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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la asociacion de omentina-1 con factores inflamatorios en suero y tejido
adiposo visceral (TAV) de mujeres con diabetes mellitus gestacional (DMG) comparadas
con mujeres con tolerancia normal a la glucosa (TNG). Ademas, examinar su correlacion

con caracteristicas clinicas maternas.

Métodos: Estudio transversal comparativo con 116 mujeres con DMG y 115 mujeres con
TNG muestreadas en el momento de la cesarea. Se determinaron las concentraciones
séricas de omentina-1, de las citocinas proinflamatorias IL-13, IL-6, TNF-a y de las
antiinflamatorias IL-1RA e IL-10. Ademas, se midieron los niveles de mRNA de estas
moléculas en TAV, junto con los factores inflamatorios involucrados en la via NF-kB (TLR2,
TLR4, NF-kB, IKKB).

Resultados: Las concentraciones séricas de omentina-1 fueron menores, mientras que las
de IL-1B, IL-1RA e IL-10 (p=0.005, p=0.007 y p=0.015, respectivamente) fueron mayores
en mujeres con DMG comparadas con el grupo TNG. En todas las mujeres, las
concentraciones de omentina-1 correlacionaron negativamente con el indice de masa
corporal (IMC) previo y al final del embarazo, y con el HOMA-IR, pero, no correlacionaron
con las concentraciones de las citocinas. Los niveles de mRNA de TLR2, TLR4, IL-1, IL-
1RA, IL-6 e IL-10 en TAV fueron menores en DMG en comparacién con TNG (p<0.05 para
todos). En el andlisis multivariante, el IMC al final del embarazo correlacioné
significativamente con las concentraciones de omentina-1 en todas las mujeres (p<0.05).
Ademas, los niveles de mRNA de omentina-1 correlacionaron con los niveles de expresion

de los marcadores inflamatorios en todas las mujeres (p<0.05).

Conclusion: Las concentraciones séricas y los niveles de expresion de omentina-1 no
estan relacionadas directamente a la DMG; no obstante, las mujeres con DMG tienen un
estado inflamatorio alterado en TAV. Ademas, no se observo una asociacion sistémica entre
omentina-1 y factores inflamatorios, pero si una asociacion entre sus niveles de expresion
génica en todas las mujeres, indicando que la expresion de estas adipocinas se relaciona

independientemente de la DMG.

Palabras clave: Omentina-1, Diabetes mellitus gestacional, Tejido adiposo visceral,

Inflamacioén, Citocinas.



Abstract

Purpose To investigate the association of omentin-1 and infammatory factors in serum and
visceral adipose tissue (VAT) of women with gestational diabetes mellitus (GDM) compared
to preghant with normal glucose tolerance (NGT) subjects. Furthermore, to examine their

correlation with maternal clinical characteristics.

Methods We compared 116 GDM women to 115 NGT women, at the time of cesarean
section. Circulating omentin-1 and pro-infammatory (IL-1B, IL-6, TNF-a), and anti-
infammatory cytokines (IL-1RA, IL-10) were examined. Moreover, their mMRNA expression
in VAT, along with infammatory factors involved in the NF-kB pathway (TLR2, TLR4, NF-kB,

IKkB), were examined.

Results Circulating omentin-1 (p=0.022) was lower and circulating IL-1-B, IL-1RA, as well
as IL-10 (p=0.005, p=0.007, and p=0.015, respectively), were higher in GDM compared to
NGT women. Omentin-1 correlated negatively with prepregnancy and gestational BMI, and
HOMA-IR in all women, but was not associated with cytokines. TLR2, TLR4, IL-18, IL-1RA,
IL-6, IL-10 mRNA expression in VAT was lower in GDM compared with controls (p<0.05 all).
In multivariate analysis, BMI at delivery was signifcantly correlated to omentin-1
concentrations in all and NGT subjects. In addition, omentin-1 expression was correlated to

infammatory gene expression in all, GDM and NGT, women (p<0.05 all).

Conclusion Serum levels and VAT gene expression of omentin-1 are not independently
linked to GDM; notwithstanding, GDM women have a VAT-altered infammatory status. In
addition, no systemic association between omentin-1 and infammatory factors was found,
whereas associations between their expression in all women were observed, indicating that

expression of these adipokines is linked between them regardless of GDM.



Abreviaturas

ACOG: Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia
ADA: Asociacion Americana de Diabetes

ADIPS: Sociedad Australiana de Diabetes en el Embarazo
AGL: Acidos Grasos Libres

Akt: Proteina Cinasa B

AMPK: Cinasas de Adenina Monofosfato

ApoE: Apolipoproteina E

CDA: Colegio Americano de Diabetes

CDKS5: Cinasa Dependiente de Ciclina 5

CDKALL1: Proteina 1 Asociada a CDK5

Ct: Ciclo de Umbral

CT: Colesterol Total

CTOG: Curva de Tolerancia Oral a la Glucosa

DMG: Diabetes Mellitus Gestacional

DMT2: Diabetes Mellitus Tipo 2

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ECPT: Proteina Transportadora de Esteres de Colesterol
ECV: Enfermedades Cardiovasculares

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

FID: Federacion Internacional de Diabetes

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia



GAPDH: Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa

GLUT4: Transportador de Glucosa 4

HAPO: Resultados Adversos de Hiperglicemia en el Embarazo
HDL: Lipoproteinas de Alta Densidad

HOMA-IR: Modelo Homeostatico para Evaluar la Resistencia a la Insulina
hPGH: Hormona de Crecimiento Placentario Humano

hPL: Lactogeno Placentario Humano

IADPSG: Asociacién Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y Embarazo
IGF: Factor de Crecimiento Similar a la insulina

IKKB: Inhibidor del Factor Nuclear kappa-B Cinasa

IL-1: Interleucina 1

IL-183: Interleucina 1 beta

IL-1RA: Antagonista del Receptor de Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IL-10: Interleucina 10

IMC: indice de Masa Corporal

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

IP3K: Fosfatidil Inositol 3 Cinasa

IR: Resistencia a la Insulina

IRS-1: Sustrato del Receptor de Insulina 1

JNK: Cinasa N-terminal de C-Jun

LDL: Lipoproteina de Baja Densidad

LPL: Lipoproteina Lipasa



M1: Macrofagos proinflamatorios

M2: Macrofagos antiinflamatorios

MAPK: Cinasas Activadas por Mitbgenos

MCP1: Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1
MTNR11B: Proteina Reguladora de Glucoquinasa
NDDG: Grupo de Datos Nacionales de Diabetes
NF-kB: Factor de Nuclear kappa B

NHI: Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos de América
NPY: Neuropéptido Y

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAI-1: Inhibidor del Activador del Plasminégeno 1
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

gRT-PCR: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa, Transcriptasa Reversa en

Tiempo Real.

PDK: Cinasas Dependientes de Fosfatidilinositol
PGE2: Prostaglandina E2

PI13,4,5P: Fosfatidil Inositol 3,4,5 Trifosfato
P14,5P: Fosfatidil Inositol 4,5 Difosfato

Pl4-P: Fosfatidil Inositol 4 Fosfato

RBP-4: Proteina de Union al Retinol 4

RNA: Acido Ribonucleico

SDG: Semanas De Gestacion

SOCS3: Supresor de la Sefializacion de Citocinas 3



SOP: Sindrome de Ovario Poliquistico

STAT3: Transductor de Sefial y Activador de la Transcripcion 3
TAB: Tejido Adiposo Blanco

TAM: Tejido Adiposo Marrén

TAV: Tejido Adiposo Visceral

TCF7L2: Factor de Transcripcion 7 Tipo 2

TG: Triglicéridos

TGF: Factos de Crecimiento Transformante Beta
TLR: Receptor tipo Toll

TLR-2: Receptor Tipo Toll 2

TLR-4: Receptor Tipo Toll 4

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa

TNG: Tolerancia Normal a la Glucosa

TVP: Trombosis Venosa Profunda

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

VLDL: Lipoproteinas de muy Baja Densidad



Lista de figuras

© 0 N o g b~ wWwDdhPRE

Sobrepeso y obesidad ENSANUT
Prevalencia mundial de DMG

Disfuncién de células beta de Langerhans
Mecanismos de sefializacion DMG
Accion de los TLRs

Adipocinas secretadas por el TAB
Disfuncién del TAB

Estructura de Omentina-1

Vias de sefalizaciéon de Omentina-1

10. Efectos benéficos de Omentina-1

Lista de Tablas

© © N o o b~ 0w DhPE

Clasificacion del IMC por la OMS.

Criterios diagnostico de DMG.

Omentina-1 en DMG.

Reaccion de expresién en PCR

Caracteristicas generales.

Pardmetros bioquimicos.

Expresion en TAV de IL-1RA, TNF-qa, IKK, NF-Kb.
Correlaciones de Omentina-1 en TAV.

Regresion lineal multiple Omentina-1 en suero.

10.Regresion lineal multiple Omentina-1 en TAV.

11.Regresion logistica.



Lista de Graficas

1. Omentina-1 en suero

2. IL-1B, IL-1RA e IL-10 en suero

3. IL-6 y TNF-a en suero

4. Expresion de Omentina-1 en TAV
5.
6
7
8
9

Expresion de IL-1B, IL-6 e IL-10 en TAV

. Expresion de TLR-2y TLR-4 en TAV
. Cocientes de TNF-a -NF-kB - IKK / IL-10
. Correlacion de Omentina-1 en suero con expresion en TAV

. Correlacion de Omentina-1 en suero con caracteristicas clinicas.

10. Correlacion de Omentina-1 en suero con caracteristicas bioguimicas.

11.Correlacién de Omentina-1 en suero con caracteristicas bioquimicas.

12. Correlacion de Omentina-1 en suero con citocinas.

10



Capitulo 1 Marco Teorico
1.1 Sobrepeso y Obesidad

El sobrepeso y la obesidad consisten en una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que representa un riesgo para la salud. En adultos, la clasificacion de estos
estados nutricionales se realiza con base al indice de masa corporal (IMC), cuya
determinacion es sencilla dividiendo el peso en kilogramos sobre el cuadrado de la
talla en metros (kg/m?). La clasificacién del IMC por parte de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se muestra en la Tabla 1*.

CLASIFICACION IMC (Kg/m?)
Bajo <185
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad Grado | 30.0-34.9
Obesidad Grado I 35.0-39.9
Obesidad Grado Il (moérbida) > 40.0

Tabla 1. Clasificacion del IMC segun la OMS?

En el 2016, la OMS reportd una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
en personas adultas mayores de 18 afios del 52% (39.0 % con sobrepesoy el 13.0
% con obesidad). El problema ha adquirido proporciones de epidemia; mas de
cuatro millones de personas mueren por causas relacionadas con el sobrepeso y la

obesidad 1.

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) report6 una
prevalencia en adultos de mas de 20 afios de 75.2 % (39.1 % con sobrepeso y el
36.1 % con obesidad)® ?

El sobrepeso y la obesidad resultan del desequilibrio entre la energia ingerida y el

gasto de esa energia, es decir, un aumento de la ingesta de alimentos de alto
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contenido calérico y una disminucién de la actividad fisical. El sobrepeso y la
obesidad son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades como la
hipertension arterial, dislipidemia, enfermedades cardiovasculares,
osteoarticulares, apnea del suefio, algunos tipos de cancer como el de mama,
ovario, higado, préstata, biliar, renal, colon y, en mayor medida, la diabetes mellitus
tipo 2 (DMT2)34,

1.1.1 Sobrepeso y obesidad en la mujer en edad fértil
La ENSANUT identific6 una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en

mujeres en edad reproductiva (20-49 afios) del 76.8 % (Figura 1)>°.

Prevalencia de Sobrepeso y Obesidad

100 ~
80 A
60 A
40 A

20 A

0 1
H Sobrepeso Obesidad

Figura 1. Mujeres con sobrepeso y obesidad en edad reproductiva, ENSANUT®.

Estas cifras se traducen en que 6 de cada 10 mujeres embarazadas tengan
sobrepeso u obesidad, lo que origina un embarazo de alto riesgo, de manera que
se debe vigilar la ganancia de peso gestacional. Se recomienda que la ganancia de
peso durante el embarazo en mujeres con IMC inferior a 18.5 sea entre 12.5y 18
kg, con normopeso de 11.5 a 16 kg, con sobrepeso entre 6.8 y 11.3 kg y con
obesidad de 5 a 9 Kg. Para aquellas que estan embarazadas de gemelos, las
recomendaciones preliminares para el aumento total de peso son: con peso normal
de 16.8 a 24.5 kg, con sobrepeso de 14.1 a 22.7 kg y mujeres obesas de 11.5 a
19.1 kg0,
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1.1.2 Complicaciones pregestacional

La obesidad en la mujer se asocia al desarrollo de mudltiples alteraciones y

enfermedades, siendo las mas comunes las que a continuacion se describen.

e Cardiovasculares
En el estudio de Framingham, se encontré que la obesidad es un factor de riesgo
para cardiopatia isquémica, hipertension arterial y dislipidemia. En otro estudio
realizado en personas obesas sin diabetes y con IMC>35, se observaron elevados
niveles de glucosa, acido urico, triglicéridos, tension arterial sistélica y diastdlica,

que se traducen en un mayor riesgo coronario® ° .

e Infertilidad
La probabilidad de ser infértil es tres veces mayor para mujeres obesas que para
mujeres con peso normal. El cambio endocrino més importante en la obesidad es la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina periférica'®>. La infertilidad
relacionada a la obesidad e hiperinsulinemia se ha explicado por el efecto de la
insulina sobre la esteroidogénesis, que estimula y aumenta la secrecién de
estrogenos, progesterona y andrégenos, produciendo hiperandrogenismo y por lo

tanto anovulacionit12,

e Fecundacion in vitro
Los procesos de fecundacién in vitro en mujeres obesas bajo hiperestimulacion
ovarica controlada requieren de altas dosis de gonadotropinas debido a la

resistencia a la accion de las mismas3-14,

e Sindrome de Ovario Poliquistico
Diversos reportes convergen en que la obesidad puede promover el desarrollo del
sindrome de ovario poliquistico (SOP), de tal modo que los sintomas de SOP
pueden mejorar con una pérdida de peso del 5% a 10%*° 16, El papel de la obesidad
en la patogénesis de SOP parece estar relacionado principalmente con un aumento

de la resistencia a la insulina 1.
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e Cancer
Estudios epidemioldgicos han demostrado que la obesidad es factor de riesgo de
algunas neoplasias. En la mujer obesa, existe un mayor riesgo de carcinoma de
endometrio, mama, ovario, cérvix, vesicula y vias biliares. En estudios recientes se
ha demostrado que la hiperinsulinemia, los elevados niveles de IGF-1 y el cimulo
de grasa abdominal son marcadores de alto riesgo de cancer de mama, al igual que
las concentraciones elevadas de estradiol y testosterona®® °.

e Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
Existe una asociacion entre el IMC y la DMT2, de tal modo que, en general, las
personas con DMT2 tienen un IMC promedio de 29.5. Por otro lado, el riego de
DMT2 aumenta al incrementar el IMC. Se piensa que la relacién obesidad-DMT2 se
debe a que la primera altera el funcionamiento del receptor de insulina, lo que
condiciona una hiperinsulinemia compensadora, a lo que le sigue el agotamiento de
las células del pancreas, la insuficiente produccion de insulina y el aumento de los

niveles de glucosa en sangre?® 21,

1.1.3 Complicaciones obstétricas

La obesidad predispone a complicaciones tanto a la madre como al producto.

1.1.3.1 En el hijo. La obesidad en el embarazo se asocia con las siguientes
alteraciones en el producto.

¢ Malformaciones congénitas
En mujeres con sobrepeso y obesidad, por cada unidad de aumento del IMC el
riesgo de malformacion congénita se incrementa 7%. El riesgo de espina bifida
es tres veces mayor en mujeres obesas que en mujeres con peso normal. Existe
evidencia que demuestra un aumento especifico en el riesgo de defectos del tubo
neural®® cardiopatias, hidrocefalia, labio leporino, paladar hendido, defectos del
tracto urinario y genitales, anomalias de reduccion de extremidades, parto
prematuroy sepsis cerebral. En cuanto a los defectos de pared abdominal, algunos

autores han descrito un aumento en la prevalencia de onfalocele??23,
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e Prematurez
Se ha reportado un aumento significativo en la incidencia de recién nacidos
prematuros de madres obesas 24,

e Mortalidad neonatal
La mortalidad neonatal aumenta tres veces en mujeres obesas y el riesgo es aun
mayor en mujeres con obesidad mérbida?®.

e Macrosomia
Una de las complicaciones comunmente identificada es el mayor crecimiento fetal,
de manera que la frecuencia de neonatos grandes para la edad gestacional (>4.0
kg) es significativamente mayor en mujeres obesas?®. Interesantemente, el IMC
elevado al inicio de la gestacion influye mas en el desarrollo macrosémico del feto
que la ganancia ponderal durante el embarazo?’.

e Distociade hombros
Es una de las complicaciones mas graves en el parto por el gran tamafio del recién
nacido. Su presentacion es impredecible, sorpresiva, potencialmente fatal y debe
resolverse de forma inmediata, en un plazo menor a cinco minutos. Cedergren y
cols. encontraron una frecuencia tres veces mayor en las pacientes con obesidad
morbida?®. Estos hallazgos se deben a la frecuencia mas alta de fetos
macrosémicos, quienes tienen mayor riesgo de distocia?®.

e Alteraciones metabolicas
Ademas, estos recién nacidos de madres con elevado peso pueden presentar
hipocalcemia, hiperbilirrubinemia®®°. En la infancia, los hijos de mujeres obesas
muestran alteraciones como incremento en la adiposidad, resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, asma, etc. En edad adulta, estos pacientes tienen mas
riesgo de presentar obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y
DMT23,

1.1.3.2 En la madre
Las principales complicaciones obstétricas en mujeres obesas son induccion de

parto, mayor numero de cesareas, parto instrumentado, anestesia, eventos
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trombaticos, aborto espontaneo temprano, hipertension gestacional, preeclampsia,

eclampsia, apnea obstructiva del suefio y embarazo prolongado.

e Induccién al parto

La obesidad confiere un mayor riesgo de embarazo prolongado, de manera que
estas mujeres tienen tres veces mas riesgo de tener un parto inducido. Estos
hallazgos han sido similares al estudiar diferentes grupos étnicos y diferentes

edades 3233,
e Ceséarea

El IMC se relaciona con la capacidad de las mujeres primiparas a dar a luz por parto
vaginal. La mayoria de los estudios realizados muestran un incremento de la tasa
de cesareas en mujeres con obesidad. Interesantemente, dentro de las
comorbilidades que podrian justificar por si mismas una elevada tasa de cesareas,
la obesidad es la principal. El estudio multicéntrico prospectivo de Dietzl evalué la
relacion entre el IMC y la tasa de cesareas, y sus resultados revelaron una tasa de
ceséareas del 15% en mujeres con normopeso, frente al 30 y 39% en gestantes
obesas y obesas marbidas respectivamente®*.

e Parto instrumentado

Pocos estudios contemplan la relacion del IMC con el parto instrumentado.
El trabajo de Kabiru y cols., quienes clasificaron a las mujeres segun el IMC previo
al embarazo, encontré que el incremento en la categoria de IMC en mujeres con
sobrepeso esta asociado a mayor tasa de partos instrumentado, sin distincion entre
ventosa, forceps o espatulas. En su cohorte de estudio, el 11% de las gestantes con
sobrepeso al principio de la gestacion que habian subido una categoria en la

clasificacién de IMC al final de la misma, tuvieron un parto instrumentado®.

e Anestesia obstétrica
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En gestantes obesas se observan con mayor frecuencia complicaciones asociadas
a la anestesia, como aumento del nimero de intentos y de la tasa de fallos de la
anestesia epidural, puncién epidural inadvertida y dificultad de intubacién. Por este
motivo, es recomendable una evaluacion precoz de todas las gestantes obesas por

parte del anestesista para preparar un plan de anestesia en el parto 36
e Trombosis

La trombosis venosa profunda (TVP) se presenta en una gran cantidad de personas
obesas. Las mujeres con un IMC> 30 kg/m? tienen un doble riesgo de trombosis
durante el embarazo que las mujeres no obesas?®. El incremento del riesgo de TVP
en mujeres con IMC alto es mas pronunciado en aquellas con alteraciones de los
factores de la coagulacion, los cuales se presenta fisiolégicamente durante el
embarazo y se caracterizan por el aumento de los factores procoagulantes y una
disminucién de la fibrinélisis®”:*8. En un estudio con 683 gestantes con un IMC> 29
kg/m?, comparadas con un grupo de 660 gestantes con IMC de 20-25 kg/m2, se
observo un incidencia de trombosis del 2.5% en las obesas y del 0.6% en el grupo

con peso normal®.

