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Resumen

La diabetes gestacional representa la principal alteracion metabdlica durante el embarazo,
afectando al 17.7% de los embarazos en México. La importancia clinica de esta patologia
radica en las complicaciones a corto y largo plazo que afectan a la madre y al producto
como lo son el desarrollo de diabetes, obesidad, hipertensién y sindrome metabdlico. La
diabetes gestacional se diagnostica entre la semana 24 a 28 de gestacién mediante la
realizacién de una curva de tolerancia a la glucosa.

El objetivo del estudio fue identificar metabolitos presentes en etapas tempranas de la
gestacion (antes de la semana 18 de gestacion) en mujeres que fueron diagnosticadas con
diabetes gestacional mediante la realizacion de la prueba estandar de referencia
diagnéstica; con el propdsito de generar un modelo de identificacion temprana para el
desarrollo de diabetes gestacional en poblacién mexicana.

Mediante un analisis de metaboldmica dirigida, se seleccionaron biomarcadores séricos en
etapas tempranas de gestacion que presentaran el mayor valor predictivo para identificar
a las mujeres que fueron diagnosticadas con diabetes gestacional en una cohorte de
mujeres embarazadas mexicanas. Se evaluaron 75 mujeres embarazadas, las cuales 62
cursaron con embarazos normoevolutivos y 13 mujeres fueron diagnosticadas con
diabetes gestacional de acuerdo con los criterios establecidos por la NOM-007-SSA2-2016,
Para la atencién de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio, y de la persona
recién nacida.

Se realizaron analisis de arboles de decision random forest para evaluar la contribucion y
asociacion de los metabolitos en etapas tempranas de la gestacién identificados con
mayor relacidon al desarrollo de diabetes gestacional. Se desarrollaron modelos que
incluyen acilcarnitinas de cadena corta (butirilcarnitina (AC4), isovalerilcarnitina (AC5) y
tiglilcarnitina (AC5:1)) con un darea bajo la curva (AUC) de 0.913 (0.856-0.959, IC 95%) y
0.93 (0.869-0.991, IC 95%) respectivamente para clasificar a las pacientes que desarrollan
diabetes gestacional.

El presente estudio demuestra que el metabolismo de lipidos y aminodcidos en las
mujeres que desarrollan diabetes gestacional de forma independiente al IMC
pregestacional se encuentra alterado en etapas tempranas de la gestacion. Los modelos
metaboldmicos generados permiten clasificar al 100% de los casos que desarrollan
diabetes gestacional, independientemente del IMC pregestacional, edad y paridad; sin

embargo, clasifican erréneamente al 20% de los controles.



Abstract

Gestational diabetes (GD) represents the main metabolic alteration during pregnancy
affecting 17% of pregnancies in Mexico. The clinical relevance of this pathology is the
short and long term complications such as: obesity, diabetes, and hypertension; that
affect mother and child. GD is often diagnosed between weeks 24 to 28 of gestation

through an oral glucose tolerance test.

The aim of the present study was to identify early pregnancy metabolites (under 18 weeks
of gestation) present on women who were diagnosed with GD; in order, to generate an

early prediction model to identify those women who will later be diagnosed with GD.

We used targeted metabolomics (11 amino acids and 39 acylcarnitines) to select early
serum biomarkers with the most predictive power to identify women who will later be
diagnosed with GD on a Mexican cohort of pregnant women. We assessed 79 pregnant
women, which 66 underwent a normal pregnancy and 13 were diagnosed with GD under
the IADPSG criteria.

Random forest analyses were performed to asses the contribution and association of the
metabolites identified to the development of GD. We developed two models that included
three short chain acylcarnitines (namely AC4, AC5 and AC5:1) that allowed an AUC of 0.93
(0.87-0.99, ClI 95%) for model 1 and an AUC of 0.91 (0.86-0.96, Cl 95%) for model 2 for

classification of gestational diabetes.

This study shows that lipid and aminoacid metabolism is impair even on early stages of
pregnancy in women who will develop gestational diabetes; regardless of their gestational
body mass index (BMI). These metabolic models allow the classification of the totality of
cases of gestational diabetes, regardless their BMI, age and parity; however, these models

wrongly classify 20% of controls.

This model allows the identification of women on early stages of pregnancy that will be
diagnosed with gestational diabetes between weeks 24 to 28 of gestation. However,

additional studies in a large sample of pregnant women are required.



Introduccion

La diabetes gestacional (DG) constituye la alteracion metabdlica mas frecuente en la
gestacion, se caracteriza por intolerancia a la glucosa en grados variables, iniciada o
reconocida por primera vez durante la gestacién y que puede o no resolverse después de
ésta (1, 2). En México, este padecimiento ha ido en aumento y actualmente su prevalencia

es del 17.7%, lo cual representa la importancia de su diagndstico y tratamiento (3).

Existen diversos factores de riesgo relacionados al desarrollo de diabetes gestacional
entre los que se encuentran: edad, etnia, ganancia excesiva de peso durante el primer
trimestre de gestacion, el periodo intergenésico, historia de diabetes gestacional en
embarazos previos, historia familiar de diabetes gestacional, habito de tabaquismo y la

presencia de obesidad pregestacional (4, 5).

La importancia clinica de la DG radica en su asociacién con las complicaciones tanto
maternas como fetales; entre los desenlaces adversos maternos asociadas a la presencia
de DG se incluyen; hipertension arterial gestacional, preeclampsia, eclampsia y resolucién
del embarazo en cesarea, dentro de las complicaciones neonatales, la mas comun es la
macrosomia (peso neonatal >4,000g independientemente de la talla), que se asocia con
el riesgo de desarrollar sindrome de insuficiencia respiratoria aguda, distocia de hombros,
paralisis de Erb, hipoglucemia, hipocalcemia, policitemia, hiperbilirrubinemia y
trombocitopenia (6, 7). Diversos estudios han demostrado que las madres que cursaron el
embarazo con diabetes gestacional tienen siete veces mas riesgo de desarrollar diabetes
tipo 2, y tienen mayor probabilidad de desarrollar hipertensién arterial, dislipidemias y
sindrome metabdlico que aquellas mujeres que no cursaron con esta patologia en el
embarazo (3, 4, 7-11).

Existen dos pruebas estandar de referencia empleadas para el diagndstico de la diabetes
gestacional recomendadas entre la semana 24 a 28 de gestacién, ambas son utilizadas
internacionalmente, sin embargo, no se ha llegado a un consenso sobre cual prueba es la
mas adecuada para el diagndstico (2, 12, 13). En el presente trabajo se empleé la prueba
estandar de referencia diagndstica de un paso, con una carga de 75g de glucosa segln los
criterios establecidos por la NOM-007-SSA2-2016. Para la atencion de la mujer durante el

embarazo, parto y puerperio, y de la persona recién nacida (14).



Recientemente, gracias al estudio de la metabolémica se han descubierto diversos
biomarcadores que han permitido un mejor entendimiento de las vias metabdlicas y
metabolitos que derivan en el desarrollo de la diabetes gestacional y que pueden ayudar a
desarrollar técnicas y herramientas para el diagndstico temprano de esta patologia en
etapas tempranas de la gestacion (15).

El objetivo de este trabajo fue la generacién de un modelo metabolémico que permita la
identificacion temprana (antes de la semana 18 de gestacién) de aquellas mujeres
embarazadas mexicanas que seran diagnosticadas con diabetes gestacional entre las

semanas 24 a 28 de gestacion por medio la prueba estandar de referencia diagnéstica.

Marco Teorico

Embarazo

El embarazo es un estado que involucra diversas adaptaciones fisioldgicas que son
necesarias para asegurar un correcto aporte de nutrimentos para un correcto desarrollo y
maduracidn fetal (16). Dichas adaptaciones se clasifican en dos fases: la fase anabdlicay la
fase catabdlica (16, 17).

Fase anabolica

Esta fase ocurre durante los primeros dos trimestres de gestacidon, en donde ocurren
diversas adaptaciones que tienen la finalidad de incrementar los depdsitos lipidicos en

tejidos maternos:

1. Desarrollo de hiperfagia, la cual se incrementa progresivamente a lo largo de la

gestacion y por consecuente, promueve la disponibilidad de sustratos metabdlicos
exogenos (18, 19).

2. Incremento de lipogénesis de novo, durante esta etapa se incrementa la sintesis de

acidos grasos y glicerol, asi como la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL) para
promover la distribucidon de grasa hidrolizando tanto a los quilomicrones ricos en
triacilglicéridos y a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs) circulantes en el
plasma liberando acidos grasos y glicerol que seran captados por el tejido adiposo
(20, 21).



3. Incremento de la sintesis de glicerol-3-fosfato, se observa mayor sintesis de

glicerol-3-fostato en el tejido adiposo proveniente de glucosa y de glicerol, lo cual
favorece la sintesis de triacilglicéridos y su acumulacién en el tejido adiposo (22).
4. Sensibilidad a la insulina, durante esta etapa la sensibilidad a la insulina aumenta

en tejidos periféricos (tejido adiposo y musculo esquelético) aproximadamente en
un 60% influenciado por la unidad fetal-placentaria (23), debido al incremento en
los receptores de insulina en estos tejidos, promoviendo la lipogénesis, reduciendo
la oxidacién de acidos grasos y la lipdlisis; generando un incremento en los
depdsitos de grasa (16).

5. Adaptaciones de las células beta pancreadticas, las cuales son clave en la respuesta

a la sensibilidad materna a la insulina. Estas adaptaciones son mediadas por
hormonas maternas (prolactina) y placentarias (lactégeno humano placentario);
las cuales estimulan una hiperplasia de las células B-pancreaticas incrementando la
secrecién de insulina.

6. Hipoaminoacidemia, los aminoacidos son requeridos tanto por la madre como por

el feto como una fuente energética que permite el adecuado crecimiento vy
desarrollo fetal (24, 25). Principalmente se observa disminucion en las
concentraciones de aminoacidos gluconeogénicos como: alanina, serina, treonina,
glutamato y glutamina (26, 27).

7. Glucosa en ayuno, las concentraciones de glucosa en ayuno disminuyen debido al

incremento en el almacenamiento de glucégeno en tejido hepatico, asi como en
musculo esquelético, incremento en la utilizacion de glucosa periférica,
disminucién de la gluconeogénesis hepdtica e incremento de la utilizacion de

glucosa por parte de la unidad feto-placentaria (28-30).

Fase catabolica

Inicia a finales del segundo trimestre del embarazo y se caracteriza por un metabolismo
acelerado de los depdsitos de lipidos como consecuencia al incremento en la actividad

lipolitica basal del tejido adiposo en respuesta a la resistencia a la insulina.

Durante esta fase ocurren adaptaciones fisioldgicas como:

1. Resistencia a la insulina durante el segundo y tercer trimestre de gestacién se

disminuye progresivamente la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos
(tejido adiposo y musculo esquelético); alcanzando su nivel maximo de resistencia

en el tercer trimestre de gestacion (23). En el higado, la resistencia a la insulina



genera incremento en la gluconeogénesis y cetogénesis para mantener un estado
normoglicémico.

Adaptaciones de las células beta pancredticas, en respuesta a la disminucion de la

sensibilidad materna a la insulina, se desarrolla hiperinsulinemia mediada por
hormonas maternas (prolactina) y placentarias (lactégeno humano placentario);
las cuales estimulan la secrecién de insulina y el incremento de tamafio y nimero
de las células beta pancreaticas (hipertrofia) (23).

Incremento de la gluconeogénesis hepdtica, esta via metabdlica contribuye a la

homeostasis de la glucosa durante al embarazo, al compensar la resistencia a la
insulina en los tejidos y mantener un estado normoglicémico (23, 24).

Adaptaciones del tejido adiposo y hepdatico, estudios realizados en esta etapa

describen que se presenta mayor expresion y actividad de la lipasa sensible a
hormonas (HSL) en tejido adiposo y una disminucidn en la actividad de la
lipoprotein lipasa (LPL) en tejido adiposo disminuyendo el depésito de lipidos en
este tejido permitiendo que los acidos grasos no esterificados (NEFAs) y el glicerol
puedan ser convertidos en el higado en acil-CoA y glicerol-3-fosfato para
posteriormente ser re-esterificados (31).

Adaptaciones del tejido hepatico En el tejido hepatico, los triacilglicéridos son

transferidos a las VLDL y posteriormente son liberados a la circulacion materna, lo
que ocasiona que esta fase del embarazo se caracterice por hipertriacilgliceridemia
materna (24, 31, 32). Alternativamente, el glicerol puede ser empleado para
sintesis de glucosa mientras que los NEFAs pueden ser oxidados a Acetil-CoA para
la produccidn de energia, asi como para la sintesis de cuerpos cetdnicos que son
empleados como sustrato energético fetal y como sustrato para la sintesis de
lipidos esenciales para el neurodesarrollo fetal (16, 33, 34). En esta fase el uso
preferencial de glicerol como sustrato gluconeogénico es de gran importancia
durante periodos de ayuno materno debido a que los sustratos gluconeogénicos
son escasos mientras que el aporte de glucosa es vital para el desarrollo fetal (34).

Hipoaminoacidemia, en esta fase se acentua la disminucidon de concentraciones de

aminoacidos como resultado del incremento de la gluconeogénesis hepatica, asi
como del aumento en la transferencia de aminoacidos de la placenta hacia el feto
para permitir un adecuado crecimiento y desarrollo fetal (16). De igual manera, la
concentracion de proteinas séricas maternas disminuye a partir de la semana 20
de gestacion de 46 a 38 g/l, ocasionando una disminucién de la presiéon oncética

predisponiendo al desarrollo de edema (24, 35).



La resistencia a la insulina fisioldgica y la hipoglucemia relativa resulta en lipdlisis,
permitiendo a la mujer embarazada preferir el uso de lipidos como sustrato energético,
preservando asi la disponibilidad de glucosa, aminoacidos y cuerpos cetdnicos para su
aporte a la unidad feto-placentaria y asi asegurar un adecuado crecimiento y desarrollo
fetal. Cuando se ven alteradas cualquiera de estas adaptaciones fisioldgicas y la mujer
embarazada no es capaz de reaccionar adecuadamente a la resistencia a la insulina es

entonces cuando se desarrolla hiperglucemia y consecuentemente diabetes gestacional.
Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se define como una patologia que se caracteriza por la intolerancia
a los hidratos de carbono con diversos grados de severidad que se reconoce por primera
vez durante el embarazo y que puede o no resolverse después de éste (36). Constituye la
principal alteracién metabdlica en el embarazo (2, 37) y en nuestro pais, la prevalencia de

diabetes gestacional se reporta entre el 8.7 al 17.7% (3).

Diabetes gestacional: Factores de Riesgo

Las mujeres embarazadas se clasifican de acuerdo con los factores de riesgo que
presentan para su desarrollo de diabetes gestacional en tres grupos: riesgo bajo,

intermedio y alto (3, 6, 38); los cuales se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Factores de riesgo para el desarrollo de diabetes gestacional

Nivel de Riesgo Criterios

Se cumplen todos los siguientes factores de riesgo:

-Grupo étnico con bajo riesgo de diabetes

-Sin antecedentes de diabetes en familiares de primer grado
-Edad menor a 25 afios

-IMC normal antes de la gestacion

-Peso normal al nacer

-Sin antecedente de prediabetes

Riesgo bajo

Riesgo intermedio No cumplen criterios de bajo ni alto riesgo

Se presenta cualquiera de los siguientes factores de riesgo:
-Obesidad severa pregestacional

-Historia de diabetes en familiares de primer grado

Riesgo alto -Antecedente de prediabetes en embarazo previo
-Diagnéstico establecido de prediabetes

-Diagnéstico previo de sindrome de ovarios poliquisticos
-Antecedente de productos macrosémicos (>4000g al nacer)
-Presencia de glucosuria




Diabetes gestacional: Diagndstico

Existen dos pruebas para el diagndstico de la diabetes gestacional recomendadas entre la
semana 24 a 28 de gestacién, ambas son utilizadas internacionalmente, sin embargo, no

se ha llegado a un consenso sobre cual prueba es la mas adecuada para el diagndstico (2,

12, 13). Ambas pruebas diagndsticas se describen en la Tabla 2:

Tabla 2: Pruebas vy criterios diagndstico de diabetes gestacional

Prueba en Un Paso (2, 14, 37)

Prueba en Dos Pasos (2, 37, 39)

-Curva de tolerancia a la glucosa (CTG) con 75g
de glucosa, 3 tomas: ayuno, a la horay a las dos
horas.

-Realizar la CTG en la mafiana previo ayuno >8
horas.

-Diagnéstico de diabetes gestacional si los
valores de glucosa en plasma exceden:

*Ayuno: 92mg/dl

-Curva de tolerancia a la glucosa (CTG) con 50g de
glucosa con toma a la hora (primer paso).

En esta prueba, la paciente no necesita ayuno. Si la
glucosa a la hora es superior o igual a 140mg/dl se
procede a realizar una CTG con 100g de glucosa
(segundo paso) con paciente en ayuno.

