa en sangre materna al aumentar la resistencia a la insulina y
concentraciones elevadas de acidos grasos aumentando la lipdlisis. Una caida
repentina de las concentraciones de HPL podria indicar sufrimiento fetal.®® La
hormona del crecimiento (GH) es una hormona anabdlica, implicada en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, y cuando esta en exceso, tiene propiedades
diabetdgenas, oponiéndose a la accion de la insulina. La hormona placentaria
humana GH es la principal molécula producida durante el embarazo, que tiene un
efecto sobre la sensibilidad a la insulina materna. Se produce principalmente por las
células sincitiotrofoblasticas placentarias, y se incrementa gradualmente a la mitad
del embarazo hasta el término.*

La accion de la insulina se ve afectada a nivel hepatico, muscular y de tejido
adiposo.®’ La sefalizacién de insulina post-receptor deteriorada es principalmente
responsable de la resistencia a la insulina inducida por el embarazo.

Los estudios experimentales mostraron una expresion alterada de RNAm o proteina
de la senal de insulina en componentes en cascada, como el sustrato receptor de
insulina (IRS) -1 y (IRS) -2, asi como el transportador de glucosa (GLUT)-1 vy
(GLUT)-4 en el tejido adiposo y musculo de mujeres cuyos embarazos fueron
complicados por DMG.*® La disminucién de la fosforilacion de tirosina del IRS-1, la
disminucién de la translocacion inducida por insulina GLUT-4 a la superficie celular
y la disminucion del transporte de glucosa a la célula también se encontré en el
tejido muscular y adiposo de las mujeres con DMG. Se han encontrado defectos

similares de insulina post-receptor en la placenta de embarazos afectados por DMG.
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La inflamacion crénica de bajo grado que caracteriza la obesidad, que a menudo
acompanfna a los embarazos de DMG, contribuye al deterioro de la sefializacién de
insulina, asi como al estrés oxidativo.3®

La GH sérica materna y otros factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
1 (IGF-1), sus proteinas de unién, la prolactina (PRL), la progesterona y el cortisol
se alteran en las mujeres cuyos embarazos se complican en comparacién con las
mujeres embarazadas no afectadas.?%'

La prolactina (PRL) es producida principalmente por las células lactotrdficas de la
célula pituitaria y secundariamente por las células inmunes del sistema nervioso
central. Los efectos de PRL son la proliferacion epitelial mamaria, la funcion del
cuerpo luteo y la respuesta inmune.®*** La evidencia sobre el efecto de PRL sobre
la sensibilidad a la insulina es contradictoria.>>*® Por el contrario, los estudios en
mujeres sanas no embarazadas (con concentraciones normales de prolactina)
mostraron que las concentraciones mas bajas de prolactina se correlacionaron con
una menor sensibilidad a la insulina y un mayor riesgo de diabetes.3¢3" Durante el
embarazo, la RPL también es producida por las células deciduales, hipdfisis fetal y
es un aumento en el defecto de prolactina. En humanos, las concentraciones mas
altas de PRL es durante el tercer trimestre del embarazo se han asociado con una
tolerancia a la glucosa, lo que implica una relacion causal entre la hiperpolactinemia
y la DMG.® Por el contrario, en otro estudio, no se encontraron diferencias en las
concentraciones de PRL entre DMG vy los controles.?® Los esteroides suprarrenales
maternos, placentarios y fetales, la progesterona, el cortisol, el estrogeno y los
androégenos, también contribuyen a la resistencia a la insulina inducida por el
embarazo.*’ La progesterona, producida, inhibe la accion de la insulina in vivo e in
vitro, principalmente al inhibir la via P13-quinasa del cascada de sefalizacion de
insulina en los adipocitos.*' El cortisol también puede inducir resistencia a la insulina
a través del defecto de insulina posterior al receptor.' Los receptores de
androgenos se sobre expresan en placentas de embarazos afectados por DMG en
comparacion con los controles.*?

Si bien se sabe que los estrégenos regulan el metabolismo de los carbohidratos, el

mecanismo subyacente no se comprende completamente. En el estado no
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embarazado, el estradiol (E2) afecta parcialmente la sefalizacion de la insulina a
través de la modificacion de la funcién mitocondrial.** En los embarazos afectados
por DMG, las concentraciones de estrogenos son mas bajas en comparacion con

las mujeres embarazadas no afectadas.

[1l.5 Organogénesis

El embarazo dura 9 meses 6 40 semanas pueden distinguirse dos etapas
fundamentales: el periodo embrionario, que comprende las primeras 8 semanas y
el periodo fetal, que abarca desde la semana 8 hasta el término (figura lll) . Las dos
primeras semanas del periodo embrionario son criticas, hasta el punto que en
condiciones adversas, puede sobrevenir la muerte del embrion. Entre las semanas
2 y 8, éste es extremadamente vulnerable a los agentes teratdogenos, ya que este
periodo coincide con el inicio de la organogénesis, es cuando pueden presentarse
las malformaciones mas graves debidas a agentes externos.**En el periodo fetal se
pueden dar malformaciones de menor entidad, pero lo mas importante son las
adaptaciones fisiologicas. Esta etapa es susceptible de sufrir ajustes que dan origen

a la programacion fetal.*
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PERIODOS CRITICOS EN EL DESARROLLO PRENATAL HUMANO
Blastogénesis Organogeénesis (embridn) Histogénesis (feto)
Semana 1 2 12 16 20-36 3
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E & 7 t:3
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Sistema nervioso central (SNC)
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Paladar

Genitales externos
|

.Orejas

Muerte prenatal y aborto nalias congénitas graves Defectos funcionales y anamolias leves

espontaneo frecuente
Figura lll. Progresién evolutiva y susceptibilidad a teratdégenos y pérdida fetal.
(Modificado de keint Moore, The human en desarrollo: embriologia con orientacién
clinica, 32 edicién, W.B. Saunders Co . Phyladelphia, PA, 1983.

Durante la gestacion se dan dos funciones fundamentales: el primero, de indole
anabdlica o de creacion de reservas, donde el desarrollo feto-placentario es minimo,
y el segundo de caracter catabdlico o de movilizaciéon de dichas reservas y la

adaptacion para el parto, en el cual el desarrollo feto-placentario es enorme.*®

La primera etapa comprende los dos primeros trimestres. En este periodo, el
objetivo principal del desarrollo es la organogénesis y la diferenciacion.*® Por ello,
el crecimiento esta limitado y el feto no presenta un gran aumento de peso en
proporcion con el que experimenta la madre. Este aumento de peso coincide con
un aumento del depésito de grasa en el tejido adiposo de la madre, constituyendo
asi un 28% de todo el peso que gana durante la gestacion. Este aporte extra de
energia y nutrientes durante el primer periodo, permitira el intenso intercambio de
metabolitos que es demandado en la segunda etapa, asi como los ajustes
metabolicos necesarios para un adecuado control posterior del metabolismo de la
insulina y glucemia de a madre.*® Durante esta primera etapa se produce un
aumento del tamafo de la placenta, del volumen de liquido amnidtico y la cantidad

de proteina neta. Se producen variaciones hormonales que conducen a una
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readaptacion metabdlica ante la nueva situacién, entre las que destaca el aumento
paulatino en los niveles de insulina y en la sensibilidad a esta hormona, que tiene
efecto sobre procesos metabdlicos tales como la gluconeogénesis pudiendo asi

participar activamente en el control metabdlico materno.*®

Durante el segundo periodo, se reduce enormemente el ritmo de ganancia de las
reservas maternas, continua el crecimiento lineal de la placenta y del liquido
amniotico, y el crecimiento fetal. El balance metabdlico esta bien disefiado para
proporcionar un continuo suministro de nutrientes, que aseguran el desarrollo fetal
y placentario incluso cuando las condiciones nutricionales maternas no sean las

