UNIVERSIDAD AUTONCMA DE GUERETARO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Facultad de Quimica

EL HONOR

Maestria en Quimica Clinica Diagnéstica

“Propuesta de biomarcadores proteicos séricos para el diagnostico

oportuno y progresion de la diabetes gestacional”

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
Maestro en Quimica Clinica Diagndstica
Presenta

QFB Samantha Arias Covarrubias

Dirigida por:
Dra. I1za Fernanda Pérez Ramirez
Co-dirigido por:

Dr. José Antonio Enciso Moreno

Santiago de Querétaro, Querétaro de Arteaga

Diciembre, 2020



USNERSDMD ATICHIMA T€ ZUEAETARO)

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Quimica Clinica Diagnodstica

“Propuesta de biomarcadores proteicos séricos para el diagndstico oportuno y
progresion de la diabetes gestacional”

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
Maestro en Quimica Clinica Diagnostica

Presenta:
QFB Samantha Arias Covarrubias

Dirigido por:
Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez

Co-dirigido por:
Dr. José Antonio Enciso Moreno

Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez
Presidente

Dr. José Antonio Enciso Moreno
Secretario

Dr. Eduardo Castafno Tostado
Vocal

M.I.M David Gustavo Garcia Gutiérrez_
Suplente

Dra. Karla Isabel Lira De Ledn
Suplente

Centro Universitario, Querétaro, Qro.
Diciembre, 2020
México



Dedicatorias
A Dios, por acompafiarme a lo largo de este camino y brindarme la fortaleza para
finalizar una etapa mas de mi vida. Gracias por siempre estar a mi lado en cada

momento.

A mis papas Raquel y Juan Manuel, por el amor y cariio que siempre me han
brindado, gracias por el apoyo, los consejos, el animo que me brindaron para salir
adelante y culminar este grado académico. Ambos son mi ejemplo a seguir, por
ustedes sé que con esfuerzo y dedicacion puedo lograr toda meta que me proponga.
Los amo papas.

A mi hermana Leslie y mi cuhado Jorge, porque ustedes también forman parte de
este logro. Gracias por estar a mi lado apoyandome y alentandome cada dia para
finalizar este proyecto, gracias por cuidarme y estar al pendiente de mi a lo largo de

estos dos afos. Los quiero mucho.

A mi hermano Juan Manuel, gracias por todos los momentos y risas compartidas,
gracias por tu apoyo incondicional y acompanarme en cada paso que di a lo largo

de este camino. Te quiero mucho hermanito.

A mi prometido Job Uriel, porque siempre estuviste a mi lado en cada momento de
este trayecto brindandome tu apoyo, tus consejos, tu paciencia, gracias por siempre
escucharme y alentarme que podia lograr todo objetivo que me propusiera sin
importar las adversidades. Gracias por darme la fuerza para sacar adelante y
finalizar este proyecto pero sobre todo, gracias por todos los momentos que

compartiste conmigo. Te amo.

szxa‘é Arias Covarrabias



Agradecimientos

Agradezco sinceramente,

A la Universidad Auténoma de Querétaro y a la Facultad de Quimica, por otorgarme
la oportunidad de pertenecer a esta institucion; gracias por permitirme realizar parte

de mi proyecto en sus instalaciones.

A la Dra. I1za Fernanda Pérez Ramirez, le agradezco infinitamente por haber
depositado su confianza en mi para realizar este proyecto de investigacion; gracias
por orientarme, otorgarme su paciencia, sus conocimientos, su ayuda en todo

momento y dirigirme de manera exitosa a culminar este maravilloso proyecto.

A mis sinodales; al Dr. José Antonio Enciso Moreno, por permitirme el ingreso a su
laboratorio en la Unidad de Investigacion Médica de Zacatecas para llevar a cabo
parte de este proyecto, gracias por el apoyo y los conocimientos brindados. Le
agradezco la oportunidad de permitirme conocer a sus alumnos, fue una experiencia
muy bonita. Al M.l.M David Gustavo Garcia Gutiérrez, también le agradezo el
ingreso a su laboratorio en la Unidad de Diagndstico Molecular para finalizar el
analisis de las muestras, gracias por su apoyo y las aportaciones otorgadas a dicho
proyecto deinvestigacion. Al Dr. Eduardo Castarfio Tostado, muchas gracias por su
apoyo y dedicacion otorgada en la organizacion de la parte estadistica de esta tesis.
A la Dra. Karla Isabel Lira De Ledn, por sus observaciones brindadas y apoyo
durante el proceso de la escritura de la presente tesis.

A todos ustedes, miembros de mi comité de tesis, les agradezo infinitamente su

asesoria y la disponibilidad brindada a lo largo de este tiempo.



Al Hospital del Nifio y la Mujer de Querétaro y personal que labora en él, por
recibirme para hacer uso de sus instalaciones con la finalidad de continuar con el
reclutamiento de mujeres embarazadas para poder llevar a cabo nuestro proyecto
de investigacion de manera satisfactoria. Les agradezco el apoyo que me brindaron

en todo momento.

A todas las mujeres embarazadas que aceptaron voluntariamente a formar parte de
este estudio, sin ustedes no habriamos podido llegar a nuestras metas. Muchas
gracias.

A CONACYT, le agradezco por la beca brindada en estos dos afios que curse la

maestria. Es un gran apoyo que nos brindan a los alumnos de posgrado para poder

enfocarnos completamente a nuestro proyecto de investigacion. Infinitas gracias.

szxa‘é Arias Covarrabias






indice general

INAICE AE fIGUIAS ...ttt e et en e e e e v
INAICE A CUAAIOS ........ceeeceeeeeeee e an e i viii
RS (o] = PP SRR PPPPPPPP X
Declaracion de responsabilidad de estudiante: ..............oeiiiiiiii i vt 1
RESUMEN <.t e e e e et et S o e e e e e e e e e eeeeeeennnnnnnns 2
1. MARCO TEORICO ..o e, 4
1.1 Descripcidon del problema...........ooooo i 4
(I N 41 (=T o7 <o =T o) (=S 6
1.2.1 Diabetes mellitus gestacional ...........ccoooiiiiiiiiiii 6
1.2.2 Epidemiologia de la diabetes mellitus gestacional ...............ccccccccccie. 7
1.2.3 Fisiopatologia de la diabetes mellitus gestacional ..............ccccccccoininins 8
1.2.4 Resistencia a 1a iNSUliN@ ... 12
1.2.5 Factores de riesgo de la diabetes mellitus gestacional .......................... 14
1.2.6 Complicaciones de la diabetes mellitus gestacional ..............ccccccccoo. 18
1.2.7 Diagnostico de la diabetes mellitus gestacional ..., 19

1.2.8 Desventajas de las actuales herramientas diagnosticas de la diabetes
Mellitus gestacional ... 22

1.2.9 Nuevas propuestas para el diagnoéstico de la diabetes mellitus

GESEACIONAN ... 22
1.2.9.1 AIPONECHING ... e e e e e eeeeeees 23
1.2.9.2 Proteina A plasmatica asociada al embarazo.................cccccceei. 24
1.2.9.3 Proteina A2 plasmatica asociada al embarazo.................cccceee. 25

1.2.9.4 Proteina de unidn al factor de crecimiento 5 similiar a la insulina ...26
1.2.9.5. Globulina fijadora de hormonas sexuales...............ccccccciiiiiiiinnnnne. 28
1.2.9.6 Proteina de unidn aretinOl-4.........o.ooneeeeeeeeeeeee e, 30



1.2.9.7 RESISHNG ..o e, 32

1.2.9.8. Proteina de union a 4cidos grasosS 4 ........ccccoveeeriiiiiiiiiiiccciieee 35
12,9, A AMING .o, 36

1.3 JUSTI I CACION < e e, 39
R S o 11 0o ] (Y= L RS AU 40
1.5  ODbjetivo general ... e 41
1.6 Objetivos eSPeCifiCoS .......cooiiiiiiiiiiiiie it 41
2. MATERIALES Y METODOS ..o ooeeee oo 42
2.1 DS IO - et 42
2.1.1 Definicion del UNIVEISO. ... .o e e, 42
2.1.2 Tamano de MUESIIA. ... oo e e, 42
2.1.3 Definicion de las unidades de observacion .........ccoocoveeviiieieiiiiieen, 42
2.1.4 Definicion del grupo CONrol . c......oooiiiiiiiiiie e 43
2.1.5 Criterios de INCIUSION ..., 43
2.1.6 Criterios de eXCIUSION . ..., 43
2.1.7 Ciriterios de elimiNacCioN ........ooeoeeie e, 43
2.1.8 Definicion de variables y unidades de medida ..........ccccccccceiiiiiinnnnnn. 44

2.1.9 Seleccion de fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de

recoleccionde 1a iNfOrmMacioN ............oooo i 46
2.1.9. 1 RecClutamientO ........ooooiiiiii e 46
2.1.9.2 Aplicacion de enCUESIas ..........ciiiiiiiiii e 46
2.1.9.3 Obtencion de muestras sanguineas ...............ccccccuvvviiiiiiiiieeeeeeeeeenn. 46
2.1.9.4 Analisis bioquimiCco rutinario ..........cccoeeeeeeiiiiiie e 46

2.1.9.5 Diagnostico de diabetes mellitus gestacional mediante la curva de

tolerancia a la glucosa oral. ..............eueeiiiiiiiiiiiii 47
2.1.9.6 Determinacion de proteinas de interés.............ooooeiiiiiiiiiiieeeeeeene. 47
2.1.9.7 Cuantificacion de las proteinas..........c.cceeeeeeiiiiiiiiiic e 51



2.1.10 Definicidn de plan de procesamiento y presentacion de la informacion

......................................................................................................................... 56
2.1.11 Cronograma de actividades............cccccuuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 57

3. RESULTADOS Y DISCUSION........cocuoeieeeteeeeeeeeeeeeeee e 58
3.1 Reclutamiento de las participantes ...........cccooooreriiiiiiiiicie et 58
3.2 Datos clinicos de mujeres embarazadas con DMG y sin DMG................ 60

3.3 Parametros antropomeétricos y bioquimicos de mujeres embarazadas con

DMG y sin DMG en cada trimestre de gestacion...............civcciiieieeieeeeeiiiieeeeeeeen, 63

3.4 Determinacidn simultanea de las proteinas de interés en mujeres

embarazadas con DMG y sin DMG en el primer trimestre de embarazo ........... 58
3.5 Red metabdlica de mujeres embarazdas con DMG............ccccceevieeeeeeeenn. 69

3.6 Cuantificacidon de las proteinas en el primer, segundo y tercer trimestre de

gestacion en mujeres embarazadas con DMG y sin DMG ........ccccccceiiiiiieeeeeeen. 72
3.6.1 Globulina fijadora de hormonas sexuales ..., 73
3.6.2 Proteina de unién al factor de crecimiento 5 similar a la insulina........... 75
3.6.3 Proteina de unidn @ acidos grasoS 4 .............uuueeeieiieiiiiieeiiieeeeeeeeee 77

3.7 Curvas ROC de SHBG, IGFBP-5y FABP4 en el primer, segundo y tercer

trimestre de embarazo ............coooo oo 79
3.7.1 Curvas ROC en el primer trimestre de embarazo ............ccccccevvvvennnnnnn.. 80
3.7.2 Curvas ROC en el segundo trimestre de embarazo....................cccue. 81
3.7.3 Curvas ROC en el tercer trimestre de embarazo .............cccccevvvvvinnnnnnn.. 83

3.8 Limitaciones del eStUdiO..........coooiiiiiiii i 85

4., CONCLUSIONES..... ..ot 86
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 87
Anexo A. Carta de aprobacion del Comité de Bioética.............cccovvveiiiiiiiiiiiiniennen, 97



Anexo B. Carta de consentimiento informado para participar en investigacion con

la Universidad Autonoma de QUErEtaro .............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 98
Anexo C. Datos cliniCos y personales ..o 104
Anexo D. Codigos R para PCA y Biplot del PCA..........ooiiiii i 105



indice de figuras
Figura 1. Mapa de prevalencia mundial de DMG por regiones (fuente: Mclintyre et al.,

Figura 2. Sensibilidad de las células beta, la glucemia y la insulina durante el
embarazo normal (fuente: Plows et al., 2018). .......cuviiiiiiiiii e 9

Figura 3. Sensibilidad de las células beta, la glucemia y la insulina durante la DMG
(fuente: Plows et al., 2018). ..oooo i e 11

Figura 4. Senalizacion de la insulina (fuente: Plows et al., 2018). .........cccccieeee. 13

Figura 5. Representacion esquematica de la transduccion de sefiales de
adiponectina (fuente: Arunkumar & Sushil, 2017). . i 23

Figure 6. Representacion de la funcion de PAPP-A e IGFBP-4 en el sistema IGF-1
(fuente: Monget & OXVig, 20716). .......uee i iutneieee e e e e e 25

Figura 7. Funcion de IGFBP-5 en el embarazo. TA: tejido adiposo (fuente: (Rojas-
Rodriguez et al., 2015). ...t 27

Figura 8. Modelo de unién de la SHBG a su receptor y sistema de sefializacion de
la SHBG dependiente de AMPc (fuente: Kahn, 2002)...........cceeeeiiiiiiiiiiiieeeeee 28

Figura 9. Representacién del mecanismo de accion de RBP4 (fuente: Graham &
(06 0 TR 01 SRR 31

Figura 10. Diagrama esquematico que muestra el papel de resistina en el desarrollo
de DMG (fuente: Siddiqui & George, 2017). .....coui e 33

Figura 11. Principio del arreglo de anticuerpos G-Serie (fuente: Raybiotech, 2018).

................................................................................................................................ 48
Figura 12. Arreglo de anticuerpos G-serie (fuente: Raybiotech, 2018). ................. 51
Figura 13. Principio de ELISA sandwich (fuente: Raybiotech, 2016). .................... 52

Vv



Figura 14. Preparacion de estandares de SHBG .............ccccooiiiiiieee 53

Figura 15. Preparacion de estandares de IGFBP-5 ..., 53
Figura 16. Preparacion de estandares de FABP4 ...........oooiiiiiiiie 53
Figura 17. Curva estandar de SHBG............ooo i 55
Figura 18. Curva estandar de IGFBP-5 ... e 55
Figura 19. Curva estandarde FABPA4...........ooo e 55

Figura 20. Diagrama de reclutamiento de < mujeres embarazadas.
SDG: semanas de gestacion. ............uuuuiiiiiiiiie e e e 58

Figura 21. Razones de desercion de las mujeres embarazadas reclutadas. ......... 59

Figura 22. Distribucion de la edad en el grupo de mujeres embarazadas con DMG y
] T 9] 1Y SO 62

Figura 23. Concentraciones séricas de glucosa 1 h (A) y 2 h (B) poscarga en
mujeres embarazadas con DMG y sin DMG. .........ccccoiiiiiiiiiiiieee e 55

Figura 24. Grafico de PCA que muestra el patrén de agrupamiento de los sujetos de
estudio de acuerdo a las intensidades de fluorescencia de las proteinas en el primer
trimestre de gestacioN. ............ooi i 59

Figura 25. Biplot del PCA mostrando la contribucién de cada variable en la

discriminacion de los grupos de estudio. .........ooovvieeiiiiiiiie e 60
Figura 26. Red metabdlica de mujeres embarazadas con DMG.................c........ 70

Figura 27. Implicacion de las proteinas de interés en desérdenes del metabolismo

(o L= e | 1 T 17 TP 71

Figura 28. Implicacion de las proteinas de interés en desarrollo de resistencia a la

M SUIINA . e e e e 72



Figura 29. Concentraciones de SHBG en mujeres embarazadas con DMG vy sin
DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de embarazo................ccceeeeeeee 75

Figura 30. Concentraciones séricas de IGFBP-5 en mujeres embarazadas con DMG

y sin DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de embarazo. ...............cee.... 76

Figura 31. Concentraciones séricas de FABP4 en mujeres embarazadas con DMG

y sin DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de embarazo. ........ccc............. 77

Figura 32. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el primer trimestre de
=T 0 p] oF=T = (o PP OSSO PPPPPPPPPPP 80

Figura 33. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 ‘en el segundo trimestre de
(=10 0] 0= = Vo 1S USSR 82

Figura 34. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el tercer trimestre de
EMDAIAZO. ... T ettt 83

Vii



indice de cuadros
Cuadro 1. Ganancia de peso recomendada durante el embarazo (fuente: IMSS,

Cuadro 3. Criterios de diagnosticos de diabetes mellitus gestacional mediante la
estrategia de un paso (fuente: ADA, 2020; PROY-NOM-015-SSA2-2018)............. 20

Cuadro 4. Criterios diagnosticos de diabetes mellitus gestacional mediante la
estrategia de dos pasos (fuente: ADA, 2020).......ooeveeeis it 21

Cuadro 5. Estrategia de un paso para el diagnostico de diabetes mellitus gestacional
(fuente: ADA, 2020). .....ccoeeeeeeeeeeeee e e s e e et e e e e e e e e e e e e e e raaaaaaaaaaaaaaan 47

Cuadro 6. Semanas de gestacion de las mujeres embarazadas con DMG y sin DMG
en cada trimestre de embarazo ........c..ooo i 60

Cuadro 7. Datos clinicos de las participantes del grupo con DMG y sin DMG....... 61

Cuadro 8. Parametros antropomeétricos y bioquimicos de mujeres embarazadas con

DMG y sin DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de gestacion ................ 54
Cuadro 9. Modelo de regresion lineal de SHBG.............ccccoiiiiiiiiiiiiiin 61
Cuadro10. Modelo de regresion lineal de IGFBP-5..........ccoooiiiiiiiiii, 62
Cuadro 11. Modelo de regresion lineal de PAPP-A...... ..o 63
Cuadro 12. Modelo de regresion lineal de RBP4 ............cooiiiiiiiiiiin 64
Cuadro 13. Modelo de regresion lineal de FABP4 ... 65

Cuadro 14. Analisis estadistico de las 9 proteinas de interés en el primer trimestre
(o L= o 113 =3 o] o S 67



Cuadro 15. AUC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el primer trimestre de embarazo



ADA
ADIPOQ
AFM
AMPc
AMPK
ANCOVA

AUC

CETP

CTGO
DMA1
DM2
DMG

FABP4

GLUT4
HDL
IADPSG

IDF
IDL
IGF-1
IGFBP-4
IGFBP-5
IGFBPs
IKK
IMC
IPA
IR
IRS1/2
LDL
LH
OMS
PCA
PAPP-A

PAPP-A

Siglas

Asociacion Americana de Diabetes
Adiponectina

Afamina

Adenosin monofosfato ciclico
Proteina quinasa activada por AMP
Analisis de covarianza

Area bajo la curva
Proteina de transferencia de ésteres de colesterol

Curva de tolerancia a la glucosa oral

Diabetes mellitus tipo 1

Diabetes meliitus tipo 2

Diabetes mellitus gestacional

Proteina de unién a acidos grasos 4

Transportador de glucosa 4

Lipoproteina de alta densidad

Asociacion Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y
Embarazo

Federacion Internacional de Diabetes

Lipoproteina de densidad intermedia

Factor de crecimiento similar a la insulina-1

Proteina de union al factor de crecimiento 4 similar a la insulina
Proteina de union al factor de crecimiento 5 similar a la insulina
Proteinas de unién al factor de crecimiento similar a la insulina
IxB quinasa

fndice de masa corporal

Ingenuity Pathway Analysis

Receptor de insulina

Sustrato del receptor de insulina 1/ 2

Lipoproteina de baja densidad

Lipasa hepatica

Organizacion Mundial de la Salud

Analisis de Componentes Principales

Proteina A plasmatica asociada al embarazo

Proteina A2 plasmatica asociada al embarazo



PEPCK Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
PGF Factor de crecimiento placentario
PI3K Fosfatidilinositol-3-quinasa
PIP2 Fosfatidilinositol-4, 5-bisfosfato
PIP3 Fosfatidilinositol-3, 4, 5-fosfato

PKC Proteina quinasa C

NDD Grupo Nacional de Datos sobre Diabetes
NOM Norma Oficial Mexicana
RBP4 Proteina de unioén a retinol-4

RETN Resistina

ROC Curva caracteristica operativa del receptor
SDG Semanas de gestacion
sEng Endoglina soluble
SFIt-1 Tirosina quinasa-1 soluble similar a fms
SHBG Globulina fijadora de hormonas sexuales
SOP Sindrome de ovario poliquistico
TA Tejido adiposo
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad

Xi






Declaracion de responsabilidad de estudiante:

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles
necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales
investigaciones futuras. Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original
en el cual se declar6 y dio reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual

presentadas en el documento.



Resumen

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un estado hiperglucémico con primer
reconocimiento durante el segundo o tercer trimestre del embarazo que genera
complicaciones maternas y fetales. Actualmente el diagnostico se realiza entre las
semanas 24-28 de gestacion empleando la curva de tolerancia a la glucosa oral, lo
que conlleva a un diagnéstico tardio. Las proteinas ADIPOQ, PAPP-A, PAPP-A2,
IGFBP-5, AFM, SHBG, FABP4, RBP4 y RETN han sido propuestas como posibles
biomarcadores para el diagndstico de DMG en el primer trimestre de gestacion. Por
lo tanto, este proyecto tuvo como objetivo evaluar estas nueve proteinas como
candidatos a biomarcadores para incrementar la capacidad predictiva del
diagnostico oportuno y progresion de la DMG en mujeres mexicanas. Para ello, 200
mujeres embarazadas fueron reclutadas en su primer trimestre de gestacion y se
obtuvieron las muestras sanguineas en cada trimestre de embarazo, realizando el
diagnéstico de DMG en el segundo trimestre siguiendo los lineamientos
internacionales. Al finalizar el reclutamiento, 19 mujeres embarazadas con DMG y
15 sin DMG cumplieron los criterios de inclusion/exclusion. Se determinaron las
nueve proteinas de interés en muestras séricas obtenidas en el primer trimestre de
gestacion por medio de un arreglo de anticuerpos. El analisis multivariado y de
regresion lineal permitid la identificacion de tres proteinas como candidatas a
biomarcador para el diagndstico temprano (semanas 11-14 de gestacion) de DMG:
SHBG, IGFBP-5 y FABP4. Posteriormente, se realizé la cuantificacion de dichas
proteinas por medio de kits de ELISA en cada trimestre de gestacion. De acuerdo
con el andlisis de las curvas caracteristicas operativas del receptor (ROC), la
proteina FABP4 presento la mayor sensibilidad y especificidad para discriminar los
grupos de estudio en el primer trimestre de gestacion, por lo que puede ser
propuesta como biomarcador para el diagnéstico temprano de DMG. Sin embargo,
no puede ser utilizada para el monitoreo de la enfermedad, ya que su sensibilidad y
especificidad disminuy6 conforme progreso el embarazo.