-Diagnédstico de diabetes gestacional si dos o mas

*1 hora: 180mg/dI niveles de glucosa en sangre exceden:
*2 horas: 153mg/d| *Ayuno: 95mg/dl

*1 hora: 180mg/dI

*2 horas: 155mg/dl

*3 horas: 140mg/dl

En nuestro pais, ambas pruebas estandar de referencia diagndstica son aceptadas. Segun
la NOMO0015-SSA2-2010, Para la prevencidn, tratamiento y control de la diabetes mellitus.
2010, en su apartado “10.4.2” establece que: “se recomienda que los estudios iniciales se
hagan entre la semana 24 y 28 de embarazo (alrededor de los 6 meses), aunque las
mujeres con mayor riesgo pueden ser estudiadas desde antes. Los estudios consisten en
una muestra de glucosa en sangre (50 g de glucosa por via oral) y si la sospecha es alta se
hacen estudios mds especificos, como la prueba de tolerancia a la glucosa en tres horas”
(39). Asi mismo, la NOM-007-SSA2-2016, Para la atencién de la mujer durante el
embarazo, parto y puerperio, y de la persona recién nacida; establece en su apartado
5.3.1.6 lo siguiente: “A todas las mujeres embarazadas se debe realizar la prueba de
deteccién para DG entre la semana 24 y 28 del embarazo, aunque las mujeres con mayor

riesgo pueden ser estudiadas desde antes que la prueba” (14).

Sin embargo, como se puede apreciar anteriormente, sélo se menciona que las mujeres
embarazadas con riesgo alto pueden ser evaluadas antes, pero no indican de forma
especifica en qué semana de gestacién se recomienda realizar los estudios antes

mencionados a la mujer embarazada con moderado y alto riesgo.




Diabetes gestacional: Complicaciones

Las pacientes que cursan con diabetes gestacional presentan un mayor riesgo de
complicaciones maternas y fetales en comparacidon con la poblacién general (6), estas

complicaciones pueden ser perinatales y/o postparto (6, 7).

Las complicaciones maternas y fetales perinatales son: desarrollo de preeclampsia,
eclampsia, resolucién del embarazo en cesarea, malformaciones congénitas en el feto,
macrosomia, prematurez, hipoglucemia neonatal, hipocalcemia neonatal, ictericia
neonatal, sindrome de distrés respiratorio y muerte fetal (6, 7, 10, 11). Todas estas
complicaciones son relevantes ya que ponen en riesgo la vida materno-fetal en el

transcurso y resolucién del embarazo.
Las complicaciones postparto relacionadas con la diabetes gestacional son:

1. Desarrollo de diabetes tipo 2: Diversos estudios han demostrado que las mujeres
gue cursaron con diabetes gestacional tienen mayor probabilidad (siete veces mas
riesgo) de desarrollar diabetes tipo 2 a largo plazo (cinco afios), en comparacion
con aquellas mujeres que no cursaron con esta patologia durante el embarazo (7).
En cuanto al desarrollo de diabetes tipo 2 en el recién nacido, se ha propuesto por
la teoria de la programacion de los Origenes del Desarrollo de la Salud y la
Enfermedad (DOHaD por sus siglas en inglés) que puede predisponer al riesgo de
desarrollar enfermedades metabdlicas crénico-degenerativas como lo es la
diabetes. Esta teoria sostiene que la exposicion intaruterina a un excesivo aporte
energético, principalmente glucosa, ocasiona cambios metabdlicos permanentes
en el feto que llevan al desarrollo de diabetes en la edad adulta (7-9, 11, 40, 41).

2. Desarrollo de obesidad: Diversos estudios han demostrado que las pacientes que
cursaron con diabetes gestacional tienen un alto riesgo de desarrollar obesidad
posterior a la resolucién del embarazo (6, 7, 11). Igualmente, la teoria DOHaD ha
propuesto que los nifios de madres con antecedente de diabetes gestacional
tienen un riesgo mucho mayor de desarrollar obesidad en la edad adulta (9, 40,
41).

3. Desarrollo de sindrome metabdlico y alto riesgo cardiovascular: Las mujeres con
antecedente de diabetes gestacional tienen mayor probabilidad de desarrollar
factores de riesgo cardiovasculares como: desarrollo de hipertensién, dislipidemias
y sindrome metabdlico que aquellas mujeres que no cursaron con esta patologia

en el embarazo (6, 11). De igual manera, la teoria DOHaD establece que la



hiperglucemia intrauterina en conjunto con la obesidad materna es un factor de

riesgo para desencadenar sindrome metabdlico en la edad adulta (8, 9, 11, 40).
Diabetes gestacional: Nuevos avances en el diagnéstico

Recientemente, gracias al estudio de la metaboldmica (ciencia que lleva a cabo un estudio
sistematico de los productos metabdlicos asi como de las vias metabdlicas en organismos
bioldgicos, para obtener huellas fenotipicas), se han descubierto diversos biomarcadores
gue han permitido un mejor entendimiento de las vias metabdlicas y metabolitos que
derivan en el desarrollo de la diabetes gestacional y que pueden ayudar a desarrollar
técnicas y herramientas para el diagndstico temprano de esta patologia en etapas

tempranas de la gestacion (15).

Los estudios de metabolédmica proveen una ventana para evaluar los mecanismos
fisiopatoldgicos de diversas patologias como lo son la resistencia a la insulina y la diabetes
tipo 2 (42). Estudios de metaboldmica han correlacionado diversos metabolitos con el
desarrollo de diabetes tipo 2 hasta 12 anos antes del establecimiento de esta patologia
(43, 44), dentro de los cuales se incluyen: hidratos de carbono, especies de lipidos como
lisofosfatidilcolinas, acidos grasos, acilcarnitinas y aminoacidos, en especial aminodcidos
de cadena ramificada (BCAAs por sus siglas en inglés, leucina, valina e isoleucina) y
aromaticos (fenilalanina y tirosina) (43-46). De igual manera y debido a que tanto la
diabetes tipo 2 y la diabetes gestacional comparten ciertas caracteristicas, se han
identificado biomarcadores comunes que permiten distinguir a las mujeres que
desarrollan diabetes gestacional gracias a los estudios de metabolédmica realizados entre
las semanas en las que se establece el diagndstico (47-51) o en semanas previas al
diagndstico (ver tabla 3). Sin embargo, todavia existe divergencia entre los metabolitos

identificados y las poblaciones estudiadas.

Se han propuesto diversas teorias sobre la patogénesis de la diabetes gestacional, en
donde el descubrimiento de diversos biomarcadores apoya la teoria que la lipotoxicidad
desempefia un papel fundamental en el desarrollo de resistencia a la insulina (50, 52-54).
El término lipotoxicidad se refiere al aporte excesivo de lipidos y su subsecuente
acumulacidn en tejidos sensibles a la insulina y que interfiere con la via de sefalizacién de
la insulina en estos tejidos (55). Muoio et al (56-58) propusieron un mecanismo
alternativo en donde la tasa oxidacién de los acidos grasos sobrepasa el ciclo del acido

tricarboxilico; y, por consiguiente, desencadenando la acumulacion de metabolitos
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intermediarios tales como las acilcarnitinas, los cuales pueden interferir con la sensibilidad

a lainsulina.

Las acilcarnitinas (ACs) se generan a partir de la carnitina libre y acil-CoAs por medio de
carnitina aciltransferasas en la mitocondria o en los peroxisomas (59). Las ACs son
consideradas como la forma de transporte de acidos grasos de distinta cadena (C2-C26) y
estas especies pueden ser empleadas para produccién de energia en la mitocondria o para
la sintesis de moléculas enddgenas; asi mismo estas moléculas pueden ser transportadas
de los tejidos hacia el plasma, en donde elevacién de algunas especies de ACs se ha
correlacionado con diversos estados de resistencia a la insulina (59, 60). Esta acumulacion
de distintas especies de acilcarnitinas se comprueba en estados de resistencia a la insulina
(60) tales como sindrome metabdlico (61), diabetes tipo 1 (61), diabetes tipo 2 (61-63) y

recientemente en estudios de diabetes gestacional (48, 49, 64-67).

El perfil de las distintas especies de ACs, asi como sus concentraciones, puede caracterizar
el patrén metabdlico y puede indicar la presencia de alteraciones en la oxidacién de
acidos grasos y en el metabolismo de los acidos organicos. En contraste con las ACs de
cadena corta (C2-C5), las cuales pueden derivarse de la degradacion de glucosa,
aminoacidos y acidos grasos; las ACs de cadena media (C6-C12) y larga (C14-C26) se
derivan exclusivamente del metabolismo de los acidos grasos. Las ACs de cadena larga
principalmente se sintetizan y se metabolizan en la mitocondria, por lo tanto,
concentraciones de estas especies de ACs son usadas como marcadores de alteracién en

la oxidacion de acidos grasos (55, 68).

Derivado de lo anterior, diversos autores han desarrollado diversos modelos predictivos

para el diagndstico temprano de diabetes gestacional (Tabla 3).
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Tabla 3: Modelos de diagndstico temprano diabetes gestacional.

Semanas Tamaiio de
Modelo Variables de Pais AUC
.. muestra
gestacion
Variables Edad materna, IMC pregestacional, etnia , 0.668 IC 95%
<2 1
clinicas (69) 0 >60 Canadd 0.637, 0.699
Variables Edad r.natgrna >25 a’no.s, IMC. pre.gestac.lc.)nal >25I.<g/m2, antecedgnte de , 0.680 IC 95%
. complicaciones obstétricas, historia familiar de primer grado de diabetes <20 422 Turquia
clinicas (70) : . : 0.649, 0.712
tipo 2, producto macrosémico en embarazos previos
Variables IMC pregestacional, etnia, historia familiar de primer grado de diabetes
clinicas (71) tipo 2, diabetes gestacional en embarazos previos <20 995 Paises Bajos 0.756 1€ 95%
PO & & P ) 0.725, 0.787
Variables Edad materna, IMC en la primera visita de control prenatal, etnia, historia
. s . . . . . . 0.7391C 95%
clinicas (72) familiar de primer grado de diabetes tipo 2, diabetes gestacional en <20 4276 Australia 0701 0.776
embarazos previos T
Lipidémico (73) | Especies de triacilglicéridos TG 51:1, TG 48:1, especie de fosfatidilcolina PC . . 0.7411C95%
32:1, especie de colin-éter fosfolipido PCae 40:4. 15-16 817 Reino Unido 0.696, 0.786
Adiponectina
. . i g 0.791C 95%
(74) Adiponectina 13 No aplica, meta-analisis 0.75,0.83
Hemoglobina Ref75:1195 | Ref75: Espafia | 0.725IC 95%
. . . . ’ . ’ . . . (0]
glucos;lg;ja (75, | Edad materna, adiponectina, apolipoproteina M, apolipoproteina L1 8-14 Ref 76: 262 Ref 76: Brasil 0.2,0.824
Ganancia de 0
peso (77) Ganancia de peso materna gestacional 14 255 China OR 21'2’_2.)(:0956
Variables
clinicasy Edad materna, suma de pliegues cutaneos, presion arterial sistdlica, 0.77 IC95%
metaboldmicas | glucosa, HbAlc, fructosamina, adiponectina, SHBG, triacilglicéridos en 15-18 1303 Reino Unido ) °
. L 0.73,0.80
(78) HDL, 3-hidroxibutirato
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Tabla 3: Modelos de diagndstico temprano diabetes gestacional (continuacion).

Semanas

Modelo Variables de Tamario de Pais AUC
‘. muestra
gestacion
Metabolitos: acidos grasos (acido linoléico, oleico, miristico), azlcares y
alcoholes (d-galactosa, d-sorbitol, o-fosfocolamina), aminoacidos (-
Metaboldmico alanina, I-valina,5-hidroxi-1-tripréfano,1-fenil-fenilalanina, I-serina, 0.8485 IC 95%
y variables sarcosina, acido glutdmico) y 4cidos organicos (acido lactico, &acido 16 358 Suecia 0.71,0.87
clinicas (79) fumarico y urea)
Variables clinicas: edad materna, IMC pregestacional, historia familiar de
diabetes en primer grado
Metabolédmico | Metabolitos: PAPP-A (proteina plasmatica asociada al embarazo- A),
y variables arginina, glicina, AC50H (3-hidorxi-isovalerilcarnitina) <13 364 Finlandia 0.831C95%
clinicas (65) Variables clinicas: edad, IMC pregestacional, tabaquismo
Metabolédmico | Acetilcarnitina .(ACZ), butirilcarnitina (AC4), isobutirilcarnitina (IsoAC4), <20 100 Canada OR 2.7,1C95%
(67) glutamato, leucina 1.5-4.9
Huella B-hidroxibutirato, dodecanoilcarnitina (AC12), lactato, urea,
metabolomica | propionilcarnitina (AC3), arginina, isovalerilcarnitina (AC5), fenilalanina, .
identificada en | leucina, glucosa, acetilcarnitina (AC2), heptadecanoilcarnitina (AC10) . Esu.]dlo piloto
’ ’ ’ ’ 9-18 56 Meéxico realizado en el

mujeres
embarazadas
mexicanas (66)

valina

INMEGEN
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En un estudio piloto de tipo longitudinal retrospectivo de casos y controles realizado en
nuestro laboratorio (66), se comparé el perfil metabolémico a lo largo de la gestacién en
dos grupos: control (n=50), conformado por mujeres que cursaron un embarazo
normoevolutivo y casos (n=6), mujeres que desarrollaron diabetes gestacional. Todas las
participantes tuvieron seguimiento de control prenatal mensual en donde se obtuvo una
muestra de sangre venosa para determinacidn de las concentraciones en suero de:
glucosa, urea, B-hidroxibutirato, lactato, 28 acil carnitinas y 11 aminoacidos. Entre la
semana 24 a 28 de gestacion se realizé una CTOG de 75g en 2 horas, para establecer el

diagnéstico de diabetes gestacional.

Para el analisis longitudinal se identificaron cuatro ventanas dependiendo de las semanas
de gestacion (SDG): 1) 9-13, 2) 14-17, 3) 18-21 y 4) 22-26. En el grupo que desarrolld
diabetes gestacional, se identificd una huella metaboldomica antes de las semana 18 de
gestacion la cual permitid diferenciar a este grupo del control. Esta huella consistio en los
siguientes metabolitos: B-hidroxibutirato, AC12, lactato, urea, AC3, arginina, ACS5,

fenilalanina, leucina, glucosa y AC2 (66).

Este proyecto se centrd en la generacion de un modelo metabolémico para la
identificacion antes de la semana 18 de gestacion de aquellas mujeres embarazadas
mexicanas que seran diagnosticadas entre las semana 24 a 28 de gestacion con diabetes
gestacional mediante la prueba estandar de referencia diagndstica de un paso tal como lo
establece la NOM-007-SSA2-2016 (14).

Planteamiento del problema

El diagndstico de diabetes gestacional se realiza entre las semanas 24 a 28 de gestacion (2,
13, 14, 39), pero existe evidencia que desde el primer trimestre de gestacion se pueden
identificar biomarcadores que tienen relacion significativa en el desarrollo de esta
patologia (65-67, 69-75, 77-79). Sin embargo, en las poblaciones estudiadas se observa
divergencia en los metabolitos utilizados, esto se debe a la presencia de factores de riesgo
tales como: la etnicidad, el fondo genético y los elementos presentes en el exposoma de
las mujeres que influyen en el desarrollo de diabetes gestacional. Por lo que la pregunta
de investigaciéon es: ¢El modelo metaboldmico generado antes de la semana 18 de
gestacion permitira identificar aquellas mujeres embarazadas mexicanas que seran
diagnosticadas entre las semanas 24 a 28 de gestacién con diabetes gestacional mediante

la prueba estandar de referencia diagndstica?
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Justificacion

Existen diversos factores de riesgo relacionados al desarrollo de diabetes gestacional y
para el caso de la mujer mexicana embarazada ésta tiene mayores posibilidades de

desarrollar diabetes gestacional por cuanto:

1) pertenece a un grupo étnico de alto riesgo, diversos estudios indican que la mujer

latinoamericana tiene mas riego de diabetes gestacional que las mujeres caucasicas

2) por la presencia de obesidad pregestacional, en México el 75.6% de las mujeres en

edad reproductiva presentan sobrepeso u obesidad

3) tiene cuando menos un familiar en primer grado con diabetes tipo 2, segun los datos de
la ENSANUT MC 2016y

4) antecedentes personales de diabetes gestacional.

La implicacién en la deteccidn temprana permitiria al médico/nutridlogo agregar una
ventana de hasta 12 semanas en la identificacién de estas mujeres y asi, iniciar el manejo
médico y nutriolégico para evitar el desenlace y las complicaciones ocasionadas por la

diabetes gestacional.

Hipotesis

La generacion de un modelo metabolémico antes de la semana 18 de gestacidén permitira
identificar a aquellas mujeres embarazadas mexicanas que seran diagnosticadas con
diabetes gestacional en la semana 24 a 28 de gestacién mediante la prueba estandar de

referencia diagnéstica.
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Objetivos

Objetivo general

Generar un modelo metabolémico que permita identificar antes de la semana 18 de
gestacion, a aquellas mujeres embarazadas mexicanas que serdn diagnosticadas con

diabetes gestacional entre las semanas 24 a 28 de gestacion.
Objetivos especificos

o Obtener antes de la semana 18 de gestacién la evaluacién clinica, metabdlica, y
hormonal de las mujeres embarazadas que decidan participar en el estudio.