optimas.*°
A lo largo de este periodo, metabdlicamente debemos destacar:

a) Una marcada disminucién en los niveles de glucosa circulante debido a una baja
biodisponibilidad de sustratos, causada por la intensa demanda metabdlica del feto,
gue no es compensada a pesar de encontrarse activada la via gluconeogénica por

encima de los valores normales.*%4”

b) Una gran actividad lipolitica, que conduce a un aumento de sustratos para el feto
y a su vez, a unos mayores niveles circulantes de acidos grasos libres (AGL) y

glicerol .48

c¢) Hiperlipemia, por una mayor produccion endégena de triglicéridos (TG), y por una
disminucion en el catabolismo de las lipoproteinas, al que ademas contribuye el
aumento de la ingesta de la madre, lo que sirve de sustrato para iniciar la formacion

de leche en preparacion para la lactancia.*®

El pancreas se forma a las cuatro semanas en el intestino anterior en la parte
correspondiente a la segunda porcion duodenal. Alli se originan dos brotes: uno
posterior o dorsal que aparece a principios de la cuarta semana y crece rapidamente
en el mesenterio dorsal y el otro brote es anterior o ventral. Este ultimo da origen a
dos brotes, uno que dara origen a una parte del pancreas y otro que da origen a la

via biliar y al higado.*®
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El pancreas esta formado por dos yemas una ventral y otra dorsal, estas dos yemas
se origina del revestimiento endodérmico del duodeno. La yema pancreatica ventral
se encuentra cerca del conducto biliar. Durante la quinta semana el esbozo ventral
y la via biliar rotan hacia la derecha y se situan a la derecha de la vena porta

ubicandose por debajo del pancreas dorsal .*°

En la séptima y octava semana del desarrollo embrionario los dos brotes ventral y
dorsal se fusionan tanto los parénquimas como los conductos principales de ambos
esbozos. El conducto pancreatico principal o conducto de Wirsung se forma de la
unién del conducto ventral y la porcion distal del conducto de la yema dorsal. El
conducto pancreatico accesorio o conducto de Santorini corresponde a la porcion

proximal del conducto de la yema dorsal.*

Durante el tercer mes de vida fetal, a partir del tejido pancreatico parenquimatoso
se desarrollan los islotes pancreaticos (Islotes de Langerhans), que se aparecen por
todo el pancreas. La secrecion de insulina se inicia aproximadamente en el quinto

mes de vida fetal.*®

[11.6 Metabolitos asociados con DG.

[11.6.1 Betaina

La betaina (N, N, N-trimetilglicina) es un donante esencial de osmolitos y grupos
metilo. El salvado de trigo, el germen de trigo, las espinacas y la remolacha son
fuentes ricas de betaina en la dieta humana. La ingesta de betaina varia entre las
poblaciones (rango: 100-400 mg / dia) que también afecta la particion de lipidos.4%*°
Su metabolismo (Figura V) vincula varios metabolitos que desempefian un papel
importante en la salud de los humanos y otros mamiferos, incluida la colina (una
fuente importante de betaina) la Homocisteina y Metionina, que participan en su

catabolismo.
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La betaina es un donante de metilo que puede modificar genéticamente los genes
lipogénicos y suprimir su expresion, también mejora la respiracion mitocondrial para
aumentar el gasto de energia.’' Estudios anteriores han demostrado que los ratones
DG inducidos por la alimentacion con alto contenido de grasa tenian un peso fetal
mas alto en la mitad de la gestacion y una mayor adiposidad corporal total en la
ultima gestacion, mientras que la suplementacién con colina materna y betaina en
ratones con DG disminuyd el sobrecrecimiento fetal y el exceso de adiposidad.®>°3
Ademas, se ha proporcionado evidencia para respaldar el mecanismo potencial en
el que la colina y la betaina modifican el crecimiento fetal en ratones DG através de
alteraciones en el funcionamiento de la placenta, como la regulacion descendente
del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (Igf2) promotor del crecimiento
placentario®. Diversos estudios también sugieren que la suplementacion con colina
materna altera la metilacion del DNA y la angiogénesis en placentas y / o

trofoblastos de roedores y humanos.®®

@
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N,N-Dimethylglycine Ma:ln pfz:\gc;sme
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Figura IV. Metabolismo de la betaina. Vias metabdlicas que implican la betaina. BHMT: betaina
homocisteina metiltransferasa, una metaloenzima de zinc abundante en el higado y los tejidos renales
humanos. SAM: S-adenosilmetionina, donante del grupo metilo en el metabolismo humano. Tomado
de Lever M, et al. %7
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111.6.2 Colina

La carne roja, pollo, leche, huevo y pescado son fuentes ricas en colina. La
ingesta recomendada de colina para adultos es de 550 mg / dia para hombres, 425
mg / dia para mujeres, 450 mg / dia para mujeres embarazadas y 550 mg / dia para

mujeres lactantes.*%%°

La colina es un componente dietético esencial para la funcién normal de todas las
células.®® Este o sus metabolitos aseguran la integridad estructural y las funciones
de sefializacion de las membranas celulares; es la principal fuente de grupos metilo
en la dieta (uno de los metabolitos de la colina, la betaina, participa en la metilacion
de la Homocisteina para formar la metionina); y afecta directamente a la

neurotransmision colinérgica y al transporte de lipidos desde el higado .%’

En la mayoria de los mamiferos, la ingestion prolongada (de semanas a meses) de
una dieta deficiente en colina (y un contenido adecuado aunque limitado de
metionina y folato) tiene consecuencias que incluyen trastornos hepaticos, renales,
pancreéticos, de memoria y de crecimiento.®® Se han publicado varias revisiones
del metabolismo y las funciones de la colina.®®°® Sélo una pequefa fraccion de la
colina dietética esta acetilada (Figura V), catalizada por la actividad de la colina
acetiltransferasa. Esta enzima esta altamente concentrada en los terminales de las
neuronas colinérgicas, pero también esta presente en tejidos no nerviosos como la
placenta. La disponibilidad de colina y acetil-CoA influye en la actividad de la
acetiltransferasa de colina. En el cerebro, es poco probable que la colina
acetiltransferasa esté saturada con alguno de sus sustratos, por lo que la
disponibilidad de colina (y posiblemente de acetil-CoA) determina la tasa de sintesis
de acetilcolina. El aumento de la sintesis de acetilcolina en el cerebro se asocia con

una liberacion aumentada en la sinapsis de este neurotransmisor.®°
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Figura V. Metabolismo de la colina y vinculos con la metionina y el metabolismo del folato. Las vias
descritas estan todas presentes en el higado, con otros tejidos que tienen una o mas de estas vias.
BHMT, betaina homocisteina metiltransferasa; CHDH, colina deshidrogenasa; MTHFD,
metilentetrahidrofolato  deshidrogenasa; MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa; PEMT,
fosfatidiletanolamina-N-metiltransferasa. Tomado de Lever M, et al.?8