Ahora bien, estas complicaciones varian dependiendo del grado de obesidad, por
ejemplo, las mujeres con obesidad grado | presentan mayor nimero de cesareas y
parto prematuro entre las 32-36 semanas de gestacion (SDG), mientras que en
mujeres con obesidad grado Il hay una alta incidencia de partos prematuros,
generalmente antes de la SDG 32, y en la obesidad mérbida existe un aumento
significativo de riesgo para parto prematuro con ruptura prematura de membranas

fetales?> 28,
Entre otras complicaciones se encuentra el alto nUmero de hemorragias, infecciones

posparto con riesgo de septicemia®® y el desarrollo de diabetes mellitus gestacional
(DMG)*-42,
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Capitulo 2 Diabetes Mellitus Gestacional

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la DMG se define
como cualquier grado de intolerancia a la glucosa detectada por primera vez en el
embarazo entre el segundo y tercer trimestre y que claramente no es una diabetes

preexistente 43,

2.1. Epidemiologia

La prevalencia mundial de la DMG varia dependiendo de las caracteristicas de la
poblacién estudiada y los criterios diagnésticos a utilizados**. Basados en estudios
realizados en el periodo de 2005-2015, se ha reportaron una prevalencia mundial
de DMG del 1% al 30%, siendo mas alta en el Medio Oriente y algunos paises del
norte de Africa, con una mediana del 15.2%, seguido de Asia sudoriental con una
mediana del 15.0%; Pacifico Occidental 10.3%; Sur y Centro de América con
11.2%; Africa subsahariana con 10.8% y América del Norte y el Caribe con una
mediana del 7.0%. La prevalencia mas baja de DMG se observa en Europa con una
mediana de 6.1%. Incluso dentro de cada region, se observa una variacion
considerable, tanto dentro y entre paises. Por ejemplo, en el Pacifico Occidental, la
prevalencia es de 4.5% en Japon y 18.0% en Singapur. Por el contrario, entre los
paises de América del Norte, la prevalencia de DMG es relativamente consistente®®,

En México, la prevalencia de DMG varia del 3.0 al 19.6 %% (Figura 2).
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Figura 2. Prevalencia mundial de DMG 2005-2015. Mediana % (rango intercuartilico). Modificado
de Mclintyre, H. David, Catalano, Patrick 45.

2.2. Factores deriesgo

e Sobrepeso y obesidad
En el estudio realizado por Baeten*’, se observé que el riesgo de diabetes
gestacional es mayor a dos veces en las mujeres con sobrepeso (IC 95% 2.0-2.9),
de la misma manera lo reporté Hashim en 2019 con un riesgo de 2.37 “8, Otra
investigacion reportd que en mujeres con obesidad grado | el riesgo fue de 3.01, en
mujeres con obesidad grado Il fue de 5.55 #° y en mujeres con obesidad grado Ill el

riesgo fue de 8.56 5051,

e Genéticos

Se ha reportado varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) asociados a
mujeres con DMG y DMT2. Se observo un mayor riesgo de DMG con TCF7L2
(rs7903146), MTNR11B (rs10830963), GCKR (rs780094). De tal manera, que la

variante GCK se asocié con una mayor glucosa en ayunas en 755 mujeres con
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DMG europeas del Reino Unido y la variante TCF7L2 se asocio con DMG en

mujeres escandinavas, coreanas y mexicoamericanas®?.

e Edad
Varios estudios reportan que la edad es un factor importante para el desarrollo de
DMG, por lo que mujeres mayores de 35 afos tienen mayor riesgo de desarrollar
DMG?®3%4, En un estudio prospectivo, se reportdé que mujeres mayores de 40 afios
tenian mas del doble de riesgo de desarrollar DMG en comparacion con mujeres
menores de 30 afios. También se ha mencionado que en mujeres portadoras de un
feto masculino aumenta el riesgo de DMG, y algunos trabajos sugieren un mayor
riesgo de DMG en embarazos gemelares. La Federacion Internacional de Diabetes
(FID) reporta que a mayor edad mayor es la prevalencia de hiperglicemia en el
embarazo, la cual puede aumentar hasta el 36 % para mujeres con edad superior a

44 afios®®.

e Etnia

Las caracteristicas de las poblaciones en estudio pueden contribuir a la variabilidad
para el desarrollo de la DMG. Se han observado distintas prevalencias segun la
etnia, de manera que mujeres filipinas tienen una prevalencia del 10,9%, las
asiaticas del 10,2%, las mujeres blancas no hispanas del 4.5% y las afroamericanas
con 4.4%. Las mujeres del sur de Asia tenian un riesgo mayor de cuatro veces mas
alto para DMG que las mujeres de Australia o Nueva Zelanda®® . Se ha reportado
gue la mujer mexicana pertenece a un grupo étnico de alto riesgo para el desarrollo
de diabetes mellitus, por ello la guia de practica clinica del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) coloca a las mujeres embarazadas en niveles bajo, medio y
alto para desarrollar DMG 57 58

e Antecedentes personales y familiares
Existen factores adicionales para el riesgo de DMG, entre ellos los antecedentes
personales y familiares, considerados los mas importante para su desarrollo. Dentro

de ellos se encuentran los antecedentes familiares de primer grado con DMT2,
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antecedentes de producto macrosémico previo, antecedentes de alteracion en el
metabolismo de glucosa en embarazo previo, antecedentes de abortos o muerte
fetal de causa inexplicable, presencia de glucosuria, hipertension arterial crénica,
paridad (multigesta = a 3 hijos), diagndstico establecido de intolerancia a la glucosa,
diagndstico previo de SOP e IMC 225 5960,

2.3. Complicaciones

Por lo general, la DMG existe como trastorno temporal durante el embarazo y se
resuelve una vez finalizado el embarazo; sin embargo, de acuerdo con el estudio
Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome (HAPO) que consistio en clarificar
los vinculos entre la hiperglucemia materna y el riesgo de complicaciones
maternofetales, las mujeres embarazadas con hiperglicemia constante tienen alto
riesgo de padecer DMG en embarazos posteriores. Este estudio revelo la relacion
entre las hiperglucemias maternas durante el embarazo y la aparicion de

complicaciones maternas y neonatales como las que se describen a continuacion®?,

2.3.1. Maternas

Las mujeres con DMG tienen un riesgo elevado de morbilidad durante el embarazo,
el parto y después del nacimiento. En el estudio HAPO se encontré un riesgo
elevado de hipertension gestacional del 5.9% y de pre-eclampsia del 9.1%,
comparadas con el 4.5% en mujeres con TNG (p<0.001)%2. De la misma manera,
Gorgal y cols. reportaron valores similares en su estudio, con un riesgo elevado de
hipertension gestacional del 5% al 6.3% de pre-eclampsia en las pacientes con
diabetes gestacional®?, también aumento el nimero de cesareas en primigestas con
DMG (24.4%) comparadas con TNG (16.8%)53.64

A largo plazo, 70% de las mujeres con antecedentes de DMG padeceran
enfermedades cardiovasculares y del 3 al 65% desarrollaran DMT2 6566 entre los
primeros 3-6 afios posparto. En mujeres jovenes que han sido diagnosticas con
DMG y posteriormente tiene un embarazo adicional, les confiere un aumento de tres

veces el riesgo de desencadenar DMT267. Existe evidencias que el riesgo anual de
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mujeres con antecedentes de DMG y que posteriormente desarrollan DMT2 es del
2 al 3%. También se ha demostrado que a los tres meses posparto el 10% de las

mujeres con DMG presentan sindrome metabdlico®.

2.3.2. Hijo

Los hijos de mujeres con DMG tienen un mayor riesgo de sufrir multiples

complicaciones.

a) En el feto
Macrosomia: La hiperglucemia materna se extiende a la circulacion fetal, de
manera que las células 3 del pancreas en el feto son estimuladas constante para
producir insulina, lo que se traduce en hiperinsulinemia y en un mayor crecimiento
fetal. Evidentemente, esto se relaciona con traumatismos obstétricos como fractura

de clavicula y luxacion de hombros®°.

La muerte perinatal: Un estudio mostré un aumento del 30% en la frecuencia de
mortalidad perinatal en los bebés nacidos de mujeres con DMG en comparacion con

la madres no diabéticas’®.

El parto prematuro: En mujeres con DMG, se ha reportado una mayor frecuencia

de parto prematuro con un 9.4% versus 6.4% en mujeres con TNG"™.

Malformaciones congénitas: La frecuencia de anomalias congénitas en la
descendencia de mujeres con DMG fue de 2.3% comparada con el 1.5% de mujeres
con TNG. Entre las principales malformaciones se encuentran las cardiacas

(bradicardia) ’? y aquellas asociadas a la obesidad en el embarazo”.
b) En el neonato

Hipoglucemia: Es causada por la persistencia de hiperinsulinemia después del

nacimiento que, en ausencia de suministracion de glucosa, provoca la hipoglucemia
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con grado de severidad variable. Es mas frecuente cuando se trata de casos de

DMG descontrolada. La frecuencia en DMG es del 2.7% versus 1.9% en TNG 7174,

Obesidad: Se presenta un porcentaje de grasa mayor en neonatos de mujeres con
DMG (16.6%) comparado con mujeres con TNG (8.5%) .

Ingreso a Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN): Es mayor el
ingreso a la UCIN en DMG (9.1%) que en TNG (7.8%)"°

Alteraciones metabdlicas: Los neonatos de mujeres con DMG presentan
resistencia la insulina, hipertension arterial, hiperbilirrubinemia, hipocalcemia vy

asma’s.

c) En elinfante: Aumenta la adiposidad en DMG (19.1%) comparado con TNG
(9.9%), ademés, muestra resistencia a la insulina y riesgos de enfermedad

cardiaca’s.

d) En el adulto: El ambiente intrauterino donde el feto crece tiene implicaciones
en la vida adulta que lo predisponen a sufrir una serie de anormalidades
metabdlicas como la obesidad, DMT2 e hipertension arterial, mayor riesgo

de prediabetes a edad temprana y un elevado IMC””.

2.4. CRITERIOS DIAGNOSTICO

El cribado y diagnéstico de la DMG ha sido siempre un tema controvertido por los
distintos criterios diagnosticos. Los primeros criterios de diagnostico de DMG fueron
publicados a principios de la década de 1960 basados en el estudio de O'Sullivan y
Mahan. En su trabajo incluyeron a 752 mujeres embarazadas, a quienes les hicieron
mediciones de glucosa en sangre venosa en ayuno, y en la 12, 22y 32 hora despueés

de una administracién oral de 100 g de glucosa’®"®,
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Los valores de corte para el diagndstico fueron determinados con glucosa en ayuno
=90 mg/dl (5 mmol/L), = 165 mg/dl (9.2 mmol/L) en la 12 hora poscarga, = 145mg/dL
(8.1 mmol/L) en la 22 hora, y 2125 mg/dL (6.9 mmol/L) a la 32 hora poscarga. Con
dos valores fuera de rango, las mujeres fueron diagnosticadas con DMG 8% 81,

Asimismo, en 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG) definié a la DMG
como un tipo independiente de diabetes mellitus y adopto el criterios de diagnostico
propuestos por O'Sullivan, convirtiendo los valores de glucosa en sangre total al
equivalente en plasma, resultando los siguientes puntos de corte: 2105 mg/dl (5.8
mmol/L) en ayuno, 2191 mg/dl (10.6 mmol/L) en la 12 hora poscarga, =165 mg/dL
(9.2 mmol/L) en la 22 hora y 2148 mg/dL ( 8.1 mmol/L) a la 32 hora poscarga.

En 1982, Carpenter y Coustan recomendaron realizar una carga con 50 g de
glucosay realizar la medicién a la 12 hora. Si el valor era mayor a 140mg/dl entonces
se continuaba con la curva de tolerancia normal a la glucosa (TNG) con 100 g de
glucosa de acuerdo con criterios diagnosticos de O'Sullivan. Ellos midieron la
glucosa plasmatica por el método de glucosa oxidasa, y los valores de corte que
recomendados fueron 295 mg/dl en ayuno, = 180mg/dl 12 hora poscarga, 2155 mg/dl
a la 22hora y 2140 mg/dL a la 32 hora poscarga. Con dos o mas valores fuera del
limite se establecia el diagnoéstico de DMG#2.

En 1998, la ADA actualizé los criterios diagnostico de DMG y adoptoé los valores de
corte de 100 g con 3 horas propuesto por Carpenter y Coustan®® . Es importante
mencionar que se han documentado diferentes cambios para los criterios

diagndstico, sin embargo, los mas utilizados son los de la ADA®*.

Por su lado, la Asociacion Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y
Embarazo (IADPSG), ha propuesto criterios para el diagnéstico y la clasificacion de
hiperglucemia en el embarazo, una glucosa basal igual o0 mayor de 92 mg/dL pero
menor de 126 mg/dL se diagnostica como DMG. Si la glucosa basal es mayor de 92
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mg/dL se debera realizar una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) con 75
g de glucosa; los valores diagnésticos de DMG entre las semanas 24 y 28 de
gestacion son: glucemia a la 12 hora de la poscarga de glucosa = 180 mg/dL (10
mmol/L) y a las 2 horas = 153 mg/dL (8.5 mmol/L) y uno o més valores de glucosa

fuera de rangos se diagnostica como DMG?8 85,

De igual manera, se disefio el estudio de Hiperglicemia y resultados adversos en el
embarazo (HAPO) para definir qué grado de intolerancia a la glucosa tenia que ser
diagnéstico para DMG en funcién de la morbilidad perinatal. Al mismo tiempo, el
estudio HAPO también propuso que los criterios fueran universales, y por este
motivo el estudio fue multicéntrico y multiétnico. Se indicaron los puntos de corte
que se recomiendan para el diagndstico de DMG: 1) se han definido como las cifras
de glucemia a partir de las cuales la morbilidad es 1.75 veces la de la media de la
poblacién en relacion a 3 variables: peso al nacer, adiposidad subcutanea y péptido
C de corddn superiores al percentil 90; 2) son inferiores a los de Carpenter y
Coustan (tabla No. 2); y 3) un solo punto anormal, ya sea la glucosa basal, 1 6 2

hora poscarga, sera suficiente para el diagnéstico de DMG?®6.

La OMS y la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, recomiendan el
uso de 75 g de glucosa para la CTOG entre las 24-28 SDG vy los criterio de
diagnéstico de DMG son los recomendado por IADPSG?’.

Entre otras asociaciones esta la Sociedad Australiana de Diabetes en el Embarazo
(ADIPS), la Asociacion Canadiense de Diabetes (CDA) y el Colegio Americano de
Ginecologia y Obstetricia (ACOG):

Prueba de un paso

Consiste en realizar una CTOG con la paciente en ayuno nocturno de al menos 8

horas, entre las 24-28 SDG, con una carga oral de glucosa de 75 g y medicion de
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glucosa plasmatica en la primera y segunda hora postcarga. El diagnostico de DMG

se realiza con un valor por arriba de los valores de referencia (Tabla 2).

Prueba de dos pasos

Paso 1: Se inicia con la paciente sin necesidad de ayuno, entre las 24-28 semanas
de gestacion y con una carga oral de glucosa de 50 g, con medicién de glucosa
plasmatica a la hora. Si el nivel de glucosa plasmatica medido a la primera hora
postcarga es = 140 mg/dL, se contindia con el segundo paso.

Paso 2: La CTOG con 100 g de glucosa, se debe realizar cuando la paciente esta
en ayuno nocturno de al menos 8 horas, posteriormente se hace la medicion de
glucosa plasmatica basal y postcarga en la primera, segunda y tercera hora. El
diagnéstico de DMG se realiza con dos valores por arriba de los valores de

referencia (Tabla 2).

