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1. GDM: CONCEPTO Y PREVALENCIA

La diabetes mellitus gestacional (GDM) es una de las complicaciones mas comunes
del embarazo, y se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio
o primer reconocimiento durante el embarazo (Metzger y Coustan 1998). Dicha
intolerancia es debida a un aumento de la resistencia a la insulina por la accion de las
hormonas placentarias y una inadecuada secrecion pancredtica de insulina para
compensarla, lo que lleva a una hiperglicemia e hiperinsulinemia. Ademas, en mujeres
que padecen esta patologia aumenta el riesgo de desarrollar una diabetes tipo 2
después del embarazo, y lo que es mas importante, aumenta el riesgo de padecer
obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico en la descendencia (Buchanan y Xiang

2005).

En los ultimos aios, la incidencia de la GDM ha aumentado exponencialmente en la
mayor parte de los paises, debido al aumento exponencial de la obesidad a nivel
mundial (Jensen et al, 2001). La gran variabilidad en cuanto a la tasa de prevalencia de
la GDM a nivel mundial (1-18%) se debe principalmente a la falta de consenso en
cuanto a los criterios diagndsticos de esta, aunque incuestionablemente la etnia y
region geografica también influyen. En Europa varia del 2% en el norte, a mas del 10%
en el sur, siendo la prevalencia mucho mayor en el litoral mediterraneo (Buckley et al,

2012).

Los primeros criterios para el diagnostico de la GDM fueron establecidos hace mas
de 40 afos, y a pesar de ello siguen siendo utilizados en la actualidad (O'Sullivan y
Mahan 1964). Posteriormente se emplearon los clasicos “criterios de la National
Diabetes Data Group” (NDDG 1979) (Tabla 1), hasta que fueron sustituidos por los
criterios de Carpenter y Coustan (Carpenter y Coustan 1982), (basal: 95 mg/dl; 1h: 180
mg/dl; 2h: 155 mg/dl; 3h: 140 mg/dl) con los que al bajar los puntos de corte aumenté
la prevalencia (Tabla 1). Con el paso de los afos diferentes instituciones han ido

proponiendo nuevos criterios diagndsticos de la GDM, de entre los cuales los de la
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Asociacién Americana de Diabetes (ADA) han sido los mas empleados, a pesar de que

estos se han ido modificando a lo largo de los afios (ADA 1987, 2014).

En Espafa, el estudio de prevalencia mas destacado es el Estudio Multicéntrico
Espafiol; un estudio prospectivo, multicéntrico, que incluy6 los datos de 16 hospitales
del Servicio Nacional de Salud desde los afios 2002 a 2005, con 9270 gestantes
principalmente espafolas, aunque también incluyd algunas africanas, asiaticas y
caribefias (Ricart et al, 2005). Segun este estudio, la prevalencia de la GDM seria del
8.8% aplicando los criterios de la NDDG (Criterios diagndsticos clasicos del grupo de
diabetes nacional), y del 11.6% segun los nuevos criterios propuestos por Carpenter y

Coustan (C&Q).

Sin embargo, recientemente han cobrado gran fuerza los criterios propuestos por
los “Grupos de estudio de la Asociacién Internacional de Diabetes y Embarazo”
(IADPSG), segun los cuales la prevalencia de la GDM a nivel global aumenta hasta un
18% (Metzger et al, 2010). Ademas, segun un estudio, la prevalencia de GDM en la
mujer mediterranea aumenta hasta un 26.6% segun dichos criterios, en contraposicion
del 8.7% aplicando los criterios de la ADA (Savona-Ventura et al, 2012). En un estudio
reciente realizado en Madrid, que incluyd 3276 mujeres, la prevalencia aumenta a un
35.5% aplicando los criterios de la IADPSG con respecto a un 10.6% aplicando los

criterios de Carpenter y Coustan (Duran et al,, 2014).

Debido a su mayor sensibilidad para detectar mujeres con alto riesgo de
padecer GDM, los criterios de la IADPSG han sido adoptados por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA 2014) y por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO
2014). Sin embargo, no han sido respaldados por los Institutos Nacionales de Salud en
USA (Vandorsten JP 2013), ni por el NICE (National Institutefor Health and Care
Excellence) en el Reino Unido (NICE 2013), debido a su preocupacion por los costes y
por la poca evidencia sobre los beneficios de tratar GDM ante unos umbrales tan bajos.
De hecho, se han propuesto recientemente, por la NICE, unos nuevos criterios para el
diagnostico de la GDM, basados también en una carga oral de glucosa de 75 g (Tabla
1). No obstante, en un estudio reciente, el grupo de Meek al analizar caracteristicas