Palabras clave: diabetes mellitus gestacional; diagndstico temprano;
biomarcadores; proteinas.



Abstract

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a hyperglycemic state with first recognition
during the second or third trimester of pregnancy that generates maternal and fetal
complications. Currently, the diagnosis is carried out between the 24-28th gestation
weeks by an oral glucose tolerance test, leading to a late diagnosis. The proteins
ADIPOQ, PAPP-A, PAPP-A2, IGFBP-5, AFM, SHBG, FABP4, RBP4 and RETN
have been proposed as possible biomarkers for the diagnosis of GDM in the first
trimester of gestation. Therefore, the aim of this study was to evaluate these nine
proteins as biomarker candidates in Mexican women in order to increase the
predictive capacity for the early diagnosis and progression of GDM. In this study,
200 pregnant Mexican women were recruited in their first trimester of pregnancy,
serum samples were recollected in each trimester and the DMG diagnosis was
carried out in the second trimester following the international guidelines. At the end
of the recruitment process, only 19 pregnant women with DMG and 15 without DMG
fulfilled the inclusion/exclusion criteria. The nine proteins of interest were determined
in the serum samples obtained in the first trimester of pregnancy using an antibody
array. The multivariate and lineal regression analyses allowed the identification of
three proteins as biomarker candidates for the early diagnosis (11-14th gestation
weeks) of DMG: SHBG, IGFBP-5 y FABP4. Then, the quantification of these three
proteins was carried out using ELISA kits in each trimester of pregnancy. According
to the analysis of the receptor operating characteristic (ROC) curves, the FABP4
protein showed the highest sensitivity and specificity for the discrimination of the
study groups in the first trimester of pregnancy; therefore, this protein can be
proposed as a biomarker candidate for DMG early diagnosis. However, this protein
cannot be proposed for monitoring the progression of the disease, since its
sensitivity and specificity decreased as the pregnancy advanced.

Keywords: gestational diabetes mellitus; early diagnosis; biomarkers; proteins.



1. MARCO TEORICO

1.1 Descripcion del problema

La DMG es una condicion temporal que se caracteriza por un estado
hiperglucémico con inicio o primer reconocimiento durante el segundo o tercer
trimestre del embarazo y es una complicacion cada vez mas frecuente. De acuerdo
con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas' en inglés), se
estima que existe una prevalencia de DMG a nivel mundial del 16.2%, mientras que

en México se ha reportado una prevalencia que va del 8.7 al 17.7%.

Las mujeres con DMG son mas propensas a experimentar DMG recurrente en
futuros embarazos, tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2
(DM2) en el futuro y enfermedades cardiovasculares; asi como mayores tasas de
parto asistido y cesarea. Ademas, la DMG o hiperglucemia mal controlada durante
el embarazo contribuye a la hiperinsulinemia e hiperglucemia fetal, lo que conduce
a un sobrecrecimiento fetal, que incluye macrosomia (peso al nacer superior a 4 kg)
asi como un mayor riesgo de afecciones metabdlicas como la obesidad y DM2 en
la vida adulta del recién nacido. Estos posibles resultados adversos tanto en la
madre como en la descendencia respaldan la importancia de diagnosticar y manejar

oportunamente la DMG.

En la actualidad, los factores de riesgo clinico como edad, indice de masa
corporal (IMC), raza/etnia, antecedentes familiares de diabetes e historia de DMG
en un. _embarazo anterior, se utilizan para identificar a las mujeres que se
beneficiarian de la deteccién oportuna de DMG durante el primer trimestre de
embarazo. Debido a que la DMG es una enfermedad que se manifiesta en el
contexto de una resistencia profunda a la insulina fisiolégica, que se intensifica en
el segundo trimestre, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacién
Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y Embarazo (IADPSG, por sus
siglas en inglés) recomiendan que el diagnostico de DMG se lleve a cabo en el

segundo o tercer trimeste del embarazo (24-28 semanas de gestacion) en mujeres
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de bajo y moderado riesgo asi como en las pacientes de alto riesgo que tuvieron

resultado de glucosa normal en la primera visita prenatal.

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y PROY-NOM-015-SSA2-2018
establece que el diagndstico de DMG se puede realizar mediante dos estrategias:
(i) un solo paso: curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO) de 75 g; o (ii) dos
pasos: tamizaje con carga oral de 50 g de glucosa, de ser positiva se realiza
confirmacion con curva de tolerancia a la glucosa oral de 100 g.

Las estrategias para identificar a las mujeres en riesgo de DMG lo mas temprano
posible durante el embarazo pueden ser ventajosas, ya que se puede evitar la
exposicion intrauterina a la hiperglucemia. Los factores de riesgo clinico para DMG
estan bien descritos; sin embargo, estudios previos en los que se les ha dado
consejos sobre el estilo de vida a las mujeres que presentan factores de riesgo para
el desarrollo de la DMG no han demostrado ser beneficiosos para prevenir su
desarrollo. Por lo que el empleo de biomarcadores para el diagnodstico temprano en
el primer trimestre podrian distinguir de manera mas efectiva a las mujeres con alto
riesgo de DMG. Asi mismo, dicha estrategia permitiria la eliminacion de examenes
adicionales en mujeres de bajo riesgo y la iniciacion de medidas tempranas de
prevencion y tratamiento en mujeres de alto riesgo, y por lo tanto, se disminuiria el

desarrollo de efectos adversos maternos y fetales.

Los biomarcadores para el diagnostico temprano y monitoreo de la progresién de
la DMG podrian incluir proteinas que se encuentran afectadas durante el desarrollo
de la enfermedad como lo son ADIPOQ, SHBG, PAPP-A, PAPP-A2, AFABP, AFM,
RBP4, RETN e IGFBP-5 (Bawah et al., 2019; Dereke et al., 2019; Farina et al.,
2017; Jin et al., 2020; Koninger et al., 2018; Tu et al., 2017; Zhang et al., 2018; Zhao
et al., 2017).



Antecedentes

1.2.1 Diabetes mellitus gestacional

La DMG se definié durante muchos afios como cualquier grado de intolerancia a
la glucosa que se reconoce por primera vez durante el embarazo (ADA, 2020). Sin
embargo, esta definicion presenta la limitacion que no distingue aquellas mujeres
con diabetes mellitus (DM) no diagnosticada antes del embarazo que incluye DM2
y en raras ocasiones, diabetes mellitus tipo 1 (DM1) o diabetes monogénica (Johns
et al., 2018).

Con la finalidad de distinguir a las mujeres con probable diabetes preexistente
que se reconoce por primera vez en el embarazo de aquellas mujeres que estan
presentando una intolerancia transitoria a los carbohidratos debido a la resistencia
a la insulina relacionada con el embarazo, |la ADA y la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia definen DMG como “diabetes diagnosticada en el segundo
o tercer trimestre del embarazo que no era claramente diabetes manifiesta antes de
la gestacion” (ADA, 2020; Denney & Quinn, 2018; Piper et al., 2017).

En dicha patologia, las mujeres sin un diagndstico previo de diabetes presentan
niveles anormales de glucosa en sangre durante el embarazo, valores que estan
por encima de lo normal, pero aun estan por debajo del diagndstico de diabetes
mellitus (Mack & Tomich, 2017).

La DMG existe como un trastorno transitorio durante el periodo de gestacion y se
resuelve una vez que finaliza el embarazo en la mayoria de las pacientes. Sin
embargo, las mujeres embarazadas con hiperglucemia tienen un mayor riesgo de
desarrollar DMG en embarazos posteriores y aproximadamente la mitad de las
mujeres con antecedentes de DMG desarrollaran DM2 dentro de 3 a 6 afios
posteriores al parto (IDF, 2019).



1.2.2 Epidemiologia de la diabetes mellitus gestacional

La incidencia de DMG alrededor del mundo esta aumentando a un ritmo
alarmante. Se estima que la DMG afecta el 10-15% de los embarazos en
comparacioén con el 3-5% de los embarazos antes del siglo XXI. Esto es debido al
incremento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad, que afecta hasta el 50% de
las mujeres en edad reproductiva, ocasionando un aumento en la incidencia de
DMG a nivel mundial. Ademas, la edad materna avanzada -de la poblacién
reproductiva y el estilo de vida sedentaria también ha contribuido a aumentar la
prevalencia de resultados adversos maternos (Denney & Quinn, 2018; Rodrigo &
Glastras, 2018).

De acuerdo con las estimaciones de la IDF, se calcula que en 2019 hubo 20,4
millones de nacidos vivos, lo que representa el 15,8%, que sufrieron algun tipo de
hiperglucemia durante el embarazo. De los cuales, el 83.6% se debié a la DMG
(IDF, 2019).

La prevalencia mundial de DMG varia de 1% a >30%. Es dificil compararla entre
paises y regiones, debido a la falta de uniformidad en los estandares de deteccion
y los criterios de diagnostico para DMG. La prevalencia de DMG es mas alta en el
medio oriente y algunos paises del norte de Africa (15.2%), seguido por el sudeste
de Asia (15%), el Pacifico Occidental (10.3%), América del Sur y Central (11.2%),
Africa Subsahariana (10.8%), América del Norte y el Caribe (7.0%) y Europa (6.1%)
(Mclintyre etal., 2019). En la Figura 1 se ilustran las prevalencias de DMG por

regiones.

Por otro lado, en México se ha reportado una prevalencia de DMG que va del 8.7
al 17.7% (IMSS, 2016)
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Figura 1. Mapa de prevalencia mundial de DMG por regiones (fuente: Mclntyre
et al., 2019)

1.2.3 Fisiopatologia de la diabetes mellitus gestacional

Durante un embarazo saludable, se producen innumerables cambios fisiologicos
para promover el crecimiento y el desarrollo del feto. Una adaptacién metabdlica
importante es la sensibilidad a la insulina, ya que ésta cambia durante el transcurso
de la gestacion, segun los requisitos del embarazo (Denney & Quinn, 2018; Plows
et al., 2018).

Al inicio del embarazo, la sensibilidad a la insulina aumenta con la finalidad de
promover la captacion de glucosa en tejido adiposo en modo de preparacion para
las demandas de energia del embarazo tardio (Plows et al., 2018). Sin embargo, a
medida que avanza el embarazo los tejidos maternos desarrollan gradualmente
resistencia a la insulina, con un aumento reciproco en la secrecion de insulina 'y una
reduccion de la eliminacion de glucosa en todo el cuerpo para mantener la

euglucemia (niveles plasmaticos normales de glucosa) (Rodrigo & Glastras, 2018).

Las mujeres con un embarazo saludable compensan estos cambios mediante la
hipertrofia e hiplerplasia de las células  del pancreas para aumentar la secrecion
8



de insulina. Como resultado, la glucosa en sangre aumenta a medida que disminuye
la sensibilidad a la insulina y se transporta a la placenta para impulsar el crecimiento
del feto. Después del embarazo, las células B, la glucosa en la sangre y la
sensibilidad a la insulina vuelven a la normalidad (Plows et al., 2018). En la Figura
2 se proporciona un diagrama de la relacion entre la disfuncidn de las céulas By la

glucemia en el embarazo normal.

EMBARAZO NORMAL
Estructura/funcion de células Concentracion de glucosa plasmatica Sensibilidad periférica a la insulina
* * ® ® ” Normal
Antes del . '
embarazo * @
Hiperplasia

compensatoria/hipertrofia
de células f

Lk ok kX ©00®

o0
* o %04 l
L LN ) <>
T Secrecion de

insulina estimulada
por la glucosa

Durante el
embarazo

*

*
Después del * * ' . . .

embarazo * . . @

I || Normal

Figura 2. Sensibilidad de las células beta, la glucemia y la insulina durante el

embarazo normal (fuente: Plows et al., 2018).

Conforme avanza el estado de gestacion, hay un incremento en la secrecion de
hormonas diabetogénicas tales como el lactogeno placentario humano, el cortisol,
la progesterona, los estrogenos y la prolactina, las cuales promueven generalmente
a partir de la vigésima semana de gestacion un estado de resistencia a la insulina.
En mujeres con factores predisponentes junto con la incapacidad de superar dicha

resistencia a la insulina durante el embarazo a pesar de la hiperplasia de células 3
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conduce a la hiperglucemia materna y por consiguiente el desarrollo de la DMG
(Mack & Tomich, 2017; Rios-Martinez et al., 2013; Rodrigo & Glastras, 2018).

Los niveles de lactégeno placentario humano aumentan al inicio del segundo
trimestre de embarazo, tiene la funciéon de promover la lipdlisis materna con. un
aumento de los niveles de acidos grasos libres en circulacion. En consecuencia,
provoca una interferencia con la sefalizacion de la insulina al. disminuir la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) (Cunningham et al.,
2018).

El cortisol conlleva a un estado de hiperglicemia debido a un aumento de la
liberacion hepatica de glucosa a través de la activacion de enzimas que participan
en la glucogendlisis. Los niveles de cortisol aumentan a medida que avanza el
embarazo y un exceso de esta hormona se caracteriza por una disminucion de la
fosforilacion de tirosina del receptor de insulina (IR) (Aleman & Guerrero, 2018;
Cunningham et al., 2018).

Después de aproximandamente 8 semanas de gestacion, la placenta asume la
secrecion de progesterona, lo que resulta en un aumento gradual de los niveles
séricos maternos durante el embarazo. La progesterona afecta la sefalizacion
metabdlica de la insulina suprimiendo la ruta de Pl 3-quinasa al promover la
degradacion del IRS-1 y suprimir la posterior fosforilacion de Akt. En consecuencia,
la progesterona inhibe la translocacién de GLUT4 y la captacion de glucosa (Wada
et al., 2010; Cunningham et al., 2018).

Los estrégenos en los ovarios maternos disminuye significativamente en la
séptima semana de embarazo. Para la séptima semana, mas de la mitad del
estrogeno que ingresa a la circulacion materna se produce en la placenta.
Posteriormente, la placenta produce una magnitud de estrégeno en continuo
aumento (Cunningham et al., 2018). El estrégeno es un regulador de la expresion
del gen GLUT4 en musculo esquelético, tejido mas importante involucrado en la

captacion de glucosa estimulada por insulina. La exposicion prolongada a una alta
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concentracion de estrégenos inhibe la expresion del RNAm y proteinas de GLUT4,
lo que conlleva a una disminucion de la sensibilidad a la insulina, lo que sugiere que
el hiperestrogenismo puede estar involucrado en la resistencia a la insulina inducida

por el embarazo y/o DMG (Barros et al., 2008).

Durante la DMG, las céulas 3 no pueden compensar las demandas del embarazo
y cuando se combinan con una sensibilidad reducida a la insulina, esto produce
hiperglucemia. Después del embarazo, las células B, la glucosa plasmatica y la
sensibilidad a la insulina pueden volver a la normalidad o pueden permanecer
deterioradas en un camino hacia la DMG en un futuro embarazo o a DM2 (Plows et
al., 2018). En la Figura 3 se muestra la disfuncién de las células B, la resistencia a
la insulina y la DMG.

DIABETES MELLITUS GESTACIONAL
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* ® " Pued |
* * e %9 esterligeramente.
Antes del . deteriorado
embarazo * ‘ . .
. . Puede ser normal °
l o alta no
Compensacién diagnosticada
inadecuada
‘. ® o °
* ®e ®
* * @® ® ® I
Durante el . ‘ . I I
embarazo * . .
® 9 ® 9 D
@& ®
Ry o %o |
Después del * . . . . I | l Sigue deteriorado
embarazo .
* o ®°® >
Sigue deteriorado ‘ . ®

Puede volver a la
normalidad o permanecer
ligeramente alto

Figura 3. Sensibilidad de las células beta, la glucemia y la insulina durante la
DMG (fuente: Plows et al., 2018).

11



En mujeres que son normoglucémicas antes del embarazo pero que desarrollan
DMG, hay evidencia que existe una disminucion de la sensibilidad a la insulina
periférica antes de la concepcidon. Estas mujeres mantienen inicialmente la
normoglucemia al comienzo del embarazo debido a la capacidad de las células 3
del pancreas para aumentar su respuesta a la insulina. Sin embargo, a medida que
aumenta la resistencia a la insulina, la respuesta de esta hormona es inadecuada.
Este defecto en la funcion de las células B se presenta antes del embarazo en
muchos casos pero solo se manifiesta clinicamente con el aumento de la resistencia
a la insulina asociada al embarazo, lo que resulta en una hiperglucemia (Mclntyre
et al., 2019).

Los datos obtenidos a partir de estudios observacionales en humanos y modelos
animales han generado informacion sobre la biologia molecular que conduce a la
intolerancia glucémica. Tales estudios demuestran una regulacion negativa de los
receptores de insulina en las superficies de las células maternales durante la DMG
(Denney & Quinn, 2018).

1.2.4 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina ocurre cuando las células no responden
adecuadamente a dicha hormona. A nivel molecular, es debido a una falla en la
sefalizacion de la insulina, la cual consiste en la unién de la insulina al receptor de
insulina (IR) activando el IRS-1, la adiponectina promueve la activacion de IRS-1 a
través de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), mientras que las citoquinas
proinflamatorias activan la proteina quinasa C (PKC) a través de IkB quinasa (IKK),
que inhibe el IRS-1. EI IRS-1 activa la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K), que fosfolia
el fosfatidilinositol-4, 5-bisfosfato (PIP2) al fosfatidilinositol-3, 4, 5-fosfato (PIP3).
PIP3 activa Akt2, que promueve la translocacion del transportador de glucosa 4
(GLUT4) y la captacion de glucosa en la célula(Plows et al., 2018). En la Figura 4

se muestra un diagrama simplificado de la sefalizacion de la insulina.
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Figura 4. Senalizacion de la insulina (fuente: Plows et al., 2018).

La resistencia a la insulina no es el resultado de la disminucion de receptores de
insulina, sino que es ocasionada por una translocacion inadecuada de la membrana
plasmatica del GLUT4, el cual es el principal transportador responsable de llevar la
glucosa dentro de la célula para usarla como energia. Esto es debido a que hay una
reduccion en la fosforilacion de tirosina o un aumento en la fosforilacion de
serina/treonina en el receptor de insulina reduciendo la sefalizacion de la insulina.
La tasa de captacion de glucosa estimulada por la insulina se reduce en un 54% en
la DMG en comparacion con el embarazo normal. Varios factores de riesgo para la
DMG ejercen sus efectos al interferir con la sefalizacion de la insulina. Por ejemplo,
los acidos grasos saturados y las citocinas proinflamatorias inhiben la tirosina
quinasa, IRS-1y PI3K (Plows et al., 2018).

13



1.2.5 Factores de riesgo de la diabetes mellitus gestacional
Los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la DMG incluyen (IDF,
2017; Stewart & Murphy, 2014; Chiefari et al., 2017):

e Edad materna avanzada > 35 afos;

e IMC pregestacional > 30 kg/m?/;

e Aumento excesivo de peso corporal durante el embarazo;

e Antecedentes de DMG en embarazos previos;

e Antecedentes familiares de diabetes;

e Antecedentes de muerte fetal;

e Bebé macrosdémico en previo embarazo;

e Sindrome de ovario poliquistico (SOP);

e Origen étnico con alta prevalencia de DM2 (asiaticos, hispanos,

nativos americanos y afroamericanos).

Si bien se han identificado multiples factores de riesgo de DMG, la obesidad y la
edad avanzada son los mas importantes. En México, el 34.5% de las mujeres
mayores de 20 anos presentan-obesidad y el 37.4% tienen sobrepeso, es decir, mas
del 70% de las mujeres ' mexicanas tienen sobrepeso u obesidad. El embarazo es
considerado un estado diabetogénico y comenzarlo con sobrepeso u obesidad
origina un aumento de la resistencia a la insulina, lo que ocasiona agotamiento de
la capacidad de las células 3 del pancreas de secretar la cantidad de insulina
requerida por el embarazo, aumentando el riesgo de desarrollar DMG (Nava D et al.,
2011). Las mujeres con IMC pregestacional >30 tienen una probabilidad 5 a 6 veces
mayor de desarrollar DMG, asociada a su vez con otras complicaciones como
aborto espontaneo, muerte fetal, aumento de la frecuencia de malformaciones
congénitas, macrosomia fetal, hipertension inducida por el embarazo y cesarea
(Frias-Ordofiez et al., 2016). Asimismo las mujeres que al momento de embarazarse
tienen un IMC normal y una ganancia de peso adecuada durante la gestacion

presentan una mejor evolucién en el embarazo y el parto que aquellas mujeres con
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una ganancia de peso mayor a la recomendada. Por lo que, mujeres con una
ganancia de peso gestacional mayor a la recomendada presentan un incremento en
el riesgo de desarrollar DMG, hipertension asociada con el embarazo,
complicaciones durante el trabajo de parto, macrosomia, retencidon de peso
posparto y subsecuente desarrollo de obesidad (Zonana-Nacach et al., 2010). En el
Cuadro 1 se muestra la ganancia de peso recomendada durante el embarazo,

acorde con el IMC de la mujer embarazada.