Criterios Diagndstico para DMG

Criterio Prueba Gl Glayuno | Gl 1°hora | Gl 2°hora | Gl 3°hora | Criterio
(@) postcarga | postcarga | postcarga DMG
O’Sullivan | 2 pasos 100 =90 (5) =165 (9.2) 2145 (8.1 =125 (6.9) 22
Carpenter | 2 pasos 100 | 295(5.3) | 2180 (10) =155 (8.6 =140 (7.8) 22
OMS 1 paso 75 292 (5.1) | 2180 (10.0) | =153 (8.5) 12
IADPSG 1 paso 75 292 (5.1) | 2180(10.0) | =153 (8.5) 12
ADA 1 paso 75 >92 (5.1) | 2180 (10.0) | =153 (8.5) 12
ADA 2 pasos 100 295 (5.1) | 2180 (10.0) | =2155(8.5) | 2140 (7.8)
ADIPS 1 paso 75 292 (5.1) | 2180 (10.0) | =153 (8.5) 12
CDA 1 paso 75 295 (5.3) | 2191 (10.6) | =160 (8.9) 12
ACOG 2 pasos 100 | =295 (5.3) | 2180 (10) > 155 (8.6) | 2140 (7.8) >

Tabla 2. Los criterios diagndstico son los puntos de cohorte que se utilizan para identificar la DMG.

Gl: glucosa. SDG: semanas de gestacion. Valores de corte mostrados en mg/dl (mmol/L).

Los criterios diagndéstico de un paso para DMG se basan en la IADPSG, y el de dos

pasos en Carpenter y Coustan 7.
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2.5. FISIOPATOLOGIA DE LA DMG

El embarazo fisiolégico se caracteriza por multiples cambios metabolicos que
promueven, al inicio de la gestacion, el aumento del tejido adiposo, y al final, el
aumento en la concentracion de acidos grasos libres. La sensibilidad a la insulina
se reduce en un 56% en el embarazo fisioldgico y la produccion de glucosa
endégena basal aumenta un 30% en el tercer trimestre®%%°, Ante esto, la secrecién
de insulina incrementa del 200% al 250%, con el fin de mantener los niveles

normales de glucosa en la madre.

En la DMG se presentan dos trastornos metabdlicos principales: la disfuncion de las

células B pancreéticas y la resistencia a la insulina (RI).

2.5.1 DISFUNCION DE LAS CELULAS BETA PANCREATICAS

La principal funcién de las células beta de Langerhans en los islotes pancraticos es
almacenar y secretar insulina en respuesta a la carga de glucosa sanguinea.
Ademas de regular el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, promueve
la division y crecimiento celular; sin embargo, la disfuncion de las células beta de
los islotes pancreaticos se presenta cuando éstas pierden la capacidad de detectar
la concentracion de glucosa en sangre o de liberar suficiente insulina en respuesta

al exceso de nutrientes °1.

En mujeres con DMG se presenta esta disfuncidon de las células beta de los islotes
pancreaticos es aproximadamente del 80% °2.

La disfuncién de las células B pancreaticas de la madre da como resultado
insuficiente insulina para restablecer la homeostasis de la glucosa durante el
embarazo. Es pertinente recordar que la insulina modula esta homeostasis de la
glucosa estimulando la captacion de glucosa en los tejidos periféricos, inhibiendo la
produccion de glucosa por el higado, y suprimiendo la liberacion de lipidos

almacenados del tejido adiposo. La célula beta pancreéatica es incapaz de
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compensar la resistencia a la insulina en el embarazo y como resultado se

incrementa la glucosa sérica®® (Figura 3).

Disfuncion de células beta

Resistencia
ala
insulina

Disfuncion
de células p

Hiperglicemia

Figura 3. Retroalimentacion positiva entre la disfuncién de las células beta pancreaticas, la
resistencia a la insulina y la hiperglicemia.

2.5.2 RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina es un estado en que las células que generalmente
responden a la insulina no logran una respuesta biol6gica normal. En un embarazo
fisioldgico, se produce una condicidén de resistencia a la insulina progresiva en la
madre, provocada por hormonas placentarias como el lactdgeno placentario
humano (hPL), cuya concentracién aumenta hasta 30 veces® %, la hormona de
crecimiento placentario (hPGH) que aumenta de 6 a 8 veces®, progesterona,
cortisol y prolactina®’- %8, Esta RI tiene el objetivo de garantizar que el feto reciba los

nutrientes adecuados para su crecimiento y desarrollo.

Dentro de la fisiopatologia de la DMG se han descrito alteraciones en algunas vias

de sefalizacion importantes como:
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La falla en la sefializacion de insulina, resultando en una deficiente
traslocacion del transportador GLUT4, principal transportador para introducir
la glucosa en el adipocito. Se ha reportado que en musculo esquelético de
mujeres con DMG se reduce un 65% la captacion de glucosa y en el

embarazo normal un 40% °°.

Una marcada reduccion en la autofosforilacion en residuos de tirosina del
receptor de insulina y, como resultado, disminuye la activacion de los
sustratos del receptor de insulina (IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4, IRS-5y IRS-
6). La fosforilacion del IRS-1 y del receptor de insulina (IR) son
fundamentales para la captacion de glucosa en tejido muscular, hepatico y
adiposo. Se ha reportado que la fosforilacion de IRS-1 disminuye del 30-35%
en mujeres embarazadas obesas y del 52% en pacientes con DMG1,

El aumento en la fosforilacion de serina-treonina en residuos del IR e IRS-1.
En estudios in vitro, la resistencia a la insulina correlaciona positivamente
con la fosforilacion de serina 307/312 del IRS-1. La fosforilacion de serina-
312 en el IRS-1 aument6 hasta el 62% en DMG1L,

Al fosforilar serinas en IRS-1, disminuye la actividad de la fosfatidilinositol 3
Cinasa (PI3K), y por lo tanto, la traslocacion del transportador GLUTA4.
También hay una disminucion de la traslocacion del GLUT4 cuando se
fosforilacion serina/treonina en PI3K, la cual consta de una subunidad
reguladora (p85) y una subunidad catalitica (p110), esta ultima tiene acceso
a los sustratos fosfatidilinositol 4 fosfato (Pl4-P) y fosfatidilinositol 4,5
difosfato (P14,5P) en la membrana, los cuales son fosforilados en la posicion
3 del inositol, generando los productos de fosfatidilinositol 3,4 difosfato
(P13,4-biP) y fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (P13,4,5-triP), este Ultimo sirve
de unién para cinasas de serina como el PDK1 (cinasas dependientes de

fosfoinositidos-1 y 2 y Akt) que se recluta en la membrana y es fosforilada
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en los residuos de serina-473 y treonina-308, disminuyendo la sintesis de

glucogeno, proteinas y la adipogénesis (Figura 4).

MECANISMOS DE SENALIZACION PARA DMG

Citoplasma %
Sintesis de glucégeno
Sintesis de proteinas
Transporte de glucosa
Adipogénesis

Figura 4. La traduccién de sefiales falla cuando no hay una correcta sefalizaciéon de insulina, y por
consiguiente no hay traslocacion del transportador GLUT4. Al fosforilar serinas en IRS-1 y
serina/treonina en PI3K, se disminuye la actividad de la fosfatidilinositol 3 Cinasa (PI3K), y por lo
tanto, la traslocacion del transportador GLUT4. Finalmente cuando se fosforila en los residuos de
serina-473 y treonina-308 disminuye la sintesis de glucégeno, proteinas y la adipogénesis.
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Capitulo 3 El Tejido Adiposo en DMG

El tejido adiposo se clasifica en dos tipos, el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido
adiposo marron (TAM). El TAB estd formado por adipocitos uniloculares, mientras

gue el TAM por adipocitos multiloculares.

3.1. Tejido Adiposo Blanco, obesidad e inflamacion

La obesidad se caracteriza por una hipertrofia del TAB, que a su vez se relaciona
con un ambiente inflamatorio. En el desarrollo de resistencia a la insulina se ha
sefialado una participacion importante del TAB, el cual, ademas de ser el principal
reservorio de energia en forma de triacilglicéridos (TG), juega un papel fundamental
en el mantenimiento del balance energético. Los adipocitos maduros del TAB
muestran el perfil de expresion requerido para la sintesis de TG, captacion de

glucosa, lipogénesis y lipdlisis.

El tejido adiposo visceral (TAV) es un tipo de TAB formado por diversas estirpes
celulares como células inmunes, endoteliales, adipocitos maduros, preadipocitos,
fibroblastos, y en la fraccién del estroma vascular también hay macréfagos, los
cuales se clasifican en dos tipos; M1 con propiedades proinflamatorias, y M2, con
un perfil antinflamatorio. En el TAV la cantidad de macréfagos estéa relacionada con
su tamafio, y existe una correlacion directa entre el tamafio del TAV y el nUmero de
macroéfagos infiltrados en este tejido, de manera, que en el TAV de individuos
obesos existe una mayor cantidad de macréfagos M1 que en individuos con peso

normal.
Los macrofagos son las células inmunes mas abundantes en el TAV que

contribuyen a la inflamacién inducida por la obesidad, constituyendo hasta el 40%

de todas las células del tejido adiposo. Se ha encontrado un aumento de
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macrofagos en el TAV en individuos obesos como consecuencia del aumento en los

niveles de acidos grasos libres, colesterol y lipopolisacéaridos.

Los macrofagos M1 y los &cidos grasos libres son los principales responsables de
la secrecion de citocinas proinflamatorias tales como interleucina-1 beta (IL-1pB),
interleucina-6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), que contribuyen a la inflamacion local y sistémica, ademas de favorecer la
resistencia a la insulina. Se ha descrito también que los preadipocitos tienen la
capacidad para diferenciarse a macréfagos®?. Ambos tipos celulares (preadipocitos
y macrofagos) presentan caracteristicas comunes, como la capacidad de secrecion

de citocinas proinflamatorias.

Otra citocinas secretadas por parte de los adipocitos son las quimiocinas como la
proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) que se produce en directa
proporcion a la adiposidad, induciendo un incremento en la infiltracion de monocitos

sanguineos al TAV1%,

En la obesidad se encuentran elevadas diversas adipocinas proinflamatorias, las
cuales inducen lipdlisis, liberando acidos grasos libres (AGL), que activan la via
IRF/STAT, siendo el principal mecanismo de sefializaciébn para activar a los
receptores tipo Toll (TLRs) en adipocitos y macréfagos M1. Los TLRs juegan un
papel importante en el reconocimiento especifico de patdgenos. El receptor tipo Toll-
4 (TLR-4) reconoce lipopolisacéaridos (LPS) de bacterias Gram negativas, mientras
gue el receptor tipo Toll-2 (TLR-2) reconoce lipopéptidos y lipoproteinas de bacterias
Gram positivas. Los TLRs activan rutas de sefializacibn comunes que culminan con
la translocacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), el cual es una
proteina clave en la cascada inmune e inflamatoria.

El proceso inflamatorio es promovido entonces por los TLRs a través de la

produccion de citocinas como el TNF-qa, IL-6, e IL1-f (Figura No.5).
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Figura 5. TLRs activados por macrofagos y adipocitos. AGL: acidos grasos libres, TNF-R: receptor
del factor de necrosis tumoral, JNK: cinasa N-terminal de c-Jun; IKK: Inhibidor del Factor Nuclear

kappa-B.

Las adipocinas proinflamatorias afectan la via de sefalizacién de insulina e inhiben
su liberacién en las células B del pancreas. Estas citocinas inducen resistencia a la
insulina al disminuir la actividad tirosina quinasa del IR y al aumentar la fosforilacion
de la serina en el IRS-1 a través de la via STAT3-SOCS3 que degrada el IRS-1 e
impiden la sintesis y la traslocacion del GLUT4'%4 . De esta forma, el proceso

proinflamatorio tiene efecto en la accion de la insulina©5:106,

3.2. Adipocinas secretadas por el tejido adiposo

Se reconoce al tejido adiposo como 6érgano endocrino con funciones autocrinas,
paracrinas y endocrinas'®’1%8, Se han identificado numerosas moléculas secretadas
por el TAV llamadas adipocinas. Las adipocinas son muy diversas y varias de ellas
estan relacionadas con el sistema inmunitario, incluyendo al antagonista del

receptor de interleucina 1 (IL-1RA), TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IL-13 y MCP-
1109.
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Las adipocinas intervienen en diferentes procesos biolégicos como la ingesta y el

balance energético (leptina) y la funcién vascularl?, la regulaciéon de la presion

sanguinea (angiotensinégeno, angiotensina, resistina, inhibidor del activador de

plasmindégeno (PAI-1), en el metabolismo lipidico (proteina de unién al retinol 4

[RBP-4], apolipoproteina E [ApoE], lipoproteina lipasa [LPL]), en la homeostasis de

glucosa (leptina, adiponectina,

resistina, visfatina, proteina estimulante de

acilacion), en la angiogénesis el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y

factor de crecimiento transformante beta (TGFB), prostaglandina E21, resistina y

visfatina''2113, entre otras (Figura 6).
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Figura 6. Adipocinas secretadas por el tejido adiposo: neuropéptido Y (NPY), Interleucina 1 (IL-1),

Antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA),

Proteina de union al retinol 4 (RBP-4), proteina

transferidora del ésteres de colesterol (ECPT), factor de crecimiento transformante beta (TGFpB),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), Proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1),

Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8),

Interleucina 10 (IL-10), Factor de

Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), inhibidor del activador tisular del plasmindgeno (PAI-1). Modificado

de referencia 114,
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3.3. Disfuncion del tejido adiposo en DMG

Durante el embarazo, se requiere una expansion adecuada del tejido adiposo, vital
para apoyar el suministro de nutrientes al feto; sin embargo, en mujeres obesas, la
capacidad de expansion hipertréfica del tejido adiposo durante el embarazo esta
asociada con la resistencia a la insulina y con la disfuncién del tejido adiposo
conduciendo a una inflamacién subclinica. Ademas, los adipocitos hipertroficos
secretan cantidades elevadas de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-8
y MCP 15, El aumento en la secrecién de estas citocinas proinflamatorias, junto
con la hipoxia y muerte celular de los adipocitos hipertroficos, promueve una alta
tasa de infiltracibn de monocitos en TAV y la activacion de macrofagos. Esta
respuesta inflamatoria provoca resistencia a la insulina local y sistémica, pues los
mediadores proinflamatorios pueden migrar a la circulacion materna. Se sabe que
hay una correlacion positiva entre IMC, adipocinas, y el desarrollo de diabetes en

embarazos de mujeres obesas 116,

Se han observado mayores niveles de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6
en embarazos obeso y se asocia con el desarrollo de DMG" 118 Otros estudio
sugieren que la relacién entre el crecimiento hipertréfico del tejido adiposo y la
inflamacion es un factor fundamental que causa resistencia a la insulina; sin
embargo, el mecanismo subyacente por el cual favorece el desarrollo de DMG no

se ha dilucidado por completo?t?:120,

Diversos estudios reportan la disfuncién de este tejido en mujeres con DMG, las
cuales tienen un aumento en la masa grasa comparadas con mujeres con TNG de
peso normal*?l, De manera semejante Liu, Yanping y cols., reportaron un aumento
en el porcentaje de masa grasa en mujeres embarazadas con sobrepeso
comparadas con las de peso normal. Aquellas mujeres que presentaron porcentaje
de masa grasa por arriba del 28% se asociaron directamente con mayor riesgo de
desarrollar DMG '22, En el estudio realizado por Rojas Rodriguez y cols., que la

expansion del tejido adiposo esta alterada en mujeres con GDM al encontrarse
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mayor tamafio en los adipocitos del TAV, menor densidad capilar y menor expresion

de adipocitos maduros que en mujeres con TNG*23,

En otro estudio realizado en 2018 se analizaron a 39 mujeres 6 afios después de
tener DMG. De ellas, 31 mostraron eran TNG y 8 mostraron alteracion en el
metabolismo de la glucosa (AMG). El IMC fue el mejor pardmetro que diferencio a
ambos grupos, siendo de 26.2 en TNG y de 32.9 en AMG. Se observo que mujeres
con AMG tenian alteraciones en el tejido adiposo como mayor volumen de los

adipocitos y mayor nimero de mastocitos!?4,

Adicionalmente, varios estudios han informado que la disfuncién del tejido adiposo
puede cambiar a lo largo de la vida, y que la capacidad de diferenciacion de los
preadipocitos a menudo disminuye con el aumento en la edad, particularmente en
el tejido adiposo subcutdaneo (TAS). Esto puede contribuir al aumento de la

adiposidad central y la acumulacion de lipidos ectépicos.

Los mecanismos relacionados con la obesidad puede acelerar los fenotipos del
envejecimiento en el tejido adiposo, el cual, de forma sinérgica con la obesidad,

puede exacerbar el estado proinflamatorio, afectando a varios tejidos25126,

La disfuncion del TAV también se caracteriza por cambios en la expresion de
numerosas adipocinas. En mujeres obesas con DMG se han encontrado mayores
concentraciones de TNF-a y leptina en el tercer trimestre de gestacion comparadas
con mujeres embarazadas delgadas y sin alteraciones en el metabolismo de
glucosa. El incremento en la concentracion de TNF-a desde el inicio hasta el final
del embarazo ha sido el mejor predictor de resistencia a la insulina en el embarazo,
comparado con leptina, cortisol, lactégeno placentario, gonadotropina coriénica,

estradiol, progesterona y prolactina.

Por otro lado, la obesidad genera estrés en el reticulo endoplasmico que conduce a

la activacién de la cinasa de c-jun NH2-terminal (JNK). La hiperglucemia estimula la
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generacion de especies reactivas de oxigeno en los adipocitos, con lo cual se
incrementa la produccion de citocinas proinflamatorias. En particular, las cinasas
JNK e IKK controlan las vias de respuesta inflamatoria mas relevantes. Ademas, las
personas obesas tienen un mayor numero de macrofagos M1 en TAV en

comparacion con personas delgadas.