) Determinar entre la semana 24 y 28 de gestacién la presencia de diabetes
gestacional de cada participante mediante la prueba estandar de referencia diagndstica
(prueba de tolerancia oral a la glucosa) utilizando 75 g de glucosa, utilizando los criterios
qgue establece la NOM-007-SSA2-2016, Para la atencién de la mujer durante el embarazo,
parto y puerperio, y de la persona recién nacida.

) Identificar los metabolitos antes de la semana 18 de gestacién con mayor
correlacién con la presencia de DG.

) Disefiar un modelo de identificacion temprana de diabetes gestacional en mujeres
mexicanas a partir de variables con mayor correlacién mediante andlisis multivariado.

J Determinar el punto de corte déptimo para conocer la exactitud del modelo
predictivo que permita identificar aquellas mujeres que seran diagnosticadas con diabetes
gestacional entre la 24-28 semanas de gestacion mediante la prueba estdndar de

referencia diagnostica.
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Disefio experimental

Diagrama de flujo

Mujeres embarazadas mexicanas que radiquen en la CDMX
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Primera visita

e  Firma del consentimiento informado
e  Historia clinica (énfasis en
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patoldgicos e historia ginecoldgica)
e Antropometria: peso, talla e IMC

antecedentes
personales

(<18 SDG)

Segunda visita
(24-28 SDG)

Si ¢Desarrollan

criterios de
eliminacion?

Toma de muestra de sangre venosa para
determinacion de quimica sanguinea y analisis
metabolémico

Prueba estandar de referencia para el diagndstico de la
Diabetes Gestacional tal como lo establece la NOM-
007-SSA2-2016

v

criterios establecidos en la NOM-007-SSA2-2016
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}

Analisis descriptivo
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J

Figura 1. Diagrama de flujo disefio experimental
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Diseiio del estudio
Estudio cuantitativo observacional, prospectivo, y longitudinal.
Universo del estudio

Mujeres embarazadas mexicanas clinicamente sanas con edad gestacional menor a 18
semanas de gestacion que cumplan con los criterios de inclusidon y que asistan a la
institucién de salud participante (Centros de Salud de Primer Nivel pertenecientes a la
jurisdiccion sanitaria Tlalpan y Gustavo A Madero de la Secretaria de Salud de la Ciudad de

México).

Criterios de inclusion

Criterio Caracteristicas
-Mujeres embarazadas clinicamente sanas mayores de 18 afios y menores de 35 afios de edad,
gue vivan dentro del drea metropolitana y conurbada de la Ciudad de México sin importar el
nimero de gestas previas, indice de masa corporal pregestacional, antecedentes
Criterios heredofamiliares de primer grado y antecedente de diabetes gestacional en embarazo(s) previos.
de -Mujeres embarazadas con producto Unico vivo que acepten seguir el control prenatal en la
inclusion institucion de salud participante.
-Mujeres con edad gestacional menor a 18 semanas, confirmada mediante ultrasonido.
-Que acepten participar libremente en el estudio mediante la previa firma del consentimiento
informado.
Criterios de exclusion
Criterio Caracteristicas
-Mujeres que cursen con alguna patologia subyacente al embarazo, que requiera tratamiento
médico, tales como: diabetes tipo 2, hipertensién arterial sistémica, dislipidemia, sindrome de
Criterios ovario poliquistico, enfermedades autoinmunes, tiroideas, renales, neuroldgicas, virales activas
de | (vIH, TORCH), VDRL positivo y cancer.
exclusién

-Mujeres embarazadas con habito activo de tabaquismo, alcoholismo y/o toxicomanias.
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Criterios de interrupcion

Criterio

Caracteristicas

Criterios de

- Mujeres embarazadas que presenten influenza estacional, gastroenteritis que no requiera

interrupcion | hospitalizacién, dermatitis por contacto, contusiones leves que no pongan en riesgo la evolucién

de la gestacion.

Criterios de eliminacion

Criterios Caracteristicas
-Mujeres embarazadas que retiren su consentimiento informado
-Mujeres embarazadas que desarrollen aborto o muerte fetal temprana u otra patologia
adyacente a DG antes de la semana 28 de gestacion.
Criterios de
eliminacion | -Mujeres embarazadas que abandonen el seguimiento prenatal dentro de la institucién de salud

participante.

-Mujeres embarazadas en las que no se pueda realizar la curva de tolerancia a la glucosa

-Mujeres embarazadas que abandonen de forma voluntaria el estudio

Diseiio de la muestra

La muestra establecida para la cohorte se obtiene del ultimo reporte de natalidad

registrado (2015) en la Ciudad de México (135,828 nacimientos). Se utilizara un nivel de

confianza del 95% con un margen de error del 5%. Utilizando la siguiente ecuacion se

obtiene:

B Z*Npq
T e2(N-1)+ Z.’pq

n

n=tamano de muestra

Za= 1.96 (nivel de confianza del 95%)

e=0.05 (margen de error del 5%)

p=0.087 (proporcién de individuos que poseen en la poblacién la caracteristica de estudio)

g=0.913 (proporcion de individuos que no poseen la caracteristica 1-p)
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N=135,828 nacimientos (poblacién de estudio)

A partir de esta ecuacion se obtiene que la muestra representativa que se utilizé en el

estudio consistido en 147 pacientes, ya sumando el 20% adicional por posibles pérdidas

durante el seguimiento del estudio.

Variables

En la tabla 4 se describen las variables consideradas en este estudio.

Tabla 4: Variables del protocolo de investigacion

. . . . Escala de e s
Variable Tipo Definicion Operacional .. Calificacion
Medicién
~ . . . Cuantitativa o
Edad materna Control Edad en aifos cumplidos de la participante. discreta afos
Diabetes/
Diabetes
- . . estacional
Antecedentes heredofamiliares de primer grado de cualquiera de las L & . /
Antecedentes . X . . . . . Cualitativa Obesidad/
- Control siguientes patologias: diabetes tipo 2, diabetes gestacional, obesidad, )
heredofamiliares ) ., - o . nominal HAS/
hipertension arterial y dislipidemias. N .
Dislipidemias/
Todas /
Ninguna
Antecedente de L L Cualitativa .
. Control Habito tabaquico antes de embarazo. . Si/ No
tabaquismo dicotémica
. .. Cuantitativa
Peso actual Control Peso reportado en la primera visita. ) kg
continua
. .. Cuantitativa
Talla Control Talla reportada en la primera visita. ) m
continua
., . .. Cuantitativa
IMC Control Relacion entre el peso / (talla)”2 en la primera visita. continua kg/m2
Diabetes . . . . . Cualitativa .
. . Independiente | Antecedente de diagndstico de diabetes gestacional en embarazo previo. R Si/ No
gestacional previa dicotémica
Edad gestacional 12 ) Semanas de gestacion por fecha de ultima menstruacidon confirmada por | Cuantitativa
L. Independiente . . . - semanas
visita ultrasonido en la primera visita. continua
. L .. . . ;. , Cuantitativa
Glucosa Independiente | Concentracion de glucosa sérica determinada mediante quimica sanguinea. continua mmol/L
. I Concentracion de -hidroxibutirato sérica determinada mediante | Cuantitativa
B-hidroxibutirato | Independiente . i B . mM/L
colorimetria. continua
. -, Concentracion de acil-carnitinas séricas determinadas mediante o
Acil-carnitinas ) RV . , Cuantitativa
. Independiente | cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de - pumol/L
(39 especies) , continua
masas en tandem.
L Concentracion de aminoacidos séricos determinados mediante o
Aminoacidos ) . L. , Cuantitativa
. Independiente | cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de . umol/L
(11 tipos) , continua
masas en tandem.
. ) Concentracién de insulina sérica determinada mediante ensayo por | Cuantitativa
Insulina Independiente mmol/L

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

continua
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indice de resistencia a la insulina empleando las concentraciones de
glucosa e insulina en ayuno.

Cuantitativa

Unidades con

HOMA-IR Independiente . . . .
pend glucosa ayuno (mmol/l) x insulina ayuno (mmol/l) continua decimales
HOMA — IR:
_ 22.5
Indice para estimar la funcién de la célula beta pancreatica en funcién de
| i insuli I . ,
HOMA8 y o as concentraciones de insulinay g u'cosa fen ayuno - Cuantitativa | Unidades con
o ndependiente 20 x insulina ayuno ( /l) continua decimales
HOMA — %p: ]
glucosa ayuno (MM0Y/)) — 3.5
Diagnéstico de diabetes gestacional segun los criterios que establece la
Diabetes Dependiente NOM-007-SSA2-2016, Para la atencion de la mujer durante el embarazo, | Cualitativa Positivo /
gestacional P parto y puerperio, y de la persona recién nacida. En el numeral 5.3.1.6 y | dicotémica Negativo

Apéndice K

Las mujeres embarazadas que cumplieron con los criterios de inclusion fueron invitadas a

participar en la investigacién mediante un folleto. Mediante este folleto se le explico a la

participante con un lenguaje claro y conciso su participacién en el protocolo de

investigacion.

Las pacientes que aceptaron participar en el estudio previa la firma del consentimiento

informado, fueron vistas en dos ocasiones.

Primera visita

Se realizé antes de las 18 semanas de gestacion. En esta visita se recolectd la siguiente

informacion:

e Edad materna

e Historia clinica ginecoldgica para recabar antecedentes heredofamiliares de primer

grado de cualquiera de las siguientes patologias: diabetes

gestacional, obesidad, hipertension arterial y dislipidemias

e Habito tabaquico antes de embarazo

e Elantecedente de diabetes gestacional en embarazos previos

e Edad gestacional

e Medidas antropométricas: peso, talla y calculo de IMC

tipo 2, diabetes

Se recolectd una muestra de sangre venosa (5 mL) en ayuno, en tubos con BD Vacutainer

con activador de coagulacién tapén rojo.
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Segunda visita

Se realizd entre la 24 a 28 semanas de gestacion. En esta visita se realizo lo siguiente:

e Medidas antropométricas: peso, talla y célculo de IMC.

e Edad gestacional

e Prueba estdndar de referencia diagndstica segun lo establece la NOM-007-
SSA2-2016, Para la atenciéon de la mujer durante el embarazo, parto y
puerperio, y de la persona recién nacida, en el numeral 5.3.16. y Apéndice K
(14).

Métodos:

Historia clinica: Se elaboré la historia clinica ginecoldgica segln lo establece la NOM-004-

SSA3-2012, Del expediente clinico en su apartado 6.1 Historia Clinica, 6.1.1 Interrogatorio,

6.1.2 Exploracién fisica y 6.1.3 Diagndsticos o problemas clinicos (80).

Edad gestacional: Se define como el periodo transcurrido desde el primer dia de la ultima

menstruacion normal en una mujer con ciclos menstruales regulares, sin uso de
anticonceptivos hormonales; con fecha de ultima menstruacion confiable, hasta el
nacimiento o hasta el evento gestacional en estudio. Se expresa en semanas y dias

completos (14).

Medidas antropométricas:

e Peso: Se colocd a la participante embarazada en el centro de la bascula (marca
SECA) con ropa ligera, sin calzado, con los talones juntos y las puntas ligeramente
separadas, se le pidié a la participante que se mantuviera erguida con la mirada al
frente y los brazos colgados paralelos al eje del cuerpo. El peso se registré en
kilogramos.

e Talla: Se colocd a la participante embarazada que se colocara erguida, descalza y
con los talones juntos empleando un estadimetro (marca SECA). La talla se registré

en metros.

Célculo del indice de masa corporal (IMC): Se obtuvo por medio de la férmula de Quetelet

(cociente entre el peso en kilogramos entre la estatura en metros al cuadrado). Se empled

la clasificacion propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud para la poblacién adulta.
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Prueba estandar de referencia diagndstica (curva de tolerancia oral a la glucosa con carga

de 75g de glucosa): se realizd segun lo establece la NOM-007-SSA2-2016, Para la atencién

de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio, y de la persona recién nacida, en el
numeral 5.3.16. y en el Apéndice K (14), la cual consistié en:

1. La participante acudid a la visita en estado de ayuno (no haber consumido ningun
tipo de alimento o bebida) de minimo 8 horas y maximo de 12 horas.

2. Se realizé toma de muestra de sangre venosa en ayuno del antebrazo en donde se
extrajeron aproximadamente 5ml de sangre. Posteriormente, la participante
ingirid una solucién con una carga de glucosa de 75g (DEXTROSOL PTGO, 250ml

Solucién glucosada sabor natural 75g de glucosa).

3. Después del consumo de la solucidn, se realizaron dos tomas de muestra de sangre
venosa del antebrazo con un intervalo de 60 minutos entre cada toma hasta

completar 120 minutos. Cada muestra de sangre fue de aproximadamente 5ml.

4. El diagndstico de DG se establecié segun los criterios mencionados por la NOM
007-SSA2-2016, Para la atencién de la mujer durante el embarazo, parto vy

puerperio, y de la persona recién nacida.

Obtencién de suero: Se centrifugaron los tubos BD Vacutainer tapdn rojo con activador de

coagulaciéon a 1,500xg por 10 minutos para la obtencidn de suero, el cual fue almacenado
en alicuotas de 500 ul en ultracongelador a -70°C hasta la realizacién de los andlisis de

guimica sanguinea, determinacion de B-hidroxibutirato e insulina.

Quimica sanguinea: Las concentraciones séricas de glucosa, triacilglicéridos y colesterol

total fueron determinadas mediante autoanalizador Miura 200 y los kits Diagnostics

Systems, DyaSys.

Determinacidon de B-hidroxibutirato: la concentracidn sérica de B-hidroxibutirato fue

determinada mediante técnica de colorimetria mediante el uso del kit EnzyChrom Ketone
Body Assay Kit.

Determinacion de insulina: la concentracion sérica de insulina fue determinada mediante

la técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) empleando el kit
Human Insulin EZH1-14K/EZHI-14BK, Merck Milipore.
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Calculo de indice HOMA-IR y HOMA-%8: el modelo de evaluacién homeostatico (HOMA

por sus siglas en inglés) es un método para la evaluaciéon y estimacion de la funcion de la

célula B-pancredtica (HOMA-%pB) y la resistencia a la insulina (HOMA-IR por sus siglas en
inglés) obtenido a través de las concentraciones en ayuno de glucosa e insulina. Los
calculos del indice HOMA-IR y el célculo del indice HOMA-% se realizaron con base en la

formula descrita por Matthews et al (81).

glucosa ayuno (mmol/ l) x insulina ayuno (mmol/ l)

22.5

HOMA — IR:

20 x insulina ayuno (mU/ l)

HOMA — %p: ]
glucosa ayuno ("MMO /l) - 3.5

Metaboldmica dirigida: para la obtencion del perfil metabolémico de carnitina libre, 38

acilcarnitinas y 11 aminoécidos se empleé el kit NeoBase™ Non-derivatized MSMS de
PerkinElmer. Se colocaron 20 pl de suero en un papel filtro (Schleicher & Schiiell 2992,
Dassel, Germany) el cual se dejé secar por 24 horas a temperatura ambiente. Una vez seco
el papel filtro se perford en discos de 3mm de didmetro y se colocaron en una placa de 96
pozos. Se agregd 100 ul de los estandares de acil-carnitinas y aminoacidos provenientes
del kit NeoBase™ Non-derivatized MSMS de PerkinElmer, y se incubd la placa a una
temperatura de 37°C con agitacién suave por 45 minutos. Al término de la incubacidn se
inyectaron 40 pl de cada pozo a la bomba de HPLC para su ionizacion por medio de la
técnica de electroespray empleando nitrégeno. Los iones pasan a través de un analizador
de masas (MS1) cuya funcién es la separacién de los iones de interés en relacién con su
masa/carga correspondiente (m/z). Los iones de interés fueron fragmentados a través de
su paso por una camara de colisiéon cuya funcién es generar diferentes fragmentos idnicos
caracteristicos de cada compuesto de interés. Estos fragmentos idnicos pasaron a través
de un segundo analizador de masas (MS2) en donde finalmente llegan al detector quien
registra y amplifica la sefial proveniente del espectrémetro de masas. Finalmente se envia
la sefial a un procesador de datos en donde se registrd la representacidon grafica de los
iones en relacién a su valor m/z, ajustando cada sefial de acuerdo con el porcentaje de

especies mas abundantes en la muestra a evaluar (ver Anexo 1).
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Analisis estadistico

En el analisis descriptivo las variables cuantitativas continuas se expresaron como
promedios y desviaciones estandar (paramétricas) o como medianas y percentiles 25y 75
(no paramétricas), dependiendo de su curva de distribucién; para determinar la
normalidad de las variables se empled previamente la prueba estadistica de Kolmogorov-

Smirnov. Para presentar las variables dicotdmicas se utilizaron frecuencias y porcentajes.

Mediante un andlisis multivariado se identificaron los predictores independientes que

correlacionaron mejor con el desarrollo de DG.