Cuadro 1. Ganancia de peso recomendada durante el embarazo (fuente: IMSS,

2016).
Estado Nutricional Ganancia de peso
recomendado
Bajo peso (IMC < 19.8) 12.5-18 Kg
Peso normal (IMC 19.9-24.8) 11-16.5 Kg
Sobrepeso (IMC 24.9-29.9) 7-11.5 Kg
Obesidad (IMC >30) 5-9 Kg

IMC: indice de masa corporal; Kg: kilogramo.

En cuanto a la edad materna avanzada, esta se considera comunmente a partir
de 35 anos y el embarazo a esta edad se ha vuelto mas frecuente en las ultimas
décadas. Sin embargo, estas mujeres tienen mayor probabilidad de presentar
complicaciones como trastornos hipertensivos, DMG, prematurez, mayor indice de
cesareas, muerte perinatal y bajo peso al nacer (Baranda-Najera et al., 2014;
Kahveci et al., 2018).

Otro de los principales factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la DMG
es haber presentado en embarazo previo esta complicacion ya que se ha estimado
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que la DMG reaparece en aproximadamente del 30-69% de todos los embarazos
posteriores después de un embarazo afectado por DMG (Chen et al., 2015).

Por otro lado, mujeres embarazadas que presentan SOP tienen una alto riesgo
de desarrollar DMG debido a que tienen un estado preexistente de resistencia a la
insulina que puede estar acompanando al sindrome, adicionando que durante el
embarazo hay un aumento de resistencia a la insulina causada principalmente por

las hormonas placentarias (Toulis et al., 2009).

La DMG ha demostrado seguir una fuerte heredabilidad debido a que las mujeres
con DMG suelen presentar el antecedente familiar de DM2. Al comparar cualquier
mujer embarazada con tolerancia normal a la glucosa y una mujer con DMG, esta
ultima siempre parece tener un historial parental significativamente mayor de DM2.
Estos hallazgos demuestran que la DMG sigue una tendencia familiar (Chen et al.,
2015). Sin embargo, aunque estos factores de riesgo aumentan el riesgo de DMG,
se ha estimado que el 30-50% de las mujeres afectadas con DMG no presentan
factores de riesgo (Frias-Ordofiez et al., 2016). Dichas mujeres sin factores de
riesgo son diagnodsticadas hasta el 2° trimestre, lo que representa un diagnostico

tardio, incrementando el riesgo de desarrollar complicaciones maternas y fetales.

Las pacientes embarazadas se pueden clasificar en tres grupos de riesgo para
desarrollar DMG de acuerdo con las caracteristicas que cumplan, las cuales se
muestran en el Cuadro 2 junto con su nivel de riesgo (IMSS, 2016)
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Cuadro 2. Grupos de riesgo de diabetes mellitus gestacional (fuente: IMSS, 2016)

Nivel de Riesgo Criterios

A este grupo pertenecen las mujeres que
cumplan todas las caracteristicas siguientes:

e Grupo étnico con bajo riesgo de
diabetes

Riesgo bajo e Sin diabetes conocida en familiares de
primer grado
e Edad menor de 25 anos
e |MC normal antes del embarazo
e Peso normal al nacer
e Sin antecedente de alteracion en el
metabolismo de la glucosa
e Sin historia de pobres resultados
obstétricos.
Riesgo intermedio Mujeres que no cumplen criterios de bajo ni alto
riesgo

Mujeres que presentan cualquiera de las
siguientes caracteristicas:

e Obesidad severa

e Diabetes conocida en familiares de
primer grado

e Antecedente de alteracion en el
Riesgo alto metabolismo de la glucosa (diabetes o
intolerancia) en embarazo previo Diagnéstico
establecido de intolerancia a la glucosa

e Diagnostico previo de sindrome de
ovarios poliquisticos

¢ Antecedente de productos
macrosomicos (>4 kg al nacer)

e Presencia de glucosuria
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1.2.6 Complicaciones de la diabetes mellitus gestacional

La DMG es una de las condiciones patolégicas que con mayor frecuencia
complican el embarazo, con gran influencia en el futuro de la mujer y su hijo. La
morbilidad neonatal se incrementa en un 23% cuando no se diagnostica o recibe el

tratamiento adecuado (Coustan, 2013).

Durante la gestacion, una de las complicaciones mas graves y frecuentes de la
diabetes es el excesivo crecimiento fetal (macrosomia) y las complicaciones
derivadas de este. Como consecuencia de la hiperglucemia materna, el feto esta
expuesto a unos niveles elevados de glucosa debido a que la glucosa atraviesa
facilmente la placenta, por lo que el pancreas fetal responde a este aumento de
concentraciones de la glucosa produciendo y liberando mas insulina. El crecimiento
fetal excesivo provocado por la hiperinsulinemia da lugar a fetos macrosémicos y
conduce a depdsitos de grandes cantidades de grasa subcutanea y hombros
anchos, que predisponen a los niflos a la distocia del hombro en el momento del
parto. Como efectos a largo plazo, se ha observado que los bebes macrosémicos
presentan una mayor prevalencia de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes
mellitus tipo 2 en edad adulta (Coustan, 2013; Maiz & Plasencia, 2014). Los bebés
de madres diabéticas gestacionales que nacen prematuramente tienen mas
probabilidades de desarrollar sindrome de dificultad respiratoria y probablemente se
debe a la disminucién de la sintesis de las proteinas del surfactante (proteina
surfactante A'y B) cuando las concentraciones circulantes de insulina son elevadas
(Bougherara et al., 2018)

El desarrollo de la DMG también conlleva complicaciones para la madre. La
preeclampsia y las cesareas se incrementan en la DMG no tratada y no
diagnosticada oportunamente. La cesarea es comun en mujeres con DMG debido
a la macrosomia fetal, cuando la estimacion del peso fetal esta por arriba de 4000
g se recomienda considerar la cesarea sin trabajo de parto para evitar la distocia
del hombro. La preeclampsia se define como la aparicion de hipertension y

proteinuria a partir de la semana 20 de gestacion y debido al incremento de la
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concentracion de glucosa plasmatica en la DMG ocasionada por una resistencia a
la insulina que se observa predominantemente en el tejido muscular, disminuye la
glicolisis en el tejido muscular y aumentan los acidos grasos libres causando este
mecanismo alteraciones precoces que se producen en el desarrollo de los vasos
placentarios dando lugar a una hipoperfusion relativa de ésta, seguida de hipoxia e
isquemia, que produce liberacion de factores antiangiogénicos tales como proteinas
antiangiogénicas solubles en tirosina quinasa 1 (SFIt-1) y la endoglina soluble
(sEng) hacia la circulacion materna provocando una disfuncién endotelial sistémica,
que causa la hipertension y las manifestaciones clinicas de la preeclampsia (Sibai,
2015; Weissgerber & Mudd, 2015; Bougherara et al., 2018 ). La sFlt-1 reduce la
biodisponibilidad del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del factor
de crecimiento placentario (PGF) al unir estos ligandos proangiogénicos como un
sefiuelo de no senalizacion. Por otro lado sEng inhibe la union del factor de
crecimiento transformante B1 a la endoglina, evitando la activacion de la sintetasa

del 6xido nitrico endotelial y la posterior vasodilatacion (Weissgerber & Mudd, 2015).

Con respecto a las complicaciones a largo plazo, las mujeres con DMG presentan
un alto riesgo de padecer DM2 de 3 a 6 afios después del parto y antes de los 40
anos de edad, asi como desarrollar nuevamente DMG en sus siguientes embarazos
(IDF, 2019). Las complicaciones de la DMG pueden ser prevenidas con el
diagnostico y tratamiento oportuno.

1.2.7 Diagnéstico de la diabetes mellitus gestacional

El. empleo de la CTGO para el diagnéstico de DMG se realiza usualmente entre
las semanas 24-28 de gestacion, cuando la resistencia a la insulina materna
aumenta para preservar los nutrientes por el rapido crecimiento del feto. Directrices
internacionales como la Asociacion Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes
y Embarazo (IADPSG, por sus siglas en inglés) recomiendan que la deteccién de
DMG se realice en todas las mujeres embarazadas (Donovan et al., 2018).
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El diagnéstico de la DMG se puede lograr con cualquiera de las siguientes dos
estrategias (ADA, 2020; PROY-NOM-015-SSA2-2018):

a) Estrategia de un paso: CTGO de 75 g
b) Estrategia de dos pasos: tamizaje con carga oral de 50 g de glucosa,
de ser positiva se realiza una prueba de confirmacion con CTGO de 100 g.

La estrategia de un paso consiste en hacer una CTGO de 2 h en la que se
administra una carga de 75 g de glucosa a las mujeres gestantes en ayuno. De
acuerdo al enfoque de la OMS, se miden los niveles de glucemia en ayuno y 2 horas
poscarga, mientras que segun el enfoque de la IADPSG la medicién se hace en
ayuno, 1 y 2 horas poscarga. Posteriormente se realiza la comparacién de los
resultados con los criterios de diagnéstico correspondientes. La CTGO debe ser
realizada en la manana, después de un ayuno de por lo menos 8 horas. La OMS y
la IADPSG consideran el diagnéstico de la DMG como la alteracion de un valor de

los niveles glicémicos medidos (Cuadro 3; Frias-Ordofiez et al., 2016).

Cuadro 3. Criterios de diagnosticos de diabetes mellitus gestacional mediante la
estrategia de un paso (fuente: ADA, 2020; PROY-NOM-015-SSA2-2018).

Criterios de Glucemia en Glucemia 1 Glucemia 2
diagnoésticos ayuno (mg/dL) hora poscarga horas poscarga
(mg/dL) (mg/dL)
OMS 126 140
IADPSG 92 180 153

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud; IADPSG: Asociacion Internacional de Grupos de

Estudio de Diabetes y Embarazo.

En la estrategia de dos pasos, el primer paso consiste en realizar la prueba de
tamizaje, una CTGO con 50 g de glucosa sin necesidad de ayuno. Si el nivel de
glucemia medido 1 hora poscarga es menor al punto de corte correspondiente (<140
mg/dL) se considera que la paciente es negativa para DMG y no requiere realizarse
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otra prueba. Si el nivel de glucemia es mayor al del punto de corte (>140 mg/dL) se
debera continuar con el segundo paso, el cual consiste en realizar una CTGO con
100 g de glucosa. Esta ultima prueba requiere que la paciente este en ayuno y mide
los niveles de glucemia en ayuno, 1, 2y 3 horas. Posteriormente, los resultados son
comparados con los criterios diagnosticos correspondientes para el diagnostico de
DMG. El diagnéstico de DMG es positivo si se presentan al menos dos de los cuatro

valores alterados de glucosa en plasma (Cuadro 4; Frias-Ordofiez et al., 2016).

Cuadro 4. Criterios diagnosticos de diabetes mellitus gestacional mediante la
estrategia de dos pasos (fuente: ADA; 2020).

Paso 1. Prueba de tamizaje con la prueba de carga de glucosa con 50 g

de glucosa

Glucemia 1 hora poscarga = 140 mg/dL

Paso 2. Prueba de tolerancia oral a la glucosa con 100 g de glucosa

Criterios Glucemia Glucemia Glucemia Glucemia
diagnosticos en ayuno 1 hora 2 horas 3 horas
(mg/dL) poscarga poscarga poscarga
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Carpenter/Coustan 95 180 155 140
NDDG 105 190 165 145

NDDG: Grupo Nacional de Datos sobre Diabetes.

El'aumento de la incidencia de obesidad y sobrepeso ha contribuido al desarrollo
de DM2 en mujeres de edad fértil, con un incremento en el numero de mujeres
embarazadas con DM2 no diagnosticadas, por ello es importantante realizar las
pruebas de diagndstico de diabetes mellitus desde la primera visita prenatal o antes
de la semana 13 de gestacion, a las mujeres con factores de riesgo tales como, IMC
mayor a 30 kg/m?, antecedentes de DMG en embarazo previo o tolerancia alterada
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a la glucosa (ADA, 2018; Donovan et al., 2018; IMSS, 2016). Las mujeres
diagnosticadas con diabetes (glucosa en ayuno >126 mg/dL) en el primer trimestre
deben clasificarse como diabéticas preexistentes (DM2 o muy raramente DM1), ya
que la DMG es el tipo de diabetes que se diagnostica por primera vez en el segundo
o tercer trimestre del embarazo. Debido a que la DMG confiere un mayor riesgo para
el desarrollo de DM2 en un lapso de 3-6 afos después del parto, se debera
reclasificar a todas las pacientes que cursaron con este padecimiento a partir de la
sexta semana postparto con una CTGO. Si el resultado es normal, se debera repetir
cada afo (ADA, 2018; PROY-NOM-015-SSA2-2018; IDF, 2019).

1.2.8 Desventajas de las actuales herramientas diagnoésticas de la diabetes
mellitus gestacional

Actualmente la CTGO es el “estandar de oro” para el diagndstico de la DMG pero
esta prueba tiene muchos inconvenientes, tales como que es una prueba lenta
(tiene una duracion de 2-3 horas), bastante exigente para el paciente e invasiva ya
que requiere multiples extracciones de sangre (Agarwal, 2016). A pesar de que esta
prueba se complica con nauseas y vomitos en mujeres embarazadas, la CTGO
sigue siendo aceptable como prueba de diagnéstico para DMG (Agarwal, 2016). Sin
embargo, diversos autores consideran necesaria la identificacion de nuevas y
mejores herramientas para el diagnéstico oportuno de la DMG; ya que la CTGO
presenta como principal desventaja su uso hasta el segundo trimestre en mujeres
sin factores de riesgo, debido a que la resistencia a la insulina es desarrollada hasta
la semana 20 de gestacion (Rios-Martinez et al., 2013).

1.2.9 Nuevas propuestas para el diagnéstico de la diabetes mellitus
gestacional

Se han propuesto varias proteinas como posibles biomarcadores para realizar el
diagnodstico temprano de DMG, tales como adiponectina, globulina fijadora de
hormonas sexuales, proteina A plasmatica asociada al embarazo, proteina A2
plasmatica asociada al embarazo, proteina de union a acidos grasos de adipocitos,

22



afamina, proteina de unidn a retinol-4, resistina y proteina de union al factor de

crecimiento 5 similar a la insulina.

1.2.9.1 Adiponectina

La adiponectina (ADIPOQ) es una proteina que se secreta tanto del tejido
adiposo como de la placenta durante el embarazo. La adiponectina modula el
metabolismo de la glucosa al afectar la sensibilidad a la insulina, esto se logra
promoviendo la captacion de glucosa en la masa del musculo. esquelético y
disminuyendo la produccién de glucosa en el higado (Corcoran et al., 2018). En la
Figura 5 se muestra la interaccion de la adiponectina con sus receptores (Adipo R1
y R2) dando como resultados la activacion de mudltiples vias de sefializacién. La
activacion del sustrato del receptor de insulina 1 /.2 (IRS1 / 2) por sefalizaciéon de
la adiponectina es un mecanismo importante por el cual la adiponectina sensibiliza

la accion de la insulina en tejidos sensibles a la insulina (Arunkumar & Sushil, 2017)
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Figura 5. Representacion esquematica de la transduccion de sefales de
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adiponectina (fuente: Arunkumar & Sushil, 2017).

Los niveles de adiponectina se correlacionan inversamente con el porcentaje de
grasa corporal y, por lo tanto, se observan niveles bajos en la obesidad. Asimismo,

los bajos niveles de adiponectina estan fuertemente asociados con la aparicion de
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DMG independientemente del IMC materno previo al embarazo (Corcoran et al.,
2018).

Corcoran et al. (2018) encontraron en un estudio de cohorte de 248 mujeres
irlandesas consideradas de alto riesgo para DMG que los niveles de adiponectina
en el primer trimeste se relacionan de forma independiente con el riesgo de
desarrollar DMG mas adelante en el embarazo, encontrando ademas que los
niveles séricos de adiponectina <8.9 ug/ml da una razén de probabilidad de 3.3 para
la DMG. Hasta la fecha, la informacion disponible sobre la adiponectina como
posible biomarcador para la DMG proviene de pequeios estudios retrospectivos de

casos y controles o de estudios transversales.

1.2.9.2 Proteina A plasmatica asociada al embarazo

La proteina A plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A) es producida por
células de trofoblasto y es una proteasa que puede escindir las proteinas de union
al factor de crecimiento similar a la‘insulina (IGFBPs) 4 y 5. Las IGFBPs se unen al
factor de crecimiento similar a la‘insulina 1 (IGF-1) e impide su unién al receptor de
IGF-1 (Rojas-Rodriguez et al., 2015).

La principal funcion de PAPP-A es modular la actividad de IGF-1 mediante la
hidrolisis de los IGFBPs y liberacién de IGF-1. Con ello se facilita el transporte de
glucosa y aminoacidos a la placenta. Por lo tanto, niveles disminuidos de PAPP-A
pueden conducir al desarrollo de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Farina
et al., 2017; Donovan et al., 2018). En la Figura 6 se muestra el control local de la
sefalizacion de IGF-1 por PAPP-A.
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Figure 6. Representacion de la funcion de PAPP-A e IGFBP-4 en el sistema
IGF-1 (fuente: Monget & Oxvig, 2016).

Farina et. al. (2017) realizaron un estudio de casos y controles (que incluyé a 188
mujeres italianas, de las cuales 12 desarrollaron DMG) para evaluar un panel de
biomarcadores para la prediccion de DMG en el primer trimestre, el cual incluyé las
siguientes proteinas: PAPP-A, endoglina soluble, proteina de embarazo 13 y
adiponectina. Dichos autores encontraron que la combinacidn de adiponectina y
PAPP-A arroj6 una tasa de deteccion del 63.6% con una tasa de falsos positivos del
10% y la adicion del IMC aumento la tasa de deteccién a 72.7%. Por lo que dichos
autores sugieren la combinacidon de dos proteinas y un parametro antropométrico

para la identificacion de mujeres con alto riesgo de desarrollar DMG.

1.2.9.3 Proteina A2 plasmatica asociada al embarazo

La proteina A2 plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A2) es una proteina
proteasa que es estructuralmente similar a PAPP-A. La funcion que tiene PAPP-A2
es escindir especificamente IGFBP-5. En contraste con la escision de IGFBP-4 por
PAPP-A que requiere estrictamente la presencia de IGF-1, la escision de IGFBP-5
por PAPP-A2 es independiente de IGF-1. La expresion de PAPP-A2 es mas
abundante en la placenta y sus efectos regulatorios afectan tanto el crecimiento
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fetoplacentario como el desarrollo placentario (Overgaard et al., 2001; Dereke et al.,
2019)

Dereke et al. (2019) realizaron un estudio de casos y controles para determinar
si los niveles de PAPP-A2 aumentan en los embarazos tempranos complicados
posteriormente por DMG vy si la edad gestacional influye en los niveles de esta
proteina. Para ello reclutaron mujeres embarazadas en el primer. trimestre de
embarazo de las cuales 99 mujeres posteriormente fueron diagnosticadas con DMG
y 100 mujeres con embarazo normal conformaron el grupo control. Dichos autores
encontraron que los niveles circulantes de PAPP-A2 estan elevados en mujeres con
DMG en comparacion con el grupo control y observaron que las concentraciones de
esta proteina aumentan con el avance de la edad gestacional en mujeres
embarazadas con DMG. Con el propoésito de-identificar a las mujeres con mayor
riesgo de DMG, se reporté un punto de corte de >10.1 ng/ml con una sensibilidad
del 71% y una especificidad del 72%.

1.2.9.4 Proteina de unioén al factor de crecimiento 5 similiar a la insulina

La proteina de unién al factor de crecimiento 5 similar a la insulina (IGFBP-5) es
una proteina inhibitoria, la cual se une con alta afinidad a IGF-1 e inhibe la
sefalizacion mediante el secuestro de este factor de crecimiento. IGF-1 es una
hormona similar en estructura a la insulina que activa al receptor insulinico, por lo
que el incremento de los niveles séricos de IGFBP-5 resultaria en una disminucion
en la actividad del IGF-1 (Rojas-Rodriguez et al., 2015). La expresion de IGFBP-5
en el tejido adiposo y la secrecion de PAPP-A por la placenta sugiere un mecanismo
por el cual la concentracion de IGF-1 aumenta a través de la interaccion con IGFBP-
5y se libera en respuesta a la secrecion de PAPP-A, coordinando asi la funcion
placentaria con expansion del tejido adiposo materno. En la Figura 7 se muestra
como IGFBP-5 secuestra a IGF-1y la proteasa especifica para el embarazo PAPP-
A degrada IGFBP-5 para liberar IGF-1, promoviendo la expansién del tejido adiposo
(Rojas-Rodriguez et al., 2015).
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Figura 7. Funcion de IGFBP-5 en el embarazo. TA: tejido adiposo (fuente:
(Rojas-Rodriguez et al., 2015).