Asi, el proceso inflamatorio en tejido adiposo puede ocasionar una desregulacion
en la secrecion de adipocinas y la desregulacion de adipocinas puede a su vez
incrementar el proceso inflamatorio. En tal sentido, en tejido adiposo en mujeres con
DMG se ha descrito un incremento de moléculas proinflamatorias en comparacion

con mujeres embarazadas sanas'?’ (Figura 7).
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Figura 7. En el tejido adiposo de personas delgadas predominan los macréfagos M2. En personas
obesas y con DMG los macr6fagos M1 activan vias proinflamatorias NF-kB y JNK, lo que contribuye
a una mayor produccién de citocinas proinflamatorias.
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Capitulo 4 Omentina-1

La adipocina omentina-1 fue identificada en 2003 en TAV!?8, Su gen se localiza en
el cromosoma 1g22-23'9130 y posee una secuencia polipeptidica de 313
aminoacidos®®. Es una proteina hidrofilica en la porcién amino terminal entre los
aminoacidos 17 y 18, y cuenta con peso molecular aproximado de 34.98 kDa. Su
indice de inestabilidad es de 37.3 (molécula estable) y tiene una vida media de 30

horas?32,

Se le conoce con otros nombres como intelectina-1, receptor de lactoferrina
intestinal, lectina endotelial o lectina unida a galactofuranosa'33. Existe un homélogo
de omentina-1 que comparte identidad de aminoacidos del 83% llamada omentina-
2, cuyo gen se localiza en el mismo cromosoma. Souza Batista y cols. en 2007
descubrieron que solamente omentina-1 se encuentra en circulacion sanguinea con

mediciones detectables!?s,

4.1. Estructura de Omentina-1

La omentina-1 es una proteina glicosilada!3* con estructura globular formada con
dos laminas B dobladas rodeadas por siete hélices a y varias regiones en espiral.
Existe como trimero unido por puentes disulfuro a través de Cys-31 y Cys-48; cada
mondmero tiene tres iones de calcio de los cuales dos se encuentran dentro de la
proteina y uno esta expuesto en la superficie y participa directamente en la union a
glicanos (Figura 8)3%13¢, Este (ltimo ion en la coordinacion de los grupos hidroxilo
de los carbohidratos y en la estabilizacién de su estructura %137,
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Figura 8. Estructura cuaternaria de la omentina-1. Color verde, café y gris (mondémeros); circulos en

color rojo, verde y naranja iones Ca?*.

4.2. Biosintesis de omentina-1

La omentina-1 se sintetiza principalmente en las células del estroma vascular del
TAVEE13 - endoteliales, vasculares, intestino delgado, corazén, timo, ovarios,

testiculos, mastocitos, corazén, pulmones, ovario y placental49.141.131,

Yang y cols., midieron la concentracion sérica de omentina-1 y observaron niveles
desde 100 ng a 1 g/mL138142143 Estas cifras pueden variar debido al tipo de ensayo
utilizado para su medicion, a la condicion fisiopatoldgica de las personas y al sexo,
siendo su concentraciéon mayor en mujeres que en hombres'#4, Actualmente no se
han identificado receptores especificos de omentina-1, pero, se ha sugerido que se

une a carbohidratos o glicolipidos!4°.

4.3. Funciones de Omentina-1

La omentina-1 ha sido utilizada como biomarcador en enfermedades
cardiovasculares (ECV), sobrepeso, obesidad,*® resistencia a la insulina, DMT2,147:
inflamatorias#8149, artritis reumatoide, cancer, sindrome de ovario poliquistico, pre-

eclampsia, osteoporosis, etc.150-151,

e ECV
En ECV como la fibrilacion auricular se ha estudiado la expresion de omentina-1 y
se ha reportado una menor expresion génica en tejido adiposo epicardio en
pacientes con el padecimiento comparados con pacientes sin fibrilacion auricular
152 En pacientes con buena circulacién colateral coronaria, el nivel plasmatico de
omentina-1 es significativamente mayor que en aquellos con mala circulacion

colateral coronaria. Adicionalmente, los niveles de omentina-1 se correlaciona
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positivamente con la concentracion de colesterol total y lipoproteinas de alta

densidad (HDL) e inversamente con TG e IMC1%3,

e Obesidad
Auguet y cols. informaron que los niveles séricos de omentina-1 fueron
significativamente mas bajos en mujeres obesas que en mujeres de peso normal, y
que esta concentracion correlaciona inversamente con marcadores del metabolismo
de la glucosa 1. Ademas, la expresion de omentina-1 en el TAV fue
significativamente menor en las mujeres con obesidad morbida y sus
concentraciones correlacionaron inversamente con inflamacion crénica, niveles de

glucosa e IMC.

La relacion inversa encontrada entre omentina-1 y obesidad también se ha
reportado en adolescentes entre 15 y 16 afios e inclusive en niflos. Suwala y cols.,
informaron que en nifias obesas fue significativamente menor la concentracion
sérica de omentina-1 que en las de peso normal (p<0.0001). Se correlaciond de
forma negativa la concentracion sérica de omentina-1 con el peso, IMC, insulina,
HOMA-IR. inversamente con el IMC, circunferencia de la cintura, niveles de insulina
y HOMA-IR. Estos resultados muestran que la concentracion sérica de omentina-1
esta disminuida en adolescentes y adultos obesos. Por el contrario, la reduccion del
peso corporal induce un aumento de la concentracion sérica de omentina-1%%°. De
Souza Batista y cols. realizaron su investigacién incluyendo sujetos con sobrepeso
y obesidad y también reportaron correlaciones significativamente negativas de
omentina-1 con el IMC, circunferencia de cintura, porcentaje de grasa corporal,

niveles de insulina sérica y el HOMA-IR 156.157,

e Alteraciones en la glucosa

En cuanto a las alteraciones en el control glicémico, varios autores han
documentado menores niveles de omentina-1 en suero en pacientes obesos y con

sindrome metabdlico®®. La correlacion entre los niveles séricos de omentina-1 con

40



aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares es significativamente inversa y
mas acentuada en pacientes diabéticos con enfermedad arterial periférica, en

quienes los valores disminuyen gradualmente con el avance de la enfermedad *°°.

Polkowska y col., observaron que la concentracién sérica de omentina-1 en nifios
con la diabetes tipo 1 fue significativamente menor que en niflos sanos.
Adicionalmente, se ha informado que la expresiéon de omentina-1 en TAV es
significativamente menor en pacientes con intolerancia a la glucosa y en TDM2 que

en pacientes con TNG€°,

e Omentina e inflamacion
Se ha reportado que omentina-1 tiene un papel importante en el proceso
antinflamatorio, ya que se ha observado que disminuye en pacientes con
enfermedades inflamatorias como la de Crohn?'3?, artritis reumatoide'¢? y sindrome
de ovario poliquistico®. En individuos con sobrepeso y obesidad los niveles
circulantes de omentina-1 correlacionaron negativamente con el IMC, circunferencia

de cintura y concentraciones de leptina sérica.

Barker y cols. estudiaron dos grupos; el primero con mujeres con TNG= 44
subdivididas en obesas (17), y no obesas (27) y el segundo grupo con mujeres con
DMG=39 igualmente subdivididas en obesas (18 )y no obesas (21). Las mujeres
con TNG obesas y con DMG no obesas presentaron niveles circulantes de ometina-
1 significativamente mas bajos que las no obesas con TNG. Al respecto, las
pacientes con DMG obesas también presentaron concentraciones mas bajas de
omentina-1 sérica, que las mujeres con DMG no obesas (p<0.05). Sin embargo, no
encontraron diferencias significativas de omentina-1 entre los grupos obesos con
TNG y DMG y ademas, los niveles maternos de omentina-1 se correlacionan

inversamente con el peso al nacer e indice ponderal del feto 162,

Diferentes estudios reportan que omentina-1 aumenta la sintesis de Akt, la cual es

una proteina cinasa que juega un papel importante como segundo mensajero en
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multiples funciones celulares, por ejemplo, el metabolismo de la glucosa,
proliferacién celular y apoptosis!®’. Yang y cols. sefialan que, en estudios in vitro, la
omentina-1 aumenta el transporte de glucosa inducida por insulina en adipocitos

tanto de TAS como de TAV a través del aumento en la fosforilacion de Akt 163.164,

Por otro lado, omentina-1 disminuye la activacion de proteina C reactiva (CRP) y

NF-kB, observando una accion antinflamatorial®®.

En personas delgadas, se ha reportado niveles circulantes y de expresion en TAV
de omentina-1 significativamente més altos que en personas con sobrepeso u
obesidad.®’.

e Sindrome de ovario poliquistico
De igual manera, se han reportado niveles plasmaticos de omentina-1
significativamente mas bajos en mujeres con sindrome de ovario poliquistico que

en mujeres sanas'ts,

4.4. Vias de sefalizacion

La omentina-1 es un hormona capaz de mejorar la sensibilidad a la insulina y el
metabolismo de la glucosa en tejidos como el musculo y el higado®®’, incrementando
la actividad del sustrato del IRS-1mediante la inhibicion de la via mTOR-p70S6K y
activamente a cinasas de adenina mono fosfato (AMPK)!¢7. La AMPK esta presente
en la mayoria de los érganos incluyendo el higado, musculo esquelético, corazon,
hipotalamo e incluso en las células adiposas. Ademas, AMPK participa en la
regulacion de la glucdlisis, en la entrada de glucosa, en la oxidacion de lipidos, en
la sintesis de acidos grasos, en la sintesis de colesterol y en la gluconeogénesis 12,
Yang y cols., observaron que omentina-1 aumenta el consumo de glucosa mediado
por la insulina en adipocitos viscerales y subcutaneos, incrementa la fosforilacion
de AKT y el aumento en el transporte de glucosa, sintesis de glucégeno y la

adipogénesis (Figura 9). Adicionalmente, omentina-1 en circulacion sanguinea
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también puede ejercer sus efectos biologicos en células endoteliales, musculares,

pancreaticas, adiposas, etc.138169,
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Figura 9. Via de sefializacion de Omentina-1: aumenta la fosforilacion de IRS vy, después de
varias cascadas de sefializacion, activa Akt, lo cual converge en un mayor transporte de glucosa,
glucogénesis y adipogénesis. Modificado de la referencial®®.

Diversos estudios indican que los diferentes niveles de omentina-1 en tejidos y en
circulacion estdn estrechamente relacionados con la diabetes, obesidad,
aterosclerosis, inflamacion y enfermedades relacionadas, como el sindrome
metabdlico, SOP, cancer y enfermedades cerebro-cardiovasculares. Por lo que, se
ha reportado que omentina-1 tiene efectos sobre el mantenimiento del metabolismo
corporal, en particular con la sensibilidad a la insulina y efectos pleiotropicos como,
antiinflamatorios y antiateroscleroticos, a través de las vias de sefializacién

intracelulares de Akt/AMPK/ NF-Kb y proteina cinasa activada por mitdgenos (ERK,
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JNK yp38), por tanto, omentina-1 puede abrir una nueva ventana terapéutica para

combatir estas enfermedades!’° Fig.10.

EFECTOS BENEFICOS DE OMENTINA-1

Omentina-1

MAPK

Sensibilidad a la insulina Efecto ateroprotector Efecto antiinflamatorio

Figura 10. Efectos benéficos de la omentina-1. Abreviaturas: Proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAPK); Proteina cinasa de Adenina Mono Fosfato (AMPK); Sintasa de 6xido nitrico endotelial
(eNOS); cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK); Cinasa N-terminal c-Jun (JNK); Factor
nuclear-kappa B (NF-kB); Fosfoinositidol 3-cinasa (PI13K).

4.5. En DMG

Barker G. y cols., cuantificaron los niveles de omentina-1 en plasma de mujeres
grupos con TNG y DMG y subdivididas en no obesas y obesas. Observaron que la
concentracion de ometina-1 fue significativamente mas bajas en mujeres con DMG
no obesas y con pacientes obesas con TNG comparadas con aquellas mujeres no
obesas con TNG. Respectivamente al grupo con DMG, las pacientes obesas

presentaron menores niveles de omentina-1 en relacion con las no obesas. No
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identificaron diferencia en los niveles de omentina-1 entre mujeres obesas con NGT
o DMG. En los cuatro grupos no hubo diferencia significativa en la edad materna,
la edad gestacional y los niveles de glucosa e insulina en el momento del parto. La
expresion de omentina-1 en TAV y placenta de 22 mujeres con TNG fue
significativamente mayor en mujeres no obesas en comparaciéon con obesas, sin
embargo, no se presentd diferencia significativa en la expresion de omentina-1 en
placenta 'y TAV entre los grupos de DMG y TNG. Ademas, los autores midieron los
niveles de omentina-1 en plasma materno para observar el efecto del embarazo en
13 mujeres con TNG a las 11 y 28 SDG y 7 semanas de posparto y encontraron
mayores concentraciones significantes a las 11 SDG con respecto a las 28 SDG y
7 semanas posparto. Los niveles maternos de omentina-1 se correlacionaron

negativamente con el peso fetal al nacer y con el indice ponderal fetal 162 .

Bao-Long P. y Run-Mei M. relacionaron los niveles en suero de omentina-1 de 85
mujeres con TNG y 85 con DMG, ambos subdivididos en obesas y no obesas.
Reportaron que el nivel sérico de omentina-1 fue significativamente mas bajo en el
grupo de DMG obesas y no obesas en relacion con el grupo de TNG no obesas. Se
observo una asociacion inversa entre omentina-1 con los niveles séricos de glucosa,
TG, IMC (antes del parto y durante el embarazo) e insulina. Ademas, un HOMA-IR
22 se asocio con una disminucién significativa en los niveles de omentina-1 en

suero. Omentina-1 correlacion6 positivamente con HDL 171,

Sally K. Abell y cols. disefiaron un estudio longitudinal, en el que evaluaron a
mujeres entre 12 y 15 SDG hasta la resolucién del embarazo con TNG n=78 y DMG
n=25. Al igual que Barker y Baolong también, demostraron que la concentracion
sérica de omentina-1 (p<0.02) fue significativamente disminuida en el grupo de
DMG comparado con mujeres con TNG, sin diferencia entre los grupos en la edad
materna, paridad, tabaquismo, IMC o antecedentes familiares de DMT2 entre los
grupos (p <0.05) y que omentina-1 se correlacion6 negativamente con la CTNG en

la 1° y 2° hora poscargal’?.
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Panayoula C. Tsiotra y cols. cuantificaron diferentes adipocinas en mujeres con
TNG y DMG, ambos grupos subdivididos en obesas y no obesas. Las mujeres del
grupo de DMG obesas y no obesas mostraron niveles séricos de omentina-1
significativamente mas bajos en comparacion con el grupo de TNG no obesas. Esta
diferencia permanecié después del ajuste por edad y por los niveles de glucosa en
ayuno (p=0.035) y se correlaciono negativamente con el IMC. Los niveles séricos
de TNF-a e IL-6 no difirieron significativamente entre los grupos, aunque TNF-a fue
significativamente mayor mujeres obesas (TNG y DMG) en comparacién con las
mujeres no obesas de ambos grupos. (4.59 + 0.49 pg / ml frente a 3.18 + 0.34 pg /
ml, p = 0.04). Ellos también reportaron la expresion de ARNm de Omentina-1 en
TAV en los grupos con TNG (no obesas y obesas) y DMG (obesas), fue
significativamente mayor comparado con el TAS (de 50 a 100 veces, p<0.01), sin
embargo, la expresidon de ARNm de omentina-1, en placenta fue casi indetectable

en todos los grupos.

Radzistaw Mierzynski y cols. determinaron los niveles de omentina-1 en cuatro
grupos: 1) mujeres con embarazo fisiolégico y TNG; 2) mujeres con DMG que dieron
a luz a término; 3) mujeres con DMG que tenian sintomas de amenaza aborto y
dieron a luz a término y 4) mujeres con DMG vy parto prematuro (antes de las 37
SDG). Las concentraciones de omentina-1 fueron significativamente menores en los
grupo de DMG y reportaron una tendencia hacia niveles mas bajos de omentina-1

en el grupo de parto prematuro, en comparacion con el grupo TNG*73,

Xaynaly Souvannavong-Vilivong y cols., reportaron que las mujeres con DMG
tenian niveles séricos de omentina-1 mas bajos en comparacién con mujeres con
embarazo normal (EN). Las mujeres con DMG tenian mayores niveles de glucosa
plasmatica. En este trabajo también se evalu6 la expresion placentaria de omentina-
1; sin embargo, no fue significativamente diferente entre mujeres con EN y DMG1/4
Table No. 3.

En la Tabla 3 se muestran un resumen los trabajos sobre omentina-1 en DMG.
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OMENTINA-1 EN DMG

Afio Autores Pais Tamafio Tipo de [Omentina-1] [ Omentina-1]
muestra muestra ING DMG Ref.
(n) ng/mL ng/mL
2012 No obesas=19.5+2.3 Noobesas=12.1+1.4 <005
Gillian Barker y Australia TNG=44 Plasma R
Ratana Lim DMG=39 Obesas=7.1+0.9 Obesas=8.2+1.2
Pan Balong TNG= 85 Total=355.9 + 42.6 Total= 216 + 51.3 <0.05
2016 | Ma Runmei China DMG=85  Suero No obesas= 284 +57  No obesas= 245 +63 «<os
Obesas= 255 + 61 Obesas= 202 +70 <0.05
Abell Sally TNG=78
2017 | Shorakae Australia DMG= 25 Suero 52.01 (41.09-69.9) 40.4 (31.5-56.9) am P
Solmaz
2018 Panayoula TNG= 44
Tsiotra, Grecia DMG=39  Suero No obesas=31.8+6.6 No obesas=17.6+2.4 <005 106
Halvatsiotis P Obesas=20.2 + 3.5 Obesas=19.2+ 1.6
2018 | Mierzynski R. Polonia TNG= 55 B
Dominik DBuski DMG=63  Suero 469 (307-799) 432 (195-687) <001
2019 | Souvannavong TNG= 37
Vilivong X. Tailandia ~ DMG=37  Suero 142+5.1 112479 0.002 174

Tabla 3. Estudios realizados de Omentina-1 en DMG.
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JUSTIFICACION

La DMG es la alteracion metabdlica obstétrica que se presenta con mayor
frecuencia en nuestro pais representando mas del 90% de los casos de diabetes
que complican un embarazo. Ademas, cada afio se incrementa esta complicacion
como consecuencia del aumento de la obesidad en edades reproductivas. Este
problema se asocia con resultados maternos y neonatales adversos, ademas las
pacientes con diabetes mellitus gestacional tienen mayor riesgo de padecer DM2 y
enfermedad cardiovascular en los afios siguientes a su embarazo. Sin embargo, el
mecanismo fisiopatolégico del padecimiento no se conoce con exactitud. De ahi
nuestro interés en entender mejor su fisiopatogenia al estudiar la participacion del
tejido adiposo a través de la secrecidon de una adipocina descrita recientemente que
es la omentina-1 y su relaciobn con el proceso inflamatorio, el cual ha sido

relacionado con las alteraciones metabdlicas.
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OBJETIVOS

6.10Objetivo General

Comparar los niveles circulantes de omentina-1, su expresion en tejido adiposo
visceral y su relacion con el proceso inflamatorio entre mujeres embarazadas con y
sin DMG.