Las diferencias entre grupo con DG y sin DG se evaluaron mediante un analisis de arboles
de decision random Forest de acuerdo a la distribucion de las variables. Para evaluar la
asociacién y la contribucion de las variables para diferenciar al grupo DG del grupo control
se realizé un analisis de arboles de decisién random Forest de acuerdo con distintos

criterios de seleccion: frecuencia y media promedio.

Con base en las variables que presentaron una mayor frecuencia y/o una media promedio,

se generd un modelo que permitid clasificar al grupo con DG.

Mediante la curva ROC (receiver operating charactersitic) se determind el punto de corte
Optimo para discriminar la poblacidn con DG de las que no la desarrollaron. En todos los
analisis estadisticos se asumid significancia estadistica si el valor de probabilidad fue

menor de 0.05.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en los programas: R version 64 (analisis de
arboles de decisién random Forest, curvas ROC), Stata versidon 13 (andlisis multivariado y

de correlacion) y SPSS versién 23 (estadistica descriptiva).
Aspectos éticos

Este trabajo mantuvo un apego estricto con el “Reglamento de la Ley General de la Salud
en Materia de Investigacion para la Salud” (82), la Declaracidon de Helsinki (83) y los
lineamientos reportados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Médicas (CIOMS) (84).

Los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos dispuestos en el Titulo Segundo
del “Reglamento de la Ley General de la Salud en Materia de Investigacion para la Salud”,

permitieron clasificar a este proyecto como de riesgo minimo para los sujetos de
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investigacion aqui mencionados, como se detalla en el articulo 17 indice Il del Capitulo I.
Asi mismo, los datos clinicos, bioquimicos y antropométricos por recabar de las
participantes embarazadas también recaen en esta disposiciéon del Capitulo IV en los
articulos 42 al 56 del mismo reglamento (82).

Las mujeres embarazadas participantes fueron informadas de manera verbal de los
procedimientos y beneficios por obtener en este proyecto de investigaciéon antes de su
participacién y consentimiento, para el cual, firmaron una “Carta de Consentimiento
Informado” (ver Anexo Il) al momento de su aceptacidn de participacion en el protocolo.
Se empled un lenguaje claro y conciso con las participantes para la colecta de datos
durante la participacion de la participante. Los investigadores no tuvieron autoridad para
decidir sobre el manejo del control prenatal, momento, método o procedimiento
empleados para terminar el embarazo, ni participaron en decisiones sobre la vialidad del
feto. El grupo de investigacion se comprometié y entregd todos los resultados de las

pruebas de laboratorio al médico tratante del control prenatal de la participante.

Los datos clinicos e informacion colectada fueron de uso confidencial y exclusivo para ser
analizado por parte de los participantes de este proyecto con todo el manejo apegado a la

“Ley Federal de Proteccién de Datos Personales en Posesion de los Particulares” (85).

El protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica con numero de registro CEl 2016/04 (Anexo Ill) y por el comité de
ética de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México con nimero de registro 102-010-02-
18 (Anexo lll).

Aspectos de bioseguridad

El personal encargado del procesamiento de los sueros, fue debidamente capacitado y
empled el equipo de proteccion bdsico como bata, lentes de proteccién, guantes y cubre
bocas para evitar una posible contaminacidn y una posible transmision de infecciones
virales transmitidas por diferentes agentes bioldgico-infecciosos. Todo el material
utilizado en el sitio de procesamiento fue estéril y desechable. Antes y después de cada
procedimiento, se realizd la antisepsia de la superficie con hipoclorito de sodio al 0.5% o

alcohol al 70%, para eliminar cualquier residuo biologico.

El suero se mantuvo en ultracongelacién a -702C hasta su procesamiento. Los procesos de
centrifugacidén de las muestras se realizaron con estrictas medidas de seguridad con la

finalidad de evitar derrames durante el proceso.
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El material de desecho (gasas, guantes, puntas de micropipeta, tubos) se deposité en una
bolsa de polietileno roja la cual se verific6 no sobrepasara el 80% de su capacidad,
mientras que los objetos punzo cortantes se desecharon en recipientes de plastico de
polipropileno rojo, los cuales son rigidos, resistente a golpes o fracturas y fueron
etiquetados con la leyenda “residuos peligrosos punzocortantes biolégico-infecciosos”;
verificando que su capacidad no sobrepasara el 80% de su capacidad. Tanto las bolsas de
polietileno y los recipientes de polipropileno se colocaron en un darea especifica en el

laboratorio y no se almacenaron por mas de un mes (86).

Todo el personal del laboratorio participante adoptd las medidas preventivas para su
proteccién en el almacenamiento, transporte y manejo de substancias tdxicas e
infecciosas generadas por el manejo de técnicas moleculares; tomando en cuenta los
requisitos que sefalen las disposiciones generales aplicables en la materia, en particular
las normas oficiales mexicanas NOM-018-STPS-2000 (87) y NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002 (88).

Dado que el manejo y disposicion final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se
llevd a cabo de acuerdo a criterios de seguridad establecidos, este proyecto de
investigacion no implico riesgo ambiental, cumpliendo con todo lo establecido en la NOM-
087-SEMARNAT-SSA1-2002 sobre Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos

peligrosos bioldgico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones de manejo (88).

Los residuos peligrosos bioldgicos infecciosos (RPBI) que se generaron de este proyecto en
el laboratorio como la sangre, y los objetos punzocortantes, fueron identificados,
envasados, recolectados, transportados, desechados y destruidos de forma particular
siguiendo las indicaciones del INMEGEN (89) y con apego a la norma NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (88).

Los residuos quimicos fueron identificados y clasificados de acuerdo con los elementos
normativos aplicables con base en la NOM-052 SEMARNAT-2005 (90), que enlista los
residuos peligrosos para el ambiente por sus caracteristicas de corrosividad, reactividad,
explosividad, toxicidad e inflamabilidad (CRETI).
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Resultados

Los analisis descriptivos de la poblacion de estudio se muestran en la tabla 5. Este estudio
se conformd por un total de 75 mujeres embarazadas que fueron reclutadas y cumplieron
con los criterios de inclusiéon propuestos. La prevalencia de diabetes gestacional en esta
muestra de estudio fue del 17.3% con un total de 13 mujeres embarazadas que fueron
diagnosticadas con diabetes gestacional entre las semanas 24 a 28 de gestacion. La edad
promedio en el grupo de diabetes gestacional fue de 28 afios en comparacién con el grupo
control en donde la media de edad fue de 26 afios; sin embargo, estas diferencias no
fueron significativas. El promedio de semanas de gestacion en la primera visita del estudio
fue de 12.5 semanas en el grupo con diabetes gestacional y de 12.7 en el grupo control;
sin encontrar diferencias significativas entre los grupos. En cuanto al nUmero de gestas
previas, se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, en donde el grupo
de diabetes gestacional presentdé una mediana de 3 gestas en comparacién con el grupo
control en donde fueron en su mayoria primigestas. No se observaron diferencias
significativas en las variables de peso y talla en ambos grupos. La prevalencia por indice de
masa corporal (IMC) en el grupo de diabetes gestacional fue: 23.08% (n=3) normopeso,
15.38% (n=2) sobrepeso, 23.08% (n=3) obesidad grado |, 30.77% (n=4) obesidad grado Il y
7.6% (n=1) obesidad grado Ill. En contraste, la prevalencia por IMC en el grupo control fue:
45.16% (n=28) normopeso, 30.64% (n=19) sobrepeso, 17.74% (n=11) obesidad grado |,
4.83% (n=3) obesidad grado Il y 1.61 % (n=1) obesidad grado IlI.

Tabla 5: Caracteristicas descriptivas de la muestra de estudio

Grupo control Grupo diabetes gestacional Valor p
(n=62) (n=13)
Edad (afos) 25.94 (£5.2) 28.23 (+5.8) 0.509
Semanas de gestacion 12.7 (£3.1) 12.5 (£3.5) 0.306
Prevalencia DG - 17.3% -
Paridad 1(1-1) 3 (2-4)** 0.0001
Peso (kg) 66.02 (+13.85) 72.06 (+19.88) 0.081
Talla (m) 1.57 (+0.06) 1.53 (+0.07) 0.567
IMC gestacional (kg/m?) 26.68 (+5.16) 30.46 (+6.79) 0.159
e Normopeso (n(%)) 28 (45.16) 3(23.08) 1.000
e Sobrepeso (n(%)) 19 (30.64) 2 (15.38) 1.000
e Obesidad | (n(%)) 11 (17.74) 3 (23.08) 0.356
e Obesidad Il (n(%)) 3(4.83) 4 (30.77) 0.013%,0.021™
e Obesidad Il (n(%)) 1(1.61) 1(7.6) 0.231

*#p<0.0001, prueba U de Mann Whitney para muestras independientes. + vs IMC normopeso, ++ vs IMC sobrepeso;

prueba exacta de Fisher.

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestaciéon 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (£D.E.)
para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.
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El analisis de los pardmetros bioquimicos y hormonales se muestra en la tabla 6. La
concentracion de glucosa promedio en el grupo con diabetes gestacional fue de 4.47
mmol/L y en el grupo control fue de 4.52 mmol/L, esta diferencia no fue significativa. En
cuanto a la concentracidn de triacilglicéridos se encontraron diferencias significativas; en
donde el grupo con diabetes gestacional presentd concentraciones de 1.88 +0.74 mmol/L
y el grupo control de 1.46 +0.44. Respecto a las concentraciones de colesterol no se
presentaron diferencias significativas entre ambos. La concentracion promedio de PB-
hidroxibutirato en el grupo con diabetes gestacional fue de 48.99 +25.04 umol/L en
comparacion con el grupo control que presentd una concentracion media de 42.46 +26.49
umol/L sin encontrarse diferencias significativas. El grupo con diabetes gestacional
presentd menor concentracion de insulina 34.72 pmol/L en comparacién con el grupo
control quien tuvo una media de 53.46 pmol/L; sin encontrarse diferencias significativas.
En cuanto al indice HOMA-IR se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
estudio, en donde, el grupo con diabetes gestacional presenté menor indice HOMA (0.91
1+0.51) en comparacién con el grupo control que presentd un indice de 1.47 +1.02. Por
otra parte, se observaron diferencias significativas en cuanto al indice HOMA-%pB, en
donde, el grupo que desarrolla diabetes gestacional presenté un indice de 56.75, en

comparacion con el grupo control que presenté un indice de 129.99.

Tabla 6: Andlisis de quimica sanguinea

Grupo control Grupo diabetes gestacional valor p
(n=62) (n=13)
Glucosa (mmol/L) 4.52 (+0.56) 4.47 (+0.55) 0.660
Triacilglicéridos (mmol/L) 1.46 (+0.44) 1.88 (+0.74)* 0.025
Colesterol total (mmol/L) 4.51 (+0.80) 4.60 (+0.56) 0.477
B-hidroxibutirato (umol/L) 42.46 (£26.49) 48.99 (£25.04) 0.376
Insulina (pmol/L) 53.46 (+38.10) 34.72 (£22.56) 0.213
HOMA-IR 1.47 (£1.02) 0.91 (+0.51)* 0.049
HOMA-% 129.99 (78.56-196.61) 56.75 (29.91-196.90)" 0.041

*p<0.05, prueba T de student para muestras independientes. * p<0.05, prueba U de Mann Whitney para muestras

independientes.

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.

Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las variables paramétricas.

Para evaluar el perfil metaboldmico de las mujeres embarazadas en las etapas tempranas

de la gestacién, se realizd un andlisis de metabolémica dirigida, en donde se evaluaron

especies de acilcarnitinas y de aminoacidos.
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Las concentraciones de acilcarnitinas se describen en la tabla 7. Estas diferencias
observadas entre ambos grupos de estudio fueron estadisticamente significativas y el
incremento en las concentraciones de las distintas especies evaluadas fue entre 10 a 20
veces superior en el grupo que desarrolla diabetes gestacional. En lo que respecta a las
acilcarnitinas de cadena corta, se observd disminucidn en la concentracion de
acetilcarnitina (C2) en el grupo de diabetes gestacional (0.42+0.17umol/L contra
0.78+0.48umol/L grupo control) e incremento en las concentraciones de
propionilcarnitina (C3), butilcarnitina (C4), isovalerilcarnitina (C5) e tiglilcarnitina (C5:1) en
el grupo de diabetes gestacional. En el grupo de acilcarnitinas de cadena media se
encontraron diferencias significativas en hexanoilcarnitina (C6), octanoilcarnitina (C8),
(C8:1), (C10:1),

dodecanoilcarnitina (C12) y decenoilcarnitina (C12:1) donde las concentraciones de estas

octenoilcarnitina decanoilcarnitina  (C10), decenoilcarnitina
acilcarnitinas fueron mayores en el grupo de diabetes gestacional en comparacién con el
grupo control. Por ultimo, las concentraciones de acilcarnitinas de cadena larga
(miristoilcarnitina (C14), tetradecenoilcarnitina (C14:1), tetradecadienoilcarnitina (C14:2),
palmitoilcarnitina (C16), hexadecenoilcarnitina (C16:1), estearoilcarnitina (C18),

oleilcarnitina (C18:1) y linoleilcarnitina (C18:2)) fueron mayores en el grupo de diabetes

gestacional en comparacién con el grupo control.

Tabla 7: Perfil de acilcarnitinas

Grupo control Grupo diabetes Valor p
Acilcarnitinas (umol/L) (n=62) Gestacional (n=13)
Carnitina libre (CO) 7.21(6.39-9.23) 8.39 (7.09-11.50)* 0.047
Acetilcarnitina (C2) 0.92 (0.36-1.22) 0.39 (0.32-0.50)* 0.013
« | Propionilcarnitina (C3) 0.08 (0.06-0.09) 0.14 (0.11-0.30)** 0.0001
£ | Butilcarnitina (C4) 0.05 (0.04-0.07) 0.18 (0.12-0.20)** 0.0001
© ['sovalerilcarnitina (C5) 0.03 (0.03-0.04) 0.15 (0.10-0.30)** 0.0001
Tiglilcarnitina (C5:1) 0.02 (0.02-0.03) 0.15 (0.10-0.20)** 0.0001
Hexanoilcarnitina (C6) 0.02 (0.02-0.03) 0.13 (0.08-0.30)** 0.0001
Octanoilcarnitina (C8) 0.04 (0.04-0.05) 0.13 (0.07-0.20)** 0.0001
Octenoilcarnitina (C8:1) 0.07 (0.05-0.08) 0.12 (0.08-0.30)** 0.0001
Decanoilcarnitina (C10) 0.06 (0.05-0.09) 0.20(0.15-0.20)** 0.0001
2 | Decenoilcarnitina (C10:1) 0.05 (0.05-0.11) 0.14 (0.11-0.20)** 0.0001
§ Decadienoilcarnitina (C10:2) | 0.02 (0.02-0.04) 0.10 (0.05-0.20)** 0.0001
Dodecanoilcarnitina (C12) 0.02 (0.02-0.07) 0.08 (0.06-0.20)** 0.0001
Dodecenoilcarnitina (C12:1) | 0.04 (0.03-0.07) 0.10 (0.08-0.20)** 0.0001
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Larga

Tetradecanoilcarnitina 0.02 (0.01-0.02) 0.04 (0.04-0.20)** 0.0001
(Miristoilcarnitina) (C14)

Tetradecenoilcarnitina 0.03 (0.03-0.06) 0.08 (0.07-0.20)** 0.0001
(C14:1)

Tetradecadienoilcarnitina 0.02 (0.01-0.02) 0.05 (0.04-0.20)** 0.0001
(C14:2)

Hexadecanoilcarnitina 0.03 (0.03-0.04) 0.08 (0.07-0.10)** 0.0001
(Palmitoilcarnitina) (C16)

Hexadecenoilcarnitina 0.01 (0.01-0.03) 0.07 (0.05-0.10)** 0.0001
(C16:1)

Octadecanoilcarnitina 0.02 (0.01-0.02) 0.03 (0.02-0.10)** 0.0001
(Estearoilcarnitina) (C18)

Octadecenoilcarnitina 0.03 (0.03-0.04) 0.06 (0.03-0.20)* 0.001
(Oleilcarnitina)(C18:1)

Octadecadienoilcarnitina 0.02 (0.01-0.02) 0.03 (0.02-0.10)** 0.0001
(Linoleilcarnitina) (C18:2)

*p<0.05, **p<0.0001 prueba U de Mann Whitney para muestras independientes.

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.

Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75)
para las variables no paramétricas.