La colina es un nutriente esencial necesario para el crecimiento de células de
mamiferos.®' %2 La deficiencia de colina en la dieta en animales adultos y humanos
causa una variedad de anomalias sistémicas que incluyen: higado graso,
infertilidad, hipertension, disminucion de la colina plasmatica y mas; para una
revision.®® En ratas que consumen una dieta normal, el embarazo causa un
agotamiento dramatico de las reservas de colina,® lo que sugiere que los requisitos
de colina durante el embarazo aumentan. % La creciente necesidad de colina
continta en el periodo de lactancia. La leche humana y la leche de rata contienen
aproximadamente 2 y 6 mM de compuestos que contienen colina,
respectivamente.®®*%’La mayor parte de esta colina se deriva del plasma materno.
Por lo tanto, el transporte de colina de madre a hijo a través de la glandula mamaria
constituye un drenaje apreciable en los almacenes maternos de colina y la hace aun
mas vulnerable a los efectos de la deficiencia de colina. Las reservas de colina
hepatica son mas bajas en ratas lactantes, seguidas de ratas prefiadas, con ratas

no apareadas que tienen los niveles mas altos.®®

Durante el desarrollo normal del feto al adulto, hay una disminucion progresiva en
la concentraciéon de colina en la sangre que comienza en el utero. De hecho, las

concentraciones séricas de colina son 6 a 7 veces mas altas en el feto y en el
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neonato que en el adulto.®® Esta disminucion en la concentracion de colina sérica,
hacia niveles de adultos, ocurre durante las primeras semanas de vida. Los altos
niveles de colina que circulan en el feto probablemente aseguran una mayor
disponibilidad de colina a los tejidos. Se sabe que el cerebro de rata en desarrollo
extrae de forma eficiente la colina de la sangre y que los niveles de sangre y de
cerebro varian con la disponibilidad de colina. % De hecho, la suplementacién de
colina a la gestante durante el periodo perinatal puede aumentar aun mas las

concentraciones de metabolito en la sangre y en el cerebro de la colina del feto.”®

Las modificaciones de la disponibilidad de colina también cambian el momento de
la migracion y el compromiso con la diferenciacién de células progenitoras de tipo
neuronal en las regiones del hipocampo fetal.”! Estos datos demuestran que las
alteraciones en la colina de la dieta materna pueden afectar directamente la

disponibilidad de colina en el cerebro y alterar el desarrollo embrionario.””

La colina es un nutriente esencial que tiene varias funciones en la estructura de la
membrana celular, la sefalizacién celular, la epigenética y la neurotransmision
(Figura VI). Cuando la colina se oxida a betaina, sus grupos metilo Iabiles estan
disponibles para las reacciones de metilacion. La colina y la betaina interactuan con
el metabolismo de los macronutrientes y la energia de multiples maneras, y por lo
tanto pueden mitigar el exceso de macronutrientes observado en las diadas
maternas y fetales afectadas por DMG. Por ejemplo, la fosfatidilcolina (PC) que
contiene colina, sirve como un ligando del receptor activado por el proliferador de

peroxisoma alfa (PPAR-a) que activa la oxidacion de &cidos grasos ."?
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Figura VI. La fosfatidilcolina (PC) y sus funciones durante el embarazo. forma la membrana celular
y mantiene su integridad, es un reservorio de importantes moléculas de sefializacion secundarias y
se invoca en el metabolismo lipidico. La PC se produce en dos vias diferentes: citidina difosfato de
fosfato (CDP): via de la colina, que utiliza la colina como sustrato, y la via de fosfatidiletanolamina
endégena N-metiltransferasa (PEMT). DAG, diacilglicerol: SAM. S-adenosilmetionina. Tomado de

Asim K, et al.*’

La colina tiene multiples vias fisiologicas que se pueden dividir en tres categorias:

1) Como un componente de fosfatidilcolina y esfingomielina, que son de importancia
critica en los lipidos de la membrana celular, surfactante pulmonar, lipidos biliares
y lipoproteinas plasmaticas; 2) Como parte del neurotransmisor acetilcolina; y 3)
Como factor importante en el metabolismo del metilo, como fuente de grupos de 1
carbono para la remetilacion de homocisteina a metionina y para la acumulacién de

folato.”375

Los requisitos nutricionales del sistema nervioso en desarrollo son complejos y no
se comprenden adecuadamente. Una dieta baja en proteinas durante el embarazo
da como resultado multiples cambios en el desarrollo cerebral de los descendientes,
que se manifiestan como puntuaciones inferiores en una variedad de pruebas
cognitivas y de comportamiento tanto en sujetos humanos como en animales de
experimentacion.”® Entre las necesidades de nutrientes individuales, el
requerimiento de acidos grasos esenciales en el desarrollo del sistema nervioso y

de acido félico durante el periodo periconceptual en la prevencion de defectos del
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tubo neural es generalmente reconocido.”” Los Uultimos resultados de la
investigacion llevaron a una nueva politica publica dirigida a las mujeres en edad
fértil para garantizar que sus dietas contengan cantidades adecuadas de folato. Se
sabe menos sobre los requisitos de la colina en la nutricion pre y postnatal

temprana.

[11.6.3 Epigenética

La metilaciéon del ADN es un proceso epigenético que participa en la regulacion
de la expresion génica de dos maneras, directamente al impedir la union de factores
de transcripcion, e indirectamente propiciando la estructura "cerrada" de la
cromatina. El ADN presenta regiones de 1000-1500 pb ricas en dinucleétidos CpG
(sitios CpG), que son reconocidas por las enzimas ADN-metiltransferasas, las
cuales, durante la replicacién del ADN metilan el carbono 5 de las citosinas de la
cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la memoria del estado metilado en la
molécula hija de ADN.”®"® En general se considera que la metilacion es un proceso
unidireccional, de esta manera, cuando una secuencia CpG adquiere metilacion de
novo, esta modificacion se hace estable y es heredada como un patron de

metilacion clonal.

La betaina es el donante de metilo en la via betaina homocisteina metil transferasas
BHMT y es una metilamina, ya que contiene tres grupos metilo quimicamente
reactivos unidos a un atomo de nitrégeno. La betaina se puede producir a través de
la oxidacion irreversible de la colina a través de la colina deshidrogenasa y la
betaina aldehido deshidrogenasa. La betaina se convierte en DMG ya que dona un
grupo metilo a la homocisteina. Esta via esta mediada por BHMT, una enzima
inducida por betaina e inhibida por DMG o SAM.%° Se elimina una pequefia cantidad
de DMG en la orina, y la mayoria de DMG se convierte a través de DMG-
deshidrogenasa en sarcosina y glicina. La DMG-deshidrogenasa es una
flavoproteina mitocondrial y una proteina de union al folato transfiere una unidad de

carbono a tetrahidrofolato para producir 5,10-metilenetetrahidrofolato. El
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aminoacido no esencial glicina ingresa al ciclo del folato para producir 5,10-
metilenetetrahidrofolato o se usa para sintetizar sales biliares, glutation y proteinas
como el colageno. Alternativamente, la glicina se utiliza para la sintesis de creatina
a través de guanidinoacetato en una via dependiente de SAM.2" El flujo de grupos
metilo a través de la via BHMT no depende del folato o la vitamina B12, pero existen
varios mecanismos de dialogo cruzado entre la via BHMT y folato. Se ha
demostrado que la colina soporta indirectamente la metilacion de homocisteina
(Figura VII1).82 Se han informado diferencias relacionadas con el sexo y la edad en
los requisitos de colina y los niveles en sangre. Las mujeres tienen concentraciones
plasmaticas mas bajas de betaina y colina que los hombres, asi como los sujetos
mas jovenes, mostraron concentraciones mas bajas de betaina que los sujetos

mayores.%3

La fosfatidilcolina se puede formar a partir de colina o de fosfatidiletanolamina a
través de la via de fosfatidiletanolamina metiltransferasa (PEMT). La generacién de
colina a través de PEMT consume una cantidad significativa de SAM (3 moles de
SAM para producir 1 mol de colina) y produce homocisteina las concentraciones de