6.2 Objetivos Especificos

Determinar la concentracion sérica materna de omentina-1, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-
10 e IL1-RA en pacientes con DMG y embarazadas con TNG mediante ensayos de
deteccion multianalito utilizando ensayos Custom Luminex® (Invitrogen™) vy

ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Analizar la expresion génica de omentina-1, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10, IL1-RA, TLR2,
TLR4, NF-kB e IKBKB en tejido adiposo visceral de pacientes con DMG y TNG por
medio de retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(QRT-PCR).

Identificar si los niveles circulantes de omentina-1 y su expresion en TAV se
relacionan con el proceso inflamatorio sistémico y del TAV en la DMG y embarazo
TNG.

49



HIPOTESIS

7.1. Hipotesis General

En DMG tanto la concentracion sérica de omentina-1 como su expresion en TAV
son menores que en embarazadas con TNG y estos niveles se relacionan con el

proceso inflamatorio sistémico y del TAV de la DMG.

7.2. Hipotesis Especificas

La concentracion sérica de omentina-1, IL-10 e IL1-RA es menor y la de TNF-q, IL-
1B e IL-6 es mayor en pacientes con DMG en comparacion con embarazadas con
TNG.

La expresion génica en tejido adiposo visceral de omentina-1, TNF-qa, IL-10, IL1-RA
es menor y la de IL-18, IL-6, IL-10, IL1-RA, TLR2, TLR4, NF-kB e IKBKB es mayor

en pacientes con DMG en comparacioén con embarazadas con TNG.

Los niveles circulantes de omentina-1 y su expresion en TAV se relacionan con el

proceso inflamatorio sistémico y del TAV de la DMG.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

Esta investigacion fue aprobada por el Comité Nacional del Investigacion Cientifica
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con numero de registro: R-2018-
785-026, (ANEXO ), financiado por el mismo instituto (ANEXO II) y por la Facultad

de Quimica de la Universidad Autbnoma del Estado de México.

Es un estudio transversal comparativo. Todas los participantes dieron su
consentimiento informado por escrito (ANEXO ll1). Para el grupo control, pacientes
de 18 a 38 afios con feto Unico y embarazo normotenso y euglucémico, mujeres qué
estaban programadas para cesérea electiva a término (37 a 41 semanas de
gestacion) fueron invitadas para participar en este estudio (las indicaciones para la
cesarea fue presentacion trasversal, pélvica, cesarea previa, sospecha de
macrosomia por ecografia a las 38 semanas de gestacion). Atendidas en el Hospital
de Ginecologia y Obstetricia 3, Centro Médico La Raza, IMSS (Ciudad de México),
y el Hospital de Ginecologia y Obstetricia 221, IMSS (Toluca, Estado de México).
Mujeres con diabetes o0 hipertension pregestacional e inmunosupresores,
autoinmunes, tiroideos, renales, hepaticos, enfermedades infecciosas o habitos de
tabaquismo y alcoholismo, asi como los embarazos complicados por anomalias
fetales y gemelares fueron excluidos del estudio.

Todas las mujeres fueron evaluadas para DMG a las 24-28 semanas de gestacion,
y las mujeres con cribado negativo se clasificaron en el grupo con TNG. Las mujeres
con DMG fueron diagnosticadas segun la Asociacion Internacional de Diabetes y
Criterios de los Grupos de Estudio de Embarazo (uno o mas valor de glucosa
durante una prueba de tolerancia a la glucosa oral de 75 g (CTOG), con niveles de
glucosa en ayuno = 92 mg/dL, 1 h glucosa 2180 mg/dL 6 2 h glucosa = 153 mg/dL.
El tratamiento para la DMG comenzé con terapia nutricional (1600-1800 kcal / dia,
restringiendo los carbohidratos al 35-40%) y actividad fisica moderada (30 min de
ejercicio aerobico de intensidad moderada al menos 5 dias a la semana), con
evaluaciones del control glucémico con glucosa en ayunas y glucemia posprandial

alas 2 h en intervalos de 2 a 4 semanas.

51



Mujeres que no lograron el control glucémico con la dieta (niveles de glucosa en
ayuno > 95 mg/dl / L y sangre posprandial valores de glucosa > 120 mg/dl alas 2 h
se inicio la terapia farmacolégica. De los casos de DMG, el 33% (n = 38) fueron
tratados solo con dieta y ejercicio, y el 14% (n = 16) recibi6 insulina, 41% (n = 48)
metformina, o0 12% (n = 14) una combinacion de ambos para alcanzar los objetivos

glucémicos.

Un cuestionario de referencia incluyo informacion sobre embarazos actuales y
previos a partir de registros meédicos, caracteristicas demogréaficas como la edad
materna, antecedentes de DMG e historia familiar de DMT2 en un familiar de primer
grado. El indice de masa corporal (IMC) de la madre antes del embarazo se calculd
a partir del peso y la estatura previos al embarazo autoinformados obtenidos
durante la primera visita de la gestacion. El IMC se calcul6 utilizando el peso del
sujeto en kilogramos dividido por el cuadrado de su altura en metros, y se recalculd
al momento del parto. El aumento de peso gestacional materno (APG) fue obtenido
por la diferencia entre el Ultimo peso registrado antes del parto y el peso informado
antes del embarazo (ANEXO [V).

Analisis bioquimico

El dia programado para cesarea de la madre, se tomaron muestras de sangre en
ayunas para analisis bioguimicos, obtenidas por venopunciéon, junto con las
muestras para pruebas de laboratorio de rutina. Las muestras se dejaron coagular
durante al menos 30 minutos antes centrifugar de 15 min a 1000 g. Las alicuotas de
suero se congelaron a -70 ° C hasta el ensayo (ANEXO V). Los niveles de glucosa,
colesterol total, lipoproteinas de alta densidad (HDL) y triglicéridos fueron medido
en muestras frescas en equipo ARCHITECT Plus ¢4000, Analizador de quimica
clinica (Abbot Diagnostics, Abbott Park, IL, Estados Unidos). Los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) se utilizé la formula de Friedewald’>.

LA DETERMINACION SERICA DE OMENTINA-1
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Se realizo por duplicado con un kit de inmunoensayo ligado a enzimas de BioVendor
R&D Productos (Brno, Republica Checa). Con una sensibilidad de 0.5 ng/ml, el
factor de dilucion utilizado fue 40X (4 pl de muestra + 156 pul del diluyente). Los
coeficientes de variacion intra e interensayo fueron menores al 10%.

Omentina-1, los estandares, controles de calidad y muestras se incuban a 37 °C en
pocillos de microplacas pre-recubiertos con anticuerpo policlonal anti-omentina-1
humano. Después de 120 minutos de incubacion y lavado, se afiade el anticuerpo
policlonal anti-omentina-1 humano biotinilado y se incuba a 37 °C durante 30
minutos. Después de otro lavado, se agrega el conjugado estreptavidina-HRP.
Después de 30 minutos de incubacion a 37 °C y el ultimo paso de lavado, se agrega
el sustrato (TMB) y se incuba durante 10 minutos.

La reaccion se detiene mediante la adicién de una solucion &cida y se mide la
absorbancia del producto amarillo resultante. La absorbancia es proporcional a la
concentracion de omentina-1. Se construye una curva estandar trazando los valores
de absorbancia frente a las concentraciones de los estandares, y las
concentraciones de muestras desconocidas se determinan mediante interpolacion
con la curva estandar (ANEXO VI).

Se midieron las citocinas séricas IL-1RA, IL-183, IL-6, TNF-q, IL-10 e insulina por
duplicado mediante inmunoensayo multiplex utilizando tecnologia Magpix (Milliplex
Mapa, Billerica, MA, EE. UU.). Este equipo es capaz de medir y cuantificar
simultaneamente hasta 50 analitos en un solo micropocillo cuando se utiliza con
perlas magnéticas, con sensibilidades de 4, 0.05, 1, 0.45 y 0.5 pg/mL,
respectivamente. El interensayo calculado y los coeficientes de variacion
intraensayo fueron todos <10%. La resistencia a la insulina se calculé utilizando el
modelo de homeostasis por el método de evaluacion de la resistencia a la insulina
(HOMA-IR), donde HOMA-IR = concentracion de insulina en ayunas [pU / mL] x

concentracion de glucosa en ayunas [mmol / L]/ 22.5 17,

Obtencion de TAV
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Durante el procedimiento quirdrgico, se tomaron muestras de aproximadamente 1
cm?3, del TAV (omento) de 50 mujeres TNG pareadas con 50 pacientes con DMG
por edad. Esta procedimiento se obtuvo dentro de los diez minutos posteriores al
nacimiento del bebe y con ayuda de pinzas estériles se lava el TAV con agua tratada
con dietilpirocarbonato para eliminar la sangre y otros fluidos, posteriormente se
hicieron fragmentos que se colocaron en reactivo TRIzol® (In-vitrogen ™, Carlsbad,
CA, EE. UU.). Los criotubos fueron transportados en un contenedor con hielo seco
a la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas, Diabetes y
Metabolismo del Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXl y se
almacenaron a -70 ° C hasta la extraccion del ARN (ANEXO VII).

ACIDOS NUCLEICOS

Extraccion de ARN

El ARN total se aisl6 del TAV usando Direct-zol ™ RNA MiniPrep (Zymo Research
Corp, CA, EE. UU). De acuerdo con el protocolo del fabricante (ANEXO VIII).

Cuantificacion del RNA

Las concentraciones de ARN fueron cuantificadas usando un espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientifc, DE, EE. UU.). La calidad del ARN se
determiné mediante la relacion A260 / A280. Considerando como RNA de pureza
optima aquellas muestras con un cociente de entre 2.0 a 2.2 y aquellas con valores

> 1.7 corresponden a muestras con una pureza aceptable. (ANEXO IX).

Obtencién de cDNA
Se utilizo un ug de ARN para convertir a ADNc utilizando el kit SuperScript®Ill First

Strand (Invitrogen ™, Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo con las recomendaciones
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del fabricante. La retrotranscripcion se realiz6 en un termociclador (Veritti, AB)
utilizando el kit SuperScript® Il First-Strand (Invitrogen™). La transcriptasa inversa
SuperScript® Il esta disefiado para reducir la actividad de RNAsa y proporcionar
mayor estabilidad térmica. La enzima se utiliza para sintetizar cDNA en un intervalo
de temperatura de 42-55 °C, lo que proporciona una mayor especificidad, mayor
produccion de cDNA y mas cantidad de producto. La sintesis de cDNA se realiza

mediante RNA seleccionado poli(A)* cebado con Oligo(dT).

Reacciones de la retrotranscripcion
1° Reaccion
e 1pgRNA

e 1 plPrimer (oligo dT) 65 °C / 5 minutos

e 1 pl Annealing Buffer

2° Reaccion

e 10 pl 2x Firts-Strand Reaction Mix

e 2 pl Super script® [lI/Rnase OUT™ 50 °C / 50 minutos
enzima Mix

La reacciéon terminé a 85 °C / 5 minutos

Ensayo de expresion

La reaccion de PCR en tiempo real se realizé en el equipo StepOnePlus™ utilizando
ensayos Tagman® Gene Expression y Tagman® Universal PCR Master Mix
preparando cada reaccion como se muestra en la Tabla 4. Se utilizaron sondas
TagMan de IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-10, TLR-2, TLR-4, TNF-a, NF-Kb, IKKB y

omentina-1.
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REACCION DE EXPRESION

10 ML DE MASTER MIX
1 ML DE ENSAYOS TAQMAN
7 ML DE AGUA
2 ML DE cDNA

20 ML VOLUMEN TOTAL DE
REACCION

Tabla 4. Reaccion de expresion en RT-PCR.

Cuantificacion del RNA

Para determinar la cantidad y calidad del RNA extraido, las muestras se
cuantificaron en un espectrofotometro-UV Nanodrop 2000® (Thermo Scientific)
utilizando el cociente de la relacion de las lecturas de la absorbancia a 260 y 280
nm, considerando como RNA de pureza optima aquellas muestras con un cociente
de entre 2.0 a 2.2 y aquellas con valores > 1.7 corresponden a muestras con una
pureza aceptable. Para el cociente 260/230, un valor >1.5 permite considerar la
muestra de RNA como aceptable (ANEXO [X).

Obtencion de cDNA
La retrotranscripcion se realiz6 en un termociclador (Veritti, AB) utilizando el kit

SuperScript® 1l First-Strand (Invitrogen™). La transcriptasa inversa SuperScript®
Il esta disefiado para reducir la actividad de RNAsa y proporcionar mayor
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estabilidad térmica. La enzima se utiliza para sintetizar cONA en un intervalo de
temperatura de 42-55 °C, lo que proporciona una mayor especificidad, mayor
produccion de cDNA y mas cantidad de producto. La sintesis de cDNA se realiza
mediante RNA seleccionado poli(A)* cebado con Oligo(dT).

Reacciones de la retrotranscripcion
1° Reaccion
e 1 pugRNA

e 1 plPrimer (oligo dT) 65 °C / 5 minutos

e 1 ul Annealing Buffer

2° Reaccién
e 10 pl 2x Firts-Strand Reaction Mix

e 2 pl Super script®? lll/Rnase OUT™ 50 °C / 50 minutos
enzima Mix

La reaccion termind a 85 °C / 5 minutos

Analisis de expresion

El nivel de expresion se cuantific6 mediante una PCR en tiempo real utilizando
Tagman® Gene Expression Assays y Tagman® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems ™, Foster City, CA, USA) segun el protocolo del fabricante. La PCR en
tiempo real se realizé con StepOnePlus ™ Sistema de PCR en tiempo real (Applied
Biosystems ™, Foster Ciudad, CA, EE. UU.). Se utilizé el método 2 ~ 2CT de
cuantificacion relativa para determinar el cambio de veces en el ARNm. Las
expresiones con la transcripcion GAPDH como control endégeno mediante la
ecuacion 22€T donde: -ACt = (Ct gen de interés — Ct gen enddgeno). Todos los
cebadores y sondas se adquirieron de Applied Biosystems ™: omentin-1
(Hs00914745_m1), IL-1B (Hs01555410_m1), IL-6 (Hs00985639 m1), TNF a
(Hs01113624_g1), IL-1RA (Hs00893626_m1), IL-10 (Hs00961622 _m1l), TLR2
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(Hs02621280_s1), TLR4 (Hs00152939 m1), NF-kB (Hs00765730_m1), IKkB
(Hs01559460_m1) y GAPDH (PN 4326317E) (ANEXO X y ANEXO XI).

REACCION DE EXPRESION
10 ML DE MASTER MIX
1 ML DE ENSAYOS TAQMAN
7 ML DE AGUA
2 ML DE cDNA

20 ML VOLUMEN TOTAL DE
REACCION

Tabla 4. Reaccién de expresion en RT-PCR.

Analisis estadistico

Se evalud la normalidad de los datos con la prueba de Kolmogoérov-Smirnov y se
observd que no tenian una distribucion normal, por lo que el analisis estadistico se
realiz6 con pruebas no paramétricas. Los datos cualitativos fueron expresados con
ny % y los cuantitativos con mediana y rangos intercuartilicos. Para evaluar
diferencias de datos porcentuales entre los grupos de estudio se empled la prueba
de chi cuadrada (X?). La U de Mann-Whitney se utiliz6 para evaluar diferencias de
variables cuantitativas entre los grupos. La correccién de posibles factores de
confusion fue realizada con analisis de covarianza. Se realizo una regresion multiple
para determinar qué variables se asociaron independientemente con las
concentraciones maternas de omentina-1 y sus niveles de ARNm en TAV. Usamos
IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL) para analisis estadistico y

un p <0.05 se considero6 estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

9.1. Caracteristicas generales y bioquimicas.

En este estudio participaron 115 mujeres con TNG (grupo control) y 116 mujeres
con DMG. En este Ultimo grupo, se presentaron subgrupos en funcion de los
distintos tratamientos recibidos; no obstante, se realiz6 un analisis estratificado y se

observo que el tratamiento no influyd en las variables dependientes.

Las caracteristicas generales del grupo control y del grupo DMG estudio se
muestran en la Tabla 5. Las mujeres con DMG presentaron significativamente
mayor edad, peso e IMC previo y al final del embarazo, antecedentes familiares de
DMT2, DMG y multigestas, y menor edad gestacional y ganancia de peso en

comparacion con el grupo control.

CARACTERISTICAS CONTROL DMG p
CLINICAS n=115 n=116

Edad (afios) 26.0 (22-32) 33.0 (29-37)* <0.001
Peso previo al embarazo (Kg) 60.0 (54-65.3) 74.0 (63-84.5))* <0.001
IMC previo al embarazo (Kg/m2) 25.3 (22.3-27.3) 29.4 (26.6-33.9) )* <0.001
Peso final del embarazo (Kg) 70.5 (65-75) 82.0 (72-92) )* <0.001
IMC final del embarazo (Kg/m2) 29.5 (27.1-31.6) 33.3 (30.1-36.3) )* <0.001
Ganancia de peso 10.0 (7-12) 8.2 (5.5-11.0) )* 0.002
en el embarazo (Kg)
Semanas de Gestacion (SDG) 39.0 (38-39-8) 38.0 (37.3-38.6) )* 0.000
Gestas: n (%)
Primigesta 39 [33.9] 23 [19.8] 0.035
Multigesta 76 [66.1] 93 [80.2]*
Previa DMG: n (%) 0.001
Si 1.0 [0.9] 6 (5.2)
No 114 [99.1] 110 [94.8]
Historia familiar de DMT2: n (%)
Si 10 [12.2] 61 [52.6] 0.001
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No 105 [87.8] 55 [49.4]

Tabla 5. Caracteristicas generales. Valores presentados con mediana y rangos intercuartilicos y con

namero y porcentaje.