Los analisis de las concentraciones de aminoacidos evaluados se muestran en la tabla 8. El
grupo con diabetes gestacional presentd mayor concentracion de glicina, alanina, valina y
prolina en comparacién con el grupo control; mientras que las concentraciones de
arginina y metionina fueron inferiores en este grupo en comparacion con el grupo control
y no fueron estadisticamente significativas. También se observd disminucidén en la
concentraciéon de leucina en el grupo de diabetes gestacional con una media de
44.33+8.45umol/L mientras que el grupo control presentd una concentracion promedio
de 51.10+£17.17umol/L; sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
En cuanto a la concentracién de fenilalanina y tirosina no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio. Finalmente, respecto a los aminoacidos
pertenecientes al ciclo de la urea, se observaron diferencias significativas en donde el
grupo de diabetes gestacional presenté mayor concentraciéon de citrulina 17.53 (9.10-
39.10)umol/L en comparacién con el grupo control 7.35 (6.52-8.32)umol/L; y disminucién
en la concentracidon de ornitina 10.74 (6.68-25.55)umol/L en comparacién con el grupo

control que presentd concentracion de 81.86 (9.94-104.83)umol/L.
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Tabla 8: Perfil de aminodcidos

Grupo control

Grupo diabetes gestacional

Aminoacidos (umol/L) (n=62) (n=13) Valorp
Arginina (Arg) 28.48 (+20.93) 17.45 (+4.35)" 0.001
Glicina (Gly) 132.65 (95.43-141.28) 141.06 (91.86-291.45) 0.170
Alanina (Ala) 101.24 (+24.71) 127.38 (+21.24) 0.523
Metionina (Met) 7.58 (4.76-10.01) 7.18 (5.24-23.70) 0.115
Valina (Val) 34.73 (£19.38) 52.12 (¥9.21)" 0.0001
Prolina (Pro) 48.64 (£12.61) 59.04 (£12.07) 0.945
Leucina (Leu) 51.10 (+x17.17) 44.33 (+8.45) 0.078
Fenilalanina (Phe) 23.12(17.73-33.47) 18.20 (17.27-29.40) 0.287
Tirosina (Tyr) 26.77 (19.01-39.54) 24.43 (17.97-46.30) 0.967
Citrulina (Cit) 7.35 (6.52-8.32) 17.53 (9.10-39.10)** 0.0001
Ornitina (Orn) 81.86 (9.94-104.83) 10.74 (6.68-25.55)* 0.003

+p<0.001, ++p<0.0001 prueba T de student para muestras independientes.*p<0.05, **p<0.0001 prueba U
de Mann Whitney para muestras independientes

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestaciéon 12.7+.3.1 SDG.

Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75)
para las variables no paramétricas.

Para evaluar la relacién entre las variables metaboldmicas y el desarrollo de diabetes
gestacional se realizd el analisis de arboles de decision Random Forest, en donde se
analizaron todas las variables para generar el maximo de combinaciones posibles y asi
obtener distintos modelos. En la figura 2 se muestran los modelos con el nimero de
variables y la prediccidn de exactitud que cada modelo tiene para discriminar los casos de
diabetes gestacional de los controles. EIl modelo que presenta un porcentaje mayor de
precision de prediccion (82.6%) fue el modelo compuesto por diez variables
metaboldémicas, sin embargo, debido al limitado nimero de casos de diabetes gestacional
incluidos en el estudio (n=13) no resulta estadisticamente significativo. El modelo
compuesto por dos variables brinda una precision de prediccion del 81.4%, resulta
estadisticamente significativo y se ajusta al nimero de casos de diabetes gestacional

considerados en este estudio.
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Figura 2. Grafica de precision de prediccion de los diversos modelos propuestos mediante
analisis de arboles de decision random Forest. Para evaluar las asociaciones entre las variables
metabolomicas estudiadas y el desarrollo de diabetes gestacional se realizaron analisis de
arboles de decision random Forest. Este analisis permite generar modelos compuestos por
cierto nimero de variables y analizar la precisién de cada modelo para discriminar los casos de
los controles. En esta grafica se muestra que el mejor modelo para discriminar los casos de
diabetes gestacional es el que se compone de 10 variables, presentando una precision de
prediccion de 82.6%, sin embargo, por el nimero de casos de diabetes gestacional incluidos en
el estudio no es estadisticamente significativo. El Unico modelo que se ajusta a la muestra de
casos considerados en el estudio es el modelo con dos variables, el cual presenta una precision
de prediccidn de 81.4% estadisticamente significativa. Analisis realizados en el primer trimestre
de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.

Asi mismo, se seleccionaron los metabolitos candidatos para conformar el modelo de

identificacion temprana mediante dos criterios empleando andlisis de arboles de decisiéon

Random Forest: por seleccidon de frecuencia y por importancia media. En la figura 3 se

muestran los metabolitos con mayor poder de identificaciéon (figura 3.A) y con mayor

importancia media (figura 3.B) para discriminar al grupo de diabetes gestacional. De

acuerdo con los criterios de seleccidén de frecuencia se incluyeron dos acilcarnitinas para la

generacion del modelo de identificacién: isovalerilcarnitina (C5) y tiglilcarnitina (C5:1). De
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igual manera, de acuerdo con los criterios de importancia media se seleccionaron dos

metabolitos para la conformacion del modelo: isovalerilcarnitina (C5) y butilcarnitina (C4).
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Figura 3. Grafica de seleccidon de los metabolitos por analisis de random Forest. Mediante
un analisis de random Forest, se seleccionaron los metabolitos candidato para la generacién
del modelo de identificacidon temprana de diabetes gestacional. En la figura 3A se muestra
una grafica de los 15 metabolitos con mayor seleccién de frecuencia. En la figura 3B se
muestra una grafica de los 15 metabolitos con mayor importancia media. Para la generacién
de los modelos se incluyeron los dos primeros metabolitos de acuerdo con los distintos
criterios de seleccion: por seleccion de frecuencia (isovalerilcarnitina y tiglilcarnitina) y por
AC2: acetilcarnitina, AC3:
propionilcarnitina, AC4: butilcarnitina, AC5: isovalerilcarnitina, AC5:1: tiglilcarnitina, AC6:

importancia media (isovalerilcarnitina y butilcarnitina).
hexanoilcarnitina, AC8: octanoilcarnitina, AC8:1: octenoilcarnitina, AC10: decanoilcarnitina,
AC10:1: decenoilcarnitina, AC10:2: decadienoilcarnitina, AC14:1: tetradecenoilcarnitina,
AC14:2: tetradecadienoilcarnitina, AC16: palmitoilcarnitina, AC16:1: hexadecenoilcarnitina.

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7+.3.1 SDG.

Con base en los criterios antes mencionados se construyeron dos modelos. El modelo 1

(empleando el criterio de seleccidon de frecuencia) se compuso por dos acilcarnitinas de

cadena corta: isovalerilcarnitina (C5) vy tiglilcarnitina (C5:1); se ajusté este modelo por

edad, paridad e IMC. El modelo 2 (empleando el criterio de importancia media) se
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conformd por dos acilcarnitinas de cadena corta: butilcarnitina (C4) e isovalerilcarnitina
(C5); ajustando este modelo por edad, paridad e IMC.

Se sometid el modelo 1 a andlisis de respuesta a curvas ROC (receiver operating
characteristic por sus siglas en inglés), obteniendo un area bajo la curva (AUC) de 0.93
(0.869-0.991, IC 95%), la cual se muestra en la figura 4. Se realizo la tabla de contingencia
del modelo 1 correspondiente para la evaluacién de los casos clasificados y mal
clasificados de ambos grupos de estudio, la cual se muestra en la tabla 9. Como se puede
observar en la tabla de contingencia, el modelo 1 logré clasificar correctamente a la
totalidad de casos con diabetes gestacional, mientras que mal clasificé a 10 controles
como del grupo de diabetes gestacional (ver Anexo IV). También se realizé un analisis para
establecer las concentraciones de las acilcarnitinas que conforman el modelo 1 para la
identificacion del grupo de diabetes gestacional; obteniendo concentraciones de
isovalerilcarnitina en un rango de 0.015-0.25 umol/L y de tiglilcarnitina con rango de

0.015-0.19umol/L, las cuales se muestran en la tabla 10.

0.6
|

Area bajo la curva (AUC) = 0.93
95% IC: 0.865-0.881

(tasa de verdaderos positivos)
0.4

Sensibilidad

0.0
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Figura 4. Curva ROC del modelo 1 para identificacion de diabetes gestacional. Se muestra
una grafica de respuesta a curvas ROC para el modelo 1 (isovalerilcarnitina y tiglilcarnitina)
ajustado por edad, paridad e IMC. Se obtuvo un AUC de 0.93 (0.869-0.991, IC 95%). Analisis
realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7+.3.1 SDG.
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Tabla 9: Tabla de contingencia modelo 1 en mujer embarazada mexicana

Clasificacién
Diagndstico Clasificacion sano diabetes Total
gestacional
Sano 52 10 62
Diabetes
. 0 13 13
gestacional
Total 52 23 75

Tabla 10: Rango de concentraciones de los metabolitos empleados en la

construccion del modelo 1 en mujer embarazada mexicana

) Rango de concentracion
Metabolito
(umol/L)
Isovalerilcarnitina (C5) 0.015-0.25
Tiglilcarnitina (C5:1) 0.015-0.19

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7£.3.1 SDG.

Se realizd un analisis de respuesta a curvas ROC en el modelo 2 en donde se obtuvo un
AUC de 0.913 (0.856-0.959, IC 95%), la cual se muestra en la figura 5. Asi mismo, se realizo
una tabla de contingencia para la clasificacion de los casos de diabetes gestacional y
controles bien y mal clasificados; en donde se observé que el modelo 2 clasifica a la
totalidad de los casos de diabetes gestacional (n=13) mientras que mal clasifica a 10 de los
controles (ver Anexo IV). La tabla de contingencia del modelo 2 se muestra en la tabla 11.
Se obtuvo también el rango de concentracién de los metabolitos empleados para la
generacion del modelo 2, obteniendo concentraciones de butilcarnitina (C4) de 0.025-0.29
umol/L y de isovalerilcarnitina (C5) entre 0.015-0.25 umol/L; las cuales se describen en la
tabla 12.
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Figura 5. Curva ROC del modelo 2 para identificacion de diabetes gestacional. Se muestra
una grafica de respuesta a curvas ROC para el modelo 2 (butilcarnitina e isovalerilcarnitina)
ajustado por edad, paridad e IMC. Se obtuvo un AUC de 0.913 (0.856-0.959, IC 95%). Analisis
realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.

Tabla 11: Tabla de contingencia modelo 2 en mujer embarazada mexicana

Clasificacion

Clasificacion

Diagnostico diabetes Total
sano .
gestacional
Sano 52 10 62
Diabetes gestacional 0 13 13
Total 52 23 75
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Tabla 12: Rango de concentraciones de los metabolitos empleados en la construccion del

modelo 2 en mujer embarazada mexicana

) Rango de concentracion
Metabolito
(mmol/L)
Butilcarnitina (C4) 0.025-0.29
Isovalerilcarnitina (C5) 0.015-0.25

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestaciéon 12.7+.3.1 SDG.

Para evaluar la correlacidén entre los metabolitos y la resistencia a la insulina se realizd un
analisis de correlacion en donde se considerd la concentracién de acilcarnitinas de cadena
corta (butilcarnitina, isovalerilcarnitina y tiglilcarnitina) como variables independientes y al
indice HOMA como variable dependiente. Se compararon ambos grupos de estudio, las
graficas de correlacién se muestran en la figura 6. En el grupo control, Unicamente se
encontré una correlacién negativa significativa entre tiglilcarnitina y el indice HOMA
obteniendo un coeficiente de correlacién de -0.3093 (figura 6C). En el grupo de diabetes
gestacional se observaron correlaciones positivas significativas en las tres acilcarnitinas de
cadena corta evaluadas y el indice HOMA. La correlacién entre la concentracién de
butilcarnitina y el indice HOMA para el grupo con diabetes gestacional fue positiva con un
coeficiente de correlacién de 0.76 (figura 6D). La correlacién entre la concentracion de
isovalerilcarnitina y el indice HOMA en el grupo de diabetes gestacional fue positiva con
un coeficiente de correlacion de 0.84 (figura 6E). La correlacién entre la concentracién de
tiglilcarnitina y el indice HOMA en el grupo de diabetes gestacional fue positiva con un

coeficiente de correlacion de 0.74 (figura 6F)
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Figura 6. Correlacion de los metabolitos seleccionados para la generacion de los modelos
de identificacion temprana de diabetes gestacional y el indice de resistencia a la insulina
HOMA. Se muestran las correlaciones entre las acilcarnitinas de cadena corta empleadas
para la construccion de los dos modelos de identificacién temprana (butilcarnitina,
isovalerilcarnitina y tiglilcarnitina). En las figuras 6A-6C se muestran las graficas de
correlacién en el grupo control y en las figuras 6D-6F las graficas de correlacién en el grupo
con diabetes gestacional; ambos con su coeficiente de correlacion (r) y significancia (p). AC4:
butilcarnitina, AC5: isovalerilcarnitina, AC5:1: tiglilcarnitina, HOMA: modelo homeostatico
para evaluar la resistencia a la insulina. Analisis realizados en el primer trimestre de la
gestacion 12.7+.3.1 SDG.

Finalmente, se evalud la correlacidn entre las acilcarnitinas de cadena corta butilcarnitina
e isovalerilcanitina y el aminoacido de cadena ramificada valina y leucina respectivamente
(figura 7). En el grupo control se observé una correlacidn positiva entre butilcarnitina y
valina con un coeficiente de correlacién de 0.2361 (figura 7A); mientras que se observé
una correlacién negativa entre isovalerilcarnitina y leucina con un coeficiente de
correlacién de -0.1978 (figura 7B). Sin embargo, las correlaciones no fueron significativas.
En el grupo de diabetes gestacional se observé una correlacidn negativa entre
butilcarnitina y valina con un coeficiente de correlacién nula (figura 7C); la correlacién
entre isovalerilcarnitina y leucina fue positiva con un coeficiente de correlaciéon de 0.493
(figura 7D); sin embargo, ninguno de los dos analisis de correlacién fue estadisticamente

significativo.
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Figura 7. Correlacion de los metabolitos seleccionados para la generacion de los modelos
de identificacion temprana de diabetes gestacional y su aminoacido de cadena ramificada.
Se muestran las correlaciones entre las acilcarnitinas de cadena corta empleadas para la
construccion de los dos modelos de identificacion temprana (Butilcarnitina e
isovalerilcarnitina). En las figuras 7A-7B se muestran las graficas de correlacién en el grupo
control y en las figuras 7C-7D las graficas de correlacion en el grupo con diabetes gestacional;
ambos con su coeficiente de correlacion (r) y significancia (p). AC4: butilcarnitina, AC5:
isovalerilcarnitina, Val: valina, Leu: leucina. Analisis realizados en el primer trimestre de la
gestacion 12.7+.3.1 SDG.
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Discusion

El embarazo representa un estado en donde ocurren cambios fisiolégicos que son
coordinados mediante diversas adaptaciones fisioldgicas tanto maternas como de la
unidad feto-placentaria en donde la madre necesita suministrar los nutrimentos
necesarios para asegurar un adecuado crecimiento y desarrollo fetal (16). En especial
estas adaptaciones estan dirigidas a mantener la homeostasis de la glucosa en las dos
fases del embarazo (16-18). Cuando ocurre una alteracidn en estas adaptaciones, es

entonces cuando puede desarrollarse diabetes gestacional (15).

La diabetes gestacional representa la principal alteraciéon metabdlica en el embarazo (2,
37) y en nuestro pais, la prevalencia de diabetes gestacional se reporta entre el 8.7 al
17.7% (3). En este estudio la prevalencia de diabetes gestacional fue del 17.3% lo cual

concuerda con la prevalencia previamente reportada a nivel nacional.

El promedio de evaluacién de la poblacidn de estudio fue de 12.6 semanas de gestacion, y
la diferencia entre los grupos de estudio no resultd estadisticamente significativa, lo que
indica que ambos grupos de estudio se evaluaron en promedio en el mismo periodo vy las
diferencias observadas en el presente estudio no se debieron a cambios en la edad
gestacional de las mujeres. Es importante mencionar, que el periodo gestacional evaluado
es relevante para la generaciéon de un modelo de identificacion temprana de diabetes

gestacional; lo cual se abordara mas a detalle en otras secciones de esta discusion.

El estudio HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcomes) (91, 92), permitié
evaluar las complicaciones maternas y perinatales que la hiperglucemia prenatal conlleva,
asi como postular factores de riesgo para el desarrollo de diabetes gestacional. La edad
fue considerada un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes gestacional, y se
considerd de alto riesgo una edad superior a los 25 afios (3, 6, 38, 92). En nuestro estudio
la edad promedio en el grupo control fue de 25.9 anos, mientras que en el grupo de

diabetes gestacional fue de 28.2 afios.

El indice de masa corporal (IMC) es otro factor de riesgo establecido para el desarrollo de
diabetes gestacional (38, 92). Se ha reportado en diversos estudios (4, 6, 38, 93, 94) que
un IMC elevado, principalmente diversos grados de obesidad, confieren un riesgo mayor
para el desarrollo de diabetes gestacional. En este estudio el grupo que desarrolld
diabetes gestacional se conformdé en 61.45% de diversos grados de obesidad,

demostrando que las mujeres que presentan obesidad son mds propensas a desarrollar
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DG que aquellas que tienen un IMC normal. Diversas guias de practica clinica (3, 94)
recomiendan que se realice un control prenatal mas estricto en aquellas mujeres que
presentan sobrepeso y obesidad, con la finalidad de descartar el diagndstico de diabetes
gestacional. En la poblacion de estudio se observd que un 15.38% de las mujeres que
desarrolld diabetes gestacional tenian sobrepeso. Ademas, segun la ENSANUT de Medio
Camino de 2016 (5), el 75.6% de la poblacion en edad reproductiva presentan sobrepeso u
obesidad; motivo por el cual la mujer mexicana que se embaraza tiene un riesgo mas alto
de desarrollar diabetes gestacional. Sin embargo, al realizar el analisis de comparacion de
IMC entre ambos grupos de estudio evaluados no se observd diferencia significativa para
esta variable y sélo se observd diferencia significativa entre el grupo de obesidad | vs el

grupo Normopeso.