Zhao et al. (2017) realizaron un estudio protedmico para identificar
biomarcadores séricos que les permitiera predecir el desarrollo de DMG en etapas
tempranas, para lo cual reclutaron mujeres chinas embarazadas en el primer
trimestre, de las cuales 30 mujeres fueron diagnésticadas posteriormente con DMG
a las 24 a 28 semanas. y se seleccionaron 30 mujeres embarazadas
normoglucémicas como - controles. Dichos autores identificaron 33 proteinas
expresadas diferencialmente entre los dos grupos, de las cuales 4 proteinas (Apo
E, F9, FGA e IGFBP5) fueron confirmadas como discriminantes con kits de ELISA.
La validacion de dichas proteinas de manera independiente resulté en areas bajo la
curva ROC de 0.965, 0.780, 0.793 y 0.899, respectivamente; valores que fueron
incrementados con la combinacion de las cuatros proteinas (0.985), presentando
una sensibilidad del 80% y una especificidad del 95%. Dichos resultados sugieren
por-un lado que la DMG es una enfermedad multifactorial complicada con
alteraciones en la respuesta inflamatoria e inmune, coagulacion sanguinea y
homeostasis. Asimismo, dichos resultados sugieren que la combinacién de Apo E,
F9, FGA e IGFBPS podria ser utilizada para el diagnostico temprano de DMG.
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1.2.9.5. Globulina fijadora de hormonas sexuales

La globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) es una glicoproteina
producida por el higado que se une a las hormonas sexuales, andrégenos y
estrégenos en la circulacion. Mientras estén ligadas a la SHBG, las hormonas
esteroideas estan inactivas y sirven como reservorio para uso futuro (Corcoran et
al., 2018). Tras la interaccion de SHBG con su receptor, el ligando sexual ocupa el
sitio de union, provocando la disociacion del complejo con el receptor y liberando
SHBG vy el estrogeno. Esto inicia la activacién de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) en varios tejidos como el tejido mamario y la placenta (Kahn, 2002). En la

Figura 8 se muestra un diagrama de la sefializacién de SHBG.
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Figura 8. Modelo de union de la SHBG a su receptor y sistema de senalizacion
de la SHBG dependiente de AMPc (fuente: Kahn, 2002).

La secrecion de SHBG se suprime por la insulina, por lo tanto, los niveles bajos
de SHBG se observan con frecuencia en los estados de resistencia a la insulina
(Corcoran et al., 2018). Durante el embarazo, los niveles de SHBG aumentan

progresivamente hasta las 24 semanas de gestacion. Posteriormente, el nivel de
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SHBG se estabiliza y esto puede ser atribuible a la hiperinsulinemia y la resistencia
a la insulina que aumentan progresivamente a partir del ultimo trimestre (Tawfeek
et al., 2017)

Tawfeek et al. (2017) realizaron en Arabia Saudita, un estudio de casos vy
controles, una comparacion de los niveles de SHBG en suero entre 45 mujeres
embarazadas con tolerancia normal a la glucosa y 45 mujeres diagnosticadas con
DMG. Dichos autores encontraron que las concentraciones circulantes de SHBG
estuvieron disminuidas en las pacientes con DMG en comparacion con las mujeres
embarazadas con tolerancia a glucosa normal y reportaron un punto de corte de
SHBG de 50 nmol/L para el diagndstico de DMG con 90% de sensibilidad y 96% de
especificidad. Por lo que concluyeron que SHBG podria ser un biomarcador
potencialmente util para la prediccion del riesgo de desarrollar DMG. Sin embargo,
este biomarcador fue determinado en las semanas 24-28 de gestacion, por lo que
no se valido su uso como biomarcador para el diagndstico oportuno, es decir, en el

primer trimestre de gestacion.

Zhang et al. (2018) realizaron un estudio de cohorte prospectivo para investigar
la asociacion de los niveles de SHBG en el embarazo temprano con el desarrollo de
DMG. Para ello se midieron los niveles de SHBG en mujeres chinas, 40 con DMG y
266 sin DMG durante el primer trimestre (<12 semanas de gestacion). Dichos
autores encontraron niveles significativamente bajos en mujeres con DMG en
comparacion-con mujeres sin DMG, concluyendo que la disminucion de dicha
proteina durante el primer trimestre puede predecir el desarrollo de DMG. Sin
embargo, al realizar el analisis de curvas caracteristica operativa del receptor (ROC)
reveld que la capacidad de los niveles de SHBG para predecir DMG es moderada
(area bajo la curva: 0.704).
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1.2.9.6 Proteina de union a retinol-4

La proteina de unién a retinol-4 (RBP4) es secretada principalmente en el higado
y el tejido adiposo. Es miembro de la familia de las lipocalinas, una clase de
proteinas que se unen y transportan pequefias moléculas lipofilicas o anfipaticas
como los acidos grasos, los esteroides, las bilinas y los retinoides. RBP4 es la Gnica
proteina de transporte en suero especifica para el retinol (vitamina A) (Graham &
Kahn, 2007).

Se ha reportado que las personas con resistencia a la insulina presentan niveles
elevados de RBP4 en circulacidon. Hallazgos sobre estas. investigaciones implican
qgue niveles aumentados de RBP4 deteriora la sefializacion de insulina en musculo,
incrementa la produccion de glucosa hepatica y contribuye a la resistencia a la
insulina en pacientes con obesidad y DM2. En algunos estudios, la sobreexpresion
de RBP4 indujo resistencia a la insulina en ratones normales. Mientras tanto, la
destruccion del gen RBP4 incrementd la sensibilidad a la insulina (Du et al., 2015).

En condiciones normales, GLUT4 media la absorcion de glucosa estimulada por
insulina en los adipocitos y estos liberan algo de RBP4. En estados resistentes a la
insulina, como la obesidad y DM2, la expresidn de GLUT4 se regula negativamente
en el tejido adiposo. Esto da como resultado un transporte de glucosa deteriorado
en el tejido adiposo y una mayor secrecion de RBP4, los niveles elevados de RBP4
causan resistencia a la insulina en el musculo al alterar la transduccion de sefal de
la insulina y-en el higado al inducir la enzima gluconeogénica fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK). En la Figura 9 se muestra el mecanismo de accion de
RBP4 (Graham & Kahn, 2007).
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Figura 9. Representacion del mecanismo de accion de RBP4 (fuente: Graham &
Kahn, 2007).

Du et al. (2015) reclutaron 38 mujeres embarazadas con DMG y 38 mujeres con
embarazo normal para investigar la relacion entre RBP4 y la DMG. Dichos autores
encontraron que las concentraciones séricas de RBP4 fueron significativamente
mas altas en las pacientes con DMG en comparacion del grupo control, por lo que
sugieren. que los niveles elevados de RBP4 pueden estar implicados en la
patogénesis de la DMG. Asimismo, reportaron un punto de corte de 0.363 ug/ml con
una sensibilidad de 0.974 y especificidad de 0.053 para predecir la aparicion de
DMG. Sin embargo, dicha proteina fue determinada entre las semanas 37-42
semanas. Por lo tanto, no fue evaluado como biomarcador de diagndstico temprano
de DMG.

Jin et al., (2020) evaluaron la asociacion entre los niveles séricos de RBP4 en el
primer y segundo trimestre de embrazo con el riesgo de desarrollar DMG en mujeres
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chinas. Para ello midieron las concentraciones de dicha proteina en 135 casos de
DMG y 135 controles anidados, encontrando niveles mas altos de RBP4 en el primer
y segundo trimestre que los controles. Sin embargo, solamente se observaron
diferencias significativas en el primer trimestre de embarazo. Posteriormente
realizaron modelos de regresion logistica condicional encontrando que, con el ajuste
por dieta, actividad fisica y otros factores de riesgo de DMG, el riesgo de DMG
aumento con cada incremento de 1 log ug/L de RBP4 y la razén de probabilidad fue
de 3.12 en el primer trimestre y 3.38 en el segundo trimestre. Dichos autores
concluyeron que los niveles plasmaticos de RBP4 tanto en el primer como en el
segundo trimestre, se asociaron de forma dosis-dependiente con un mayor riesgo

de DMG. Sin embargo, no realizo la validacion de dicho biomarcador.

1.2.9.7 Resistina

La resistina (RETN) es secretada principalmente de los adipocitos y su
produccion se induce durante la adipogénesis. Informes recientes sugieren que la
RETN también se expresa en muchos otros tejidos, como los islotes pancreaticos,
los musculos esqueléticos, las células mononucleares, la placenta y las células
hepaticas (Siddiqui & George, 2017).

La RETN altera la sefalizacién de la insulina en los islotes pancreaticos, lo que
conduce al deterioro de la secrecion de insulina inducida por glucosa. Esta
adipocina induce la expresién de SOCS3 e inhibe la fosforilaciéon de Akt conllevando
resistencia a la insulina en las células beta pancreaticas, el higado y los musculos.
En musculo esquelético disminuye la translocaciéon de GLUT 4 y la captacion de
glucosa. En el higado, afecta principalmente el metabolismo del glucégeno y reduce
la sensibilidad del higado hacia la insulina. Ademas, la RETN inhibe la fosforilacion
de la proteina quinasa activada por monofosfato de adenosina hepatica, lo que
disminuye la beta oxidacion y aumenta la esterificaciéon de acidos grasos en los
triglicéridos, lo cual conduce a la acumulacion de lipidos. Durante el embarazo, la

placenta también sintetiza y secreta RETN a la circulacion materna por lo que RETN
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aumenta la resistencia a la insulina y causa hiperglucemia que conduce al desarrollo
de DMG. La variacidon en los niveles de resistina entre embarazos con DMG y
embarazos normales indica su importancia en la fisiopatologia de DMG. Ademas, la

RETN esta ganando importancia como un potencial biomarcador de DMG (Siddiqui
& George, 2017).

Estos hallazgos muestran que la RETN se expresa en diferentes 6rganos donde
la insulina actua y participa en el mecanismo de resistencia a la-insulina que
conduce a DMG, como se muestra en la siguiente Figura 10 (Siddiqui & George,
2017).
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Figura 10. Diagrama esquematico que muestra el papel de resistina en el
desarrollo de DMG (fuente: Siddiqui & George, 2017).
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Vitoratos et al. (2011) investigaron los cambios en los niveles séricos de RETN
durante el embarazo y el posparto, para ello reclutaron 30 mujeres con embarazo
normal y 30 mujeres embarazadas con diagnostico de DMG, a las cuales les
tomaron muestra sanguinea a las 26-28, 38 semanas de gestacion y al tercer dia
posparto para la determinacion de RETN. Dichos autores encontraron niveles
séricos altos de resistina en el grupo de mujeres con DMG en comparacion del grupo
control pero no presentaron diferencia significativa, esto a las 26-28 semanas de
gestacion. Por otro lado, el grupo de DMG presentd niveles séricos de resistina
significativamente mas altos tanto a las 38 semanas de gestacion como al tercer dia
posparto en comparacioén del grupo control. También se observo en el grupo de
DMG que los niveles de resistina aumentaron significativamente de 26-28 a 38
semanas de gestacion y disminuyeron inmediatamente después del parto. Por lo
que dichos autores sugieren que la DMG esta asociada con un aumento de los
niveles séricos de resistina desde el segundo trimestre de embarazo. Sin embargo,
no se evaluo dicha proteina en el primer trimeste como biomarcador temprano de
DMG.

Bawah et al. (2019) realizaron en Ghana un estudio prospectivo de 70 mujeres
que desarrollaron posteriormente DMG (casos) y 70 mujeres sin DMG (controles)
para determinar si en el primer trimestre de embarazo, la leptina, resistina, visfatina
se ven afectados en embarazos que posteriormente desarrollan DMG como base
para predecir DMG. Para ello se cuantificaron las adipocinas entre las semanas 11-
13 de gestacién, encontrandolas significativamente elevadas en el grupo de DMG
durante el primer trimestre. Ademas, reportaron un punto de corte para predecir
DMG de leptina = 18.90 ng/mL (sensibilidad 95.7% y especificidad 68.6%); resistina
= 5.30 ng/mL (sensibilidad 95.7% y especificidad 61.4%) y visfatina = 2.80 ng/mL
(sensibilidad 87.1% y especificidad 70%). Por lo que dichos autores sugieren utilizar
la combinacion de estos biomarcadores para la prediccion temprana de DMG. Sin
embargo, no determinaron la sensibilidad y especificidad que se pudiera alcanzar al

combinar las tres adipocinas.
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1.2.9.8. Proteina de unién a acidos grasos 4

La proteina de unién a acidos grasos 4 (FABP4) pertenece a la superfamilia de
proteinas fijadoras de acidos grasos y esta altamente expresada en adipocitos,
macréfagos y células endoteliales (Fasshauer et al., 2014). FABP4 es capaz de
unirse reversiblemente a ligandos hidréfobos, tales como acidos grasos de cadena
larga saturada e insaturados. En consecuencia, forma parte en la regulacion del
trafico de lipidos y las respuestas a nivel celular, se dedican al transporte de acidos
grasos a organulos especificos en la célula, incluidas las mitocondrias, los
peroxisomas, el nucleo y el reticulo endoplasmico. Por lo tanto, FABP4 desempefia
un papel importante en la oxidacion de lipidos, la regulacion transcripcional mediada
por lipidos y la sefializacion, el trafico y la sintesis de membranas. FABP4 contribuye
a la acumulacion de acidos grasos libres de cadena corta y suprime la actividad de
proteinas relevantes en la via de sefalizacion de PI3K-AKT. En consecuencia,
FABP4 inhibe la glucdlisis, disminuye la captacion y utilizacion de glucosa en los

musculos y el higado (Trojnar et al., 2019).

Se ha reportado que esta adipocina deteriora la tolerancia a la glucosa en ratones
al aumentar la produccion de glucosa hepatica. Ademas, las altas concentraciones
circulantes de FABP4 predicen de forma independiente el riesgo de desarrollar
sindrome metabdlico, DM2 y enfermedad cardiovascular en seres humanos
(Fasshauer et al.,; 2014).

Kralisch et al. (2009) investigaron en un estudio de casos y controles las
concentraciones seéricas de FABP4 en mujeres con DMG (40 mujeres) en
comparacién con mujeres embarazadas sanas (80 mujeres) y demostraron que los
niveles séricos maternos de la adipocina FABP4 aumentan significativamente en
pacientes con DMG en comparacion con los controles de gestantes sanas, lo cual
fue independiente de marcadores de adiposidad, leptina, triglicéridos y creatinina.
Por lo tanto, dichos autores concluyeron que los niveles de FABP4 en la circulacion
materna podrian contribuir al incremento del riesgo cardiovascular de la DMG. Sin
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embargo, no se evaluo el potencial de la FABP4 como biomarcador para diagnostico
de la DMG.

Tu et al. (2017) realizaron en China un estudio de cohorte prospectivo y-los
grupos de quedaron conformados por 135 mujeres con DMG y 1,015 mujeres sin
DMG. Esto con la finalidad de determinar si las concentraciones séricas de FABP4
en el primer trimestre de embarazo estan asociadas con la DMG. Dichos autores
encontraron niveles elevados significativamente de FABP4 en el primer trimestre en
mujeres que desarrollaron DMG en comparacion con las mujeres sin DMG. Ademas,
estimaron que el punto de corte de FABP4 para el desarrollo posterior de DMG fue
de 18.5 ng/mL con una sensibilidad de 81.8% y especificidad de 71.2%. Por lo tanto,
se concluyé que las concentraciones altas de FABP4 en el primer trimestre se

asocian con un mayor riesgo de DMG en mujeres chinas.

1.2.9.9 Afamina

Afamina (AFM) es una proteina de unién a vitamina E en el plasma humano
expresada principalmente en el higado y secretada en el torrente sanguineo. La
vitamina E es un importante antioxidante que protege contra el estrés oxidativo.
Afamina desempefia un papel en los procesos celulares antiapoptéticos
relacionados con el estrés oxidativo, el cual esta fuertemente asociado con
resistencia a la insulina y obesidad. Koninger et al. (2018) demostraron que las
concentraciones séricas altas de afamina se asocian con la presencia de resistencia
a la insullinay con concentraciones elevadas de glucosa. Asimismo, durante el
embarazo, la gravedad de la resistencia a la insulina aumenta con la edad
gestacional en curso por lo que las concentraciones séricas de afaminan aumentan

linealmente.

Koninger et al. (2018) analizaron las concentraciones de afamina en 59 mujeres
con DMG y 51 controles en una cohorte de primer trimestre de un estudio
observacional prospectivo. Ademas, las concentraciones de esta proteina se

examinaron de forma transversal en una cohorte a mitad del embarazo de 105
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mujeres y se compararon con los resultados de una CTGO realizada
simultdaneamente. Dichos autores observaron que las mujeres que desarrollaron
DMG presentaron concentraciones de afamina significativamente mas altas durante
el primer trimestre que las pacientes sin DMG independientemente del IMC y |la edad
gestacional. De igual manera, en la cohorte a mitad del embarazo encontraron que
las concentraciones séricas de afamina fueron significativamente mayores entre los
pacientes con hallazgos patologicos por la CTGO que entre el grupo control. Por lo
tanto, dichos autores sugieren que la afamina podria ser propuesta como un nuevo
biomarcador temprano para las alteraciones metabdlicas de la glucosa durante el

embarazo.

Por lo tanto, existen diversas proteinas propuestas como candidatas a
biomarcador para el diagnostico temprano.de la DMG, las cuales incluyen
biomarcadores glucémicos, inflamatorios, de resistencia a la insulina, asi como
biomarcadores derivados de apocitos y de placenta. Sin embargo, la mayoria de los
estudios han sido realizados en disefos de caso-control o transversales tanto en el
primer como en el segundo trimestre de gestacion, siendo que aquellos evaluados
en el primer trimestre presentan un mayor poder predictivo de la DMG. Se ha
propuesto que los candidatos a biomarcador identificados en estudios transversales
deben ser trasladados a estudios longitudinales con el fin de identificar si estos
biomarcadores pueden ser utilizados en un diagnostico temprano de la enfermedad,
asi como para llevar a cabo el monitoreo de la progresion de la enfermedad durante
el embarazo (Powe, 2017).

37



Powe (2017) propone que el biomarcador 6ptimo de la DMG debe ser capaz de
predecir la enfermedad antes de que se desarrolle, por lo que idealmente el
biomarcardor deberia ser monitoreado en la primera cita de cuidado prenatal. Dicho
biomarcador deberia permitir:

i. la eliminacion del monitoreo de DMG en mujeres de bajo riesgo con
CTGO, por lo que el biomarcador debe presentar alta sensibilidad; y

ii. la identificacion de las mujeres con DMG en el primer-trimestre del
embarazo para iniciar de manera oportuna la intervencion dietaria y de
actividad fisica (mujeres de riesgo intermedio) o farmacoldgica (de alto
riesgo), por lo que el biomarcador debe presentar alta especificidad.
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1.2 Justificacion

La DMG es una complicacion comun del embarazo que se caracteriza por la
elevacion de los niveles de glucosa en sangre durante el periodo de gestacién.
Actualmente, el diagnostico de la DMG se realiza durante el segundo o tercer
trimestre de embarazo, empleando la prueba de CTGO, ya sea de 75 g.o 100 g. Sin
embargo esta herramienta diagndstica, a menudo se complica con nauseas y
vomito. Asimismo, el diagnostico se realiza casi al final del embarazo en mujeres
sin factores de riesgo, lo que representa un diagndstico tardio que disminuye el

tiempo para realizar la intervencion dietaria o farmacolégica.

Por lo tanto, el presente proyecto propone la evaluacion de nueve proteinas como
candidatas a biomarcadores séricos para el diagnéstico temprano (11-14 semanas
de gestacion) de DMG. Las proteinas que seran incluidas en el estudio seran
ADIPOQ, SHBG, PAPP-A, PAPP-A2, FABP4, AFM, RBP4, RETN e IGFBP-5, las
cuales han sido evaluadas previamente como biomarcadores candidatos para la
DMG en otras poblaciones. Dichas proteinas han sido propuestas como candidatas
a biomarcador para el diagnostico de la DMG en estudios transversales pero no han

sido evaluadas para el monitoreo de la progresion de la DMG.

La deteccion oportuna de la DMG permitira identificar las mujeres en riesgo de
desarrollar esta afeccion y con ello implementar medidas preventivas para asi
mismo evitar complicaciones tanto maternas como fetales que pudieran llegar a
presentarse en un futuro, tales como desarrollar DM2 al finalizar el embarazo o en
la etapa adulta del bebé, asi como reducir el riesgo de macrosomia fetal como

consecuencia de la hiperglucemia materna.
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1.3 Hipotesis

Las proteinas adiponectina, globulina fijadora de hormonas sexuales, proteina A
plasmatica asociada al embarazo, proteina A2 plasmatica asociada al embarazo,
proteina de union a acidos grasos 4, afamina, proteina de unién a retinol-4, resistina
y proteina de union al factor de crecimiento 5 similar a la insulina, las cuales son
activadas por mecanismos independientes relacionados con el metabolismo de
glucosa y desarrollo de resistencia a la insulina, pueden ser utilizadas para el
diagndstico temprano y monitoreo de la progresion de la DMG en mujeres

mexicanas.
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1.4 Objetivo general

Evaluar el potencial como biomarcardores de proteinas en suero para el

diagndstico oportuno y el monitoreo de la progresion de la diabetes mellitus

gestacional.

1.5 Objetivos especificos

1.

Determinar las proteinas de interés (ADIPOQ, SHBG, PAPP-A, PAPP-A2,
FABP4, AFM, RBP4, RETN e IGBP5) en suero de mujeres en el primer
trimestre de embarazo.

Evaluar el poder predictivo y la sensibilidad de las proteinas de interés como
candidatos a biomarcador para el diagnéstico temprano de la diabetes
mellitus gestacional.

Evaluar las proteinas identificadas en el objetivo 2 como candidatos a
biomarcador para el monitoreo de la progresion de la diabetes mellitus
gestacional por medio de su cuantificacion en el primer, segundo y tercer

trimestre de gestacion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diseno

El disefio del proyecto fue longitudinal, prospectivo, observacional y comparativo.
Cabe mencionar que el presente proyecto de investigacion fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro (CBQ17/095) (Anexo A).

2.1.1 Definicién del universo
Mujeres embarazadas que acudieron a visitas prenatales en el Hospital del Nifio
y la Mujer de la ciudad de Santiago de Querétaro, Querétaro de Arteaga.

2.1.2 Tamaino de muestra
El tamafio de muestra fue de 200 mujeres embarazadas aparentemente sanas
en su primer trimestre de embarazo (semanas 11-14 de gestacion), las cuales

fueron monitoreadas durante todo su embarazo.