Los parametros bioquimicos en suero se presentan en la Tabla 6. En DMG, la
concentracion de glucosa, triglicéridos y lipoproteinas de muy baja densidad fueron
significativamente mas elevadas, y la lipoproteinas de alta densidad fue menor
comparadas con el grupo control. No hubo diferencia en colesterol total y en

lipoproteinas de baja densidad.

Parametros CONTROL DMG p

Bioquimicos n=115 n=116
Glucosa (mg/DlI) 74.0 (64-83) 84.5 (74-92.7)* 0.000
Colesterol total (mg/Dl) 224 (195-254) 214 (195-257.5)  0.443
Triglicéridos (mg/Dl) 253 (200-310) 276 (218-350.5)* 0.015
HDL (mg/DlI) 95.0 (77-116) 87.0(62.5-104.5)* 0.003
LDL (mg/Dl) 76.6 (57.8-99) 76.0(44.3-122.1) 0.708
VLDL (mg/DI) 50.6 (40-62.6) 55.2(43.6-70.1)* 0.021

Tabla 6. Parametros bioquimicos. Lipoproteinas de alta densidad (HDL), Lipoproteinas de baja
densidad (LDL), Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Valores presentados por la mediana y

rangos intercuartilicos.

9.2. En suero

9.2.1 Omentina-1

En mujeres con DMG, la concentracion sérica de omentina-1 fue significativamente
menor en comparacion con mujeres del grupo control [436 (360.1-501.7) ng/mL y

477.1 (391.2-582.4) ng/mL, respectivamente] como se muestra en la Figura 11.
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p=0.022

1500 -
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Omentina-1(ng/mL)

CONTROL DMG

Figura 11. Concentracibn de omentina- 1 en suero. Datos presentados con mediana y rangos
intercuartilicos.

9.2.2 IL-18, IL-1RA, IL-6,IL-10y TNF-a

En el grupo de DMG, se observaron niveles significativamente aumentados de IL-

1B, IL-1RA e IL-10 en comparacién con controles (Figura 12).

En mujeres con DMG, las concentraciones de IL-6 y TNF-a tendieron a ser mayores

gue en el grupo control; sin embargo, no hubo diferencia estadistica (Figura 13).
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Figura 12. Concentraciones de IL-1B, IL-RA e IL-10 en los grupos de estudio. Datos representados

con mediana y rangos intercuartilicos

p=0.083
p=0.381
I 1
I 1 80 -
80 = —
—_— 3
o 60 - §,60'
£ o
o -
e
40 - ‘P 40 4
© LL
- Z
T E
0 0 T 1
CONTROL DMG CONTROL DMG

Figura 13. Concentraciones de IL-6 y TNF-a en los grupos de estudio. Los datos son representados
con mediana y rangos intercuartilicos
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9.3. Expresion En T.A.V.

9.3.1 Omentina-1

La expresion génica de omentina-1 en TAV se evalu6 en 50 mujeres con DMG y 50
controles. En el grupo de DMG, la expresion de omentina-1 fue tendié a ser menor
que en el grupo control; no obstante, no hubo significancia estadistica (Figura 14).

Expresion de omentina-1 en TAV

p=0.190

200 T

150 +

100 +

50 +

2 ‘ACT Omentina-1

CONTROL DMG

Figura 14. Expresion de omentina-1 en TAV en los grupos de estudio. Los datos son representados
con media y error estandar de la media (EEM).

9.3.2 IL-18,IL-6, IL-10, TLR2, TLR4

La expresion en el TAV de IL-1B, IL-6 e IL-10 fue significativamente mas baja en

mujeres con DMG comparadas con el grupo control.
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Figura 15. Expresion de IL-1B, IL-6 e IL-10 en TAV en los grupos de estudio. Los datos son
representados con media y error estandar de la media (EEM).

La expresion de TLR-2 y TLR-4 fue significativamente menor en DMG comprada
con la de los controles (Figura 16).

Por otro lado, se present6é una disminucién no significativa en la expresion de IL-
1RA, TNF-q, IKKB y NF-kB en TAV en el grupo con DMG frente al grupo control

(Tabla 17).
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Figura 16. Expresion de TLR-2 y TLR-4 en TAV en los grupos de estudio. Los datos son
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representados con media y error estandar de la media (EEM).

Expresion Control DMG p
IL-1RA 0.165 (0.050) 0.083 (0.031) 0.052
TNF-a 0.051 (0.021) 0.037 (0.010) 0.767

IKKB 0.211 (0.047) 0.168 (0.031) 0.099
NF-kB 0.554 (0.126) 0.479 (0.104) 0.202

Tabla 7. Niveles de expresion de IL-1RA, TNF-a, IKKB y NF-kB en TAV en los grupos de estudio.

Los datos son mostrados con media y error estandar de la media.

9.4. Cocientes factor proinflamatorio/factor antiinflamatorio

Al tomar en cuenta los cocientes factor proinflamatorio/factor antiinflamatorio en la
expresion génica del TAV, siendo NF-kB, TNF-a, o IKKB los proinflamatorios e IL-

10 el antiinflamatorio, se observo diferencia estadisticamente significativa de estos

tres cocientes entre los grupos.
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Figura 17. Cocientes factor proinflamatorio/factor antiinflamatorio en la expresion génica del TAV.
Los datos son representados con media y error estandar de la media (EEM).

9.5. Coeficiente de correlacion de omentina-1 en suero

9.5.1 Con expresion de omentina-1 en TAV.
Las correlaciones se evaluaron en todas las pacientes (n= 231), en DMG y en el
grupo control. Se observé una correlacion positiva pero no significativa entre la
concentracion de omentina-1 en suero y su expresion en TAV en todas las
pacientes, y se mantuvo en el grupo de DMG. En el grupo control se present6 una

correlacion negativa de omentina-1 en suero con su expresion en TAV (Figura 18).
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Figura 18. Correlacion de omentina-1 en suero con su expresion en TAV.

9.5.2. Con caracteristicas clinicas y bioquimicas.

La omentina-1 circulante se asocié negativamente con el IMC previo y al final de la
gestacion en todas las pacientes. Esta correlacion del IMC previo y al final de la
gestacion permanece en el grupo control (Figura 19).
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Figura 19. Correlacion de omentina-1 en suero con el IMC previo y al final de la gestacién.

Respecto a las caracteristicas bioquimicas, en todas las pacientes los niveles
circulantes de omentina-1 correlacionaron positiva y significativamente con HDL, y
negativamente con HOMA-RI (Figura 20).

Ademas, la correlacion de omentina-1 en suero fue directamente proporcional con

la concentracion de triglicéridos y de VLDL (Figura 21).
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Figura 21. Correlacion de omentina-1 en suero con triglicéridos y VLDL.

9.5.3. Con citocinas

En el grupo control se observo una correlacion negativa de omentina-1 sérica con
la expresion en TAV de IL-1B, ILLIRA y TNF-a (Figura 22).
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Figura 22. Correlacion de omentina-1 en suero con la expresion génica en TAV de IL-1B3, IL-1RA y

TNF-a.
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9.6 Coeficiente de correlacion en la expresion en T.A.V de Omentina-1

En la expresién de omentina-1 hay correlacion estadisticamente significativa con la
expresion de TLR-4, IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-10, NF-kB, IKKB, TNF-a y TLR-2 en
todas las pacientes y en DMG, mientras que en el grupo control se mantienen las
correlaciones con TLR-4, IL-183, IL-1RA, IL-6, IL-10, NF-kB e IKKB (Tabla 8).

PARAMETRO TODAS CONTROL DMG

n= 100 n= 50 n= 50
Valor r p r p r p
TLR4 0.377** <0.001 0.326* 0.021 0.405**  0.004
IL-1B8 Exp. 0.507** <0.001 0.507** <0.001  0.450** 0.001
IL-1RA EXp. 0.405** <0.001 0.502** <0.001  0.291* 0.041
IL-6 EXxp. 0.362** <0.001 0.373** 0.008 0.305* 0.031
IL-10 Exp. 0.405** <0.001 0.488** <0.001 0.286* 0.044
NF-kB Exp. 0.403** <0.001 0.444* 0.001 0.350* 0.013
IKKB EXxp. 0.412** <0.001 0.343* 0.015 0.406**  0.003
TNF-a Exp. 0.373** <0.001 0.229 0.110 0.471**  <0.001
TLR2 Exp. 0.330** <0.001 0.210 0.143 0.413**  0.003
IL-1B (pg/mL) 0.060 0.555 0.054 0.710 0.082 0.571
IL-1RA (pg/mL) -0.198* 0.048 -0.003 0.983 -0.268 0.060
IL-6 (pg/mL) -0.228* 0.022 -0.122  0.398 -0.250 0.080
IL-10 (pg/mL) -0.305** 0.002 -0.130 0.369 -0.391**  0.005
TNF-a (pg/mL) -0.088  0.386 -0.045 0.759 -0.096 0.507

Tabla 8. Correlaciones de omentina-1 en TAV con los demas marcadores de estudio tanto en TAV
como en circulacion.

9.7. Regresion multiple.

Los niveles séricos omentina-1 se establecieron como variable dependiente. En
modelos de interacciones significativas solamente fueron identificados el IMC al final
del embarazo para todos las mujeres al igual que el IMC al final del embarazo para
el grupo control, p=0.018 y p=0.010 (Tabla 9).
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Omentina-1 Todas Control
Suero
IMC final HOMA HDL IMC final TG VLDL IL-1B IL-RA TNF-a
Correlacionp -0.291 -0.163 | -0.067 | -0.360 0.285 -0.133 | -0.153 -0.171 | -0.007
Valor p 0.018* 0.177 0.576 0.010* 0.184 0.531 0.432 0.422 0.960

Tabla 9. Regresién multiple de omentina-1 sérica.

Se estableci6 la expresion de omentina-1 como variable dependiente y a variables
independientes con interacciones significativas en todas las pacientes de TLR-2,
TLR-4, IL-1B, IL-6, IL-10,y NF-kB, asi, en el grupo control, la edad, IL-183, IL-1RA,
IL-6 y NF-kB y finalmente en el grupo de DMG a TLR-4 e IL-1 B (todos p <0.05).
Cuadro No.10.

Omentina-1 Todas n=100 Control n=50 DMG n=50
Expresién | Correlaciéon | p Correlacion | p Correlacion | p
B B B

Edad 0.037 0.476 0.127 0.001* 0.114 0.064
TLR-2 0.390 0.001* -0.101 0.178
TLR-4 -0.754 0.001* -0.046 0.620 -0.491 0.048*
IL-1B 0.345 0.001* -0.443 0.000* 1.207 0.004*
IL-1RA 0.042 0.764 0.387 0.001* -0.521 0.199
IL-6 -0.544 0.000* -0.684 0.000* -0.138 0.161
TNF-a 0.007 0.965 0.145 0.187
IL-10 0.616 0.000* 0.191 0.061 0.14 0.908
IKKB -0.126 0.415 -0.094 0.327 0.546 0.029*
NF-kB 0.902 0.000* 1.331 0.000* 0.035 0.874

Tabla 10. Asociaciones positivas entre omentina-1.
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Error
B STD| Wald| gl Sig. | Exp(B) | Inferior |Superior

Edad 0.146 0.055| 6.954 1| 0.008| 1.157 1.038 1.289
IMC previo |2.122 0.946| 5.035 1| 0.025| 8.350 1.308 53.30
IMC final -1.85 0.933| 3.953 1| 0.047| 0.156 0.025 0.974
SDG -0.34 0.190| 3.237 1| 0.072| 0.711 0.490 1.031
Ganancia 0.817 0.407| 4.039 1| 0.044| 2.265 1.020 5.025
peso

Gestas 0.295 0.233| 1.598 1| 0.206| 1.343 0.850 2.120

Glucosa 0.018 0.012| 2.171 1, 0.141| 1.018 0.994 1.043

Triglicérido | 0.049 90.11| 0.000 1, 1.000| 1.051 0.000 5.375
S

HDL -0.01 ,010( 1.455 1| 0.228| 0.988 0.969 1.007
VLDL -0.21 450.59| 0.000 1| 1.000| 0.806 0.00 .
IL-1B= 0.001 0.010| 0.003 1| 0.956| 1.001 0.981 1.020
suero
ILIRA= 0.027 0.053| 0.261 1| 0.610| 1.028 0.926 1.141
suero
IL-10= 0.013 0.015| 0.725 1| 0.394| 1.013 0.983 1.044
suero

9.8. Regresion logistica.

Tabla 11. Regresion logistica.

De acuerdo con la regresion logistica, se determind que la edad, el IMC previo y al
final del embarazo, y la ganancia de peso en el embarazo son variables de
prediccion para DMG (Tabla 11).
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DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que simultdneamente se determina
la expresion en tejido adiposo y niveles séricos de omentina-1 y factores
inflamatorios en mujeres con DMG al momento del parto. Ademas, este estudio
determind correlaciones entre ellas y los pardmetros maternos. Encontramos que
los niveles séricos de omentina-1 son mas bajos en la DMG en comparacion con
EN, y se correlacioné negativamente con IMC y HOMA-IR en todas las mujeres; sin
embargo, no hubo diferencia después ajuste por factores maternos como la edad y
el IMC, y el resultado del analisis de regresion multiple mostré que el IMC afecta los
niveles de omentina-1. De acuerdo con esto, se ha demostrado que en condiciones
de aumento de adiposidad, incrementa los parametros del adipocito visceral,
incluida el area, el ancho, la altura y el perimetro estan relacionados con la

disminucion sérica en los niveles de omentina-1 [23].

Estudios de casos y controles relacionan los niveles de omentina-1 entre las
mujeres con DMG y EN y han tenido resultados variables. Barker y cols. y otros
investigadores han encontrado que omentina-1 materna fue significativamente
menor en mujeres con DMG en comparacion con los controles [8-12]. Es de
destacar que en el estudio las mujeres fueron clasificadas de acuerdo con su IMC,
el nivel de omentina-1 fue significativamente menor solo en el subgrupo no obeso
de mujeres con DMG. Por otro lado, Abell y cols. en un estudio longitudinal,
encontraron que omentina-1 menor a 38.66 ng / mL a las 12-15 semanas de
gestacién se asocié con un riesgo cuatro veces mayor para GDM [13]. Sin embargo,
Lewandowski cols. Y Franz y cols. no encontraron ninguna diferencia en omentina-
1 en mujeres con GDM [14, 15]. El desacuerdo entre diferentes estudios podria
deberse a la definicion de DMG, IMC materno, disefio del estudio, las diferentes
edades gestacionales en el momento de la extraccidbn de sangre materna, la
heterogeneidad metodologica seleccionados para el analisis, y los diferentes

tratamientos utilizados para GDM.
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En este estudio, el tratamiento farmacoldgico no afecta significativamente los

niveles de adipocinas.

Curiosamente, en este estudio, la sintesis de ARNm de omentina-1 no fue
significativamente diferente en el TAV de las mujeres embarazadas con DMG en
comparacion con los controles. Del mismo modo, Barker cols. y Tsiotra cols.
informaron que la expresion de ARNm de omentina-1 de TAV es comparable entre
los grupos con EN y con GDM [8, 9]. Esta es una evidencia de que omentina-1 no
tiene un papel en la modulacioén de la disfuncion de los adipocitos en la DMG. Barker
cols. demostraron que la obesidad preexistente materna fue asocia con una menor
expresion y liberacion de omentina-1 en el TAV. Varios estudios han mostrado que
los niveles séricos de adipocinas reflejan su expresion en TAV, el cual disminuye en

paralelo con el aumento del TAV [23-25].

Sin embargo, en este estudio, la expresion de ARNm de omentina-1 no fue
correlacionado con sus niveles séricos, lo que indica que los niveles séricos de
omentina-1 podria estar principalmente correlacionado con su secrecion de otros
tejidos, como en la placenta. Recientemente ha sido mostrado que la placenta es la
principal fuente de niveles de omentina-1, y su expresion en este tejido esta
disminuida en DMG en comparaciéon con EN no obesas [8].

Omentina-1 es una adipocina recientemente descubierta originalmente identificada
como una lectina soluble ligada a galactofuranosa, y posteriormente identificado a
partir del tejido adiposo omental humano de un ADNc [3]. Omentina-1 se expresa
abundantemente en la fraccion vascular estromal del TAV, asi como células
vasculares, intestino, y placenta. Se ha demostrado que omentina-1 estimula
absorcién de glucosa en adipocitos cultivados in vitro en respuesta a la insulina, lo
gue sugiere que puede mejorar la sensibilidad a la insulina. Los niveles circulantes
de omentina-1 estan disminuidos en personas obesas, en pacientes con DMT2, con
sindrome metabdlico y en el embarazo [4, 5]. Adicionalmente, se ha informado que
omentina-1 tiene propiedades antiinflamatorias. En humanos las células

endoteliales inhiben TNF-a que induce inflamacion vascular y en células del
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musculo liso vascular inhibe TNF-a, activando la produccion de superoxido, lo que

sugiere un papel protector en la enfermedad vascular [6, 7].

Ademas, en ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasas, omentina-1
disminuyo la inflamacion en tejido adiposo, y en macrofagos atenta su activacion
inducida por lipopolisacaridos mediante la inhibicion de la sefializacion de TLR4 /
MyD88 / NF-kB [26, 27]. La creciente evidencia sugiere que la DMG es un estado
proinflamatorio sistémico. Se ha demostrado que los proinflamatorios citocinas
como IL-1B, TNF-a e IL-6 aumentan en GDM confiriendo resistencia a la insulina
en el higado, musculo esquelético y endotelio vascular 16/18. En este estudio, los
niveles séricos de IL-1B, IL-1RA, asi como IL-10, fueron mas altas en la DMG en
comparacion con mujeres con EN. Sin embargo, esta significancia no continuo
después de ajustar las caracteristicas maternas. Nosotros también observamos que
las mujeres obesas con DMG tenian niveles mas altos de IL-1RA que las mujeres
no obesas, y que el IMC materno estaba en correlacién con los niveles séricos de
IL-18, IL-1RA y TNF-a, lo que sugiere que una de las principales fuentes de
produccion de citocinas es el tejido adiposo, aunque también se ha documentado
gue la unidad fetoplacentaria también puede ser una fuente importante de TNF-a
[2, 28]. Ademas, los niveles séricos de omentina-1 no fueron asociados con factores

inflamatorios circulantes.