SAM se mantienen estimulando la via BHMT.8*

La evidencia disponible sugiere que la deficiencia de folato puede atenuarse en
parte cuando la colina esta disponible y viceversa. Por ejemplo, la colina y la
fosfatidilcolina se agotaron en los higados de las ratas agouti alimentadas con una
dieta deficiente en folato.?® Una dieta deficiente en colina puede aumentar la
utilizacion de SAM en el higado, para convertir fosfatidiletanolamina en

fosfatidilcolina a través de PEMT .8

Los estudios en animales han demostrado que la betaina plasmatica es un mal
predictor del contenido de betaina en los tejidos. Las concentraciones de DMG en
plasma pueden ser un buen indicador de la betaina utilizada como donante de
metilo. A pesar de la importancia cuestionable de la betaina plasmatica baja y alta,

la betaina plasmatica es un determinante significativo de la concentracion
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plasmatica de homocisteina. Un estudio reciente en mujeres embarazadas mostro
que las mujeres con bajo contenido de folato plasmatico a las 24-27 semanas de
gestacion (<11.4 nmol / L) tenian una menor cantidad de betaina plasmatica y un
mayor DMG y homocisteina hasta el final del embarazo en comparacién con las
mujeres con folato plasmatico por encima de 11,4 nmol/L.%¢ La betaina plasmatica
es un predictor negativo del aumento de la tHcy plasmatica después de la carga de
metionina en sujetos con bajo contenido de folato. Ademas, una dieta baja en
metionina mejord ligeramente la via BHMT en lugar de la via de transulfuracion. 8
Del mismo modo, en casos de deficiencia de folato, la via BHMT parece ser un
meétodo factible para volver a metilar la homocisteina después de una carga de
metionina. En contraste, la suplementacion con folato causa un aumento
dependiente de |la dosis de betaina en plasma, lo que sugiere que la betaina se esta
utilizando en menor medida. En individuos no suplementados, las concentraciones
de folato y betaina no mostraron correlacién, y el folato en plasma no fue un
predictor significativo de betaina en plasma.®® Otro estudio que examiné a individuos
sanos (edad media, 36 afios) que no recibian suplementos revel6 una relacién
directa entre la betaina plasmatica, la colina y folato sérico, pero ninguna relacion
con la tHcy plasmatica. Las concentraciones plasmaticas de SAM se
correlacionaron positivamente con los niveles plasmaticos de colina y DMG, pero

no con los de betaina.®®

Los cambios en las concentraciones de homocisteina reflejan sélo un lado de la
carga metabdlica de la deficiencia del grupo metilo o la suplementacion de
nutrientes. El folato, la betaina y la colina son determinantes significativos de las

concentraciones plasmaticas en ayunas de homocisteina.®®
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Figura VII. Ciclo de metilacion. BHMT: betaina homocisteina metiltransferasa, CBS: cistationina
beta sintasa, DMG: dimetilglicina, Hcy: homocisteina, MAT: L-metionina S-adenosiltransferasa,
MS: metionina sintasa, PEMT: fosfatidiletanolamina metiltransferasa, 5-MTHtete: 5-MTHtete: 5-
MTHte 5: Mteta -adenosilhomocisteina, SAM: S-adenosilmetionina, THF: tetrahidrofolato.
Tomado de Bielawski DM.8

[1l.7 Cromatografia liquida ultra alta resolucién (UPLC)

La espectrometria de masas separa los analitos en funcién de su relacion masa-
carga (m/z) y reporta la abundancia de cada ion analito. Los datos se muestran
como una grafica (cromatograma) de la abundancia de iones frente a m/z para todos
los iones detectados. Todos los datos se basan en el analisis de iones analitos en
la fase gaseosa. Es importante considerar que el espectrometro de masas mide las
masas isotdpicas a diferencia del peso molecular, el cual es un promedio ponderado

de todos los isétopos presentes en un compuesto.®8

Todos los sistemas de espectrometro de masas tienen cuatro componentes
principales, la fuente donde se produce la ionizacion, el analizador de masas donde

los iones analito se separan de acuerdo con sus relaciones m/z, el detector donde
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se determina la abundancia de iones y el sistema de datos donde se analizan los
datos.®®

[11.7.1 Fuentes de iones- lonizacion Electroespray (ESI)

La reaccion mas critica en espectrometria de masas es la conversion de analitos
en iones de fase gaseosa. La fuente de ionizacion se va a determinar dependiendo
de la polaridad de los analitos a cuantificar. La fuente de inonizacion ESI es una de
las dos técnicas de ionizacion primaria mas utilizadas en la actualidad opera bajo
los principios basicos de una celda electroquimica y ocurre a la presion

atmosférica.?’

La ESI es una técnica de ionizacién suave, se rocia (nebuliza) el eluyente del LC
en una camara de nebulizacién a presion atmosférica en presencia de un campo
electrostatico fuerte y de gas de secado (Figura VIII). El campo electrostatico se
produce entre el nebulizador, que en este disefio se encuentra a tierra y el capilar,

que estd a alta tension.

Evaporacion
¥

i

Explosiones de coulomb

}

Claster de disolvente del ion o

!

16n del analito €

Figura VIIl. Fuente de ionizacién de electrospray. Tomado
de Sparkman J.%7

29



[11.7.2 Funcionamiento lonizacion proceso ESI

El nebulizador produce un tamafo uniforme de la gota, las gotas cargadas son
atraidas hacia la capilaridad dieléctrica y la corriente de nitrégeno caliente que rodea
el capilar reduce el tamafo de las gotas este proceso se llama desolvatacion (Figura
1X).

La gotas se siguen reduciendo a hasta que las fuerzas electrostaticas de repulsion
(Coulomb) superan a las fuerzas de cohesién de las mismas, lo que provoca la

explosion de dichas gotas.

Este proceso se repite hasta que los iones del analito finalmente se absorben en la
fase gaseosa, llevados por un campo eléctrico fuerte en la superficie de las micro

gota. Este proceso se llama evaporacion de iones.

Inyector de HPLC

Capilar

Nebulizador

Spray
disolvente

Gas de secado calentado

Figura IX. Funcionamiento ionizacién electrospray. Tomado de
Sparkman J &

Normalmente, el eluyente de un cromatégrafo de liquidos ingresa a la fuente a
través de una aguja de electropulverizacién y al campo eléctrico creado entre el alto

voltaje aplicado a la aguja y el contra electrodo que forma una celda electrolitica
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como se muestra en la (Figura X). El método de carga mas comun utilizado hoy en
diaimplica la adicién o eliminacion de un ion de hidrégeno para producir una especie
cargada.?” La adicién de un ion de hidrégeno se produce a un pH bajo y produce la
ionizacion de molécula cargada positivamente [M + H] * Los iones cargados
negativamente se producen por la eliminacion de un ion hidrégeno, a un pH alto, y
en consecuencia forman la molécula de ion [M-H] -. Mientras que una sola carga es
tipica de moléculas pequenas, los compuestos cuya masa es <1,000 Da, los iones
de analito con carga multiple son tipicos de biomoléculas grandes como proteinas,
peéptidos, oligonucledtidos y otros biopolimeros. Estas biomoléculas grandes tienen
multiples sitios de ionizacion. Es tipico que estos analitos produzcan mas de un ion
porque, aunque la masa del analito sigue siendo la misma, la relacién m/z sera
diferente dependiendo del numero de cargas adquiridas durante la ionizacién. La

relacion m/ z se puede determinar mediante las siguientes formulas.®’

(M + zmp)
Z

Para iones cargados positivamente: m/z =

(M-zm))

Para iones cargados negativamente: mlz=

donde M es la masa molecular del analito en Daltons (Da), z es la cargay mp es la

masa de un protén en Daltons, nominalmente 1 o 1.008.