El tamafo de la muestra del estudio longitudinal fue estimado con base en la

NZZpq

férmula para poblacién finita: N = tn+zZe

Donde: n=tamafo de muestra,

N=total de la poblacién (la prevalencia de mujeres embarazadas en Querétaro es
de 42231 de acuerdo con el INEGI, 2014), Z,=1.96 (confianza bilateral de a=0.05),
p= proporcion esperada (la prevalencia media de DMG en México es del 13%, por
lo que p=0.13), g=proporcion de la poblacion que no presenta el fenédmeno
estudiado (q=0.87), d=precision o error muestral (5%, d=0.05). Con base en lo
anterior, se estima un tamafo de la muestra de n=173 mujeres embarazadas.
Considerando una tasa de deserciéon del 15%, el tamafio de la muestra minimo

necesario para este proyecto es n=200 mujeres embarazadas.

2.1.3 Definicion de las unidades de observaciéon
Se realizaron mediciones antropométricas (peso corporal y talla), toma de

muestra sanguinea para los analisis bioquimicos séricos rutinarios (colesterol total,
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c-HDL, c-LDL, c-VLDL triglicéridos, glucosa, insulina e indice HOMA), diagndéstico
de DMG (glucosa basal, 1 h poscarga y 2 h poscarga) y proteinas séricas (ADIPOQ,
SHBG, PAPP-A, PAPP-A2, FABP4, AFM, RBP4, RETN e IGFBP-5).

2.1.4 Definicién del grupo control

El grupo control esta conformado por mujeres embarazadas sanas, es decir, sin
DMG ni enfermedades diagnosticadas antes o durante el embarazo, sin sobrepeso
ni obesidad pregestacional (IMC >25 Kg/m?), asi como presentar un indice HOMA

<1.6 en el primer trimestre de embarazo.

2.1.5 Criterios de inclusion

Mujeres mexicanas embarazadas de 18 a 40 afos que asistieron a evaluaciones
prenatales en el Hospital del Nifo y la Mujer en Santiago de Querétaro, Querétaro
de Arteaga. Se reclutaron mujeres embarazadas que se encontraban en el primer
trimestre (semanas 11-14 de gestacion) y que asistieron a las visitas prenatales
trimestrales (primer trimestre: semanas 11-14 de gestacion; segundo trimestre:

semanas 24-28 de gestacion; tercer trimestre: semanas 30-33 de gestacion).

2.1.6 Criterios de exclusiéon
e Embarazo multiple.
e Preeclampsia.
e Desordenes del sistema inmune.
e Diagnostico previo de dafio renal o hepatico.

e Diagnostico previo de hipertension arterial.

2.1.7 Criterios de eliminacién
e Pacientes que presentaron o desarrollaron durante el embarazo
cualquiera de las condicines anteriormente mencionadas en los criterios de
exclusion.
o Pacientes que decidieron cambiar de hospital.

e Pacientes que no continuaron con sus visitas prenatales.
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e Pacientes que decidieron retirarse del estudio voluntariamente.

2.1.8 Definicion de variables y unidades de medida

Nombre Unidades Método

Edad Anos Historia clinica

Peso Kg La balanza se colocé sobre una superficie plana. La
paciente vistio ropa liviana, se presento en ayuno y
tras haber evacuado recto y vejiga. La participante
permanecio en el centro de la balanza, inmovil, con
los hombros hacia atras y los brazos descansando
al lado del cuerpo.

Talla m Se tomd estando la mujer de pie. La cabeza,
hombros, caderas y talones estando pegados a la
pared bajo la linea de la cinta del estadimetro.

IMC Kg/m? Se calculé dividiendo los kilogramos de peso por el
cuadrado de la estatura en metros.

Colesterol mg/dL La medicion se realiz6 mediante kits enzimaticos-
total colorimétricos (Pointe Scientific, MI, USA) y se
utilizé un analizador aumotizado (BS-200 Chemistry

c-HDL mg/dL , . .

Analyzer, Mindray Medical International Co.,

c-LDL mg/dL Shenzhen, China).

Triglicéridos mg/dL
Glucemia mg/dL La medicién se realiz6 mediante kits enzimaticos-
basal colorimétricos (Pointe Scientific, MI, USA) y se
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Glucosa de mg/dL utilizé un analizador aumotizado (BS-200 Chemistry
1h CTGO Analyzer, Mindray Medical International Co.,
Shenzhen, China).
Glucosa de mg/dL
2h CTGO
Insulina uU/mL La medicion se realizd mediante un kit de
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(Cobas, Indianapolis, IN, USA) en equipo
automatizado (Cobas e 411 analyzer, Hitachi High-
Technologies Co., Tokyo, Japon).
indice HOMA . Se calculé multiplicando los valores de glucosa por
insulina'y. dividiendo el resultado entre 405.
Proteinas: ug/mL,
ADIPOQ, nmol/L, MoM, o, ] : . .
La determinacion de proteinas de interés se llevo a
SHBG, PAPP-A, | ng/mL, pg/L, . :
cabo mediante un custom arreglo de anticuerpos y
IGFBP-5, mg/L, ng/mL, . " .
FABP4. AEM posteriormente se cuantificaron con un kit de ELISA
AT [ gL, ng/mb,  can wich (Raybiotech).
PAPP-A2, respectivament
RBP4, RETN e.
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219 Seleccion de fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de

recoleccion de la informacion

2.1.9.1 Reclutamiento

Las participantes fueron reclutadas en su primer trimestre de embarazo
(semanas 11-14 de gestacion) en el Hospital del Nifio y la Mujer de Santiago de
Quereétaro, Querétaro de Arteaga. Se realizd la invitacion verbal para su
participacion en el proyecto. Posteriormente, se realizd6 el procedimiento del
consentimiento informado, en donde se explicd en qué consiste su participacion, asi
como los riesgos y beneficios. Si el individuo decididé participar en el proyecto, se
llevé a cabo el llenado y firmado del consentimiento informado (Anexo B). Las
participantes fueron monitoreadas a las semanas. 11-14 (primer trimestre), 24-28
(segundo trimestre) y 30-33 (tercer trimestre) de gestacion. En cada valoracién se

realizé la aplicacion de encuestas y la toma de muestra sanguinea.

2.1.9.2 Aplicacién de encuestas
Tras concluir con el proceso del consentimiento informado, se realizé una
encuesta a cada participante para la recoleccion de datos personales, antecedentes

familiares y datos clinicos (Anexo C).

2.1.9.3 Obtencion de muestras sanguineas

Se tomaron dos tubos de muestras sanguineas a las pacientes durante las visitas
prenatales trimestrales teniendo un tiempo de ayuno de 12 horas. De acuerdo con
la técnica de sistema al vacio, se tomé un volumen de sangre de aproximadamente
5 ml en cada tubo sin anticoagulante con gel separador. Se dejo reposar el tubo de
manera vertical durante 30 minutos para la formacion completa del coagulo y

posteriormente se centrifugo la muestra para separar el suero.

2.1.9.4 Analisis bioquimico rutinario
Una tubo suero fue entregada en la Unidad de Servicios Quimicos de la Facultad
de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro para la cuantificacion de

glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol total, c-LDL y c-HDL.
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2.1.9.5 Diagnéstico de diabetes mellitus gestacional mediante la curva de
tolerancia a la glucosa oral.

El diagnéstico de DMG se realizd entre las semanas 24-28 de gestacion,
empleando la estrategia de un paso, la cual consiste en realizar una CTGO de 2
horas en la que se administra una carga de 75 g de glucosa. De acuerdo con el
enfoque de la IADPSG, se realiz6 la toma de muestra sanguinea en ayuno, 1y 2 h

poscarga para la posterior determinacion de glucosa.

Se tomo una muestra de sangre periférica de la paciente por la mafiana, después
de un ayuno de 12 horas y posteriormente se determind la concentracion de
glucosa. Después la participante tomé una solucién de 75 g de glucosa y
permanecié en reposo en las siguientes dos horas sin ingerir ningun tipo de
alimento. Al transcurrir una hora de que la paciente ingirié la solucidn de glucosa,
se le tomd nuevamente una muestra sanguinea, asi como a las dos horas poscarga
para determinar los niveles de glucosa y compararlos con los criterios de diagnostico
recomendados. La IADPSG consideran el diagnostico de DMG como la alteracion
de un valor de los niveles glicémicos medidos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Estrategia de un paso para el diagnostico de diabetes mellitus
gestacional (fuente: ADA, 2020).

Criterios de Glucosa en Glucosa1h Glucosa2 h
diagnéstico ayuno (mg/dL) poscarga (mg/dL) poscarga (mg/dL)

IADPSG 92 180 153

2.1.9.6 Determinacion de proteinas de interés

Se realiz6 la determinacion simultanea de las proteinas de interés (adiponectina,
globulina fijadora de hormonas sexuales, proteina A placentaria asociada al
embarazo, proteina de unién a acidos grasos 4, afamina, proteina de unién al factor

de crecimiento 5 similar a la insulina, proteina de unidn al retinol-4, resistina y
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proteina A2 placentaria asociada al embarazo) en las muestras de suero
correspondientes al primer trimestre de gestacion. Lo anterior se realizo utilizando
un custom arreglo de anticuerpos (RayBio Custom G-Series Human Antibody Array,
Cat.: AAH-CUST-G, RayBiotech, Norcross, GA, USA), el cual emplea una
plataforma de chip de vidrio que utiliza el principio de disefio de sandwich-ELISA y

una lectura de sefal fluorescente.

Los anticuerpos correspondientes a las proteinas de interés se imprimen en el
soporte de vidrio. Después de un paso de bloqueo, las muestras se incuban con las
matrices. Las proteinas no especificas se lavan y las matrices se incuban con un
coctel de anticuerpos biotinilados de deteccion, seguido de un fluoréforo conjugado
con estreptavidina. Las sefales se visualizan usando un escaner laser de

fluorescencia (Figura 11).
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soporte de vidrio

Figura 11. Principio del arreglo de anticuerpos G-Serie (fuente: Raybiotech,
2018).

A continuacién se describe el procedimiento para realizar la determinacion de las
proteinas de interés en microarreglos de proteinas. Se agregaron 100 ul del buffer
de bloqueo 1X en cada pocillo de las laminillas de vidrio y se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos para bloquear las Iaminillas. Se decanté
el buffer de bloqueo, posteriormente se aspiro el liquido remanente de cada pocillo.
Se agregaron 100 pl de muestra en cada laminilla y se cubridé la camara de
incubacion con una pelicula adhesiva. La muestra fue diluida 1:2 con buffer de
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bloqueo 1X. Los arreglos se incubaron con muestra a temperatura ambiente durante
2 horas. Transcurrido el periodo de incubacion, se retird la pelicula adhesiva y se
aspir6 con cuidado las muestras. Se lavaron las laminillas tres veces durante 2 min
con 150 ul del buffer de lavado | a temperatura ambiente, retirarando el buffer de

lavado en cada lavado.

Posteriormente, se coloco la laminilla en un recipiente limpio.y se agrego
suficiente buffer de lavado | 1X para sumergir la laminilla manteniendo el marco
intacto (aproximadamente 30-50 ml) y se eliminaron todas las burbujas de los
pocillos. Se lavaron las laminillas durante 10 minutos a temperatura ambiente con
agitacion suave. Se retiro la laminilla del contenedor. El buffer del contenedor se
decanto y se coloco buffer de lavado | 1X para sumergir la laminilla y lavarla durante
10 minutos con agitacion suave. Las laminillas se retiraron y se invirtieron para
decantar el liquido. Posteriormente, se decanto el buffer del contenedor y se agrego
buffer de lavado Il para lavar las laminillas 2 veces, 5 minutos por lavado. Se
retiraron las laminillas del contenedor, se decantaron y después se aspiré con

cuidado el liquido de los pocillos.

Se afadieron 70 pul de anticuerpos secundarios conjugados con biotina 1X a cada
pocillo . Se cubrid la.camara de incubacion con una pelicula adhesiva y se incubé a
temperatura ambiente durante 2 horas con agitacion suave. Se aspird el
sobrenadante y se lavaron las laminillas con buffer de lavado | y Il siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. Se agregaron 70 ul de estreptavidina
conjugada con fluoréforo a cada pocillo. Se cubrid la camara de incubacidon con una
pelicula adhesiva y posteriormente se cubrié todo el conjunto con papel aluminio
para evitar la exposiciéon a la luz. Posteriormente, se incub6é a tempertaratura
ambiente durante 2 horas con agitacion suave. Transcurrida la incubacion se retird
el papel aluminio y la pelicula adhesiva. Con cuidado se aspiraro el sobrenadante y
se lavaron las laminillas con buffer de lavado | y Il siguiendo el procedimiento

anteriormente descrito.
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Se retird el marco de la laminilla de vidrio y se colocé cada laminilla en un tubo
de centrifuga de 30 ml, agregando suficiente buffer de lavado | para cubrir todo la
laminilla (aproximadamente 20 ml). Se incubaron las laminillas a temperatura
ambiente durante 10 minutos con agitacion suave. Transcurrida la incubacion, se
decanto el buffer y se lavaron las laminillas con buffer de lavado | y Il siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito, pero esta vez usando el buffer de lavado Il

por solo 2-3 minutos.

Se retird la laminilla del tubo y posteriormente se enjuagd suavemente con agua
desionizada. Se eliminaron las gotas de agua aplicando _suavemente succion con
una punta de pipeta. Después se dejé secar la laminilla en una campana de flujo
durante 20 minutos o hasta que esté completamente seca. Se coloco la laminilla
debajo de una hoja de papel aluminio para protegerlo de la luz. Finalmente se
procedid al escaneo de las laminillas en un escaner laser (GenePix 4100A,
Molecular Devices, San José, CA, USA) utilizando el canal cy3 o “verde” (frecuencia
de excitaciébn= 532 nm). ). Los valores de las sefiales fueron extraidas usando el
software GenePix Pro 6.0. Posteriormente, los datos de intensidad de fluorescencia
fueron normalizadas con los controles positivos del arreglo y utilizando el software
RayBio Analysis Tool. En la Figura 12 se muestra como funciona el arreglo de

anticuerpos G-Series, resumiendo los pasos a seguir.
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Figura 12. Arreglo de anticuerpos G-serie (fuente: Raybiotech, 2018).

2.1.9.7 Cuantificacion de las proteinas

Se realiz6 la identificacion de las proteinas candidatas a biomarcador por medio
de los analisis estadisticos descritos en la siguiente seccidén. Posteriormente se
realizd la cuantificacion de dichas proteinas por medio de kits de ELISA tipo
sandwich (RayBiotech, Norcross, GA, USA. Cat.: ELH-SHBG, ELH-IGFBP5 y ELH-
FABP4) en las muestras correspondientes al primer, segundo y tercer trimestre de
gestacion, con el fin de evaluar el potencial de dichas como biomarcadores de
progresion de la enfermedad.

El kit de ELISA es un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas in vitro para
la medicién cuantitativa de muestras biologicas tales como suero, plasma o
sobrenadantes de cultivos de células. Este ensayo emplea un anticuerpo especifico

de captura que se encuentra recubierto en una placa de 96 pocillos. Los patrones y
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las muestras que contienen la proteina diana, se pipetean en los pocillos para que
ésta se una al anticuerpo inmovilizado. Los pocillos se lavan y se afiade el
anticuerpo de deteccion marcado con biotina. Después de haber realizado otro
lavado para eliminar los anticuerpos biotinilados no unidos, se agrega estreptavidina
conjugada con HRP a los pocillos. Los pocillos se lavan de nuevo para
posteriormente agregar una solucion de sustrato TMB a los pozos para que se
desarrolle un color. La intensidad del color sera proporcional a la concentracion de
la proteina diana unida al anticuerpo especifico de captura. La solucion de stop
cambia el color de azul a amarillo y la intensidad del color se mide a 450 nm (Figura
13).

Y W
Y'Yy N Y Y Y, Y Y ]r Y

. . = 3 .
Microplaca pre-recubierta Agregar anticuerpo de
con anticuerpos de Agregar muestra o estandar deteccién_m_arcado con
captura biotina
K K A K
v, 0,
& ] ) N \ " N < 2
: 7 NN
WYY VY Y'Y
<1 =

Agregar sustrato

Agregar estreptavidina
g P colorimétrico

conjugada con HRP

Figura13. Principio de ELISA sandwich (fuente: Raybiotech, 2016).

A continuacion se describe el procedimiento que se siguid para realizar la
cuantificacion de las proteinas de interés con kits de ELISA tipo sandwich. Previo al
inicio de la técnica, se colocaron todos los reactivos y muestras a temperatura
ambiente (18-25°C). El diluyente de ensayo 1X fue utilizado para la preparacion de
los estandares de cada proteina. En la Figura 14, 15 y 16 se muestra un diagrama
de como se prepardé la curva estandar de SHBG, IGFBP-5 y FABP4,

respectivamente.
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Figura 16. Preparacion de estandares de FABP4
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Para la cuantificacion de SHBG las muestras fueron diluidas 1:50000. En cuanto
a IGFBP-5 las muestras no fueron diluidas, en caso de que se requiriera se realizd
una dilucion 1:2 y en la cuantificacion de FABP4 las muestras se diluyeron 1:20. En
todos los casos se utilizo el diluyente de ensayo 1X.

Posteriormente, se agregaron 100 ul de cada estandar o muestra en los pocillos
correspondientes, después se cubrierén los pocillos y se incubaron durante 2.5
horas a temperatura ambiente.

Se desechd la solucion y se lavaron 4 veces con la solucion de lavado 1X (300
ul). Después del ultimo lavado, se eliminé el buffer de lavado restante aspirando o
decantando y posteriormente se invertio la placa y se sec6 con una toalla de papel.

Posteriormente se agregaron 100 ul de anticuerpo biotinilado 1X a cada pocillo y
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se desecho la solucion y se
repitio el lavado siguiendo los pasos descritos anteriormente. Se agregaron 100 pl
de solucion de estreptavidina a cada pocillo y se incub6 durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Se desechd la solucion y se repitio el lavado siguiendo los
pasos descritos anteriormente. Posteriormente, se agregaron 100 ul de reactivo de
sustrato TMB a cada pocillo y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente
en la oscuridad utilizando papel aluminio. Finalmente se agregaron 50 pl de solucién
de stop a cada pocillo'y se leyeron las absorbancias a 450 nm por medio de un
espectrofotometro de microplacas (Multiskan™ GO, Thermo Scientific™, Finland).

A continuacion se muestra en las Figuras 17, 18 y 19 la curva estandar obtenida
de SHBG, IGFB-5 y FABP4 con su respectiva ecuacion, la cual fue utilizada para
calcular las concentraciones de dichas proteinas en las muestras correspondientes

del primer, segundo y tercer trimestre de embarazo de mujeres con DMG y sin DMG.
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2.1.10 Definicion de plan de procesamiento y presentacion de la informaciéon
El analisis univariado de los datos clinicos, parametros antropométricos vy
bioquimicos fueron analizados por medio de la prueba U de Mann-Whitney y T de
student. Los datos de la determinacion de las proteinas de interés en el primer
trimestre de embarazo fueron analizados por medio de un Analisis de Componentes
Principales (PCA) y posteriormente mediante modelos de regresion lineal, lo que
permitié identificar aquellas proteinas que discriminen a las mujeres embarazadas
sin DMG de aquellas diagnosticadas con DMG. Dichas proteinas fueron
consideradas como candidatas a biomarcador de la DMG y fueron monitoreadas en
cada trimestre de embarazo. Los datos de este estudio longitudinal fueron
analizados mediante la prueba U de Mann-Whitney. Ademas, se utilizaron las
curvas ROC para identificar la mejor proteina que discrimina los grupos de estudio,
asi como estimar el punto de corte con mayor sensibilidad y especificidad posible.
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2.1.11 Cronograma de actividades

Actividades Fecha de Fecha de
inicio término

Redaccion de protocolo de tesis Agosto 2018 Febrero 2019

Aprobacién del protocolo por el comité de Febrero 2019 Marzo 2019
bioética

Registro de tema de tesis ante el Consejo Marzo 2019 Abril 2019
de Investigacion y Posgrado de la Facultad de
Quimica

Reclutamiento Enero 2019 Diciembre 2019

Recopilacion de datos personales, clinicos Enero 2019 Diciembre 2019
y parametros antropométricos

Toma de muestras sanguineas Enero 2019 Diciembre 2019

Determinacion de las proteinas de interés Septiembre Noviembre 2019
por medio de arreglos de anticuerpos 2019

Identificacion de las proteinas Diciembre Junio 2019
discriminantes entre grupos 2019

Cuantificacion de las proteinas Agosto 2020 Septiembre 2020
discriminantes por medio de kits de ELISA

Redaccion de tesis Septiembre Octubre 2020

2020
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Reclutamiento de las participantes

Un total de 200 mujeres embarazadas fueron reclutadas en su primer trimestre
de embarazo (11-14 semanas de gestacion), de las cuales 83 participantes
asistieron a las tres visitas trimestrales para la recoleccion de datos clinicos,
antropometricos, muestra sanguineas y el diagndstico de DMG en el segundo
trimestre de embarazo mediante la estrategia de un paso (CTGO de 75 g de
glucosa, 2 h) bajo los criterios de IADPSG. Cabe mencionar que 49 participantes
que concluyeron los tres muestreos fueron excluidas del grupo sin DMG a
consecuencia que no cumplieron con los criterios de inclusion, ya que presentaron
sobrepeso/obesidad pregestacional (IMC >25'Kg/m?) y/o resistencia a la insulina
(indice HOMA = 1.6 en el primer trimestre de embarazo), por lo que los grupos de
estudio quedaron conformados por 19 mujeres embarazadas con DMG y 15 sin
DMG. En la Figura 20 se muestra un diagrama del numero inicial y final de las
participantes de este estudio.