El tejido adiposo de mujeres con DMG muestra una fisiologia alterada; los adipocitos
muestran un mayor tamafio celular, y el tejido adiposo muestra una densidad capilar
reducida y también aumenté la expresion de marcadores de disfuncion endotelial y
citocinas inflamatorias en comparacion con EN [29]. Sin embargo, aun queda por
determinar si la expresion de estos factores precede al desarrollo de DMG o es
secundaria a las alteraciones metabdlicas en pacientes con DMG. En este estudio,
encontramos que la expresion de ARNm de TLR2, TLR4, IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-10
en TAV fue menor, y la relacion TNF-a / IL-10 fue mayor, en GDM en comparacion
con los controles. Sin embargo, después de controlar por las caracteristicas

maternas, Unicamente la expresion de IL-10 permanecié significativamente menor
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en las participantes con DMG, lo que indica ademas estado antiinflamatorio alterado
en pacientes con DMG. De acuerdo con esto, varios estudios han demostrado una

disminucién niveles de IL-10 en mujeres con DMG [30].

Tanto la edad como el IMC antes del embarazo incrementan el riesgo de GDM.
Demostramos que la expresion de TAV TLR2, TLR4, TNF-a y NF-kB se correlacion6
positivamente con la materna edad, y la expresion de NF-kB se asocid

positivamente con IMC antes del embarazo en mujeres con DMG.

El NF-kB es un regulador primario de respuesta infamatoria. Este factor nuclear
existe en forma dimérica inactiva en el citoplasma. unido por las proteinas
inhibidoras IkBs. Después de la activacion por estimulos como patdégenos, sefiales
de activacion de células T y citocinas proinflamatorias, las IkB se fosforilan por la I-
kB-quinasa B (IKkB), lo que permite que la NF-kB se transloque al nucleo y activa
la transcripcion de varios genes, incluidas las citocinas proinflamatorias,

quimiocinas y moléculas de adhesion.

Estudios recientes reportan un papel de NF-kB y TLR en el envejecimiento, la
obesidad y resistencia a la insulina [31-33]. En GDM, varios estudios han informado
una mayor expresion del ARNm de TLR4 y NF-kB en placenta [34]. Por otro lado,
se ha mostrado que una elevada expresion de TLR2 en células mononucleares de
sangre periférica de mujeres con DMG [35], altos niveles de glucosa y de grasas
saturadas aumentan la expresion de TLR en estas células [33, 36]. En este estudio,
también informamos asociaciones entre la expresion de ARNm omentina-1 y los
marcadores inflamatorios en TAV en todas las mujeres, EN y DMG, y la significancia
entre las correlaciones continuaron después del ajuste con caracteristicas
maternas, lo que indica que la expresion de estas adipocinas esta vinculada entre
si independientemente de GDM. De manera interesante, en el grupo de EN pero no
en mujeres con DMG, la expresion de omentina-1 se correlacion6 positivamente
con la expresion de citocina antiinflamatoria de IL-1RA y se correlaciond
negativamente con citocinas proinflamatorias IL13 e IL-6, lo que sugiere que

omentina-1 tiene propiedad antiinflamatoria. Una explicacion de las diferentes
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asociaciones entre la expresion de omentina-1 y citocinas entre mujeres con DMG
y sin DMG podria deberse a que se observa una hipertrofia en adipocitos en
personas con DMG, lo que podria contribuir a una falla en los niveles de expresion
de adipocinas [29].

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Primero, los analisis de datos
transversales no pueden hacer inferencias causales con respecto a las relaciones
entre omentina-1 y factores inflamatorios en DMG. En segundo lugar, hubo
diferencias en la edad y IMC entre grupos, aunque se hicieron ajustes para estas
variables. En tercer lugar, no medimos la secrecion. de adipocinas de tejido adiposo
obtenidas de las estudiadas mujeres. Se ha sugerido que la expresion del gen IL-
1B en el tejido adiposo es independiente de la transcripcion genética. Ademas, las
adipocinas maternas se midieron en el momento de ceséarea en solo una poblacién,
hubo una falta de HbAlc, y todos los pacientes con DMG recibieron apoyo una vez
diagnosticada, incluida la dieta, el ejercicio y el tratamiento farmacol6gico. La
influencia de estos tratamientos sobre los niveles de citocinas no es clara y deben

tenerse en cuenta para estudios futuros.

Por lo tanto, seran necesarios grandes estudios prospectivos de cohorte para
proporcionar evidencias sobre la asociacion en la expresion del TAV y la liberacion

de las adipocinas examinadas en la DMG.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas y los niveles de expresion de omentina-1 no estan
relacionadas directamente a la DMG; no obstante, las mujeres con DMG tienen un
estado inflamatorio alterado en VAT. Ademas, no se observd una asociacion
sistémica entre omentina-1 y factores inflamatorios, pero si una asociacion entre sus
niveles de expresion génica en todas las mujeres, indicando que la expresion de

estas adipocinas se relaciona independientemente de la DMG.
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ANEXO |
APROBACION DEL PROYECTO

24/4/2018 sirelcis.imss.gob.mx/s2/scnic/protocolos/dictamen/2603

Direccién de Prestaciones Médicas £ 1))
Unidad de Educacion, investigacion y Politicas de Salud e
Coordinacién de Investigacion en Salud im

Dictamen de Aprobacién

Martes. 24 de abril de 2018
Ref. 09-B5-61-2800/201800/ 3 { § § §

Dra. Renata Patricia Saucedo Garcia

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas Siglo XXI (U INVEST MED ENF
ENDOCRINAS S XXD) )

Nivel Central

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: COMPARACION DE NIVELES CIRC UI:.XNT-ES..D_@
OMENTINA-1, DE SU EXPRESION EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL Y DE SU ‘"“\'\_
RELACION CON PROCESO INFLAMATORIO ENTRE MUJERES EMBARAZADAS CON

Y SIN DIABETES GESTACIONAL, fue sometido a la consideracién de este Comité Nacional de
Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas
vigentes, con base en las opiniones de los vocales del Comité de Etica en Investgacion y del Comité
de Investigacién del Comité Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS, se ha emitido el
dictamen de APROBADO, con niimero de registro: R-2018-785-026.

De acuerdo a la normatividad vigente, debera informar a esta Comité en los meses de enero y julio de
cada afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen sélo tiene vigencia de un afio.
Por lo que en caso de ser neces /;io requerira solicitar una reaprobacién al Comité de Etica en
Investigacién del ComitgA#agignal de Investigacion Cientifica, al término de la vigencia del mismo.

Atentamente,

Dr. Fabio Salaghiar
Presidente *
Comité Nacional de Mayestigacion Cientifica

Anexo comentarios:

“Re envia Dictamen
S N/ 1ah. F-CNIC-2018-13

N

SEGURIDAD Y S

47 piso Blogas B de In Thiidnd e Covgrecos far Cumibaimoe 332
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ANEXO I

FINANCIAMIENTO FIS

RS Tar S
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Fomaow
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COORDINACION D .
DIVISION DE EVALUACION DE 1

GOBIERNO DE LA REPURLICA

OFICIO No. 09 B5 61 61 2800 /2018/2998

Ciudad de México a 30 de noviembre de 2018

DRA. RENATA PATRICIA SAUCEDO GARCIA

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Endocrinas, Diabetes y Metabolismo
UMAE Hospital de Especialidades " Dr. Bernardo Sepulveda Gutierrez”

Centro Médico Nacional Siglo XX, Ciudad de México

PRESENTE

NiUmero en el Fondo: FIS/IMSS/PROT/G18/1826

Tengo el agrado de informarle que en los términos del “Concurso de Apoyo Financiero para el
Desarrollo de Protocolos de Investigacion en Salud del IMSS” Convocatoria 201 8, se aprobd su
solicitud para recibir apoyo financiero por ia cantidad de $500,000.00 (Quinientos mil pesos 00/100
M.N.) para el protocolo de investigacion: “COMPARACION DE NIVELES CIRCULANTES DE
OMENTINA-1, DE SU EXPRESION EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL Y DE SU RELACION CON
PROCESO INFLAMATORIO ENTRE MUJERES EMBARAZADAS CON Y SIN DIABETES
GESTACIONAL”. El financiamiento que se le ha otorgado, estara vigente a partir del 1 de febrerc de
2018 y hasta por dos afos sin prérrogas, y solo se podra ejercer cuando haya entregado la carta
compromiso, para lo cual es necesario que usted ingrese en el Sistema de Registro Electrénico de la
Coordinacion de Investigacion en Salud (SIRELCIS), imprima la carta, la firme, la ingrese al Sistema
en formato digital a la brevedad, y después entregue la original en el Fondo de Investigacion en
Salud (FIS) para formalizar su Convenic Especifico de Financiamiento. Se le recuerda que iiene
usted el compromisoc de enviar semestralmente los informes ordinarios y extraordinarios que se e
soliciten. .

Aprovecho la oportunidad para felicitarle y le invito a continuar realizando actividades de
investigacion de calidad v congruentes con los problemas de salud de la poblacion, procurando Ia
difusion de sus resultados a través de publicacién en revistas que cumplan con los criterios
internacionales de calidad.

Sin otro particutar, reciba un cordial saludo.

y

MANCA GOMEZ
acion en Salud

£,

DR. FABIO ARDEL s

AL
Coordinador de Invest
7

7
/
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MEXICO

GOBIERNO DE LA REPUBLICA

COORDE
DIVISION DE

CION DE §

Con copia para:
® Dr. Carlos Fredy Cuevas Garcia, Director de la UMAE Hospital de Especialidades "Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez", Centro Médico Nacional Siglo XXI, Ciudad de México.
° Dr. Mario Humberto Vargas Becerra, Jefe de la Division de Desarrollo de la Investigacion.
° Ing. Sergio Valencia Castro, Jefe de Divisién de Control y Seguimiento Financiero de la Investigacion.
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SECURIDAD ¥ SOLIDARIDAD $0CIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del
estudio:

Patrocinador
externo:

Lugar y fecha:

Numero de
registro:
Justificacion y
objetivo del
estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos
y molestias:

Posibles
beneficios que

COMPARACION DE NIVELES CIRCULANTES DE OMENTINA-1, DE SU EXPRESION EN
TEJIDO ADIPOSO VISCERAL Y DE SU RELACION CON PROCESO INFLAMATORIO
ENTRE MUJERES EMBARAZADAS CON Y SIN DIABETES GESTACIONAL

No aplica

La diabetes gestacional es la diabetes del embarazo. Es una enfermedad en la que durante el
embarazo se elevan los valores de azlcar (glucosa) en la sangre. Si no se trata, la diabetes
gestacional puede causar problemas en la madre y el bebé. Por lo general desaparece después
de tener al bebé; pero la mujer corre mas riesgo de tener diabetes mas adelante en la vida. Las
mujeres con exceso de peso antes de embarazarse tienen mayor propension a desarrollarla.
Cuando hay un exceso de peso se acumula grasa a la altura de la cintura. Esta grasa produce
unas sustancias llamadas hormonas que viajan por la sangre a otros sitios donde ejercen distintas
acciones. Se piensa que estas sustancias estan alteradas cuando hay un exceso de peso y que
estan implicadas en la aparicion de diabetes gestacional. De ahi nuestro interés en estudiar a
estas sustancias en la grasa acumulada a la altura de la cintura y en sangre en mujeres a las que
se les realiza cesérea para el nacimiento de sus hijos.

Este estudio pretende comparar distintas hormonas en sangre y en la grasa ubicada a la altura
de la cintura entre mujeres que tienen diabetes en el embarazo y embarazadas sin diabetes
gestacional a las que se les realiza cesarea para el nacimiento de sus bebés.

Toma de muestra de sangre venosa de alguno de sus brazos antes de la realizacion de la
cesarea, cuando se obtenga sangre para sus estudios de rutina ordenados por su médico y
obtencién de grasa a la altura de la cintura durante la ceséarea, después del nacimiento de su
hijo, antes de cerrar el corte realizado a su piel. La cantidad de sangre obtenida sera equivalente
a dos cucharadas soperas y la cantidad de grasa sera equivalente a una cucharadita.

Los riesgos y molestias asociados con la toma de la muestra de sangre son dolor en el sitio donde
se coloca la aguja y la aparicion de moretones.

En cuanto a la recoleccion de la grasa a la altura de la cintura, el ginec6logo la obtiene durante
la cesérea y no requiere ningun tipo de corte adicional en su piel ni en ningln otro 6rgano, por lo
cual no representa ningun riesgo adicional al de la cesarea.

Directamente usted no obtiene ningun beneficio de este estudio, soélo colaborard a aumentar el
conocimiento cientifico sobre la diabetes gestacional.
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recibird al
participar en el
estudio:

Informacion
sobre resultados
y alternativas de
tratamiento:

Participacién o
retiro:

Privacidad y
confidencialidad:

Se le proporcionara informacion actualizada sobre tratamientos actuales o que surjan durante la
investigacion

Usted es libre de participar o no en el estudio sin represalias. Se le brindaran respuestas a
cualquier duda y tiene el derecho de retirarse del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atenciébn médica que recibe del Instituto.

No se identificara su identidad en las presentaciones o publicaciones que surjan de este estudio,
sus muestras se identificaran con claves y todos los datos relacionados con la privacidad seran
manejados en forma confidencial.

En caso de coleccién de material biolégico (si aplica):

=

No autoriza que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si  En caso de algin dafio causado por la

aplica):

investigacion se dispone de tratamientio médico

Beneficios al término del estudio: Proporcionarme la informacion actualizada que

se obtenga durante el estudio

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dra. Renata Patricia Saucedo Garcia, matricula 99091877, Unidad de

Colaboradores:

Investigacion Médica de Enfermedades Endocrinas, Tel. 56276913

Dra. Lourdes Basurto Acevedo, matricula 8973806, Unidad de
Investigaciéon Médica de Enfermedades Endocrinas, Tel. 56276913

Dr. José G. Cruz Duran, matricula 7480806, Hospital de Ginecologia y
Obstetricia numero 3 del Centro Médico Nacional La Raza, Tel.
57245900 Ext. 23710

Dr. Edgardo Puello Tamara, matricula 10260374, Hospital de
Ginecologia y Obstetricia numero 3 del Centro Médico Nacional La
Raza, Tel. 57245900 Ext. 23710

Dr. Marcelino Hernandez Valencia, matricula 8404321, Unidad de
Investigacién Médica de Enfermedades Endocrinas, Tel. 56276913
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Dr. Arturo Zarate Trevifio, matricula 121126, Unidad de Investigacion
Médica de Enfermedades Endocrinas, Tel. 56276913

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de
Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos,
Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230, Correo electrdnico:

comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccién, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Clave: 2810-009-013
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ANEXO IV

HOJA PARA RECOLECCION DE DATOS

Nombre:

NUmero de Afiliacion:

Referida por:

Edad:

Tel:

Folio:

Fecha:

Cel:

Diagnéstico: Fecha Dx de DMG:
Ocupacion: SDG:
Presion Arterial: ( mm/Hg) FC: FR:
Gestas: _ Partos: Ceséareas:_ Abortos: Alergias:
Peso previo al embarazo: (kg) Talla: (m) IMC:

Peso actual al embarazo: (Kg) Talla: (m) IMC:
Antecedentes con DMG: (SI) (NO)__ Padres: Hermanos:
Recibié tratamiento para DMG: (SI) (NO) Cuél: Inicio:
Dosis de insulina: Tipo de dieta: Inicio:
Peso del bebe previo: (kg) Fechade nacimiento: Talla:
Peso del bebe actual: (Kg) Fechade nacimiento: Talla:
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FUR:

Fecha:

Cuales:

Tiene DM2:

Quién:

Termino:

Termino:

Anomalia:

Anomalia:



Sexo: (Mujer) (Hombre) FC: FR: PC: PT:

PA: Pie: Apgar:

Tomo Vitaminas: (SI) (NO) Cudles: Cuando:

Alcoholismo previo al embarazo: (SI) (NO) Cuanto:_ Actual:__ Cantidad:
Tabaquismo previo al embarazo: (SI) (NO) Cuanto: _ Actual: _ Cantidad:
Drogadiccion previo al embarazo: (SI) (NO) Cuanto: _ Actual:_ Cantidad:
Actividad fisica previo al embarazo: (SI) (NO) Cuanto: __ Actual:_  Cuanto:

Ligera: Moderada: Severa:
ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS ANTECEDENTES

Tuberculosis: (SI) (NO) Tipo:
Hipertensién: (SI) (NO)
Preeclampsia: (SI) (NO) Tipo:
Cardiopatias: (SI) (NO) Cual
Nefropatias: (SI) (NO) Cuél
Otras:

EXPOSICION A GENOTOXICOS

Pesticidas: SI) (NO) Cudl
Disolventes: SI) (NO) Cual
Rayos X: SI) (NO)

ROS: SI) (NO)

Agentes alquilantes: SI) (NO)
Luz UV: SI) (NO) Cual

Agentes antitumorales: SI) (NO) Cual

TIPOS DE MUESTRAS OBTENIDAS: SANGUINEA: ()
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Tuberculosis: (SI)(NO)
Hipertensién: (SI)(NO)
Preeclampsia: (SI)(NO)
Cardiopatias: (SI)(NO)
Nefropatias: (SI)(NO)

Otras:

TAV. ()

Hijo no.:

Durante:
Durante:
Durante:
Durante:
Durante:

Cual:

FAMILIARES




ANEXO V
EXTRACCION DE MUESTRA SANGUINEA

La toma de muestras debe ser después de un periodo de ayuno de 8-12 horas,
previo consentimiento informado.

Se identifican las muestras con el

nombre completo de las pacientes

fecha, folio.

L

(R@ El torniquete se aplica a una distancia de
FX
i) 8-10 cm de la zona de puncion para localizar
la vena cefélica, basilica o cubital media.

4

| Hacer asepsia en el antebrazo y con la \.x ‘ ]

99 ayuda de una jeringa o soporte de un —
vacutiner punzar y la extraer la sangre. »

L}

Dejar que las muestras se enfrien para evitar
hemolisis, en un lugar libre de vibraciones,
después centrifugar a 3500 RPM por 10 min.

]

Fraccionar el suero en tubos eppendor
q !