Skimmers

To Mass

ATMOSPHERIC PRESSURE

Pumping

Figura X. Aguja de electropulverizacion. Tomado de Sparkman J.&"



[11.7.3 Analizadores de masas

El componente responsable de separar los analitos de acuerdo con su relaciéon
m/z es el analizador de masas. Hay cinco tipos principales de analizadores de masa,
tiempo de vuelo (TOF), sector magnético, transformada de Fourier ion-ciclotron
resonancia (FTICR), cuadrupolo y trampa de iones cuadrupolo. Cada uno de estos
analizadores de masas separa los iones de una manera diferente, por lo que un
analizador de masas especifico puede ser mas adecuado para un tipo particular de
analisis. Las caracteristicas especificas de cada analizador de masas, incluyen el
poder de resolucion de masa, la precision de la masa, el rango de masa, el rango
dinamico lineal, la sensibilidad de abundancia, la precision, la eficiencia, el ciclo de

trabajo, la velocidad, la compatibilidad del ionizador, el costo y el tamafi.®’

[11.7.4 Cuadropolo

El analizador de masas cuadrupolo es el tipo de espectrometro de masas mas
utilizado debido a la automatizacién facil y de bajo costo. Se compone de cuatro
superficies paralelas, generalmente en forma de varilla cilindrica, compuestas de

ceramica chapada en oro o en molibdeno.?’

Los polos opuestos estan unidos electronicamente entre si, donde las fuentes de
energia de radiofrecuencia (RF) y de corriente continua (CC) crean un campo
eléctrico bidimensional que afecta la trayectoria de los iones y, por lo tanto, también
la deteccién de iones.?” La separacion de masas se basa estrictamente en la
relaciéon m/z de los iones analitos. Se mantiene una relacion RF/CC constante a
medida que la amplitud de RF y los potenciales de CC se cambian (en rampa),
permitiendo que los iones con trayectorias estables se desplacen por el eje z hacia
el detector.®” El espectro de masas resultante generado, cuando la relacién RF / DC

aumenta, se denomina cromatograma de iones total.

32



ACQUITY upLc®

velocidad y la sensibilidad en aplicaciones de cromatografia liquida, en comparacion

de Waters logran aumentar notablemente la resolucién, la

con los sistemas convencionales.®”

La cromatografia liquida ultra alta resolucién emplea columnas con rellenos de
particulas redondeadas de 1.7 ym de diametro y presiones de funcionamiento
maximas de (1 034 bar, 15 000 psi). La ecuacion de van Deemter, una férmula
empirica que describe la relacién entre la velocidad lineal y la eficacia de la columna,
considera el tamafio de las particulas como una de las variables. Asi, la ecuacién
se puede utilizar para caracterizar el rendimiento teérico a lo largo de un rango de

tamafios de particula (Figura Xl). &

Tecnologia HPLC existente | Intervalo de funcionamiento
de la tecnologia UPLC

o >
30 1 | Vs
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Figura XI. Tamafio de particulas en la cromatografia liquida.Tomado de
Sparkman.87

Resulta evidente, que la utilizacién de particulas de 1.7 ym proporciona una mayor
eficacia que conduce a incrementos de caudal (un HEPT menor indica una mayor
eficacia) (Figura XlI). Cuando se trabaja en esta area del grafico, la capacidad del
pico y la velocidad de una separacion pueden establecer limites por encima de los
de la tecnologia HPLC convencional. Waters ha definido este nuevo nivel de

rendimiento como cromatografia Ultra Performance.®’
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Tanto la insuficiencia como el exceso de nutrientes de un carbono como colina, y
betaina durante el embarazo se han asociado a la DG y otras enfermedades. Sin
embargo, no se ha establecido claramente esta asociacion. Suponemos que la DG
puede afectar las concentraciones de betaina y colina en el feto, posiblemente

participando en la programacion fetal del recién nacido.

Es por eso que se cuantificaron la colina y betaina en muestras de suero tanto en
madres como en el recién nacido, para realizar una comparativa de concentraciones
de estos metabolitos e identificar si hay una disminucién o aumento de estos entre

las madres y recién nacidos con o sin DG.

IV. Planteamiento del problema.

Los habitos de alimentacion en nuestra poblacion han cambiado. El sobrepeso y
la obesidad condicionan a modificaciones en la estructura de genes. Debido a la
adicion de un grupo metilo en el carbono 5’ del anillo pirimidinico de la citosina, se
modifica la expresion génicay por tanto, se altera en cantidad la proteina codificada
por el gen alterado en el espacio y tiempo favoreciendo el desarrollo de obesidad,
enfermedad cardiovascular, DG y DT2. Para que se lleve la adicion del grupo metilo
a las citosinas, se requiere una concentracién adecuada betaina y colina entre otros
metabolitos que participan en el ciclo de un carbono sin embargo, no se ha

establecido claramente esta asociacion.
Derivado de lo anterior se plantean las siguientes preguntas de investigacion: ¢ Cual

es la relacién de la concentracién de betaina y colina en el binomio madre-recién

nacido con y sin diabetes gestacional?
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V. Hipotesis

Las concentraciones de betaina y colina en recién nacidos con y sin DG seran

mayores que en madres con y sin DG.
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VI. Objetivo

Conocer la concentracion por UPLC de betaina y colina del binomio madre-recién

nacido con y sin diabetes gestacional.
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VII. Método

VII.I Disefio del estudio

Observacional, prolectivo, transversal y comparativo. Previa aceptacion y firma
del consentimiento informado, se incluyeron a recién nacidos hijos de madre con
DG y recién nacidos de madres sin diabetes durante el embarazo, diagnosticada de

acuerdo con los criterios de la ADA.

VII.I.2 Universo de estudio

Las muestras de sangre de corddn umbilical de los recién nacidos, fueron
obtenidas de la clinica de Gineco Obstetricia No.4 del IMSS. Se tomaron 134
muestras de suero de recién nacidos y 128 muestras de madres de acorde a los

siguientes criterios.

VII.2 Criterios de inclusién

e Participaron madres con DG y madres sin DG y sus hijos recién nacidos,
tanto del género masculino como femenino.

e Embarazo de término.

e Madres con embarazos unicos o multiples.

e Madres mayores de 18 afios y menores de 40 afios de edad.

e Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.

VII.2.1 Criterios de exclusion

¢ Derechohabientes con vigencia transitoria o estacional.
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e Pacientes que tengan otras enfermedades que puedan reducir la sobrevida
o puedan confundir la ocurrencia de eventos (VIH, cirrosis hepatica, cualquier
neoplasia maligna, etc.)

e Sujetos que no cuentan con domicilio permanente o que no puedan

localizarse por via telefénica sea en su propia casa o con un familiar.

VII.3 Variables del estudio

= Variable independiente
e Diabetes gestacional, glucosa, hemoglobina glucosilada, IMC, peso y

talla.