Reclutamiento

mujeres
embarazadas
|
I |
Primer trimestre Segundo trimestre Tercer trimestre
(11-14 SDG) ‘ (24-28 SDG) (30-33 SDG)

|_ n=200 Con DMG: n= 25 Con DMG: n=19
’ Sin DMG: n= 83 Sin DMG: n= 64
Con DMG: n=19
Sin DMG: n=15

Figura 20. Diagrama de reclutamiento de mujeres embarazadas.

SDG: semanas de gestacion.

Por lo tanto, se obtuvo una tasa de desercién del 58.5% (n=117) lo cual se debid

a diversos motivos tales como la falta de transporte al hospital, falta de interés,
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complicaciones en el embarazo y abortos. En la Figura 21 se muestra una grafica
de pastel indicando la raz6n de desercion con su respectivo porcentaje.

3.42%

11.96%

39.32%

45.30%

Falta de interés Falta de transporte al hospital
Complicaciones en e embarazo = Abortos

Figura 21. Razones de desercion de las mujeres embarazadas reclutadas.

En el Cuadro 6 se muestran las semanas promedio de gestacion que presentaron
las participantes en cada visita trimestral. Las mujeres con DMG y sin DMG tuvieron
en promedio 12 semanas, 26 semanas y 32 semanas de gestacion en el primer,
segundo y tercer trimestre de embarazo, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos de estudio. Lo cual indica que los tiempos

de muestreos fueron homogéneos.
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Cuadro 6. Semanas de gestacion de las mujeres embarazadas con DMG y sin
DMG en cada trimestre de embarazo

Trimeste Con DMG Sin DMG Valor de p
(n=19) (n=15)
Primer trimestre 12.58 £ 0.22 12.8+0.24 0.6454
Segundotrimestre 25.26£0.24 26.13 £ 0.40 0.0985
Tercer trimestre 31.89+0.26 32.3+0.77 0.5552

Los resultados son mostrados como media + error estdndar de la-media. Los valores de p<0.05
son considerados como significativos. El valor de p fue obtenido por medio de la prueba U de Mann-
Whitney.

3.2 Datos clinicos de mujeres embarazadas con DMG y sin DMG

En el Cuadro 7 se muestran los datos clinicos de las 34 participantes (con DMG,
n=19; sin DMG, n=15) que concluyeron las tres visitas trimestrales. El grupo de
mujeres embarazadas con DMG presentaron significativamente mayor edad en

comparacién de las mujeres embarazadas sin DMG (p=0.0039).

Cabe mencionar que la edad materna avanzada se ha asociado con un mayor
riesgo de desarrollar DMG (Mclntyre et al., 2019). En este estudio la mayoria de las
mujeres embarazadas diagnosticadas con DMG se encuentran entre los 30-34 afios
de edad (36.8%), lo cual se puede observar en la Figura 22. Dicho resultado es
similar al reportado por Qazi et al. (2016), quienes observaron la prevalencia mas
alta de DMG en el grupo etario de 31-35 anos (36%).

Ademas, la mayoria de las mujeres con dicha patologia eran multiparas (40%),
es decir mujeres que han tenido mas de un parto. En nuestro estudio se observo
que el grupo con DMG presentd mayor propension a gravidez (numero de
embarazos) con diferencia significativa (p=0.0106) y mayor numero de partos a
comparacion del grupo sin DMG. Sin embargo, en este ultimo parametro no se
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presentaron diferencias significativas entre los grupos. La asociacién entre la
paridad y la diabetes esta relacionada con la edad, ya que las mujeres con mayor
paridad tienden a ser de edad avanzada (Qazi et al., 2016).

Cuadro 7. Datos clinicos de las participantes del grupo con DMG y sin DMG

Variable Con DMG Sin DMG Valor de p
(n=19) (n=15)
Edad (afos) 29+1.15 23.8+1.44 0.0039
Gravidez 2.63 +0.31 1.6 +£0.16 0.0106
Partos 0.84 +£0.25 0.27 £ 0.15 0.1281
Cesareas 0.6316 £ 0.24 0.2 £0.11 0.2535
Abortos 0.16 £ 0.08 0.13+0.09 >0.9999
Antecedentes

familiares con
diabetes mellitus

Si 14 (73.68%) 7 (46.67%) 0.1075
No 5 (26.32%) 8 (53.33%)
DMG en
embarazos
previos 1 (5.26%) 0 (0%) 0.3671
Si 18 (94.74%) 15 (100%)
No

Los resultados de edad, gravidez, partos, cesareas y abortos son mostrados como media + error
estandar de la media; antecedentes familiares con diabetes y DMG en embarazo previo son
mostrados como n(%). Los valores de p=0.0039 y p=0.0106 son considerados como significativos.
El valor de p fue obtenido por medio de la prueba U de Mann-Whitney o Chi cuadrada. DMG:

Diabetes mellitus gestacional.

Los-antecedentes familiares de diabetes mellitus son considerados como un
factor de riesgo para el desarrollo de DMG (Farahvar et al., 2019). Moosazadeh et
al-(2017) reportaron que la razén de probabilidad de desarrollar DMG en mujeres
que presentan el antecedente familiar de diabetes fue de 3.46 veces mas que en
aquellas mujeres que no lo presentan. Respecto a nuestros resultados, el 73.68%
de las mujeres embarazadas con DMG presentan dicho antecedente, lo cual era de
esperarse de acuerdo con lo establecido en la literatura. Sin embargo, no se observo
diferencia significativa entre los grupos de estudio.
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Grupos de edad

Figura 22. Distribucién de la edad en el grupo de mujeres embarazadas con DMG y
sin DMG.

El haber presentado DMG en embarazos previos es una de las complicaciones
maternas a largo plazo y factor de riesgo que contribuye al desarrollo de esta
patologia (Mclintyre etal., 2019). La DMG tiene una tasa de recurrencia que varia
del 30 al 84% en embarazos posteriores (Farahvar et al., 2019). En este estudio,
solamente una paciente del grupo con DMG present6 el antecedente de DMG en
embarazo. previo. Es importante resaltar que la mayoria de las participantes
encuestadas mencionaron que no les realizaron la CTGO para el diagnéstico de
DMG en sus embarazos anteriores; por lo que el numero de participantes con DMG

en embarazos previos podria estar subestimado.
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3.3 Parametros antropométricos y bioquimicos de mujeres embarazadas con

DMG y sin DMG en cada trimestre de gestacion

En el Cuadro 8 se muestran los parametros antropométricos y bioquimicos que
fueron medidos en cada trimestre de embarazo en las 34 participantes que
finalizaron los muestreos trimestrales, de las cuales 19 son mujeres embarazadas
con DMG y 15 sin DMG. Las mujeres embarazadas con DMG presentaron un IMC
significativamente mayor en el primer (p<0.0001), segundo (p=0.0003) y tercer
(p=0.0002) trimestre de gestacion.

Cabe mencionar, que el riesgo de desarrollar DMG aumenta con el incremento
del IMC materno debido a que la obesidad y la DMG comparten caracteristicas
metabdlicas tales como la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hiperlipidemia
e hiperglucemia (Martin et al., 2015). Martin et al. (2015) reportaron que las mujeres
con obesidad tienen el doble de probabilidad de desarrollar DMG en comparacion

con las mujeres que presentan sobrepeso.

Las concentraciones de insulina disminuyeron del primer al segundo trimestre de
gestacion en ambos grupos de estudio manteniéndose constante hasta el tercer
trimestre, lo cual es un'resultado que no se esperaba. De acuerdo con la literatura,
la segunda mitad de la gestacion se caracteriza por un incremento progresivo en la
resistencia a la insulina, de modo que los niveles de esta hormona incrementan

aproximadamente 4 veces (Benasach, 2012).

Por-otro lado, los niveles séricos de insulina se encontraron significativamente
elevados en mujeres embarazadas con DMG en cada trimestre de embarazo
(p<0.0001; p<0.0001; p=0.0027). Como reflejo de la apariciéon de la resistencia a la
insulina en el perido de gestacion; en un embarazo complicado por DMG no puede
hacer frente a las exigencias del embarazo, aun aumentando la secrecion de
insulina, ésta es insuficiente para mantener la euglucemia. Por lo tanto, se presenta

la hiperglucemia y el desarrollo de DMG (Baz et al., 2016).
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Cuadro 8. Parametros antropométricos y bioquimicos de mujeres embarazadas con DMG y sin DMG en el primer, segundo
y tercer trimestre de gestacion

Primer trimestre Segundo trimestre Tercer trimestre
Variables Con DMG sinDMG  Valor " conDMG Sin DMG Valor "“conDMG sinbmGg  Valor
(n=19) (n=15) de p (n=19) (n=15) dep (n=19) (n=15) dep

IMC (kg/m?)  29.03+1.25 21.41+0.74 <0.0001 30.59+1.14 2450.81 0.0003 ~31.39+1.12 2507+0.91 0.0002
Insulina 2245+356 6.435+050 <0.0001 4.43+063 1.65+025 <0.0001 4.11+060 2.09+059 0.0027
(uU/mL)

Glucosaen  91.11+2.09 722+127 <0.0001 94.05+224  74+1.81 <0.0001 90.47+2.17 75.13+0.91 <0.0001
ayunas

(mg/dL)

Colesterol 176.2+575 159.4+3.95 0.0295 2152+9.35 213+457 08499 232.6+1217 2251+7.33 0.6243

tTort.ZL(crg%%Ls) 158.3+ 1279 103.9+7.49 0.0017 22751849 1745+12.83 0.0591 27411877 210+11.85 0.0107
gi?[/)dLL) 45.05+1.85 4873203 01916 47.89+218 5367+1.63 00536 47+278  5267+204 0.1279
gig[;iL) 99.53+526 89.93+4.02 0.1443 121.6+977 1244+6.13 08233 1353+10.97 130+8.02 0.7148
E:m\?éjog 31.63+2.55 20.73+151 0.0017 4563+3.69 34.93:+256 0.0539 54.80+3.78 4207236 0.0111
mg

Los resultados son mostrados como media + error estandar de la media. Los valores de p<0.0001, p=0.0003, p=0.0002, p=0.0027, p=0.0295,
p=0.0017 y p= 0.0111 son considerados como significativos. El valor de p fue obtenido por medio de la prueba T de student o U de Mann-Whitney.
DMG: diabetes mellitus gestacional; IMC: indice de masa corporal; c-HDL.: colesterol de lipoproteina de alta densidad; c-LDL: colesterol de lipoproteina

de baja densidad; c-VLDL: colesterol de lipoproteina de muy baja densidad.
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En cuanto a la glucosa en ayuno, el grupo de mujeres embarazadas con DMG
presentd niveles significativamente elevados en cada trimestre de embarazo
(p<0.0001), lo cual era de esperarse ya que la DMG se caracteriza por un estado
de hiperglucemia como consecuencia de la incapacidad de superar la resistencia a
la insulina asociada al embarazo, la cual es originada por la secrecion de hormonas
diabetogénicas tales como el lactogeno placentario humano, el cortisol, la
progesterona, los estrogenos y la prolactina (Johns et al., 2018;-Mack & Tomich,
2017; Sert & Ozgu-Erdinc, 2020).

Asimismo, al llevar a cabo la CTGO para realizar el diagnéstico de DMG en el
segundo trimestre de embarazo (semanas 24-28 de gestacion), las mujeres
embarazadas con DMG presentaron niveles significativamente (p<0.0001) elevados
de glucosa 1 h y 2 h poscarga en comparacion de las mujeres embarazadas sin
DMG, lo cual se puede observar en la Figura 23. Las mediciones de glucosa en
ayunas, 1y 2 h poscarga se toman en cuenta para realizar el diagnéstico de dicha
patologia, de acuerdo con los criterios de IADPSG (ADA, 2020).
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Figura 23. Concentraciones séricas de glucosa 1 h (A) y 2 h (B) poscarga en
mujeres embarazadas con DMG y sin DMG. Los valores de p<0.0001 son considerados

como significativos. El valor de p fue obtenido por medio de la prueba T de student.
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Respecto al perfil de lipidos, se observa que los niveles séricos de triglicéridos y
c-VLDL tienen una tendencia en aumento conforme avanza el embarazo en los dos
grupos de estudio. Durante los dos primeros tercios de la gestacion, hay un aumento
en la acumulacion de grasa materna, asociado tanto con hiperfagia como con mayor
lipogénesis. El ultimo tercer trimestre se asocia con niveles altos de triglicéridos
debido al aumento de lipdlisis materna, por lo que hay mayor suministro de acidos
grasos Yy glicerol. En consecuencia se reesterifican en el higado para formar
triglicéridos y salir a la circulacion en forma de VLDL. Asimismo, hay una
disminucién en la eliminacién de VLDL de la circulacion debido a la actividad
reducida de la lipoproteina lipasa (LPL), la cual es una enzima que cataliza la
hidrdlisis de los triglicéridos en las VLDL (Herrera & Desoye, 2016; Wang et al.,
2019).

Las mujeres embarazadas con DMG presentaron niveles mas elevados de
triglicéridos y c-VLDL que las mujeres embarazadas sin DMG en cada trimestre de
embarazo. Solamente en el primer y tercer (p=0.0107 y p=0.0111, respectivamente)
trimestre se presentaron diferencias significativas entre los grupos de estudio. La
resistencia a la insulina pronunciada en DMG promueve un aumento de la liberacion
de acidos grasos libres desde los adipocitos, lo que induce la sintesis hepatica de
triglicéridos y por consiguiente una sobreproduccion de particulas VLDL ricas en
triglicéridos, este hecho explica la hipertrigliceridemia en la diabetes (Cuevas M. &
Alonso K, 2016).

Por otro lado, los niveles de c-HDL se encuentran disminuidos en las mujeres
embarazadas con DMG en comparacion del grupo sin DMG en cada trimestre de
embarazo. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativa entre los
grupos. Ademas, los niveles de c-HDL aumentaron del primer al segundo trimestre
manteniéndose sin cambios al tercer trimestre de gestacion en el grupo de mujeres

embarazadas con DMG.
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En presencia de la hipertrigliceridemia y del aumento de VLDL en el embarazo
complicado por DMG, hay un aumento en la actividad de la proteina de transferencia
de ésteres de colesterol (CETP) que promueve la transferencia de triglicéridos de
VLDL a LDL y HDL. Por lo tanto, se produce un enriquecimiento en el contenido de
triglicéridos de las particulas HDL siendo sustrato para LPL y la lipasa hepatica (LH)
que hidrolizan sus triglicéridos, resultando la eliminacion de HDL. Este mecanismo
explica las concentraciones bajas de c-HDL en los sujetos con DMG (Cuevas M. &
Alonso K, 2016; Herrera & Desoye, 2016).

En el Cuadro 8 se muestra tanto el colesterol total como c-LDL aumentan
conforme avanza el embarazo en las mujeres embarazadas con DMG y sin DMG.
El colesterol es utilizado en la placenta como precursor para la sintesis de hormonas

esteroideas, las cuales se incrementan a lo largo del embarazo (Ghio et al., 2011).

Estos dos parametros bioquimicos se encuentran mas elevados en el grupo de
DMG. Referente a los niveles de LDL, el catabolismo de dicha lipoproteina se
reduce en pacientes con diabetes debido a que disminuye el numero de receptores
de superficie celular de LDL B/E como consecuencia a la reduccion de la expresion
de estos genes mediada por.insulina, lo cual induce una mayor duracion de LDL en
plasma que puede promover la deposicidn de lipidos dentro de las paredes
arteriales. En cuanto al colesterol, existe una reduccion de la absorcion de colesterol
y un aumento de la sintesis de éste en pacientes con diabetes (Vergés, 2015). Sin
embargo, el colesterol total solamente presentd diferencia significativa en el primer

trimestre de gestacion entre los grupos de estudio.

Nuestros resultados del perfil de lipidos son similares a lo reportado por Wang et
al. (2019), quienes determinaron los niveles de lipidos en el primer, segundo y tercer
trimestre de embarazo en mujeres con embarazo normal y mujeres con DMG.
Dichos autores encontraron que las concentraciones séricas de triglicéridos,
colesterol total y c-LDL aumentaron progesivamente durante el embarazo.

Asimismo, los niveles de c-HDL aumentaron del primer al segundo trimestre con
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una ligera disminucion en el tercer trimestre. Esto sucedio tanto en el grupo de DMG

como en los controles.

Ademas, Wang et al. (2019) mostraron en el grupo de DMG concentraciones
significativamente mas altas de triglicéridos durante el embarazo, asi.como
concentraciones significativamente mas bajas de c-HDL en cada trimestre de
gestacion. En cuanto a los niveles séricos de colesterol total y c-LDL, no encontraron
diferencias significativas entre el grupo DMG y grupo control.

Por otro lado, Ryckman et al. (2015) realizaron un metanalisis y encontraron que
los niveles de triglicéridos estaban significativamente elevados en mujeres con DMG
que en aquellas sin DMG en cada trimestre de gestacion. Los niveles de c-HDL
fueron significativamente mas bajos en el grupo de DMG en el segundo y tercer
trimestre de embarazo. No encontraron diferencias significativas en los niveles de

colesterol total ni c-LDL entre los grupos de estudio.

3.4 Determinacion simultanea de las proteinas de interés en mujeres

embarazadas con DMG y sin DMG en el primer trimestre de embarazo

La determinacion simultanea de las proteinas de interés (SHBG, IGFBP-5, PAPP-
A, FABP4, AFM, ADIPOQ, PAPP-A2, RBP4, RETN) se realizé6 en muestras de suero
correspondientes al primer trimestre de embarazo (semanas 11-14 de gestacion) de
19 mujeres embarazadas con DMG y 12 sin DMG. Lo anterior se efectu6 utilizando
un arreglo disefiado de anticuerpos que emplea un método de deteccion de
fluorescencia semicuantitativo. La intensidad de fluorescencia, la cual es
proporcional a la concentracion de cada proteina en cada muestra, fue obtenida y
los valores de las sefales fueron utilizadas para realizar un PCA mediante el
software R (Anexo D). En la Figura 24 se muestra el grafico obtenido del PCA, donde
se observa una ligera discriminacion entre las mujeres embarazadas con DMG y sin
DMG.
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Figura 24. Grafico de PCA que muestra el patron de agrupamiento de los sujetos
de estudio de acuerdo a las intensidades de fluorescencia de las proteinas en el

primer trimestre de gestacion. Los circulos grises representan el grupo de mujeres

embarazadas con DMG vy los triangulos de color negro el grupo de mujeres embarazadas sin DMG.

Los nuameros indican el codigo de identificacion de cada sujeto.

En la Figura 25 se muestra el biplot del PCA que se obtuvo para identificar cuales
proteinas contribuyen a la discriminacion de los grupos de estudio.
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Figura 25. Biplot del PCA mostrando la contribucién de cada variable en la

discriminacion de los grupos de estudio.

Con la finalidad de mejorar la discriminacion entre los grupos de estudio se
procedié a analizar los valores de las sefales de fluorescencia de las 9 proteinas
de interés (SHBG, IGFBP-5, PAPP-A, FABP4, AFM, ADIPOQ, PAPP-A2, RBP4 y
RETN) junto con las covariables que incluyen los datos clinicos, parametros

antropometricos y bioquimicos por medio de regresion lineal.

Como resultado se obtuvo que en solo 5 de las 9 proteinas analizadas, el
diagnéstico fueron significativamente distintas entre los grupos de estudio. Dichas
proteinas fueron SHBG, IGFBP-5, PAPP-A, FABP4 y RBP4. A continuacion en los
Cuadros 9, 10, 11, 12 y 13 se muestran los modelos de regresion lineal que se

formaron junto con las covariables que fueron las mas importantes.
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Cuadro 9. Modelo de regresion lineal de SHBG

SHBG

Covariables Coeficiente estimado Valor de p

* error estandar

Diagndstico (sin DMG) -233.25 + 95.79 0.02
Triglicéridos -1.22 +0.93 0.20
c-HDL -10.49 £ 5.79 0.08
Gravidez -97.96 + 47.13 0.05
Cesareas 228.24 +£70.39 0.00
Antecedentes -189.19 + 87.23 0.04

familiares con diabetes

mellitus

Valor de p del modelo completo: 0.0121. Valor de p fue obtenido por medio de regresion lineal.
SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; DMG: diabetes mellistus gestacional; c-HDL:

colesterol de lipoproteina de alta densidad.

La ecuacion del modelo de SHBG es la siguiente: SHBG=1331.59 -
233.25(diagnéstico sin DMG) — 1.22(triglicéridos) — 10.49(c-HDL) — 97.96(gravidez)
+ 228.24(cesareas) — 189.19(antecedentes familiares con diabetes). A partir de este
ajuste, se aprecia estadisticamente que los niveles de SHBG seran bajos cuando el
diagnostico sea sin DMG, los valores de triglicéridos sean bajos, c-HDL sean altos,
gravidez con valor de 1, no tenga cesareas (valor de 0) y no exista antecedentes

familiares con diabetes (valor de 0).
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Cuadro 10. Modelo de regresion lineal de IGFBP-5

IGFBP-5

Covariables Coeficiente estimado Valor de p

* error estandar

Diagndstico (sin DMG) -83.29 + 44.65 0.08
IMC -10.61 £ 5.31 0.06
Insulina 6.14 £ 2.42 0.02
Colesterol 85.66 £ 65.29 0.21
Triglicéridos -18.13 +13.23 0.19
c-HDL -94.27 + 66.43 0.17
c-LDL -83.89 + 65.16 0.21
SDG 22.96 + 18.74 0.24
Gravidez -54 53 + 20.31 0.01
Cesareas 94.68 + 35.74 0.02
Antecedentes -94.50 £ 35.29 0.01

familiares con diabetes

mellitus

Valor de p del modelo completo: 0.0373. Valor de p fue obtenido por medio de regresion lineal.
IGFBP-5: proteina de unién al factor de crecimiento 5 similar a la insulina; DMG: diabetes mellistus
gestacional; IMC: indice de masa corporal; c-HDL: colesterol de lipoproteina de alta densidad; c-

LDL: colesterol de lipoproteina de baja densidad; SDG: semanas de gestacion.
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La ecuacion del modelo de IGFBP-5 es la siguiente: IGFBP5= 438.46 —
83.29(diagnéstico sin DMG) — 10.61(IMC) + 6.14(insulina) + 85.66(colesterol) —
18.13(triglicéridos) — 94.27(c-HDL) - 83.89(c-LDL) + 22.96(SDG) — 54.53(gravidez)
+ 94.68(cesareas) — 94.50(antecedentes familiares con diabetes). De este ajuste,
se muestra estadisticamente que IGFBP-5 tendra niveles bajos cuando el
diagnostico sea sin DMG, el IMC sea bajo, los valores de insulina sean bajos, el
colesterol sea bajo, los triglicéridos sean bajos, c-HDL alto, c-LDL bajo, las SDG
sean en promedio 13, gravidez con valor de 1, no tenga cesareas (valor de 0) y sin

antecedentes familiares con diabetes (valor de 0).