Otro factor de riesgo relacionado con el desarrollo de diabetes gestacional es el nimero
de gestas previas, en donde estudios sefialan que a mayor numero de gestas se
incrementa el riesgo de desarrollar diabetes gestacional (2, 4, 12, 36, 92, 94). Lo anterior
concuerda con lo observado en el estudio puesto que el grupo que desarrollé diabetes
gestacional presentd mayor numero de gestas, con una mediana de 3 gestas en
comparacion con el grupo control que se caracterizd por ser en su mayoria primigestas;

siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Como se mencioné anteriormente, el embarazo se caracteriza por un proceso adaptativo
complejo en donde existen adaptaciones enddcrino-metabdlicas; dentro de las cuales
incluyen: aumento en la respuesta de la célula B pancredtica, elevacién en la
concentracién de glucosa de forma moderada particularmente posterior al ayuno vy
cambios en la concentracién de 4acidos grasos libres, triacilglicéridos, colesterol vy
fosfolipidos (95). Estas adaptaciones no reflejan una condicidn patolégica, pues son
necesarios para suplir las necesidades energéticas y nutrimentales del feto, asi como
preparar al organismo de la madre para el trabajo de parto y la lactancia (16, 95). Durante
el primer trimestre de la gestacion la sensibilidad a la insulina se observa en valores
normales o un poco mas elevados de lo normal (96); asi mismo, la secrecién de insulina se
incrementa de forma estable desde el primer trimestre de gestacion, alcanzando un pico
maximo en el tercer trimestre (que es en donde se presenta una resistencia a la insulina
fisioldgica) (97, 98). Esto concuerda con lo observado en nuestro estudio, en donde ambos

grupos presentaron normoglucemia y un indice HOMA-IR normal.

El indice HOMA-%p es un indicador para estimar la funcion de la célula B-pancreatica con

base en las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno; donde un valor del 100% se
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considera normal. La relacién entre la glucosa y la insulina en el estado basal reflejan el
balance entre la produccién de glucosa hepdtica y la secrecidon de insulina, lo cual es
mantenido mediante retroalimentacion entre el higado y las células B pancredticas (81,
99). Este indice tiene un coeficiente de correlacién de 0.87 con respecto al clamp
hiperglucémico y al modelo de evaluacidén de infusion de glucosa continua (CIGMA por sus
siglas en inglés), los cuales son estandares de referencia para evaluacién de la funcién de
la célula B pancreatica (81, 100). Con respecto al indice HOMA-%[ en este estudio, el
grupo que desarrolla diabetes gestacional presenta un indice HOMA-%B menor en
comparacion con el grupo control (56.75 vs 129.99). La relacion entre el HOMA-%p se ha
estudiado poco en relaciéon con el desarrollo de diabetes gestacional. Sin embargo, un
estudio realizado por Endo y colaboradores en poblacién japonesa (poblacion considerada
como de alto riesgo para desarrollo de diabetes gestacional), se evalud longitudinalmente
el HOMA-%B en los tres trimestres del embarazo. En dicho estudio, se observé que las
mujeres que desarrollan diabetes gestacional presentan menor indice HOMA-%p
promedio en el primer trimestre de gestacidn en comparacién con los controles
independientemente de su IMC (101). Esto sugiere que las mujeres que desarrollan
diabetes gestacional presentan en su primer trimestre de gestacién una menor respuesta
por parte de la célula B pancreatica y cuando se presenta la etapa de resistencia a la
insulina fisiologica (final del segundo e inicios del tercer trimestre) no son capaces de

compensar estas adaptaciones.

Sin embargo, resulta interesante mencionar que el grupo que desarrollé diabetes
gestacional presentdé menor concentracion de glucosa que el grupo control (4.47 vs 4.52
mmol/L) asi como un menor indice HOMA-IR (0.91 vs 1.47); lo cual sugiere que el grupo
gue desarrolla diabetes gestacional presenta mayor sensibilidad a la insulina que el grupo
control en el primer trimestre del embarazo. Un estudio realizado por Endo et al, en
poblacién japonesa (grupo considerado con alto riesgo de desarrollo de diabetes
gestacional), observd que las mujeres embarazadas que desarrollan diabetes gestacional
presentan menor indice HOMA-IR en el primer trimestre de gestacidn que las controles
con un IMC de sobrepeso que no desarrollaron esta patologia (101), sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas y el indice HOMA-IR evaluado fue superior a lo
observado en nuestro estudio (2.3 vs 0.91 en nuestra poblacién evaluada). Por otro lado,
Catalano et al (97, 102) demostraron que en el primer trimestre de gestacién se presenta
incremento en la tasa insulina/glucosa durante una curva de tolerancia oral a la glucosa,
demostrando aumento de la secrecién de insulina durante las etapas tempranas del

embarazo (incremento aproximado del 120% en la primera fase de respuesta a la insulina
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posterior a la curva de tolerancia a la glucosa entre las semanas 12-14 de gestacion).
También demostraron (97, 102) que durante las etapas tempranas de la gestacidn, la
primera fase de secrecién de insulina estimulada por glucosa se encuentra aumentada, y
observaron que la tolerancia a la glucosa era normal o ligeramente mejor y que tanto la
sensibilidad a la insulina periférica y hepatica se mantenia sin cambios. En el presente
estudio pudimos observar que el grupo que desarrolld diabetes gestacional presentd
menores concentraciones de glucosa y menor indice HOMA; sugiriendo que pudiera existir
una mayor contribuciéon endocrina (por parte de la unidad feto-placentaria debido a la
produccién de lactégeno placentario) y/o metabdlica (metabolismo lipidico y de

aminoacidos) en las pacientes que desarrollan diabetes gestacional.

Respecto a las aportaciones endocrinas que ocurren durante el embarazo, es importante
recordar que las adaptaciones de la célula B pancreatica ocurren paralelamente con el
desarrollo de la unidad feto-placentaria y con la sintesis de hormonas tales como:
estrogenos, progesterona, cortisol, lactdégeno placentario (hPL), prolactina (PRL) vy
hormona del crecimiento (95). En particular en el primer trimestre de gestacion destaca el
aporte de dos hormonas: estrogenos y lactégeno placentario. La concentracion de
estrogenos se incrementa en las etapas tempranas del embarazo y su efecto es sobre el
metabolismo de la glucosa materna, asi como aumento en la secrecion y sensibilidad de la
insulina. El lactégeno placentario es secretado hacia la circulacion materna y fetal
posterior a la semana seis de gestacién, alcanzando un pico a finales del segundo
trimestre; esta hormona promueve la sintesis materna de factor de crecimiento similar a
la insulina (IGFs) y regula el metabolismo intermediario para que los sustratos energéticos
sean principalmente aprovechados por la unidad feto-placentaria (95) y ayuda a

promover la hiperplasia en las células B pancreaticas (103).

En este estudio no se evaluaron las concentraciones de dichas hormonas que nos podrian
ayudar a elucidar las diferencias en ambos grupos de estudio, sin embargo,
probablemente las mujeres del grupo que desarrolla diabetes gestacional tienden a
presentar estas adaptaciones a menor semana de gestacién y cuando llegan al pico
maximo de resistencia a la insulina fisiolégica (24-28 semanas de gestacidon) no son
capaces de compensar estos cambios y es entonces cuando se desarrolla diabetes

gestacional, sin embargo, lo anterior es sélo una hipétesis.

Con lo que respecta al metabolismo de lipidos durante la gestacién, varias de las
adaptaciones metabdlicas que ocurren en el higado y el tejido adiposo tienen un impacto

en las concentraciones de triacilglicéridos, acidos grasos, colesterol y fosfolipidos. En las
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primeras ocho semanas de embarazo las concentraciones de estos lipidos tienden a
disminuir, pero conforme avanza la gestacidon se incrementan progresivamente dichas
concentraciones (95) lo cual caracteriza la hiperlipidemia que se observa en la mujer
embarazada. Durante la fase anabdlica de la gestacidn, la sintesis de dacidos grasos y
glicerol se incrementa, asi como la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL) lo que promueve
la distribucién de lipidos hidrolizando tanto a los quilomicrones (los cuales son ricos en
triacilglicéridos) y a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLs); estos acidos grasos
son captados por el tejido adiposo promoviendo la sintesis de triacilglicéridos y su
acumulacién en dicho tejido (20, 21), los acidos grasos y el glicerol son también captados
por el higado para la nueva sintesis de VLDL. En nuestro estudio, el grupo que desarrollé
diabetes gestacional presentd diferencias significativas en la concentracién de
triacilglicéridos en comparacién con el grupo control (1.88 +0.74 vs 1.46 +0.44 mmol/L).
Las concentraciones bajas de insulina (como se observa en el grupo control) disminuyen la
actividad de la LPL, la hidrdlisis de los triacilgliceroles en los quilomicrones y en las VLDL

por lo tanto disminuye y entonces da como resultado hipertrigliceridemia (96, 104).

Los cuerpos cetdnicos son sustratos oxidativos esenciales los cuales pueden ser
empleados como sustrato energético del metabolismo materno/fetal (16). Cuando ocurre
el cambio de la fase anabdlica a la fase catabdlica, se promueve el metabolismo de lipidos
y cuerpos cetdnicos (lipdlisis y cetogénesis aumentada) como fuente energética,
preservando asi la glucosa y los aminodcidos para sustrato energético fetal (16, 96). El
acetato y el B-hidroxibutirato pueden oxidarse en la mayoria de los tejidos con la finalidad
de obtener acetil-CoA para la obtencion de energia (17, 96, 105). Factores que regulan la
sintesis de cuerpos cetdnicos son el incremento en el suministro de acidos grasos por
parte de la hidrélisis de triacilglicéridos, descenso del indice insulina/glucagén (inhibe la
acetil-CA carboxilasa inhibiendo la CPTI por las concentraciones de malonil-CoA),
incremento en la sintesis de ATP (incremento de la B-oxidacion que aporta NADH vy
FAD(2H) reducidas, los cuales son usados en la fosforilacion oxidativa, conforme
incrementa la cantidad de ATP se oxida menos NADH y se incrementa el indice
NADH/NAD®), y el desvio del acetil-CoA (producto de la B-oxidacién) del &cido

tricarboxilico hacia la cetogénesis (106).

Diversos estudios han reportado que el B-hidroxibutirato es un biomarcador predictivo
relevante de alteraciones glicémicas en estudios de diabetes tipo 2 (107-110). En mujeres
con diabetes gestacional evaluadas en el segundo trimestre de gestacion se identifico al B-

hidroxibutirato como metabolito caracteristico de esta patologia sugiriendo que funge
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como intermediario entre el cambio a la preferencia de la oxidacion de los acidos grasos,
en donde la concentracion elevada de este metabolito refleja el estado de esta via
metabdlica (111, 112). En nuestra poblacidon de estudio no se observaron diferencias
significativas entre el grupo que desarrollé diabetes gestacional del grupo control, sin
embargo, el grupo que desarrollé diabetes gestacional presenta un incremento en las
concentraciones de este metabolito en las etapas tempranas de la gestacion.

En este estudio se realizé un analisis de metabolémica dirigida en donde se evaluaron 22
especies de acilcarnitinas y 11 aminoacidos. Dentro del perfil de acilcarnitinas evaluado se
observé que el grupo que desarrolla diabetes gestacional (ver tabla 7) presenta mayor
concentracion de practicamente todas las especies de acilcarnitinas evaluadas con
excepcion de acetilcarnitina en donde la concentracidén de esta acilcarnitina disminuye en
este grupo en comparacion con el grupo control. Estas diferencias observadas entre
ambos grupos de estudio fueron estadisticamente significativas (con excepciéon de
carnitina libre y butilcarnitina) y el incremento en las concentraciones de las distintas
especies evaluadas fue entre 10 a 20 veces superior en el grupo que desarrolla diabetes
gestacional. Los resultados observados reflejan que en el grupo de estudio que desarrolla
diabetes gestacional existe una alteracién en la oxidacion de acidos grasos, aminoacidos y
glucosa dentro de las etapas tempranas de la gestacion, lo que pudiera sugerir que estas
alteraciones son el reflejo de una disfuncién mitocondrial aun en etapas tempranas de la

gestacion.

Durante el embarazo, la concentracién de aminoacidos circulantes tiende a disminuir
tanto en el ayuno como en el postprandio (95). En respuesta al ayuno, los aminoacidos
gluconeogénicos (Ala, Ser y Thr) disminuyen debido al incremento de su captacion
hepdatica para la sintesis de glucosa de novo. Del mismo modo, el incremento en el uso de
aminodcidos por parte de tejidos maternos y fetales contribuye a la hipoaminoacidemia
caracteristica del embarazo. En nuestro estudio, las concentraciones de aminoacidos
gluconeogénicos (Gly, Ala, Val y Pro) se incrementaron en el grupo de estudio que
desarrolla diabetes gestacional, sugiriendo que el metabolismo de éstos se ve alterado y/o
gue son captados parcialmente por el higado para la gluconeogénesis lo cual se refleja en
menor concentraciéon de glucosa sérica; en comparacidon con el grupo control que
presenta menor concentracion de estos aminodcidos, sugiriendo que el higado los capta
para la gluconeogénesis, reflejdndose asi en la concentracién de glucosa sérica aumentada

grupo en comparacion con el que desarrolla diabetes gestacional.
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El higado es el sitio principal del metabolismo de aminoacidos y sintesis de urea en el
cuerpo. Los hepatocitos oxidan parcialmente a la mayoria de los aminodcidos,
convirtiendo la estructura carbonada en glucosa, cuerpos cetdnicos o CO,. Debido a que el
amoniaco resulta téxico para el organismo, el higado convierte la mayor parte del
nitrogeno de la degradacion de aminoacidos en urea, que es excretada en la orina. En el
embarazo, en la etapa catabdlica se caracteriza por presentar un balance de nitrégeno
positivo. Estudios han demostrado una disponibilidad mayor de nitrégeno,
particularmente durante la segunda mitad de la gestacion (113). La sintesis de urea
disminuye en un 30% durante el primer trimestre de la gestacién y se incrementa hasta en
un 45% en el dltimo trimestre (95, 113). En estados de resistencia a la insulina, como
diabetes tipo 2, existe una alteraciéon en el metabolismo de estos aminoacidos debido
principalmente a un balance de nitrégeno negativo (el catabolismo de los aminoacidos se
encuentra incrementado y la captura de estos aminodcidos en los tejidos es reducida).
Estudios han reportado que concentraciones incrementadas de urea estan asociadas al
desarrollo de diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico (114-116). La urea se sintetiza
principalmente en el ciclo de la urea en el higado y sus metabolitos relacionados con
estados de resistencia a la insulina incluyen arginina, citrulina y ornitina. Este ciclo se ve
regulado por las concentraciones de insulina, en donde esta hormona regula la actividad
de la arginasa (enzima clave en el ciclo de la urea) y de la dxido nitrico sintasa (NOS) y
alteraciones en estas enzimas asi como en las concentraciones de sus metabolitos han
sido relacionadas como marcadores de resistencia a la insulina hepatica en etapas
tempranas a su desarrollo (117, 118). En este estudio, en el grupo que desarrolla diabetes
gestacional, las concentraciones de arginina y citrulina fueron superiores a las del grupo
control, asi como la concentracién de ornitina fue menor en este grupo en comparacién
con el grupo control (ver tabla 8). En comparacién con los estudios realizados en pacientes
con diagnéstico de diabetes gestacional, los resultados observados en nuestro estudio
difieren, principalmente debido a las semanas de gestacién en donde se realizé el estudio,
puesto que los pocos estudios que evaluan el perfil de aminoacidos en la diabetes
gestacional se realizaron entre las semanas en donde se establece el diagndstico y no en
las etapas tempranas de la gestacién (119, 120). Scholtens et al (120) identificé el perfil de
aminoacidos del ciclo de la urea asociados a hiperglicemia entre las semanas 24-28 de
gestacion presente en la cohorte del estudio HAPO. El perfil de aminodcidos del ciclo de la
urea identificados por Scholtens et al (120) se caracteriza por incremento en la
concentracion de arginina y citrulina; y por disminucién en la concentracién de ornitina.