] ;,,, previamente identificados y guardarlos
=

a -80°C.
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ANEXO VI

TECNICA PARA ALMACENAR MUESTRAS DE
TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Previo consentimiento informado. En el quiréfano el
ginecologo extrae el TAV (epipldn) entre 2-3 cm y éste se
coloca en solucion DEP para eliminar la sangre y otros

contaminantes.

Posteriormente se fracciona el TAV en cajas Petri y se coloca
en criotubos que contienen 1 ml de reactivo de Trizol, el cual

debe estar a temperatura ambiente.

2

Verificar que el tejido adiposo quede completamente
inmerso en el reactivo de Trizol, sin saturar el tubo con la
muestra. Finalmente se colocan los tubos eppendor

en gradillas, las cuales han3 sido debidamente identificadas

y se guardan en congelacién a -80°C.

Nota: Todo material a utilizar debe ser previamente estéril.



ANEXO VI

MEDICION DE OMENTINA-1 EN SUERO

1. Pipetear 100 pl de estandares diluidos #, controles de calidad, tampon de dilucién
(blanco) y muestras por duplicado, en los pocillos correspondientes**,

. Incubar la placa a 37 ° C durante 2 horas sin agitar.

. Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

. Afiadir 100 pl de solucion de anticuerpo marcado con biotina en cada pocillo.

. Incubar la placa a 37 ° C durante 30 minutos sin agitar.

. Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

. Aiadir 100 ul de conjugado estreptavidina-HRP en cada pocillo.

. Incubar la placa a 37 ° C durante 30 minutos sin agitar.

© 00 N O o A WD

. Lavar los pocillos 3 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo).

10. Afnadir 100 pl de solucién de sustrato en cada pocillo. Cubrir con aluminio.

11. Incubar la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente. El tiempo de
incubacion puede extenderse (hasta 20 minutos) si la temperatura de reaccion es
inferior a 20°C. No agitar la placa durante la incubacion.

12. Detener el desarrollo de color afladiendo 100 ul de solucion Stop. La
absorbancia debe leerse dentro de los 5 minutos siguientes.

13. Determinar la absorbancia de cada pocillo en un lector de microplacas
establecido en 450 nm, con la longitud de onda de referencia establecida en 630
nm. Reste las lecturas a 630 nm de las lecturas a 450 nm.

Nota * Preparar curva estandar

Vol. Dilucién + Vol. Estandar Concentracion
Stock 64 ng/ml

250 ul + stock 32 ng/ml

250 ul + 32 ng/ml 16 ng/ml

250yl + 16 ng/ml 8 ng/ml

250yl + 8ng/ml 4 ng/ml

250yl + 4 ng/ml 2 ng/ml
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CURVA ESTANDAR DE OMENTINA-1

35

2.5

Absorbancia ( 450-60 nm)

0.5 7

Concentracion de omentina-1 ng/ml

Tira 1+2 Tira 3+4  Tira 5+6 Tira7+8  Tira9+10 Tira 11+12
Estandar 64  Blanco Muestra 8 Muestra 16  Muestra 24 Muestra 32

Estandar 32 Muestra 1 Muestra 9 Muestra 17  Muestra 25 Muestra 33
Estandar 16 ~ Muestra 2 Muestra 10 Muestra 18  Muestra 26 Muestra 34
Estandar 8 Muestra 3 Muestra 11 Muestra 19  Muestra 27 Muestra 35
Estandar 4 Muestra 4 Muestra 12 Muestra 20  Muestra 28 Muestra 36
Estandar 2 Muestra 5 Muestra 13 Muestra 21 Muestra 29 Muestra 37
QCALTO Muestra 6 Muestra 14 Muestra22  Muestra 30 Muestra 38

QCBAJO Muestra 7 Muestra 15 Muestra 23 Muestra 31 Muestra 39
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ANEXO VI

TECNICA PARA ACIDOS NUCLEICOS

EXTRACCION
Mantener todas las muestras siempre en hielo
Sacar las muestras del revco y dejarlas en hielo
Triturar finamente el tejido adiposo con ayuda de tijeras
Transferir | muestra a cada tubo eppendor de 1.5 ml, debidamente rotulado
Centrifugar a 12,000 g por 10 minutos (4°C previo enfriamiento de la
centrifuga).

Eliminar el exceso de grasa de cada muestra

6. Colocar 700 pul de la fase acuosa y transferirlo a un nuevo tubo eppendor

1.5 ml

PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Al tubo anterior (6) colocar 700 ul de etanol frio (1:1) y mezclar en vortex
En un tubo colector poner la columna zymo-spin Il colocar 800 pl de la
mezcla anterior (a)

Centrifugar 1 minuto a 13000 g

TRATAMIENTO CON DNAsa

Lavar la columna anterior con 400 pl de wash buffer y centrifugar 1

minuto a 13,000 g
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2. Adicionar directamente en la columna de cada muestra 80 ul de la

solucion (A)

Solucién (A)

1 reaccidn

13 reacciones

5 yl Enzima DNAsa

5ul

65 ul

75 pl Solucién buffer de
digestion

75 pl

975l

4. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos

5. Centrifugar 1 minuto a 13000 g

6. Lavar la columna con 400 pl de solucién pre-wash y centrifugar 1 minuto

a 13000 g (Repetir este paso 2 veces).

7. Lavar la columna con 700 pl de solucion wash y centrifugar 2 minuto a

13000 g.

8. Trasferir la columna a otro tubo eppendor 1.5 sin tapa

9. Colocar directamente en la columna 15 pl de agua libre de RNAsa Y DNAsa
10. Centrifugar 1 minuto a 13000 g
11.0Obtencion de RNA eluido de alta calidad.
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Calidad del ARN de TAV en mujeres con TNG (tabla
verde) y DMG (tablaroja)

No. FOLIO Concentracion 260/280 260/230
ng/pl = C1
1 22 211.7 1.91 1.60
2 24 1322.1 1.94 2.08
3 25 887 1.93 1.75
4 26 1875.2 1.95 1.91
5 27 1546.5 1.94 2.04
6 29 1564.0 1.93 2.13
7 30 1340.2 1.93 1.82
8 31 3466.1 1.95 2.05
9 33 2758.4 1.95 2.15
10 35 1367.7 1.93 2.01
11 36 792.1 1.93 2.03
12 37 811.9 1.92 1.95
13 40 353.5 1.92 2.01
14 41 283.2 1.92 1.65
15 42 313.3 1.92 1.95
16 43 958.9 1.95 1.93
17 44 700.9 1.91 190
18 45 1638.3 1.94 2.04
19 46 843.3 1.92 1.98
20 48 817.3 1.91 1.98
21 49 885.0 1.92 1.96
22 50 947.1 1.92 1.86
23 52 717.6 1.90 1.99
24 53 795.3 1.90 2.04
25 54 1695.5 1.53 1.94
26 56 214 1.65 1.99
27 58 1646.8 1.96 2.01
28 59 336.8 1.97 1.80
29 60 1326.9 1.98 2.00
30 61 1729.5 1.99 2.01
31 63 2176.2 1.96 2.04
32 64 1315.0 1.93 1.90
33 65 829 1.83 1.81
34 66 1327.7 1.91 1.99
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35 67 329.3 1.88 1.81

36 69 2377.8 1.92 2.01
37 78 360.5 1.95 1.71
38 84 4207.1 1.99 2.15
39 88 1396.9 1.97 1.95
40 89 930 1.98 1.89
41 90 1179.8 1.97 1.97
42 91 2168.1 1.99 2.03
43 93 2236.7 1.97 2.04
44 96 2205.6 1.98 2.09
45 99 446.6 1.97 191
46 103 837 1.98 1.98
47 105 3326.7 1.96 2.12
48 113 1225.2 1.97 2.06
49 116 261.5 1.97 1.80
50 118 148 1.96 1.89

PUREZA con 260/280:
con 260/230:

Pura acidos nucleicos generalmente producen una proporciéon 260/280 de ~ 1,8 y un ratio de
260/280 de ~ 2,0 para el ADN y ARN, respectivamente.

indice de pureza del 260/230 es una segunda medida de la pureza del ADN con los valores de un
acido "puro" nucleicos cominmente en el rango de 1.8-2.2.

260: Concentracién de RNA. Maximo de absorcion de 260 nanémetros

280: Indica la cantidad de proteinas en la muestra.

230: Indica los compuestos fendlicos que hay en la muestra

260/280: Muestra con alta pureza de RNA esta entre 2.0-2.3, (1.8-1.9) <2.0 indica presencia de
proteinas.

260/230: Muestra con alta pureza de RNA esta entre 1.8-2.0 <1.8 2.0 indica presencia de fenoles.
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No. FOLIO  Concentracion ng//pl=C1  260/280 260/230

1 23 410.5 1.94 1.83
2 47 2015.5 1.96 2.00
3 55 1110.5 1.94 2.04
4 68 1460.2 1.95 2.03
5 203 484.9 1.95 1.88
6 206 2220.6 1.95 2.08
7 209 700.9 1.97 2.03
8 212 765.5 1.95 2.07
9 214 1230 1.96 2.01
10 215 555.4 1.95 2.09
11 216 795 1.95 2.09
12 217 1027 1.96 2.11
13 218 777.9 1.95 2.10
14 219 1042.3 1.93 2.07
15 220 456 1.95 2.09
16 221 980.3 1.93 2.09
17 222 266.9 1.98 1.81
18 223 365.2 1.95 1.87
19 224 1942 1.95 2.11
20 225 541.7 1.95 1.90
21 226 2114.3 1.95 2.09
22 228 1157.5 1.95 2.06
23 230 159.7 1.82 1.50
24 231 1580.4 1.96 2.12
25 232 1294 1.96 2.03
26 233 336.0 1.95 1.82
27 234 1044.6 1.98 1.96
28 235 1162 1.99 2.11
29 236 824.4 1.99 2.04
30 237 2032.7 1.96 2.10
31 238 1336.2 1.97 2.11
32 240 2004.7 1.93 2.09
33 247 1108.5 1.97 2.00
34 248 1362.9 1.98 2.05
35 259 1063.1 1.95 2.00
36 261 1898.5 1.95 2.10
37 262 255.4 1.93 1.81

99



38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

264
266
270
273
280
283
285
294
303
308
310
314
318

1504.5
489.6
652.2
770.0

2405.5
420.5

1459.5

1780.1
755.2

1455.2

1850.9
212.7
781.4

100

1.98
1.93
1.94
1.97
1.97
1.94
1.94
1.98
1.99
1.96
1.97
1.96
1.98

1.99
1.72
1.90
2.00
2.12
1.92
2.12
2.09
2.10
2.16
2.14
1.94
2.08



ANEXO X

TECNICA DE RT-PCR

Tejido adiposo

TRizol ® s

Extraccion de RNA Total

a] - Cuantificacion ¢

NanoDrop 2000

RNA

N

Retrotranscripcion

Component:

Enzyme Mux

2x First-Strand Reaction Mix (10 mM Mg2Cl and 1mM each dNTP)
Annealing Buffer

Primer. Obgo (AT )y (50 pM)

Veriti Thermal Cycler™  SuperScript Il First-Strand Kit N/

cDNA
Component:
i Master M
PCR tiempo real = M
H20
StepOnePlus™ Real Time system

\/
Analisis de
resultados
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ANEXO XI

GRAFICA DE gRT-PCR
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ORIGINAL ARTICLE m
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Omentin-1 and its relationship with inflammatory factors in maternal
plasma and visceral adipose tissue of women with gestational
diabetes mellitus

M. I Pefia-Cano' © - J. Valencia-Ortega® - E. Morales-Avila® © - M. F. Diaz-Veldzquez'( - R. Gémez-Diaz’ O -
R. Saucedo®®

Received: 19 June 2021/ ccepted: 30 August 2021
@ Italian Society of Endocrinalogy (SIE) 2021

Abstract

Purpose To investigate the association of omentin-1 and inflammatory factors in serum and visceral adipose tissue (VAT)
of women with gestational diabetes mellitus (GDM) compared to normal pregnant (NP) subjects. Furthermore, to examine
their correlation with maternal clinical characteristics.

Methods We compared 116 GDM women to 115 NP women, at the time of cesarean section. Circulating omentin-1 and
pro-inflammatory (IL-1f5, IL-6, TNF-x), and anti-inflammatory cytokines (IL-1RA, IL-10) were examined. Moreover, their
mRNA expression in VAT, along with inflammatory factors involved in the NF-xB pathway (TLR2, TLR4, NF-xB, IKxB).
were examined.

Results Circulating omentin-1 (p=0.022) was lower and circulating IL-1-f, IL-IRA, as well as IL-10 (p=0.005, p=0.007,
and p=0.015, respectively), were higher in GDM compared to NP women. Omentin-1 correlated negatively with pre-
pregnancy and gestational BMI, and HOMA-IR in all women, but was not associated with cytokines. TLR2, TLR4, IL-1j,
IL-1RA, IL-6, IL-10 mRNA expression in VAT was lower in GDM compared with controls (p<0.05 all). In multivariate
analysis, BMI at delivery was significantly correlated to omentin-1 concentrations in all and NP subjects. In addition, omen-
tin-1 expression was correlated to inflammatory gene expression in all, GDM and NP, women (p < 0.05 all).

Condusion Serum levels and VAT gene expression of omentin-1 are not independently linked to GDM; notwithstanding,
GDM women have a YAT-altered inflammatory status. In addition, no systemic association between omentin-1 and inflamma-
tory factors was found, whereas associations between their expression in all women were observed, indicating that expression
of these adipokines is linked between them regardless of GDM.

Keywords Gestational diabetes mellitus - Omentin-1 - Cytokines - Visceral adipose tissue - mRNA expression
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ANEXO XIII
2. ARTICULO CIENTIFICO

ARTICULO ORIGINAL
Ginecol Obstet Mex. 2021; 89 (2): 100-108.

Omentina-1 en diabetes gestacional y
su relacion con el proceso inflamatorio

Omentin-1 in gestational diabetes and its
relationship to the inflammatory process.

Maria Isabel Pefia-Cano,* Renata Saucedo,? Jorge Valencia,? Rebeca Gonzalez-
Reynoso,? Erubiel Rosendo Luis-Lopez,® Mary Flor Diaz-Veldazquez®

/i Determinar la concentracidn sérica de omentina-1 en pacientes con diabe-
tes mellitus gestacional y establecer su relacién con el proceso inflamatorio, evaluado
a través de la medicion de PCR, MCP-1 e TNF-alfa.

¥ : Estudio transversal, comparativo, con muestreo no pro-
babnhstlco por convemenc;a, efectuado entre enero y diciembre de 2019 en pacientes
con diabetes mellitus gestacional y embarazadas sanas atendidas para cesdrea electiva
en el Hospital de Ginecologia y Obstetricia 3, Centro Médico La Raza, IMSS y en el
Hospital de Ginecologia y Obstetricia 221, IMSS, Toluca, Estado de México. A todas
se les tomé una muestra de sangre al término del embarazo para cuantificar las con-
centraciones de adipocina omentina-1 y de las moléculas inflamatorias.

2035 Se estudiaron 38 pacientes con diabetes gestacional y 38 sin ésta.
Las concentrac:ones séricas de omentina-1 fueron menores en las primeras versus el
grupo control [mediana (rango intercuartilico), 449.6 ng/mL (384.4-502.3) vs 573.8
ng/ml (439.3-639.2), p=0.002]. Esta adipocina se relaciond, de forma inversa, con
MCP-1 (r = -0.317, p = 0.017) e TNF- alfa (r = -0.280, p = 0.037); sin embargo, no
mostré relaciéon con la proteina C reactiva (r = -0.071, p = 0.602). En el analisis
multivariado la variable predictora de omentina-1 fue el IMC al final del embarazo
(beta = -0.318, p = 0.021).

CONCLLIS
L8 e L =

' En las pacientes con diabetes mellitus gestacional las concentraciones
de omentlna—1 fueron menores en comparacion con las de embarazadas sanas, cir-
cunstancia que se relacioné de forma negativa con moléculas inflamatorias. El indice
de masa corporal al final del embarazo influyS en estas observaciones.

PAL : Omentina-1; diabetes, gestacional; embarazadas; proteina C
reactlva, factor de necrosis tumoral alfa.
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Immune tolerance at the maternal-placental interface
in healthy pregnancy and pre-eclampsia
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Abstract

Aim: The objective of this review is to describe the immunological mechanisms which facilitate maternal tol-
erance at the maternal-placental interface, and to discuss how these mechanisms are disrupted in pre-
eclampsia.

Methods: A literature review was performed based on the analysis of papers available on PubMed. The
most important and relevant studies regarding the immunological mechanisms which facilitate maternal tol-
erance in healthy pregnancy and pre-eclampsia are presented in this article.

Results: The maternal-placental interface is the site where the immune tolerance begins and develops.
Within the innate immunity, natural killer cells, macrophages and dendritic cells play a pivotal role in toler-
ance through regulation of inflammation. On the other hand, within the adaptive immunity, the correct
increase of regulatory T cells is crucial for ensuring immune tolerance toward placental cells. Disturbances in
maternal tolerance can lead to the appearance of pregnancy complications such as pre-eclampsia, which has
a considerable impact on perinatal morbidity and mortality.

Conclusion: Our partial knowledge of immunological mechanisms involved in tolerance at the maternal-
placental interface indicates that pre-eclampsia is characterized by alterations of this maternal immune toler-
ance, which could represent the origin of the disease.

Key words: immune tolerance, placenta, pre-eclampsia, pregnancy, trophoblast.

Introduction

In 1953, in the form of an essay entitled ‘Some immu-
nological and endocrinological problems raised by the
evolution of viviparity in vertebrates’, Peter Medawar
recognized the paradoxical nature of the immunologi-
cal relationship between the maternal immune system
and the fetal tissues. This is considered the most influ-
ential contribution made to the development of the
reproductive immunology and established Peter Med-
awar as an illustrious founding father of this field.> At

the present time, some underlying mechanisms of
maternal immune tolerance have been elucidated, and
its disturbances have been related to pregnancy com-
plications such as pre-eclampsia.?

Pre-eclampsia is a pregnancy complication clinically
defined by the new onset of hypertension and organic-
disturbances after 20 weeks of gestation.” This disor-
der affects 2-8% of pregnant women worldwide and
it represents one of the leading causes of maternal
death and perinatal morbidity.*® The etiology of pre-
eclampsia remains undefined; however, currently, it
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