Cuadro 11. Modelo de regresion lineal de PAPP-A

PAPP-A

Covariables Coeficiente estimado Valor de p

* error estandar

Diagndstico (sin DMG) -31.82 + 17.01 0.07
Glucosa -1.19+£0.65 0.08

c-HDL -1.57+£0.73 0.04
Gravidez -13.69 + 6.38 0.04

Valor de p del modelo completo: 0.0629. Valor de p fue obtenido por medio de regresion lineal.
PAPP-A: proteina A plasmatica asociada al embarazo; DMG: diabetes mellitus gestacional; c-HDL.:

colesterol de lipoproteina de alta densidad.

La ecuacion del modelo de PAPP-A es la siguiente: PAPP-A= 239.41 —
31.82(diagnéstico sin DMG) — 1.19(glucosa) — 1.57(c-HDL) — 13.69(gravidez). En
este ajuste, se observa estadisticamente que los niveles de PAPP-A seran bajos
cuando el diagnostico sea sin DMG, la glucosa tenga valores bajos, valores altos de

c-HDL y gravidez con valor de 1.
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Cuadro 12. Modelo de regresion lineal de RBP4

RBP4

Covariables Coeficiente estimado Valor de p

* error estandar

Diagndstico (sin DMG) 535.15 + 267.90 0.06
IMC 62.43 £ 21.34 0.01

c-HDL -35.93 + 12.92 0.01

SDG -214.96 + 108.83 0.06
Gravidez -1038.23 + 286.71 0.00

Partos 793.08 + 265.09 0.01
Cesareas 1127.08 + 290.38 0.00
Antecedentes familiares -304.94 + 200.48 0.14

con diabetes mellitus

Valor de p del modelo completo: 0.0110. Valor de p fue obtenido por medio de regresion lineal.
RBP4: proteina de unién a retinol-4; DMG: diabetes mellistus gestacional; IMC: indice de masa

corporal; c-HDL: colesterol de lipoproteina de alta densidad; SDG: semanas de gestacion.

La ecuacion del modelo de RBP4 es la siguiente: RBP4=5289.03 +
535.15(diagndstico sin DMG) + 62.43(IMC) — 35.93(c-HDL) — 214.96(SDG) —
1038.23(gravidez) + 793.08(partos) + 1127.08(cesareas) — 304.94(antecedentes
familiares con diabetes). En este ajuste, se muestra estadisticamente que RBP4
tendra valores altos cuando el diagnéstico sea sin DMG, el IMC sea bajo, los valores
de c-HDL sean altos, las SDG sean en promedio 13, gravidez con valor de 1, no
tenga partos (valor de 0), sin cesareas (valor de 0) y sin antecedentes familiares con
diabetes (valor de 0).
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Cuadro 13. Modelo de regresion lineal de FABP4

FABP4

Covariables Coeficiente estimado * Valor de p

error estandar

Diagndstico (sin DMG) -43.72 + 21.36 0.05
IMC -5.57 £+ 2.54 0.04

Insulina 3.46+1.16 0.01
Colesterol 44.06 £ 31.23 0.17
Triglicéridos -9.37 +6.33 0.16
c-HDL -48.70 + 31.78 0.14

c-LDL -43.05 + 31.17 0.18

SDG 10.28 + 8.96 0.27
Gravidez -28.87 £ 9.71 0.01
Cesareas 52.47 £ 17.10 0.01
Antecedentes familiares con -51.75+16.88 0.01

diabetes mellitus

Valor de p del modelo completo: 0.0105. Valor de p fue obtenido por medio de regresion lineal.
FABP4: proteina de union a acidos grasos 4; DMG: diabetes mellistus gestacional; IMC: indice de
masa corporal; c-HDL.: colesterol de lipoproteina de alta densidad; c-LDL.: colesterol de lipoproteina

de baja densidad; SDG: semanas de gestacion.
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La ecuacion del modelo de FABP4 es la siguiente: FABP4= 256.50 -
43.72(diagnostico sin DMG) — 5.57(IMC) + 3.46(insulina) + 44.06(colesterol) —
9.37(triglicéridos) — 48.70(c-HDL) — 43.05(c-LDL) + 10.28(SDG) — 28.87(gravidez) +
52.47(cesareas) — 51.75(antecedentes familiares con diabetes). A partir de este
ajuste, se observa estadisticamente que FABP4 tendra niveles bajos cuando el
diagnostico sea sin DMG, el IMC sea bajo, los valores de insulina sean bajos, el
colesterol sea bajo, los triglicéridos sean bajos, c-HDL alto, c-LDL bajo, las SDG
sean en promedio 13, gravidez con valor de 1, no tenga cesareas (valor de 0) y sin
antecedentes familiares con diabetes (valor de 0).

Las 4 proteinas restantes (AFM, ADIPOQ, PAPP-A2 y RETN) que no mostraron
significancia en cuanto al diagndstico en los modelos de regresion lineal, fueron
analizadas estadisticamente mediante la prueba U de Mann Whitney. Ademas, se
tomd en cuenta que cualquier aumento de 21.5 veces o disminucién de <-1.5 (£0.65)
veces en la intensidad de la sefial puede considerarse significativamente diferente
(Raybiotech, 2018). En el Cuadro 14 se muestran los resultados del analisis
estadistico de las 9 proteinas de interés en el primer trimestre de embarazo.
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Cuadro 14. Analisis estadistico de las 9 proteinas de interés en el primer trimestre

de gestacion

Proteina Con DMG Sin DMG Fold-change Valor de p
(n=19) (n=12)

SHBG 404.4 £+ 64.42 276.5+43.26 1.5+ 0.0121
IGFBP-5 40.63 +26.56 6.73 +4.96 6.0% 0.0373"
PAPP-A 27.84£9.00 22.70 +4.61 1.2 0.0629

FABP4 26.22 +13.82 5.39+1.81 4.9% 0.0105

AFM 166.3 + 37.11 115.3 + 22.63 1.4 0.1905*
ADIPOQ 4888 + 539.3 4652 + 742.6 1.1 0.7342*
PAPP-A2 1.22+0.25 1.89 + 0.92 -1.6 0.7268*

RBP4 1224 + 133.8 1241+ 181.9 -1.0 0.0110

RETN 386.5+53.65 273.2+29.33 1.4 0.1642*

Los resultados son mostrados como media + error estandar de la media. *Fold-change 21.5 o

<-1.5. Los valores de p=0.0121, p=0.0373 y p=0.0105 son considerados con significancia

estadistica. *Valor de p fue obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney. "Valor de p del modelo

completo obtenido por regresion lineal. DMG: diabetes mellitus gestacional; SHBG: globulina fijadora

de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de unién al factor de crecimiento 5 similar a la insulina;

PAPP-A: proteina A plasmatica asociada al embarazo; FABP4: proteina de unién a acidos grasos 4;

AFM: afamina; ADIPOQ: adiponectina; PAPP-A2: proteina A2 plasmatica asociada al embarazo;

RBP4: proteina de union a retinol-4; RETN: resistina.

Con base en los resultados mostrados anteriormente, se encontraron difencias

significativas para SHBG (p=0.0121), el valor de p fue ajustado con las covariables

de triglicéridos, c-HDL, gravidez, cesareas y antecedentes familiares con diabetes;
IGFBP-5 (p=0.0373) y FABP4 (p=0.0105) ajustado con las covariables de IMC,
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insulina, colesterol total, triglicéridos, c-HDL, c-LDL, SDG, gravidez, cesareas,
antecedentes familiares con diabetes.

SHBG se encuentra significativamente aumentada en las mujeres embarazadas
con DMG en comparacion de las mujeres embarazadas sin DMG. Cabe mencionar
que este resultado es contradictorio a lo que se ha reportado en investigaciones
previas, en las que se han observado niveles disminuidos de esta proteina en
mujeres embarazadas con DMG. La secrecion de SHBG se suprime por la insulina,
por lo tanto, los niveles bajos de SHBG se observan con frecuencia en los estados
de resistencia a la insulina (Corcoran et al., 2018).

En cuanto a IGFBP-5, las mujeres con  DMG presentaron niveles
significativamente elevados de esta proteina. IGFBP-5 tiene la funcion de secuestrar
a IGF-1 por lo que inhibe su sefializacion. Este factor de crecimiento es similar en
estructura a la insulina que activa al receptor insulinico, o que permite incrementar
la sensibilidad a la insulina y mejorar el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, el
aumento de los niveles séricos de IGFBP-5 resultaria en una disminucion en la
actividad de IGF-1, por lo que al estar inactivo contribuye la resistencia a la insulina
(Anderlova et al., 2019; Rojas-Rodriguez et al., 2015).

Las mujeres con DMG presentaron niveles significativamente elevados de
FABP4. Esta proteina es responsable del trafico de acidos grasos para que puedan
ingresar a diversas rutas metabdlicas tales como beta oxidacion, reesterificacion
para formar fosfolipidos y triglicéridos (Herrera & Desoye, 2016). Por lo tanto, el
aumento de FABP4 contribuye a la acumulacion de acidos grasos libres y suprime
la actividad de proteinas en la via de sefalizacion de PI3K-AKT. En consecuencia,
se inhibe la sefalizacion de insulina conllevando a niveles altos de glucosa (Trojnar
et al.,, 2019). Estos mecanismos se ven reflejados en la hiperglicemia e
hipertrigliceridemia que se observan desde el primer trimestre de embarazo en las
mujeres que desarrollaron DMG.
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3.5 Red metabdlica de mujeres embarazadas con DMG

Los resultados de intensidad de fluorescencia obtenidos en el analisis de los
arreglos de anticuerpos fueron utilizados para calcular el fold-change de las 9
proteinas de interés (SHBG, IGFBP-5, PAPP-A, FABP4, AFM, ADIPOQ, PAPP-A2,
RBP4, RETN). Dichos datos se utilizaron para contruir la red metabdlica de mujeres
embarazadas con DMG mediante el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA).
Esto se realiz6 con la finalidad de conocer de que manera se encuentran

conectadas las 9 proteinas.

En la Figura 26 se muestra la red metabdlica obtenida, en la cual han sido
mapeadas 8 de las 9 proteinas analizadas. La proteina AFM no fue mapeada por el
software IPA, cabe mencionar que el mecanismo de accion de esta proteina aun se
desconoce. En esta red metabdlica se aprecia que las proteinas SHBG, IGFBP-5,
PAPP-A, FABP4, ADIPOQ, PAPP-A2, RBP4 y RETN se conectan de manera
indirecta a través de otras proteinas que no fueron evaluadas en este estudio.
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Figura 26. Red metabdlica de mujeres embarazadas con DMG. Las proteinas de

color rojo indican que se encuentran elevadas y de color verde disminuidas en mujeres embarazadas

con DMG. Las proteinas de color blanco corresponden a las que no fueron evaluadas.
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En la Figura 27 se muestra resaltado de color morado las proteinas que se
encuentran involucradas en desordenes del metabolismo de glucosa y en la Figura

28 en el desarrollo de resistencia a la insulina.

Figura 27. Implicacion de las proteinas de interés en desordenes del metabolismo

de glucosa. Las proteinas de color rojo indican que se encuentran elevadas y de color verde

disminuidas en mujeres embarazadas con DMG. Las proteinas de color blanco corresponden a las

que no fueron evaluadas.
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Figura 28. Implicacion de las proteinas de interés en desarrollo de resistencia a

la insulina. Las proteinas de color rojo indican que se encuentran elevadas y de color verde
disminuidas en mujeres embarazadas con DMG. Las proteinas de color blanco corresponden a las

que no fueron evaluadas.

3.6 Cuantificacion de las proteinas en el primer, segundo y tercer trimestre de

gestacion en mujeres embarazadas con DMG y sin DMG

Las proteinas SHBG, IGFBP-5 y FABP4 fueron identificadas como posibles
biomarcadores proteicos asociados a alteraciones tempranas de DMG, desde las

semanas 11-14 de gestacion. Por lo que se procedié a realizar su cuantificacion por
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medio de kits de ELISA en muestras de suero correspondientes al primer (11-14
semanas de gestacion), segundo (24-28 semanas de gestacion) y tercer trimeste
(30-33 semanas de gestacion) de embarazo de 19 mujeres embarazadas con DMG
y 15 sin DMG. Lo anterior se realizé con la finalidad de evaluar el potencial de
dichas proteinas como biomarcadores de progresion de la enfermedad; ya que una
vez que se diagnostica la DMG, es importante darle seguimiento a la progresion de

la enfermedad conforme avanza el embarazo.

3.6.1 Globulina fijadora de hormonas sexuales

En la Figura 29 se observa que los niveles séricos de SHBG tienen una tendencia
en aumento conforme avanza el embarazo en ambos grupos de estudio. La SHBG
se une a los andrégenos y estrégenos para transportarlos en el plasma, regular su
biodisponibilidad y acceso a los 6rganos diana (Xargay-Torrent etal., 2018).
Durante el embarazo se producen cambios en el organismo de la madre para
permitir el desarrollo del feto como es el aumento en los niveles de estrégenos, lo
que conlleva al aumento de SHBG y cuyo nivel se eleva desde el inicio del embarazo
(Kafiova & Bicikova, 2011). Los niveles de SHBG varian durante el periodo de
gestacion, siendo mas altos entre las 16 y 27 semanas de embarazo (Xargay-
Torrent et al., 2018).

La insulina inhibe la sintesis hepatica de SHBG, por lo que se han asociado
concentraciones bajas de esta proteina con hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina, el cual es un rasgo caracteristico de la DMG (Tawfeek et al., 2017; Wallace
et al.;~2013). Otro mecanismo por el cual puede estar implicado las bajas
concentraciones de SHBG en la DMG, se debe a que dicha patologia y la obesidad
presentan un estado inflamatorio como consecuencia del incremento en la masa del
tejido adiposo que lleva a un aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias
tales como TNFa e IL-1[3. Dichas citocinas al unirse con sus respectivos receptores,
activan vias de sefalizacidn que llevan a la inhibicion del factor nuclear 4 alfa de

hepatocito, el cual es un factor de transcripcion que controla la expresion del gen

73



SHBG, por lo que se disminuye la expresion del gen SHBG y por consiguiente se
presentan niveles bajos de esta proteina (Simo et al., 2015).

En este estudio las mujeres embarazadas con DMG presentaron niveles bajos
de SHBG en comparacion del grupo de mujeres sin DMG en cada trimestre de
embarazo. Solamente en el primer (p=0.0050) y tercer (p=0.0153) trimestre se
presentaron diferencias significativas entre los grupos de estudio.

Las concentraciones obtenidas de SHBG en cada trimestre de embarazo fueron
las siguientes: primer trimestre (664.9 £ 156.9 nmol/L con DMG vs 1269 + 269.9
nmol/L sin DMG; p=0.0050); segundo trimestre (15911 222.9 nmol/L con DMG vs
1919 £ 170.4 nmol/L sin DMG; p=0.0829) y tercer trimestre (1934+ 313 nmol/L con
DMG vs 2625 + 296.8 nmol/L sin DMG; p=0.0153)

El resultado obtenido en el primer trimestre de embarazo coincide a lo reportado
por Zhang et al. (2018), quienes ‘encontraron concentraciones disminuidas
significativamente en mujeres con DMG en comparacion del grupo de mujeres sin
DMG (93.9 £ 34.4 nmol/L vs 128.1 + 60.3 nmol/L; p=0.001). Dichos autores
concluyeron que los niveles bajos de dicha proteina durante el primer trimestre de
gestacion puede predecir el desarrollo de DMG.

Tawfeek et al. (2017) reportaron niveles significativamente bajos de SHBG en un
grupo de mujeres con DMG en comparacion de las mujeres sin DMG (23 nmol/L vs
78 nmol/L; p=0.001) en el segundo trimestre de embarazo. Por lo que concluyeron
que SHBG es un biomarcador potencialmente util para identificar a mujeres con
DMG.
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Figura 29. Concentraciones de SHBG en mujeres embarazadas con DMG y sin

DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de . embarazo. Los valores de p=0.0050 y
p=0.0153 son considerados como significativos. El valor de p fue obtenido por medio de la prueba U
de Mann Whitney.

3.6.2 Proteina de unién al factor de crecimiento 5 similar a la insulina

Con respecto a las concentraciones séricas de IGFBP-5 no se observa una
tendencia clara conforme avanza el embarazo en el grupo de mujeres con DMG y
sin DMG. La concentracion media de IGFBP-5 de las participantes con DMG fue
mayor que la del grupo sin DMG en cada trimestre de embarazo: primer trimestre
(311.3 £ 98.52 ng/mL con DMG vs 181.3 = 86.71 ng/mL sin DMG; p=0.2137),
segundo trimestre (499.9 + 167.9 ng/mL con DMG vs 204.3 + 89.79 ng/mL sin DMG;
p=0.1802) y-tercer trimestre (547.2 + 289.9 ng/mL con DMG vs 234.4 + 101.8 ng/mL
sin DMG; p=0.3918).Sin embargo, no se observo diferencia significativa entre los
grupos de estudio. En la Figura 30 se muestra la tendencia de los niveles séricos
de IGFBP-5 en cada grupo de estudio.
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Figura 30. Concentraciones séricas de IGFBP-5 en mujeres embarazadas con

DMG y sin DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de embarazo. Los valores de

p<0.05 son considerados como significativos. El valor'de p fue obtenido por medio de la prueba U
de Mann Whitney.

La IGFBP-5 tiene afinidad de unién a IGF-1, lo que evita la activacion de su
receptor (IGF-1R) (Bach, 2015).-Como se menciond anteriormente, IGF-1 es una
hormona similar en estructura a la insulina, por lo que también puede activar al
receptor insulinico. La activacion de IGF-1R y del receptor de insulina comparten
algunas vias de sefializacion, como la de PI3K y Akt dando como resultado la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica para la captacion de glucosa
(Haywood et al., 2019). Por lo tanto, un incremento de IGFBP-5 daria como
consecuencia en reducir la activacion de IGF-1 y por ende la disminucion de la
sensibilidad a la insulina.

Zhao et al. (2017) mostraron en un analisis protedmico de primer trimestre en
mujeres embarazadas con DMG y sin DMG que IGFBP-5 era una de las cuatro
proteinas expresadas diferencialmente, encontrandose significativamente

concentraciones mas altas en mujeres que desarrollaron posteriormente DMG.
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3.6.3 Proteina de unién a acidos grasos 4

Los resultados obtenidos de las concentraciones séricas de FABP4 indican que
las mujeres embarazadas con DMG presentan niveles altos de dicha proteina en
comparacioén del grupo de mujeres sin DMG en cada trimestre: primer (11.23 £1.71
ug/L con DMG vs 4.21 + 0.58 pg/L sin DMG), segundo (6.29 £ 0.73 pg/L.con DMG
vs 3.25 £ 0.64 pg/L sin DMG) y tercer trimestre (7.16 £ 0.90 pg/L con DMG vs 4.55
+ 0.82 sin DMG). Las diferencias significativas entre los grupos de estudio se
presentaron en el primer (p<0.0001), segundo (p=0.0006) y tercer (p=0.0100)
trimestre de embarazo. En la Figura 31 se muestra las los niveles séricos de FABP4

de los grupos de estudio en cada trimestre de embarazo.
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Figura 31. Concentraciones séricas de FABP4 en mujeres embarazadas con

DMG y sin DMG en el primer, segundo y tercer trimestre de embarazo. Los valores de

p<0.0001, p=0.0006 y p=0.0100 son considerados como significativos. El valor de p fue obtenido por
medio de la prueba U de Mann Whitney.

La FABP4 es una chaperona lipidica que transporta los acidos grasos generados
por la lipdlisis desde las gotas lipidicas hasta la utilizacion extracelular y/o
intracelular (Furuhashi et al., 2014). Una elevacioén en los niveles de FABP4 podria
conllevar a la acumulacion de acidos grasos libres de cadena corta y en
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consecuencia suprimir la activacion de proteinas en la via de sefalizacion de PI3K-
Akt. Por lo tanto, se inhibe glucdlisis, disminuye la captacion y utilizacion de glucosa

en musculos e higado (Trojnar et al., 2019).

En estudios previos, Tu et al. (2017) reportaron concentraciones elevadas
significativamente de FABP4 en el primer trimestre de embarazo en mujeres que
desarrollaron DMG con respecto a las mujeres que no presentaron dicha patologia
(23.9 ng/mL con DMG vs 16.8 ng/mL sin DMG; p<0.001). Concluyendo que las
concentraciones altas de FABP4 en el primer trimestre se asocian con un mayor

riesgo de desarrollar DMG.

Por otro lado, Ning et al. (2016) analizaron las concentraciones de FABP4 entre
las semanas 23-30 de gestacion, encontrando significativamente niveles séricos
elevados de esta proteina en el grupo DMG en comparacion del grupo sin DMG
(4,79 £ 2,11 ng/mL DMG vs 1,13 + 0,62 ng / mL sin DMG, p <0,01). Dicho autores

concluyeron que FABP4 puede servir como un nuevo biomarcador para DMG.