= Variable dependiente

e Concentracion de betaina y colina.
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Cuadro lll. Operacionalizacion de variables

. L Definicion ) .
Variable Definicion . Tipo de Variable
operacional
Cualquier grado de
intolerancia a la glucosa
. durante el embarazo y
Diabetes . o .
, generalmente se resuelve Si/ No Cualitativa nominal
gestacional , . .
al término del mismo.
Valoracion en gramos de
la masa corporal del
neonato, considerada
Peso dentro de la primera hora  Expresado en Cuantitativa de
neonatal de vida. gramos razon
Estatura de una persona,
medida desde la planta
del pie hasta el vértice de o
P Expresado en Cuantitativa de
Talla neonatal la cabeza. ] ,
centimetros razon
Medicion del perimetro de
la cabeza de un nifio en
Perimetro su parte mas grande, o
P J . Expresado en Cuantitativa de
Craneal desde la parte por encima ] ,
. . centimetros razon
neonatal de las cejas y orejas y

alrededor de la parte
posterior de la cabeza
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Cuadro IV. Operacionalizacion de variables

. o Definicion . .
Variable Definicion ! I.I Tipo de Variable
operacional

Grupo de sustancias que
se forma a partir de .
reacciones bioquimicas Expresado en Cuantlta’tlva
entre la hemoglobina % de razon
A(HbA) y algunos
azucares presentes en la
circulacién sanguinea.

HbA1C

Nutriente esencial,
constituyente de la
lecitina, presente en
varios organos de
plantas y animales.

Expresada en Cuantitativa de

Colina pumol/L razon

Aminoacido derivado de

la oxidacion de colina el
Betaina Expresada en Cuantitativa de

cual es un cofactor
(Trimetilglicina) , pumol/L razon
importante en las

reacciones de metilacion
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VIl.4 Procedimiento

Reactivos

(trimetil-d9) - Cloruro de colina (SIGMA) presentacién 1g

e Betaina calidad estandar (USP) presentacion 100 mg

e Colina calidad estandar (SIGMA)

e Formiato de amonio (pH 3.5 disolvente A) (SIGMA)

e Acetonitrilo grado LC/MS (disolvente B) (SIGMA)

e Metanol LC/MS (SIGMA)

e Bicarbonato de amonio

Muestra bioldgica

e Muestra de sangre de cordén umbilical (suero)

e Muestra de sangre venosa (suero)

Equipo

e Sistema ACQUITY UPLC Waters.

e Columna Acquity UPLC BEH HILIC 1.7uym 2.1x100mm.
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e Filtro en linea de 0.22 ym mantenido a 10°C

e Fuente de ionizacién por electrospray calentada

VII.4.1 Preparacion de soluciones.

Fase movil A (solucion formato de amonio 10 mM, pH 3.5).

Se pesaron 1,26g de formato de amonio y se transfirieron a un matraz aforado
de 1L, el formato de amonio se disolvié y se llevd a un volumen de aforo con agua
grado LC/MS. Se Ajusté aun pH a 3,5 con &cido foérmico.

Fase movil B (acetonitrilo grado LC/MS)

Solucién metanol: agua (50:50 (v/v))

Se midié por separado y con probeta graduada, 50 mL de agua grado LC/MS y

se mezclé con 50 mL de metanol grado LC/MS.
Solucion buffer bicarbonato de amonio 50 mM.

Se pesaron 3,95 g de bicarbonato de amonio y se transfirieron a un matraz
aforado de 1 L. Se disolvieron y se llevé a un volumen de aforo con agua LC/MS.

Se filtr6 con membrana de nylon de 0,2 micras.

Solucidon acetonitrilo:metanol (75:25).

Se midieron por separado y con probeta graduada, 75 ml de acetonitrilo grado

LC/MS y se mezclaron con 25 mL de metanol LC/MS.
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Preparacion de soluciones stock de referencia de colina, colina deuterada,

betaina (concentracién 1000 pg/mL)

Se pesaron por separado, 20 mg de materiales de referencia de colina, (trimetil-
d9)- cloruro de colina y betaina se transfirieron cada uno a un matraz aforado de 20
mL. Se diluyeron con 10 mL de metanol:agua (50:50 v/v). Las soluciones alcanzaron
la temperatura ambiente y se llevaron a volumen de aforo con solucion metanol:
agua (50:50).

Preparacion de soluciones estandares intermedias de colina, colina deuterada

y betaina (concentracion 10 pg/mL).

Se tomdé un 1mL de cada una de las soluciones anteriores y se transfirieron de
forma independiente a matraces aforados de 100 mL. Se diluyé y se llevé a un

volumen de aforo con solucion de bicarbonato de amonio 50 mM.

Preparacion de solucion estandar interno (colina deuterada (0,5 pg/mL)).

Se tomd un 1 mL de cada una de las soluciones de colina deuterada y se
transfirieron a un matraz aforado de 20 mL. Se Diluyo y llevé a volumen de aforo
con metanol LC/MS.

Preparacion de soluciones estandares de trabajo de colina y betaina (10

ug/mL)

Se midi6é con micropipeta 500 yL del estandar de colina y betaina (10 yg/mL) y
se colocd en tres tubos conicos de 15 mL. Se adicioné 200 uL de solucion estandar
interno y se agitdé con vortex. Se centrifugd cada uno de los tubos a 10000 rcf

durante 5 minutos. Para finalizar el proceso de centrifugacién, se tomaron 200 pL
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del sobrenadante de cada una de las soluciones y se diluydé con 1000 uL de solucion
ACN:MEOH (75:25 (v/v)) y se agit6é con vértex.

Se realizaron las diluciones correspondientes para cada uno de los niveles de la
curva de calibracién a partir de las soluciones stocks preparados anteriormente de

acuerdo a lo descrito.

Cuadro V. Preparacion de curva de calibracion colina.

Concentracion final ML solucion estandar de ML solucion ACN:MEOH
(ug/mL) trabajo colina (10 pg/mL) (75:25 viv))
0,010 0,10 99,90
0,050 0,50 99,50
0,100 1,00 99,00
0,500 5,00 95,00
1,000 10,00 90,00
5,000 50,00 50,00

Cuadro VI. Preparacién de curva de calibracién betaina.

Concentracion final ML solucion estandar de ML solucion ACN:MEOH
(Mg/mL) trabajo betaina (10ug/mL) (75:25 viv))
0,050 0,50 99,50
0,100 1,00 99,00
0,500 5,00 95,00
1,000 10,00 90,00
1,500 15,00 85,00
2,000 20,00 80,00
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VIl.4.2 Preparacion de muestras.

Se medié con una micropipeta 50 pL de la muestra para ser analizada (suero) y
colocar en un tubo Eppendorf. Se adicionaron 200 pL de solucién estandar interno
y agité con vortex a 10000 g durante 5 minutos. Al finalizar el proceso de
centrifugacion, se tomaron 20 uL del sobrenadante y se diluyeron con 100 pL de

solucion acetonitrilo: metanol (75:25 v/v) se agitaron con vortex.

VII.4.3 Equipo y condiciones

Las muestras se analizaron en ACQUITY UPLC Waters bajo las condiciones

cromatograficas siguientes. (CuadroVIl)
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Cuadro VII. Condiciones cromatograficas

Condiciones cromatograficas

Fase movil A: Formiato de amonio 10mM
Fase movil B: Acetonitrilo LC/MS
Acetonitrilo LC/MS

Solucion de lavado débil: Acetonitrilo 50%

PROPANOL: AC.FORMICO: 25:25:25:25:1%

Tiempo de corrida 5 minutos

Solucion de lavado fuerte: H2O: ACN: MEOH: 2-

Columna: Acquity UPLC BEH HILIC 1.7 um.
2.1 x 100 mm.

Sistema cromatografico: Acquity Class |
acoplado a Xevo

Temperatura de Automuestreados: 5°C.
Temperatura de columna: Ambiente (17 °C)

Flujo: 0.4 ml/min

Volumen de inyeccion: 10.5y 2.5ul.