En un estudio longitudinal realizado por Lindsay et al (27), con la finalidad de caracterizar
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el perfil de aminoacidos a lo largo de un embarazo normoevolutivo, se identificé que en el
primer trimestre de gestacién, las mujeres que no desarrollan diabetes gestacional
presentan concentraciones elevadas de arginina y ornitina y disminucion en Ia
concentracion de cirtulina como lo observado en nuestro grupo control. El perfil de estos
aminoacidos presentes en nuestro grupo que desarrolla diabetes gestacional concuerda
con perfiles evaluados en estados de resistencia a la insulina con obesidad y sindrome
metabdlico (115), y diabetes tipo 2 en poblacidn asidtica (considerada como alto riesgo de
desarrollo de diabetes) (121). Los resultados observados en nuestro estudio sugieren que
el metabolismo del ciclo de la urea hepdtico se pudiera encontrar alterado ya desde
etapas tempranas de la gestacién en comparacién con el grupo control. La disminuciéon en
las concentraciones de arginina, como se observa en el grupo que desarrolla diabetes
gestacional en nuestro estudio, pueden deberse a un incremento en la sintesis de urea y/o
a la sintesis de 6xido nitrico (NO) (por medio del ciclo citrulina-NO) (122); asi mismo se
pudiera deber a una baja sintesis de arginina a partir de la citrulina (por alguna alteracion
en argininosuccinato sintetasa o en la argininosuccinato liasa), por lo tanto los
intermediarios acumulados del ciclo de la urea se distribuyen entre el agininosuccinato y
la citrulina, manifestandose como una concentracion baja de arginina y una concentracién
elevada de citrulina (121), como se observa en el grupo que desarrolla diabetes

gestacional en este estudio.

Los aminodcidos de cadena ramificada (BCAAs; Leu, lle y Val) son aminoacidos esenciales
los cuales, asi como aminoacidos aromaticos (AAAs; Phe y Tyr) se han identificado y
asociado como potenciales biomarcadores predictivos del desarrollo de resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2; incluso 12 afios antes de su diagndstico mediante las pruebas
estandar de referencia y criterios clinicos empleados actualmente (123). Sin embargo, en
diabetes gestacional los resultados son inconsistentes, pues en algunos estudios asocian la
concentracién de dichos aminodacidos con el desarrollo de esta patologia, mientras que
otros estudios no encuentran diferencia significativa en su poblacién estudiada y en las
semanas de gestacion evaluada (123, 124). En nuestro estudio la concentracion de BCAAs
Unicamente fue significativa para Val en donde el grupo que desarrolla diabetes
gestacional presenta en etapas tempranas de la gestacidn mayor concentracién de este
aminoacido en comparacién con el grupo control (52.12 vs 34.73umol/L), la concentracién
de Leu fue menor en el grupo que desarrolla diabetes gestacional sin encontrarse
significancia entre ambos grupos de nuestra poblacién estudiada. La Leucina es un
aminodcido estrictamente cetogénico (productos de degradacidn son el acetato y acetil-

CoA), lo que sugiere que la disminucion de este aminoacido observado en las pacientes
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gue desarrollan diabetes gestacional se ve reflejada en un incremento en la sintesis de B-
hidroxibutirato y/o en la concentracién de su acilcarnitina C5 (isovalerilcarnitina).

Existen dos mecanismos propuestos como agentes causales entre el incremento de las
concentraciones de BCAAs y estados de resistencia a la insulina y/o diabetes tipo 2. El
primer mecanismo radica en la activacion persistente de la via de sefializacién del
complejo 1 de la diana de rapamicina en células de mamifero (mTORC1), en donde se
fosforila la subunidad 1 del receptor de la insulina (IRS1ser307), l0 cual desencadena
resistencia a la insulina (125). El segundo mecanismo propuesto recae en un metabolismo
anormal de los BCAAs resulta en una acumulacion de metabolitos intermediarios
potencialmente tdxicos y que a su vez desencadenan disfuncién mitocondrial y estrés
oxidativo, asociado al desarrollo de resistencia a la insulina y a diabetes tipo 2 (46, 58,
125). En relacidon con los metabolitos derivados del metabolismo de los BCAAs, en nuestro
grupo de estudio se observaron diferencias significativas en las acilcarnitinas de cadena
corta C3 (propionilcarnitina), C4 (butilcarnitina), C5 (isovalerilcarnitina) y C5:1
(Tiglilcarnitina) (ver tabla 7); en donde el grupo que desarrolla diabetes gestacional
presenta incremento en estos metabolitos derivados del metabolismo de Val, Leu e lle.
Este incremento de concentracidon de acilcarnitinas en estas pacientes que desarrollan
diabetes gestacional sugiere que estos metabolitos intermedios pueden ser
marcadores/predictores para el desarrollo de diabetes gestacional, aun cuando en el

primer trimestre de gestacion las mujeres presenten un indice HOMA-IR normal.

Este trabajo de investigacién comprende la generacidon de un modelo de identificacidn
temprana de aquellas mujeres que seran diagnosticadas con diabetes gestacional,
mediante un analisis de metaboldmica dirigida en donde al someterlo a un analisis de
arboles de decision de random forest se seleccionaron tres acilcarnitinas de cadena corta
(butilcarnitina AC4, isovalerilcarnitina AC5 vy tiglilcarnitina AC5:1). Este estudio es el primer
estudio que evalua el perfil metaboldmico en el primer trimestre de gestacion de la mujer
embarazada mexicana que desarrolla diabetes gestacional entre las semanas 24 a 28 de
gestacion.

Algunas acilcarnitinas y aminoacidos que se emplearon en el perfil de metabolémica
dirigida han sido asociados en estados de obesidad (126), resistencia a la insulina (46, 58),
diabetes tipo 2 (58, 126) y diabetes gestacional (78, 79). Las acilcarnitinas de cadena corta
empleadas en la generacién del modelo de identificacién temprana provienen del
metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs); la butilcarnitina proviene
del metabolismo de valina (accién de la isovaleril-CoA deshidrogenasa) asi como de la B-
oxidacion; la isovalerilcarnitina proviene tanto del metabolismo de leucina e isoleucina
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(accidn de la isovaleril-CoA deshidrogenasa) y la tiglilcarnitina proviene del metabolismo
de la isoleucina (accién de la acetoacetill-CoA tiolasa) (127).

En este estudio, las mujeres que desarrollan diabetes gestacional se caracterizan por
presentar concentraciones de acilcarnitinas de cadena corta elevadas en el primer
trimestre del embarazo. Diversos estudios han evaluado el papel de los BCAAs y sus
metabolitos en la resistencia a la insulina y la progresion a diabetes tipo 2 (126), asi como
la progresion de diabetes gestacional al desarrollo de diabetes tipo 2 post-parto a largo
plazo (42, 128). Un estudio realizado en mujeres embarazadas en el primer trimestre de
gestacion (47) no encontro diferencias significativas en las concentraciones de BCAAs en el
primer trimestre; sin embargo, un estudio de casos y controles reciente (67) encontrd
elevacion en las concentraciones de Val y Leu asi como de sus acilcarnitinas AC3
(propionilcarnitina), AC4 (butilcarnitina), 1soC4 y C5 (isovalerilcarnitina); en las mujeres
gue desarrollan diabetes gestacional en comparacion con el grupo control.

Una caracteristica principal de la diabetes gestacional es la resistencia a la insulina
acompafada por hiperlipidemia (principalmente por incremento de concentracion de
acidos grasos), en donde Metzger (129) observé que en el tercer trimestre de gestacion,
las mujeres con diabetes gestacional presentaban mayores concentraciones de acidos
grasos libres en ayuno, sugiriendo que la resistencia a la insulina y alteraciones en el
metabolismo de los acidos grasos ocasionaba el fenotipo observado en esas pacientes. Por
lo tanto, alteracién en el metabolismo de acidos grasos, como lo observado por Metzger
et al., puede constituir un evento temprano que desencadena la patologia de diabetes
gestacional como lo sugieren las diferencias observadas de concentracion de acilcarnitinas
en nuestro estudio, en donde, el grupo con diabetes gestacional presenta elevacién de
todas las acilcarnitinas con excepcion de acetilcarnitina (AC2); asi como la contribucién de
las acilcarnitinas para la generacion del modelo de identificacién temprana. La glucosa es
el sustrato con preferencia para la obtencién de energia, pero cuando existen condiciones
en donde este sustrato no estd disponible para la generacién de energia, como lo es en el
caso de resistencia a la insulina, la célula emplea acidos grasos libres y aminoacidos como
sustratos alternativos, desencadenando una alteracion en el balance entre las
acilcarnitinas (oxidacion de acidos grasos y/o aminodcidos) y los aminoacidos (130). Estos
cambios en las rutas metabdlicas que conllevan a la acumulacién de metabolitos
intermediarios como lo son las acilcarnitinas, pudieran interferir con la sensibilidad a la
insulina, ocasionando el desarrollo de resistencia a la insulina e incluso diabetes. Sin
embargo, no esta del todo claro si las concentraciones elevadas de acilcarnitinas y/o de
BCAAs causan resistencia a la insulina o si son el reflejo de ésta (55, 131).
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Una vez obtenido los modelos, se realizdé un andlisis de correlacidon entre los metabolitos
empleados y el indice HOMA-IR para evaluar si existe alguna relacion entre la resistencia a
la insulina y los metabolitos en el primer trimestre empleados para la identificacion de las
mujeres que desarrollan diabetes gestacional. Unicamente se encontraron correlaciones
significativas en el grupo que desarrolla diabetes gestacional en donde las correlaciones
HOMA-AC4, HOMA-AC5, HOMA-AC5:1 fueron positivas; lo cual indicar que a mayor
concentracion de estas acilcarnitinas de cadena corta se observa un HOMA-IR alto; sin
embargo, cabe recalcar que las mujeres del grupo que desarrolla diabetes gestacional
presentaron un indice HOMA-IR mas bajo que las controles.

El indice HOMA-IR, propuesto por Matthews et al (81) se emplea para evaluar un
estimado de la sensibilidad a la insulina y de la funcién de la célula B-pancredtica a partir
de las concentraciones en ayuno de insulina y glucosa. La relacion entre la glucosa vy la
insulina en ayuno refleja el equilibrio que existe entre la producciéon hepatica de glucosa y
la secrecion de insulina; la cual se mantiene mediante una retroalimentacion entre el
higado y la célula B-pancreatica (81, 99). La correlacién observada entre las acilcarnitinas
de cadena corta evaluadas que provienen del catabolismo de los BCAAs sugiere que estos
metabolitos estan relacionados con la sensibilidad/resistencia a la insulina en las etapas
tempranas a la gestacion Unicamente en el grupo que desarrolla diabetes gestacional,
puesto que en el grupo control no se encontrod correlacion entre el indice HOMA-IR y los
metabolitos empleados en la generacién de los modelos (ver figura 6). Esto sugiere que el
indice que la correlacion HOMA-IR y las acilcarnitinas Unicamente es sensible en aquellas
mujeres que desarrollan diabetes gestacional y que en las etapas tempranas de la
gestacion presentan rangos de concentracion de estas acilcarnitinas de cadena corta (ver
tabla 10 y 12); lo cual presenta un problema al momento de evaluar a la mujer
embarazada, puesto que en el primer trimestre de gestacion las mujeres que desarrollan
diabetes gestacional presentan indice HOMA-IR bajo y dentro de pardmetros normales y
pudiera subestimarse por el profesional de la salud al momento del control prenatal en las
etapas tempranas de la gestacion.

Una alternativa a este indice y que pudiera ayudar a elucidar mejor la relacién entre la
resistencia/sensibilidad a la insulina es el indice Adipo-IR (132), el cual es especifico para
evaluar la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo. Estudios han observado que la
resistencia a la insulina en el tejido adiposo puede ser considerada como un marcador
temprano que precede a la resistencia a la insulina en musculo esquelético y en tejido
hepdtico en el desarrollo de la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (133). Debido a
gue la resistencia a la insulina en el tejido adiposo puede causar resistencia a la insulina
hepatica y en musculo esquelético por un excesivo aporte de acidos grasos libres, es
necesario evaluar especificamente la sensibilidad a la insulina en tejido adiposo y el indice

51



Adipo-IR permite evaluar la sensibilidad de este tejido con base en la concentracion de
acidos grasos libres (FFAs) y la concentracién de insulina en ayuno (132). Este indice de
sensibilidad a la insulina del tejido adiposo tiene una correlacién de 0.86 con el estandar
de referencia para evaluar sensibilidad a la insulina (132); motivo por el cual resulta
relevante contemplar su evaluacion en este estudio para elucidar y poder correlacionar los
metabolitos incluidos en la generacién de los modelos y asi evaluar efectivamente las
diferencias de sensibilidad a la insulina en este tejido en etapas tempranas de la gestaciéon
entre los dos grupos de estudio incluidos en este trabajo.

También se evalluo la correlacion entre las acilcarnitinas C4 (butilcarnitina) y C5
(isovalerilcarnitina) y su aminoacido de cadena ramificada correspondiente, es decir, Val y
Leu; con la finalidad de evaluar si existe una relacion entre su aminoacido y su metabolito;
sin embargo, no se encontrd una correlacién aceptable ni significativa en ninguno de los
grupos de estudio evaluados (ver figura 7). En el grupo que desarrolla diabetes gestacional
la correlacion Val-AC4 resultd practicamente nula, sugiriendo que la sintesis de esta
acilcarnitina no esta regulada unicamente por este aminoacido, sino que también la B-
oxidacién desempena un papel importante en su produccién. En cuanto a la correlacién
de Leu-AC5 en el grupo que desarrolla diabetes gestacional se observd una correlaciéon
con r=0.493 (ver figura 7 D), sugiriendo que a mayor concentraciéon de Leu, la sintesis de
esta acilcarnitina se encuentra incrementada en este grupo de estudio; lo que pudiera
sugerir que la enzima encargada de su catabolismo (isovaleril-CoA deshigrogenasa) se
encuentre deficiente y entonces se genera esta acilcarnitina en concentracién mayor en
este grupo de estudio en comparacion con las controles.

El conocimiento de la fisiopatologia del desarrollo de la diabetes gestacional es limitado,
pues se carece de estudios que evaluen el perfil metaboldmico a lo largo de la gestacion,
asi como la evaluacidn de los efectos de las adaptaciones fisioldgicas propias de esta etapa
en donde se desarrolla progresivamente resistencia a la insulina, afectando el uso de
sustratos energéticos (134).La limitante de este estudio es el nimero de casos de diabetes
gestacional reportados que pudiera restringir la inclusiéon de otra variable metabolémica
para la generacion de los modelos de identificacion temprana, y asi evitar el numero de
casos falsos positivos que presentan los modelos. Es necesario realizar estudios para la
validacién de este modelo de identificacidon temprana que evalle su sensibilidad y
especificidad; asi como de metaboldmica no dirigida para evaluar y estudiar las rutas
metabdlicas involucradas en la patogénesis de la diabetes gestacional.

Las fortalezas de este estudio consisten en que se evaluo el perfil metabolémico de la
mujer embarazada que desarrolla diabetes gestacional en ayuno, controlando asi la
variacién influenciada por los estados de postprandio para la determinaciéon de
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concentraciones de acilcarnitinas y aminoacidos. Asi mismo, para la generacion de los
modelos metabolémicos se controld por covariables como edad, paridad e IMC,
demostrando que por si solos estas acilcarnitinas de cadena corta permiten la
identificacion temprana de aquellas mujeres que desarrollan diabetes gestacional entre la
semana 24 a 28 de gestacién. En contraste, modelos en donde Unicamente emplean
variables clinicas alcanzan AUC en promedio de 0.70 (IC 95%) (70, 71); mientras que los
modelos generados en este estudio Unicamente con variables metaboldmicas alcanzan
AUC en promedio de 0.91 (IC 95%); permitiendo asi una mejor identificaciéon de los casos
de mujeres embarazadas que desarrollan diabetes gestacional.

Conclusiones

e El indice HOMA-IR en la gestacion temprano no resulta Util para evaluar una
posible resistencia a la insulina en las mujeres que desarrollan diabetes
gestacional.

e Elindice HOMA-B, fue menor en el grupo que desarrolla diabetes gestacional.

e El presente estudio demuestra que el metabolismo de lipidos y aminoacidos en las
mujeres que desarrollan diabetes gestacional de forma independiente al IMC
pregestacional se encuentra alterado en etapas tempranas de la gestacion.

e Los modelos metabolémicos generados permiten clasificar al 100% de los casos
que desarrollan diabetes gestacional, independientemente del IMC pregestacional,
edad y paridad; sin embargo, clasifican erroneamente al 20% de los controles.

Perspectivas

Las perspectivas del presente estudio recaen en la mejora de los modelos de identificacidn
temprana (incluir mayor nimero de metabolitos y ampliar el nUmero de casos de diabetes
gestacional) para asi poder ser validados posteriormente en una poblacion mayor y
calcular su sensibilidad y especificidad.

También es necesario evaluar el perfil hormonal tanto de hormonas maternas como las
producidas por la unidad feto-placentaria para evaluar el aporte de dichas hormonas al
desarrollo de diabetes gestacional (estrégenos, lactégeno placentario, leptina, glucagon).

Asi mismo es necesario determinar la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo mediante
el indice Adipo-IR (medir concentracion de acidos grasos libres) para asi evaluar si este
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indice permite evidenciar resistencia a la insulina en este tejido en etapas tempranas de la
gestacion cuando la glucemia y el indice HOMA-IR son normales.