En nuestro estudio, la trayectoria longitudinal de los niveles de FABP4 en el grupo
con DMG, muestran que las concentraciones de dicha proteina disminuyeron del
primer al segundo trimeste, aumentando ligeramente del segundo al tercer trimestre
de embarazo. En cuanto al grupo sin DMG, los niveles de FABP4 permanecieron

sin cambios notables a lo largo del embarazo.

Zhang et-al. (2016) realizaron la medicion sérica de FABP4 en el segundo
trimestre, 24-28 semanas, (32.35 £ 3.06 ug/L DMG vs 22.01 £ 2.00 pg/L sin DMG;
p<0.001) y tercer trimestre, 237 semanas-1 semana antes del parto, (36.47 £ 4.00
pug/L DMG vs 21.79 + 1.32 ug/L sin DMG; p<0.01) obteniendo concentraciones
elevadas significativamente en el grupo de DMG tanto en el segundo como en el
tercer trimestre de embarazo. Al igual como en nuestro estudio, las mujeres con
DMG tuvieron un aumento de FABP4 del segundo al tercer trimestre, mientras que
el grupo sin DMG no presentaron cambios en los niveles de dicha proteina durante
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el embarazo. Los autores concluyeron que FABP4 pueder estar involucrada en el
desarrollo de DMG.

3.7 Curvas ROC de SHBG, IGFBP-5y FABP4 en el primer, segundo y tercer

trimestre de embarazo

Las curvas ROC es una herramienta que se utiliza con frecuencia para evaluar la
eficiencia diagndstica o precisidn de una prueba de diagndstico, con el objetivo de
diferenciar a los pacientes con enfermedad de los pacientes sin enfermedad (Carter
et al., 2016). Las concentraciones obtenidas de SHBG, IGFBP-5 y FABP5 fueron
utilizadas para construir sus respectivas curvas ROC en cada trimestre de
embarazo, con la finalidad de estimar el area bajo la curva (AUC, por sus siglas en
inglés) para comparar la capacidad discriminativa de distinguir pacientes con DMG
y sin DMG de cada proteina y determinar.el punto de corte en el que se alcanza la

sensibilidad y especificidad mas alta (Cerda & Cifuentes, 2012).

El AUC es una forma eficaz de resumir la precision diagnostica de la prueba para
discriminar pacientes con y sin la enfermedad a lo largo de todo el rango de puntos
de corte posibles. Toma valores de 0 a 1, donde un valor O indica una prueba
inexacta y un valor de 1 refleja una prueba perfectamente precisa. En general, un
AUC de 0.5 sugiere que no hay discriminacion, 0.51-0.69 se considera una prueba
deficiente, 0.7-0.79 una prueba aceptable, 0.8-0.89 nos indica una prueba buena y
0.9-0.99 una prueba excelente (Carter et al., 2016; Mandrekar, 2010).

Los diferentes puntos de la curva corresponden a los diferentes puntos de corte
utilizados para determinar si los resultados de la prueba son positivos (Mandrekar,
2010). Graficamente, el punto de corte de una escala continua que determina la
sensibilidad y especificidad mas alta corresponde al punto de la curva ROC mas
cercano al angulo superior-izquierdo del grafico (punto 0,100), es decir, mas
cercano al punto del grafico cuya sensibilidad=100% y especificidad=100%.
Ademas, al conocer los valores de sensibilidad y especificidad determinados por los

diferentes puntos de corte, se puede optar por aquel que determine la mayor
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sensibilidad o la mayor especificidad, segun sea el objetivo (Cerda & Cifuentes,
2012).

3.7.1 Curvas ROC en el primer trimestre de embarazo
En la Figura 32 se muestra las curvas ROC de las tres proteinas analizadas.en
el primer trimestre de embarazo, donde se observa que la proteina FABP4 presenta,

de manera general, una mejor curva ROC en comparacion con las otras dos
proteinas.

En el Cuadro 15 se muestras los resultados obtenidos del AUC de cada curva
ROC. De las tres proteinas, solamente el AUC de FABP4 y SHBG presentaron
significancia estadistica (p<0.0001 y p=0.0055, respectivamente). Al comparar el
AUC, estos valores sugieren que FABP4 discrimina de mejor manera que SHBG e
IGFBP-5 al grupo de mujeres embarazadas con DMG y sin DMG en el primer
trimestre de embarazo, debido a que el AUC de esta proteina es mayor que el AUC
de las dos proteinas restantes.
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Figura 32. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el primer trimestre de

embarazo. Circulo rojo representa el punto de corte 6ptimo de FABP4. FABP4: proteina de union

a acidos grasos 4; SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al

factor de crecimiento 5 similar a la insulina.
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Cuadro 15. AUC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el primer trimestre de embarazo

Primer trimestre

Proteina AUC Error 95% IC Valor p
estandar

FABP4 0.914 0.0506 0.8148-1.013 <0.0001

SHBG 0.7807 0.0797 0.6244-0.937 0.0055

IGFBP5 0.5979 0.1226 0.3577-0.8381 0.4173

AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; FABP4: proteina de unién a acidos grasos 4;
SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al factor de crecimiento

5 similar a la insulina.

Con base a los resultados obtenidos de la curva ROC, el punto de corte éptimo
de FABP4 en el primer trimestre de embarazo fue de >5.994 ug/L con una
sensibilidad de 84.21% y especificidad de 86.67%.

Tu et al. (2017) estimaron un punto de corte para FABP4 en el primer trimestre
de gestacion de >18.5 ng/mL, el cual arrojé6 una sensibilidad y especificidad de
81.8% y 71.2%, respectivamente, en mujeres chinas. Por lo tanto, los resultados de
este estudio indican que la proteina FABP4 podria ser considerada como un
candidato a biomarcador sérico para el diagndstico oportuno de DMG con alta
sensibilidad y especificidad en distintas poblaciones; sin embargo, el punto de corte

debera ser ajustado para cada etnia.

3.7.2 Curvas ROC en el segundo trimestre de embarazo

Las curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 del segundo trimestre de embarazo
se muestran en la Figura 33. FABP4 fue la mas sobresaliente con p=0.0009 y mayor
AUC que el resto de las proteinas en el segundo trimestre de gestacion. SHBG
estaria en una posibilidad de también explorarse con p=0.0798. Por lo tanto, FABP4
es la proteina que mejor discrimina a las pacientes con DMG y sin DMG. En el
Cuadro 16 se muestran los resultados obtenidos del AUC de las tres proteinas

analizadas.
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Figura 33. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el segundo trimestre de

embarazo. Circulo rojo representa el punto de corte 6ptimo de FABP4. FABP4: proteina de union

a acidos grasos 4; SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al

factor de crecimiento 5 similar a la insulina.

Cuadro 16. AUC de FABP4, SHBG e IGFBPS5 en el segundo trimestre de

embarazo

Segundo trimestre

Proteina AUC Error estandar 95% IC Valor p
FABP4 0.8351 0.0794 0.6794-0.9908 0.0009
SHBG 0.6772 0.0938 0.4932-0.8612 0.0798

IGFBP5 0.675 0.1189 0.4419-0.9081 0.1661

AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; FABP4: proteina de unién a acidos grasos 4;
SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al factor de crecimiento

5 similar a la insulina.

Respecto a los resultados obtenidos de la curva ROC, el punto de corte estimado
de FABP4 en el segundo trimestre de embarazo (24-28 semanas de gestacion) para
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discriminar a las mujeres embarazadas con DMG fue >3.634 pg/L con una
sensibilidad y especificidad de 89.47% y 86.67%, respectivamente. En estudios
previos, Ning et al. (2016) reportaron que el punto de corte 6ptimo de FABP4 para
distinguir a las pacientes con DMG entre las semanas 23-30 de gestacion fue de
1.96 ng/mL, con una sensibilidad de 86.96% y especificidad de 89.09%.

3.7.3 Curvas ROC en el tercer trimestre de embarazo
Las proteinas FABP4, SHBG e IGFBP5 se analizaron en el tercer trimestre con
la finalidad de evaluar la progresion de DMG conforme avanza el embarazo, una

vez que ha sido diagndsticada dicha enfermedad.

En la Figura 34 se muestra las curva ROC de las proteinas analizadas en el tercer
trimestre de gestacion. Las proteinas FABP4 y SHBG presentaron significancia
respecto a su AUC (p=0.0108 y p=0.0159, respectivamente), siendo FABP4 la que
mejor discrimina al grupo de pacientes con DMG en el tercer trimestre de gestacion
al ser la proteina con mayor AUC. En el Cuadro 17 se muestran los resultados
obtenido del AUC de FABP4, SHBG e IGFBP-5.
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Figura 34. Curva ROC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el tercer trimestre de

embarazo. Circulo rojo representa punto de corte 6ptimo de FABP4. FABP4: proteina de union a
acidos grasos 4; SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al

factor de crecimiento 5 similar a la insulina.
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Cuadro 17. AUC de FABP4, SHBG e IGFBP-5 en el tercer trimestre de embarazo

Tercer trimestre

Proteina AUC Error estandar 95% IC Valor p
FABP4 0.7579 0.0881 0.5852-0.9306 0.0108
SHBG 0.7439 0.0868 0.5737-0.914 0.0159

IGFBP5 0.6084 0.1192 0.3748-0.842 0.3692

AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; FABP4: proteina de unién a acidos grasos 4;
SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales; IGFBP-5: proteina de union al factor de crecimiento

5 similar a la insulina.

Con base en los resultados obtenidos de la curva ROC, el mejor punto de corte
de FABP4 que distingue al grupo de mujeres con DMG en el tercer trimestre de
embarazo fue >4.81 ug/L, proporcionando una sensibilidad de 84.21% y una
especificidad de 73.33%.

Por lo tanto, al interpretar. los valores de AUC nos sugiere que FABP4 es la
proteina que mejor discrimina las pacientes con DMG y sin DMG en cada trimestre
de embarazo, catalogando FABP4 como un potencial candidato para el diagnostico
oportuno en el primer trimestre del embarazo(AUC: 0.914), una prueba buena en el
segundo trimestre (AUC: 0.8351) y prueba aceptable en el tercer trimestre de
gestacion (AUC: 0.7579). La disminucién del AUC y, como consecuente, de la
sensibilidad y especificidad, de FABPP4 conforme avanza el embarazo podria estar
relacionado a las alteraciones hormonales y metabdlicas que se presentan en los

ultimos trimestres de la gestacion.
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3.8 Limitaciones del estudio

Las siguientes limitaciones del estudio deben ser consideradas. (1) Los analisis
estadisticos fueron ajustados por factores de riesgo conocidos de DMG; sin
embargo, no se excluye la posibilidad de otras variables confusoras, como la dieta,
actividad fisica, microbidta coldnica y comorbilidades relacionadas a la diabetes
mellitus. Estas variables que pudieran inducir confusion deben eventualmente
cuantificarse en estudios futuros de verse inmersas en relaciones causales
presuntas. (2) Los participantes incluidos en el estudio fueron mujeres adultas
mexicanas, quienes pudieran tener una alta susceptibilidad de desarrollar DMG y
sus complicaciones debido a predisposiciones genéticas, ya que dicha patologia es
mas frecuente en mujeres mexicanas que en otras mujeres latinas; por lo tanto, los
resultados obtenidos en este estudio deben ser cuidadosamente trasladados a otros
grupos étnicos. (3) El disefio de este estudio es considerado exploratorio debido al
relativamente bajo tamafio de muestra. Sin embargo, es importante destacar que
este es el primer estudio que lleva a cabo la evaluacion de proteinas séricas como
posibles biomarcadores para el diagnostico oportuno de DMG en mujeres

mexicanas.
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4. CONCLUSIONES

De los resultados presentados y analizados en este estudio se concluye que las
mujeres embarazadas con DMG presentan niveles elevados de glucosa en
comparacion con las mujeres sin DMG desde el primer trimestre de gestacian, lo
gue nos indica que estas pacientes comienzan a presentar alteraciones metabdlicas
de los carbohidratos en etapas tempranas del embarazo. Sin embargo, debido a la
presencia de resistencia a la insulina; las mujeres embarazadas pueden presentar
normoglucemia, lo que dificulta el diagndstico de DMG en el primer trimestre de
embarazo. El presente estudio muestra que la proteina FABP4 presenta una alta
sensibilidad y especificidad para discriminar entre mujeres sin DMG y con DMG en
el primer trimestre de gestacion, por lo que esta proteina podria ser propuesta como
un biomarcador sérico para el diagnostico temprano de DMG. Sin embargo, la
sensibilidad y especificidad de la proteina FABP4 disminuye conforme avanza el
embarazo; por lo que no puede ser propuesta como biomarcador de progresiéon de
la DMG.
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Anexo B. Carta de consentimiento informado para participar en investigacion
con la Universidad Auténoma de Querétaro

La DIABETES MELLITUS GESTACIONAL se caracteriza por tener la
concentracion de glucosa elevada en sangre solamente durante el embarazo es
diagnosticada en el segundo trimestre de embarazo. Dicha enfermedad tiene que
ser monitoreada cuando ésta se diagnostique, debido a que puede conllevar
complicaciones durante y después del embarazo; por ejemplo: usted puede llegar a
padecer Diabetes Mellitus tipo 2 después del embarazo en un lapso de 2-5 afios,
infecciones en vias urinarias, su bebé puede llegar a padecer macrosomia (talla y
peso elevado al nacer), los nifos pueden padecer obesidad en su infancia.
Estadisticamente la Diabetes Mellitus Gestacional tiene una incidencia del 3-10% a

nivel mundial, por lo que se considera una cifra relativamente alarmante.

La Q.F.B. Samantha Arias Covarrubias ha solicitado su consentimiento para que
lleve a cabo una serie de evaluaciones con el fin de obtener informacién y muestras
sanguineas que le brindaran informacion necesaria para realizar su proyecto de
investigacion: Identificacion de un panel de mdultiples biomarcadores de
diagnéstico temprano de diabetes mellitus gestacional.

El fin de la investigacion es identificar biomarcadores de diagnostico temprano para
la diabetes mellitus gestacional, esto con el fin de crear una herramienta preventiva
para el tratamiento y acompafamiento en pacientes con diabetes mellitus
gestacional y que ademas tiene como fin la realizacidn de tesis para la obtencion de
grado académicos de Maestro Quimica Clinica Diagnéstica.
Para poder participar en el procedimiento, sera necesario generar un expediente,
qgue servira como herramienta para la extraccion de informacion, para esto, debera
de cumplir con los siguientes criterios:

e Tenerentre 18 y 40 anos

e Ascendencia mexicana

e Estar en el primer trimestre de gestacion
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Una vez cumplidos los criterios mencionados, y si acepta formar parte del presente
proyecto de investigacion, se integrara en los siguientes procedimientos, los cuales

se llevaran a cabo en sus visitas pre-natales. Elaboracion de expediente personal.

eHistorial clinico prenatal
o La informacién prenatal sera obtenida de la informacion
recopilada por el médico en sus consultas prenatales.
e Cuestionario de habitos alimenticios
o Se aplicara una encuesta de frecuencia de alimentos, con el fin
de conocer cuales han sido sus habitos alimentarios durante el
trimestre.
eMedicion de parametros antropométricos y presion arterial.
o Se realizara la medicion de estatura, peso, circunferencia de
cintura y circunferencia de cadera, con el fin de identificar si presenta
sobrepeso u obesidad.
. Es necesario que se presente en pants 6 short, playera
de manga corta o top, sin pulseras y/o objetos metalicos.
eToma de muestra de sangre:

o Se realizara la toma de una muestra de 5 mL de sangre de su
brazo no dominante.
. Es necesario que se presente con un ayuno de 8 h.

Riesgos. No existen riesgos potenciales por su participacion en este estudio, sin
embargo, puede ser que la toma de muestra de sangre le cause un poco dolor a
usted y que se presente un pequefo moretdn (esto depende de la sensibilidad de
la piel). No a todos les pasa; estas molestias son normales. La toma de muestra de
sangre se hara por personal calificado y utilizando material estéril y desechable. En
caso de presentar algun malestar como resultado directo de la toma de muestra de
este estudio, se le brindara atencion médica gratuita.

De llegar a padecer diabetes gestacional puede llegar a presentar algunas
complicaciones (infecciones urinarias, aumento en el tamano de feto, llegar a
presentar diabetes tipo Il) a las cuales se le dara seguimiento médico para que no
lleguen a presentarse, al igual que se le recomendara con un nutridlogo para tratar

la dieta adecuada.
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Beneficios: Todos los procedimientos del estudio se proporcionaran sin ningun
costo para usted. Recibira los resultados de los analisis de glucosa y perfil de lipidos
de cada trimestre, asi como los resultados del diagnostico de diabetes mellitus
gestacional. Ademas, con su participacion en este estudio contribuira a la
generacion de informacion cientifica con respecto a la identificacion de nuevas

herramientas para identificar de manera temprana la diabetes mellitus gestacional.

Confidencialidad: Su participacion en este estudio sera confidencial, es decir, no
se hara referencia de usted, de su hijo o de su familia'por su nombre en ningun
reporte del estudio. Se asigna un numero de caso y las iniciales para cada
participante. Solo los investigadores y médicos del estudio contaran con sus datos
completos. La Universidad Auténoma de Querétaro manejara los datos con
numeros de identificacion, codigos e iniciales y por ningun motivo sera revelada la
identidad de su hijo(a).

Participacion voluntaria: Su participacion es voluntaria y es su decision. Si usted
desea abandonar el estudio puede hacerlo con previo aviso a [Q.F.B. |1za Fernanda
Pérez Ramirez], [ No. Telefonico (442) 192-1200 extensién 5586, correo electronico:
iza.perez@uaq.mx] Si usted acepta participar, se compromete a proporcionar
informacion veraz y seguir las instrucciones del estudio, ademas de acudir a sus

citas programadas.

Informacién de contacto. Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion en
el estudio o desea la opinion de otra persona fuera del estudio, usted puede
consultar a su médico de confianza. En caso de que usted quiera ampliar la
informacion acerca del proyecto usted puede comunicarse con la investigadora
responsable del proyecto, la Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez de la UAQ, al
teléfono (442) 192-1200 extension 5586.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo entiendo que mi participacion es voluntaria y que tengo el derecho de no aceptar
participar en el proyecto, si esta es mi decision. Entiendo que yo me puedo retirar
del estudio en cualquier momento, incluso cuando éste ya haya comenzado. Yo he
leido o me han leido esta informacion y se me ha dado la oportunidad de hacer
preguntas sobre el estudio. Las respuestas a mis preguntas fueron resueltas de
manera satisfactoria y se me ha dado una copia de este consentimiento. He recibido
la explicacion del estudio y sus términos. Libremente y sin presion alguna doy mi

consentimiento para participar en este estudio.

PARTICIPANTE:

Nombre:

Domicilio:

Teléfono fijo: Teléfono movil:

Firma: Fecha:

TESTIGO 1:

Nombre:

Domicilio:

Teléfono fijo: Teléfono movil:
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Firma:

TESTIGO 2:

Nombre:

Fecha:

Domicilio:

Teléfono fijo:

Firma:

Teléfono movil:
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Fecha:




DECLARACION DEL INVESTIGADOR
Yo o mi representante hemos discutido con el participante la naturaleza y propdsito
del estudio, asi como los posibles riesgos y beneficios de su participacion.
Considero que el participante ha recibido la informacién completa con un lenguaje
comprensible y apropiado, ademas de haberle contestado sus dudas.

INVESTIGADOR RESPONSABLE O REPRESENTANTE

Nombre:

Firma: Fecha:

] L

Folio Iniciales
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Anexo C. Datos clinicos y personales

Nombre:

Edad: Semanas de gestacion:

Teléfono:

Antecedentes

familiares de diabetes: Si No

DMG en previo
embarazo: Si No

No. de embarazos:

Abortos:

Césareas:

Presion: Normal Baja Alta

Peso actual: Kg

Talla: m

Peso pregestacional Kg

IMC actual: Kg/m?

IMC pregestacional Kg/m?
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Anexo D. Cédigos R para PCA y Biplot del PCA

setwd("/users/samantha_arias/Desktop/PCA/")

library("factoextra")
library("missForest")
library("FactoMineR")
library("Hmisc")
library("ved")
library("gridGraphics")
library("gridExtra")

library("cowplot")

data<-read.csv("Proteinasiertrim.csv", header=TRUE, sep=

na.strings="")

data

##Normalizacion de los datos
#Normalizacion raiz cuadrada
data_normp<-(sqrt(data[,2:10]))
#Normalizacion
data_norm<-((data[,2:10]))

#Normalizacion logaritmo

data_normpp<-(log(data[,2:10]))#logaritmo

row.names="|D",



##Extraer la informacion de los grupos para diferenciarlos en el grafico
#PCA con datos normalizados
pcaall.comp<-prcomp(data_normp)
pcaall.comp<-prcomp(data_normp[,2:10])
pcaall.comp
summary(pcaall.comp)
#PCA sin normalizacion de los datos
pcaall.comp<-prcomp(data)
pcaall.comp<-prcomp(data[,2:10])
pcaall.comp
summary(pcaall.comp)
#Graficos de PCA
a<-fviz_pca_ind(pcaall.comp,
col.ind = groups, # color by groups
palette = "grey",
addEllipses = TRUE, # Concentration ellipses
ellipse.type = "confidence", ellipse.level=0.95,
legend.title = "Groups",

repel = TRUE,
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ggtheme= theme_minimal()

)

b<-fviz_pca_biplot(pcaall.comp, axes=c(1,2), repel = TRUE,
#habillage= groups,

palette = "grey",

col.var = "black", # Variables color

col.ind = "grey", # Individuals color

#addEllipses=TRUE, # ellipse.level=0.75,
ggtheme = theme_minimal()

)

groups <- as.factor(data$Diagnostico)
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