Condiciones de ionizacion en

espectrometro de masas

Voltaje de capital: 3.5 kV
Voltaje de cono: 15V
Temperatura de desolvatacion: 350 °C

Flujo de gas de desolvatacién: 350 L/h

Energia de colision: 10 V
Modo de infusion: Electrospray
Polaridad: Positiva

Flujo de gas de cono: 50 L/h
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VII.5 Cuantificacion de hemoglobina glucosilada

La cuantificacion de hemoglobina glucosilada se realizé mediante el sistema
VARIANT II turbo HbA1c el cual utiliza los principios de la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) para la separacion y la determinacion de hemoglobinas
normales y variantes anormales. El sistema VARIANT Il es un método integrado
para la preparacion de muestras, la separacion y determinacion de hemoglobinas
concretas en sangre, es un analizador de hemoglobina de alto rendimiento
totalmente automatizado el cual se compone de dos méddulos: la estacion de
muestreo VARIANT Il Sampling Station (VSS) y la estacion de cromatografia
VARIANT Il Chromatographic Station (VCS).

La muestra es transportada por el tampon hasta el cartucho de analisis, donde se
separan sus componentes. Después, los componentes separados atraviesan el
detector de longitud de onda doble, donde se mide su absorbancia a 415 nm. El
ruido de fondo se reduce mediante el uso de una longitud de onda secundaria a 690
nm. Los datos de absorbancia se transmiten del detector al PC y el software CDM
los muestra como un cromatograma en tiempo real (grafico de absorbancia frente a

tiempo).

Los datos procesados se incorporan a un informe impreso, que contiene la siguiente

informacion:

1. Un resumen completo de los componentes detectados en la muestra
(identificacién de picos, tiempo de retencién, area).

2. El cromatograma de la muestra.

3. Lafechay la hora del analisis.

4. El numero del vial y la identificacidén de la muestra.
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VII.5.1 Preparacion de reactivos y muestras

Cebador de sangre:

» Para la preparacion del cebador se reconstituyo cada vial con 1 ml de agua des
ionizada y se mezclo suavemente. Posteriormente se dejé reposar el vial a
temperatura ambiente por 10 minutos.

* La mezcla es estable durante 1 dia a una temperatura entre 2 y 8°C.

VII.5.2 Calibradores

» Se utilizaron 2 calibradores (nivel 1 y nivel 2). El cual se reconstituyeron cada
vial con 7 ml de diluyente de calibrador frio y se mezclo.
» Se dejo reposar por 2 minutos. Esta mezcla es estable durante 24 horas

a una temperatura entre 2 y 8°C.

VII.5.3 Controles Lyphochek®

* Para los controles se reconstituyo cada vial con 0,5 ml de agua
desionizada se mezclaron suavemente y se dejaron reposar entre 5y 10
minutos.

» Se diluyeron los controles 1:300 antes del analisis (5 ul de control en 1,5
ml de solucioén de lavado/diluyente).

* Los controles son estables durante 7 dias a una temperatura entre 2 y
8°C.

Muestras de sanguineas.

» Las muestras sanguineas se recolectaron en tubos con EDTA.

VII.5.4 Calibracién
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» Serealizo la calibraciéon del equipo antes de la cuantificacion de las
muestras.

La calibracion se realizé de la siguiente manera:

1. Previamente se instalé un software de gestion de datos clinicos Clinica Data
Managament (CDM) el cual nos permite el manejo del equipo, la importacion
de informacion de cada muestra y exportacion de resultados.

2. Para comenzar con la calibracién del equipo se procedio a abrir el programa ir
a la ventana de Setup/Sample Types/Calibrator (Configuracion/Tipos de
muestra/Calibrador) seleccionamos la opcion Enable Delta Factor (Permitir
factor delta) posteriormente seleccionamos Stop Worklist (Detener lista de
trabajo) en la lista desplegable “Action if outside limits” (Accion si esta fuera de
los limites).

3. Posteriormente se coloco lo siguiente en una gradilla de muestras (CuadroVIll).

Cuadro VIII. Controles y calibradores Lyphochek.

Posicién |Etiqueta de Tipo de
de tubo |adaptador muestra |Reactivo
1 BLANK BL Muestra o control prediluidos (1 ml)
2 Calibrador nivel 1 C1 Calibrador, Nivel 1 (1 ml)
3 Calibrador nivel 2 C2 Calibrador, Nivel 2 (1 ml)
4 Control nivel 1 LC Control de la calidad bajo
) Control nivel 2 HC Control de la calidad alto
6aN [|-—- P Muestras de pacientes
N+1 |Control nivel1 LC Control de la calidad bajo (opcional)
N+2 |Control nivel 2 HC Control de la calidad alto (opcional)
N+3 |STOP - |-

4. Se inici6 la calibracion.
5. Al terminar la calibracion se procedié a la cuantificacion de muestras.
6. Para la cuantificacion de muestras se colocé el tubo de EDTA en una gradilla se

introdujo al equipo y se procedié a la cuantificacion.

49



VII.6 Cuantificacion de glucosa

La cuantificacion de glucosa se realizé mediante la glucosa oxidasa con el equipo
llab 350 (MA,USA).

Las mediciones de glucosa se utilizan en el diagnoéstico y tratamiento de trastornos
del metabolismo de los carbohidratos, tales como la diabetes mellitus, la
hipoglucemia y la hiperglucemia.

Principio de la prueba.

B-D-glucosa + O2+ H20 » Acido glucénico + H202

2 H202+ FENOL + 4-aminoantipirina: » Quinoneimina rojo+ 4 H20

El aumento de absorbancia generado por el colorante rojo es proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra.

VII.5.1 Obtencion de la muestra.

Se tomod la muestra al paciente en un tubo de coleccion rojo para obtener el suero.
Se separo después de la coleccion de la muestra sanguinea para evitar la pérdida
debido a la glucaolisis.

Calibracién

La calibracion del ILab 350 se realizé cada 14 dias, o cuando se utilizé un nuevo
lote de reactivo. El blanco reactivo se realizé diariamente o antes de los ensayos
de los pacientes.

Intervalo de referencia.

Suero 74-106mg/dl (4.1 a 5.9 mmol/L)
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VIIl. Resultados

Caracteristicas de la poblaciéon

Se obtuvieron un total de 128 muestras de madres de las cuales 58 fueron
diagnosticadas con DG y 70 sin DG, dentro del mismo grupo se dieron 8 casos de
embarazo gemelar, 6 de ellos en las madres sin DG dando un total de 76 RN-SDG
y 2 casos de las madres con DG dando un total de 58 RN con DG. Para cada uno
de los individuos se registraron sus medidas somatométricas y se cuantifico la

glucosa, HbA1c, colina y betaina.

Cuadro IX. Valores antropométricos del recién nacido relacién entre los metabolitos
colina y betaina.

Recién Nacidos ( n =134)

SDG =76 DG=58 Valor de P
Peso (kg) 30+05 33104 *0.001
Talla (cm) 48.5+2.1 49.7 +1.7 *0.002
PC (cm) 355+14 351+ 12 *0.018
Glucosa (mg/dL) 58.9+ 12.6 58.4+12.0 0.836
Colina (ng/mL) 741+18 6.46+2.1 *0.006
Betaina (ug/mL) 3.03+0.76 2.98+0.9 0.770

PC: Perimetro craneal. En el cuadro se presentan medias y desviaciones estandar. * Indica valores significativos.
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Cuadro X. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de las madres.