Con base en las concentraciones de acilcarnitinas de cadena corta empleados para la
generacion de este modelo se pueden disefiar estudios en modelos in vitro para evaluar
los efectos de estas acilcarnitinas sobre tejidos sensibles a la insulina y poder elucidar el
papel que desempenan en el desarrollo de resistencia a la insulina y la progresidn hacia
diabetes gestacional.
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Anexos

ANEXO I: Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que permite la separacion, cuantificacion
e identificacidn de las moléculas a analizar con base en su relaciéon masa/carga (m/z) (135,
136).

Composicién del espectrometro de masas:
Un equipo basico de espectrometria de masas consta de cinco secciones fundamentales:

1. Un sistema de introduccién de la muestra (métodos cromatograficos: liquido de
alta resolucion (HPLC) y gases (GC)) (137).
2. Una fuente de ionizacién (generacion de iones mediante distintas técnicas de

ionizacién: ionizacién quimica, ionizacién por impacto eléctrico, ionizacidon por
electrospray (ESI), ionizacion por bombardeo rapido de atomos (FAB), ionizacion
por desrocidn asistida por laser (MALDI)) (138).

3. Un analizador de masas (cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), orbitrap,
transformada de Fourier (FTMS)) (139).

4. Un detector (registro y amplificaciéon de la sefial proveniente del analizador de

masas, varios tipos: eletromultiplicador y fotomultiplicador) (140).
5. Un procesador de datos (registro de la sefial en forma de espectro de masas: se

obtiene el espectro de masas del ion molecular, el de los productos idnicos o
ambos) (138).

Sistema de

Fuente de ionizacién Analizador de masas Detector

introduccion de la
muestra

Sistema de vacio P=10"-10% torr

Procesador de datos

Figura I.1 Componentes de un espectrometro de masas simple 63



Principio espectrometria de masas en tandem:

Un equipo basico de espectrometria de masas en tandem (MS-MS) consiste en una
combinacion de dos analizadores de masas con una zona de reaccidn (cdmara/celda de
colision) entre ellos (136). Se pueden emplear una gran variedad de configuraciones en la
espectrometria de masas en tdndem, existe un principio basico siempre presente: en la
deteccion de los iones por su relacion m/z antes y después de la reaccion en el
espectrometro de masas, la reaccién involucra siempre un cambio en la masa, que puede
ser representada como:

+ +
mp—=>myg+my

en donde m*, es el i6n precursor, m*y es el ién producto y m, representa uno (o mas)
especies neutras. En la espectrometria de masas en tdndem se selecciona el ién precursor
en la primera etapa del analisis (MS1), la fragmentacion del ién precursor en la zona
reaccion (mediante ion metaestable o por disociacion colision inducida CID) y el analisis de
masas de los iones producto en la segunda etapa del analisis (MS2) también conocido
como analisis de idn-producto (140).

La fragmentacion del idn precursor depende de la reaccion de la barrera de activacion. La
energia que se requiere para vencer esta barrera se debe al exceso de energia que se
ejerce sobre el i6n precursor durante el proceso de ionizacién y la transferencia al primer
analizador de masas (140).

Un espectrémetro de masas en tandem consta de siete secciones:

1. Sistema de introduccidn de muestra (cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), cromatografia de gases (GC)) (139, 140).
2. Fuente de ionizacidn (ionizacion por electroespray (ESI), ionizacién por desrocion

asistida por laser (MALDI), ionizacién quimica (Cl), ionizacién quimica por presion
atmosférica (APCl), impacto de electréon (El), bombardeo rapido de atomos (FAB),
Campo desorcién/campo ionizacion (FD/FI), ionizacion por termospray (TSP)) (139,
140).

3. Primer analizador de masas- MS1 (cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), sector

magnético (MS), sector electrénico (ES), transformada de Fourier (FT-ICR)) (139,
140).
4. Camara/celda de colisién (generacion de fragmentos) (139, 140).
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5. Segundo analizador de masas- MS2 (cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), sector
magnético (MS), sector electrénico (ES), transformada de Fourier (FT-ICR)) (139,
140).

6. Detector (fotomultiplicador (PM), electromultiplicador (EM), placa de microcanal
(MP)) (139, 140).

7. Procesador de datos (registro de la sefial en forma de espectro de masas: se
obtiene el espectro de masas del ion molecular, el de los productos idnicos o
ambos) (138-140).

[ Muestra J

Sistema de Fuente de Analizador de Celda de Analizador de
. . o —— | Detector
introduccion de la ionizacion masas MS1 colisién masas MS2
muestra
e ES| e Q
e HPLC e Gas e Q e PM
e GC * MALDI e TOF inerte e TOF e EM
L] APCI ° MS (Ar, Xe) . MS o MP
e (I e ES
El ° B
* °© FTICR ¢ FT-ICR
e FAB
e FD/FI
e TSP
Sistema de vacio P=10°-10% torr
L o o o e e e e e e e e e e e _

Procesador de datos

Figura I.2 Componentes de un espectrometro de masas en tandem MS-MS
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ANEXO II: Consentimiento Informado y carta de aprobacion del comité de ética

| CDMX
Pt CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ciudad de México, a |:|)ia Me|s ALO

A quien corresponda:
Yo declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio de “Uso de una
huella metabolémica antes de la semana 18 de gestacion para la deteccion de mujeres embarazadas que desarrollaran diabetes
gestacional”, que se realiza en el centro de salud CST Ill Dr. Gabriel Garzén Cossa y el Instituto Nacional de Medicina Gendmica y cuyo objetivo
general consiste en: Emplear una huella metabolémica antes de la semana 18 de gestaciéon en mujeres embarazadas que asisten al CST lil Dr.
Gabriel Garzon Cossa adscrito a la Jurisdiccion Gustavo A. Madero que permita identificar aquellas mujeres embarazadas que seran
diagnosticadas entre las semanas 24 a 28 de gestacion con diabetes gestacional mediante el estdndar de oro (curva de tolerancia a la glucosa,
utilizando los criterios que establece la NOM-007-SSA2-2016, Para la atencién de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio, y de la persona
recién nacida).
Estoy consciente de que los procedimientos y pruebas para lograr el objetivo consisten en:

1. Permitir el acceso a mi expediente clinico con la finalidad de conocer mi estado de salud durante el embarazo; el cual sera tratado siempre

bajo estricta confidencialidad y respeto a mis datos personales.

2. Permitir que se me realice un ultrasonido para conocer de forma exacta cuantos meses tengo de embarazo.

3. Asistir en estado de ayuno (no haber consumido ningun tipo de alimento o bebida) de minimo 8 horas y méaximo de 12 horas antes de las dos

visitas programadas.

a. Primera visita (antes de los 4 meses de embarazo): Se me tomara una muestra de sangre equivalente a 1 cucharada soperas (5 ml) y se
me realizara un breve cuestionario y mediciones de mi cuerpo (peso y talla).

b.  Segunda visita (entre los 6 y 7 meses de embarazo): Se me realizara una curva de tolerancia a la glucosa, la cual consiste en una toma
de muestra de sangre venosa en ayuno (no haber consumido ningun tipo de alimento o bebida) de minimo 8 horas y maximo de 12
horas. Posteriormente se me solicitard que consuma una bebida que contiene el equivalente de azlcar de una lata de 355 ml de un
refresco. Después de consumir la bebida se me realizaran dos tomas de sangre cada hora, hasta completar dos horas.

También sé que entre los posibles riesgos y efectos para mi persona pueden estar:

1. Todas las muestras seran tomadas por personal de salud capacitado. Sin embargo algunas personas cuando le sacan sangre del brazo
experimentan dolor y se les hace un moretén en el sitio del piquete y en raras ocasiones algunas personas presentan nausea y/o vémito y/o
mareo e incluso algunas se desmayan.

2. Cuando consuma la bebida con azlcar usted podra experimentar nausea y/o vomito y/o mareo e incluso en raras ocasiones algunas
personas se desmayan.

Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios.

1. El grupo de investigacion se compromete entregar todos los resultados de mis pruebas de sangre a mi médico tratante. Esta informacion sera

Util para mi tratamiento y toma de decisiones sobre mi embarazo de mi médico.

2. Este estudio permitira que en un futuro otras pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido.
El presente estudio no representa ningun riesgo para la salud de mi embarazo y de mi bebé. Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de esta
investigacidn en el momento que yo asi lo desee. En caso de que decidiera retirarme, la atencién que como paciente recibo en este centro de salud
CST Ill Dr. Gabriel Garzon Cossa no se vera afectada. Estoy consciente de que los procedimientos y pruebas realizados en este estudio son gratuitos y
que no habra ninglin pago por mi participacion en este estudio. Todas las muestras de sangre que se obtengan seran utilizadas sélo y exclusivamente
para este estudio y posteriormente seran destruidas.
Entiendo que mi informacion personal sera manejada con las reservas que establece la normatividad vigente en materia de proteccion de
datos personales.
Asi mismo, cualquier trastorno, duda o pregunta relacionada con esta investigacion con esta investigacion podré consultarla con el Dr Rafael Figueroa
Escobar al Teléfono: 50-38-17-00 ext 7020 localizado en Calle Nte 72-A 3541, Col. Las Joya CP. 07890 Del. Gustavo A. Madero, quien comunicara el
evento a la Direccion de Educacion e Investigacion de la SSDF, en donde se decidira la necesidad de convocar al investigador principal y al Cuerpo
Colegiado competente para su resolucion. Usted debera cubrir los demas procedimientos relacionados con la resolucién de su embarazo en la
institucién de salud participante, como cualquier otra paciente perteneciente al mismo.

Nombre de la participante: Firma:

Domicilio. | Teléfono

Nombre y firma del testigo o conyuge Firma:

Domicilio. | Teléfono

Nombre y firma del testigo o conyuge. Firma.

Domicilio. | Teléfono

Nombre y firma del Investigador responsable. Dra. Berenice Palacios Gonzélez Firma.

Domicilio. Periférico Sur 4809 Col Arenal Tepepan, Delg. Tlalpan CP 14610, CDMX | Teléfono | 53501900 ext 1220

c. ¢. p. Paciente o familiar
c. ¢. p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion)

66




ANEXO III: Carta aceptacion comité de ética

SALUD

ARy,
e,

SECRETARIA DE SALUD

MEXICO

f’ C
§ Instituto Nacional de
o g Medicina Gendmica

EL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

Con fundamento en lo dispuesto por los articulos 41 Bis, 98 y 100 de la Ley General de Salud; 14 fraccién VII, 98-112
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la Salud; 37 del Estatuto Organico del
INMEGEN y de conformidad a su propio Manual de Funcionamiento, emite el presente documento:

Titulo del Proyecto: ENSAYO CLINICO DE UNA HUELLA METABOLOMICA COMO
HERRAMIENTAS  DIAGNOSTICA TEMPRANA DE  DIABETES
GESTACIONAL.

Dirigido al Investigador Responsable: DRA. BERENICE PALACIOS GONZALEZ

Objetivo del Proyecto: Evaluar la capacidad diagndstica de un perfil metaboldémico realizado

entre las semanas 12 a 18 de gestacion para identificar mujeres que
desarrollaran diabetes gestacional.

Documentos sometidos a Revision.: e Protocolo: version 2.

e Carta de Consentimiento: versién 2
e Respuesta de la investigadora responsable

No. de Dictamen. CEI 2016/04
Fecha de elaboracion del dictamen: 6 de abril de 2016
Tipo de Documento: Dictamen Aprobatorio

CONSIDERACIONES DE LOS INTEGRANTES DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION (CEI-INMEGEN)

En seguimiento al documento emitido por el CEI-INMEGEN el 20 de agosto de 2015 y a la respuesta que
Usted dio al mismo en diciembre del mismo afio, atendiendo las observaciones y recomendaciones; los
integrantes del CEI-INMEGEN después de revisar los cambios, emiten el presente Dictamen
Aprobatorio, el cual tendrd validez de un afio a partir de la fecha en que es entregado al Investigador
responsable, debiéndose solicitar una prérroga un mes antes de su vencimiento. El CEI-INMEGEN se
reserva el derecho de hacer revisiones periddicas cuando asi lo estime pertinente, para salvaguardar los
derechos de los participantes.

Cieps

‘Atentamente, «©

o@ ) />r_\

PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL INMEGEpf“ RS
[ fois -4

A
- Z
S fouxckon 4k
%7\ o
/

Mtra. Garbifie Saruwatari Zavala V} B
INMEGEN

<AGREN jg.
e N R
oy

Yo

-Dr. Juan Enrique Morett Sanchez — Presidente del Comité de Investigacion del INMEGEN. Presente.
-Lic. Teresa Garcfa de la Torre — Secretaria Técnica del Comité de Investigacion del INMEGEN. Presente.

Periférico Sur No. 4809, Col. Arenal Tepepan, Delegacion Tlalpan, México, D.F., C.P. 14610,
Tel.: 52 (55) 5350 1900, Fax: 52 (55) 5350 1950 www.inmegen.gob.mx
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CDMX

CIUDAD DE MEXICO

Ciudad de México, 28 de mayo de 2018.
Oficio No. SSDF/DGPCS/DEI/SECI/JUDI/1018/17.
ASUNTO: Registro de protocolo de investigacion.

Dra. Berenice Palacios Gonzalez
Doctora en Ciencias Bioquimicas
Investigador en Ciencias Médicas “C” Instituto Nacional de Medicina Genémica.

Unidad de Vinculacién Cientifica de la Facultad de Medicina en INMEGEN
PRESENTE -

Con relacion al proyecto de investigacion titulado: “Uso de una huella metabolémica antes de la semana 18 de
gestacion para la deteccion de mujeres embarazadas que desarrollaran diabetes gestacional”, que remite para
evaluacion de procedencia, le comunico que el Comité de Etica en Investigacion de la Secretaria de Salud de la Ciudad de
Meéxico, con registro CONBIOETICA-09-CEI-004-20180213 ante la Comision Nacional de Bioética lo considera de
informacién relevante y con riesgo minimo, toda vez que de acuerdo con la normatividad vigente en materia de proteccion
de datos personales, “la informacion identificatoria (personal) se encuentra desvinculada de la informacion
sustantiva para el estudio y solo se requiere para validar la informacion”, amén de las normas éticas, morales y los
acuerdos internacionales que se aplican a la discrecion y secrecia en el ejercicio de la profesion médica, asi como la
seguridad de la informacion genética. Por lo anterior, ha dictaminado la aprobacién con observaciones, asignandole el
namero de registro: 102-010-02-18.

En ese sentido y con el propésito de brindar un mejor apoyo a sus actividades, debo sefialarles que los apoyos que solicitan
para su proyecto, deben ser gestionados directamente en la Unidad de Atencion que se requiera, ante el titular que
corresponda, quién decidiré libremente la participacion de su unidad, de la misma manera que el personal operativo que
deseé involucrarse, considerando como prioridad el servicio y la atencion a los usuarios.

ATENTAMENTE.

- -~

Sidl
M. EN 1SS, CAROLINA SALINAS OVIEDO ] ZRE"
PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONs ECRETARIA DE SALUD
| SEDESA
CIUDAD DE MEXICO
DIRECCION DE EDUCACION
c.c.p. Archivo EINVESTIGACION

Dr. Jorge Pérez Vias.- Médico responsable del CST Il Dr. Gerardo Varela Mariscal, Jurisdiccion Tlalpan.
Dr. José Antonio Reyes Gardufio.-Médico responsable del CST Il San Miguel Topilejo, Jurisdiccion Tlalpan.

SECRETARIA DE SALUD
Direccion de Educacion e Investigacion
sl e e e

Jefatura de Unidad Departamental de Investigacion




Anexo IV: Grafica con los casos mal clasificados con base en los dos modelos metabolomicos
propuestos

DG
O control

Muestras

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Prediccion de probabilidad de clasificacién

Figura 1.1 Grafica de prediccion de probabilidad de clasificacion para el modelo 1. Se muestra una
grafica de prediccién de probabilidad de clasificacion de casos vs controles empleando el modelo 1
compuesto por dos acilcarnitinas de cadena corta (isovalerilcarnitina y tiglilcarnitina). En la parte derecha
se observan todos los casos de diabetes gestacional totalmente clasificados (color gris, n=13) mientras
gue se pueden observar aquellos casos del grupo control (color blanco, n=10) que el modelo mal clasifica
como casos de diabetes gestacional. En la parte izquierda se puede observar los casos del grupo control
(n=52) que el modelo 1 clasifica acertadamente como casos control. Andlisis realizados en el primer
trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.
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Figura 1.2 Grafica de prediccion de probabilidad de clasificacion para el modelo 2. Se muestra una
grafica de prediccién de probabilidad de clasificacion de casos vs controles empleando el modelo 2
compuesto por dos acilcarnitinas de cadena corta (butilcarnitina e isovalerilcarnitina). En la parte derecha
se observan todos los casos de diabetes gestacional totalmente clasificados (color gris, n=13) mientras
gue se pueden observar aquellos casos del grupo control (color blanco, n=10) que el modelo mal clasifica
como casos de diabetes gestacional. En la parte izquierda se puede observar los casos del grupo control
(n=52) que el modelo 1 clasifica acertadamente como casos control. Andlisis realizados en el primer
trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG.
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