Madres ( n =128)

SDG =70 DG=58 Valor de P
Edad (afios) 29.4+5.13 32.445.81 *0.004
IMC Pregestacional (Kg) 26.5+ 3.0 26.3+2.7 0.677
Glucosa ( mg/dL) 77.4+15.8 73.7+ 16.9 0.318
HbA1lc (%) 52+0.3 56+ 0.4 *0.001
Colina (ug/mL) 2.36+0.67 2.54+ 0.59 0.059
Betaina (ng/mL) 1.47+0.52 1.84+0.77 *0.002

IMC: indice de masa corporal; HbAlc: Hemoglobina glucosilada. * Indica valores significativos. Glucosa y Hemoglobina

Las diferencias entre los grupos fueron calculadas con por las pruebas t- student y
U de Mann-Whitney dependiendo de la distribucion de los datos, con una

significancia del 95%.
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Figura XIll. Relacion de valores de colina y peso en recién nacido con y sin DG. El resultado fue
significativo ( P = 0.0048).
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Figura XIIl. Relacion de valores de colina y Hb1Ac de madres con y sin DG. El resultado

fue no significativo ( P = 0.3313)
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IX. Discusion

La DG se diagnostica por primera vez en el segundo y tercer trimestre de
embarazo, existe una serie de complicaciones maternas y fetales a causa de la
hiperglucemia materna como son el riesgo elevado de morbilidad en el embarazo,
preeclampsia e hipertension arterial asi como alteraciones a largo plazo como
obesidad, DT2 y sindrome metabdlico. Referente a las complicaciones de los RN
pueden presentar macrosomia al momento del nacimiento, asi como

complicaciones a largo plazo como obesidad, DT2 y sindrome metabdlico.

Los factores que influyen en desarrollo de la DG son de diversa indole como la
etnia, edad, obesidad y una serie de hormonas placentarias anti-insulina. En este
estudio se observo que la edad fue diferente entre los dos grupos y se sabe que

éste es un factor de riesgo para el desarrollo de DG.

La colina es un nutriente esencial que tiene varias funciones en la estructura de la
membrana celular, la neurotransmision, la sefalizacion celular y la epigenética
Cuando la colina se oxida a betaina, sus grupos metilo labiles estan disponibles
para las reacciones de metilacion, esta oxidacion se lleva a cabo en la mitocondria
en la cual sus principales enzimas son colina deshidrogenasa y betaina

homocisteina metiltransferasa.

Las concentraciones de colina en plasma fetal son 3 veces mas altas que en el
plasma materno al término de la gestacion. Sin embargo, las concentraciones
plasmaticas de colina varian mas de 5 veces en los RN al nacer, lo que sugiere que
las vias para la transferencia de colina materna a fetal no estan saturadas y pueden
estar influenciadas por la nutricion materna de colina para la remetilaciéon de

homocisteina a metionina y para la acumulacion de folato.%®
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De acuerdo con los valores antropométricos se observaron valores significativos en
talla, IMC y PC en recién nacido, siempre mayor en los RN-DG (Cuadro [X).
Diversos estudios han reportado que la hiperglucemia materna genera
hiperglucemia intrauterina lo que a su vez, da lugar a la hiperinsulinemia fetal con
modificacion en el patron de crecimiento y alteracion posterior del metabolismo

fetal.1%16

De acuerdo con los resultados de glucosa tanto en madres y RN no se obtuvieron
valores significativos, en los RN se observé una media en el grupo SDG de 58.9
mg/mL y en DG de 58.4 mg/mL con un valor no significativo de p= 0.836. En las
madres sin DG se obtuvo una media de 77.4 mg/mL y en madres con DG de 73.7
mg/mL con un valor no significativo de p=0.318. Este comportamiento se debe a
que al ser diagnosticadas con DG se les da tratamiento con dieta, actividad fisica
moderada, metformina o insulina; cabe resaltar que todas las madres con DG ya

tenian un tratamiento al momento de tomar las muestras sanguineas.

En hemoglobina glucosilada se observaron valores significativos en M-DG
obteniendo una media de 5.6 mg/mL en M-SDG una media de 5.2 con una p= 0.001
(Cuadro X).

En el grupo de los RN se observaron valores significativos en colina y valores no
significativos en betaina obteniendo como resultados de colina en RN-SDG una
media 7.41ug/mL y RN-DG una media de 6.46ug/mL con valor significativo de
p=0.006. Referente a betaina en RN-SDG de 3.03 ng/mL y RN-DG de 2.98ug/mL

con un valor no significativo de p=0.770.

En la Figura Xll se observo una disminucion de la concentracion de colina sérica
proporcional al aumento del peso del RN posiblemente esté relacionado con el CTL-
1, sin embargo, no existe ningun antecedente en la literatura entre esta relacion

colina y peso.
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En nuestro estudio la correlacion de colina entre madres con y sin DG no fue
significativo con una media de 2.36ug/mL en M-SDG y 2.54ug/mL en M-DG con una
p=0.059

Referente a la betaina se observé una media de 1.47ug/mL en M-SDG y 1.84 ug/mL

en M-DG con un valor significativo de p=0.002.

En este estudio se observo que el grupo M-DG obtuvieron una concentracion mayor
de colina, comparado con el grupo M-SDG con un valor no significativo, pero se
observa una tendencia, que se puede atribuir a diversos factores como es la
alimentacion o la ingesta da algun suplemento relacionado al metabolito. Referente
a betaina se observa una concentracién mayor en M-DG, este resultado era de
esperarse ya que, al tener una concentracion mayor de colina, hay una mayor

oxidacion de esta y por lo tanto una mayor concentracion de betaina.

Al comparar a los RN con DG y sin DG observamos una disminucion de
concentracion de colina y betaina en RN con DG (Cuadro IX). La concentracion de
colina y betaina en M-DG fue mayor que en M-SDG, esperariamos que las
concentraciones de colina y betaina en RN-DG fuera mayor que en RN-SDG pero
no se observo asi. De acuerdo con el estudio de Heidi K. y cols. Las protéinas CTL
1y CTL2 son las principales transportadores de colina responsable de la absorcién
placentaria del suministro de sangre materna y probablemente la hiperglucemia fetal
altere los transportadores CTL-1 y CTL-2 en la placenta y éste altere el transporte
de colina y por lo tanto llevaria a una disminucién de betaina. Hay pocos informes
referentes a los transportadores de colina en placenta y no se ha estudiado como

afecta la hiperglucemia materna a este transportador.2°

Como se puede observar la colina en muestras en cordén umbilical fue 2.5 veces
mayor que en la madre en el momento del parto; la betaina, aproximadamente el
doble. Durante el desarrollo normal del feto al adulto, hay una disminucién
progresiva en la concentracion de colina en la sangre que comienza en el utero. De

hecho, las concentraciones séricas de colina son 6 a 7 veces mas altas en el feto y
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en el neonato que en el adulto.®® Esta disminucion en la concentracion de colina

sérica, hacia niveles de adultos, ocurre durante las primeras semanas de vida.
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X. Conclusion.

En este estudio se observaron diferencias en las concentraciones de metabolitos
entre las madres y entre los recién nacidos. La concentracion de betaina fue mayor
en M-DG comparado con las M-SDG. En los RN la concentracion de colina fue
mayor en el grupo de RN-SDG. En general, los dos metabolitos presentaron

concentraciones mayores en los RN comparados con las madres.
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XI. Propuesta

Se propone realizar un cuestionario validado de dieta para observar la ingesta de
alimentos que podria alterar los niveles de metabolitos del ciclo de un carbono,
aumentar el numero de sujetos de estudio, cuantificar los parametros bioquimicos
como glucosa, HbA1c e insulina y de los metabolitos relacionados como acido
félico, Vitamina B12, betaina, colina, S-adenosil metionina y S-adenosil
homocisteina al momento de ser diagnosticada y antes del parto. Asi también
estudiar los transportadores CTL1 y CTL2 en placenta de mujeres control y con

hiperglucemia para observar como afecta el transporte de colina.
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