obstétricas y neonatales de mujeres que eran positivas para GDM segun los criterios de
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la IADPSG pero negativas con los criterios de la NICE, han demostrado que los criterios
de la IADPSG son capaces de identificar mujeres con alto riesgo de desarrollar
complicaciones relacionadas con la GDM, a diferencia de los criterios de la NICE, con
los que no se identificaron a estas mujeres (Meek et al, 2015). Por consiguiente, parece
que todavia no es posible llegar a un consenso internacional sobre los criterios
adecuados para el diagnostico de la GDM. En la tabla 1 se muestra un resumen de los
criterios diagnosticos actualmente mas empleados para el diagnostico de la GDM
(Tabla 1). En la regiéon de Murcia, la estrategia diagndstica consta de dos etapas:
primero se realiza una prueba de cribado mediante el test de O’Sullivan en la semana
24 a 28 de embarazo y si ésta resulta positiva (Glucosa>140 mg/dl 1 hora tras
administracion sobrecarga 50 g glucosa) se realiza una prueba diagndstica mediante
sobrecarga oral de 100 g de glucosa y control de glucemia en las siguientes 3 horas
segun los criterios de la National Diabetes Data Group. Sin embargo, en la mayor parte
de las comunidades autébnomas de Espafia se emplean los criterios de Carpenter y

Coustan (Buckley et al. 2012).

Tabla 1. Criterios diagndsticos para la deteccion de la GDM.

National IADPSG NICE 2015
diabetes data Criteria (WHO y Criteria

group Criteria ADA)

Carga oral de 100 g glucosa
glucosa

75 g glucosa 75 g glucosa

Glucosa materna

105 92 101
en ayunas
1 hora 190 180
2 horas 165 153 140
3 horas 145

Los valores de glicemia estas expresados en mg/dl (maximos valores por encima de los cuales
los resultados son considerados anormales).

IADPSG International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups.

NICE (National Institutefor Health and Care Excellence).

WHO (World health organization).
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2. FACTORES DE RIESGO.

En los Ultimos afios esta aumentando muchisimo la prevalencia de la GDM debido
fundamentalmente al aumento en la edad de las mujeres embarazadas y al aumento
exponencial de la obesidad (Guariguata et al, 2014). El 40% de las mujeres en edad
reproductiva padecen sobrepeso u obesidad (Yeh y Shelton 2005), lo que se traduce
en un aumento de la resistencia a la insulina que probablemente desencadenara el
desarrollo de una diabetes gestacional. De hecho, un estudio reciente mostré que mas
del 70% de todas las mujeres con GDM presentaban sobrepeso u obesidad (Shin y
Yoon 2010). Es por ello que la obesidad y el sobrepeso se consideran los factores de

riesgo mas comunes para desarrollar la GDM.

Al igual que la obesidad y el sobrepeso, existen otros factores de riesgo no
modificables como son la alta paridad, la etnia (mayor prevalencia de GDM en
afroamericanas y nacidas en paises del sureste asiatico), la historia familiar de diabetes
mellitus, y el sindrome de ovario poliquistico (Petry 2010; Solomon et al, 1997).
Ademas, segun estudios recientes, el bajo peso de la madre al nacer (Ogonowski et
al, 2014), la ganancia de peso durante la adolescencia y la obesidad central materna
también se consideran factores de riesgo para desarrollar GDM (Yeung et al, 2010).

Sin embargo también existen factores de riesgo que son modificables como
antecedentes de macrosomia fetal (>4000 g) en gestaciones previas, presencia de
GDM en gestaciones previas (Petry 2010), inactividad fisica (Chasan-Taber et al,
2008), dieta baja en fibra y alta en aziicares (Zhang et al, 2006), excesiva ganancia
de peso durante el embarazo (Hedderson et al, 2010) y estrés durante el embarazo
(Silveira et al, 2014). Ademas, Cullinan et al. postulan la existencia de un fuerte
gradiente socioeconomico en la prevalencia de la GDM (Cullinan et al, 2012), mientras
que Abouzeid et al. afirman que estos gradientes econdmicos solo son evidentes en las
mujeres de mayor edad, y no en las jovenes (Abouzeid et al, 2015).

Sorprendentemente, el sexo fetal esta involucrado en los resultados del embarazo
de forma que ha sido propuesto que el riesgo de la madre a padecer GDM es mayor
cuando el feto es de sexo masculino (Retnakaran y Shah 2015; Sheiner et al, 2004),
justificando asi que la GDM puede ser afectada por el sexo del bebé, como ya fue

propuesto por otros autores (Buckberry et al,, 2014; Sood et al., 2006).

6
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3. REPERCUSIONES DE LA GDM EN LA MADRE Y EN EL FETO.

3.1. Repercusiones en la madre

Las mujeres con GDM presentan mayor riesgo de padecer preeclampsia
(hipertension materna durante el embarazo), debido en parte a la alta resistencia a la
insulina (Carpenter 2007; Yogev et al, 2004). Incluso las pacientes con ligera
intolerancia a la glucosa o con GDM presentan mayor riesgo de sufrir alteraciones

hipertensivas durante el embarazo (Jensen et al. 2001; McLaughlin et al,, 2006).

La GDM tiene ademas implicaciones posteriores al parto, tales como mayor
probabilidad de volver a sufrir esta patologia en el siguiente embarazo. Ademas, dado
que el 70% de las mujeres con GDM presentan obesidad y sobrepeso, se ha
demostrado que el peso pregestacional de las madres esta correlacionado con el riesgo

de sufrir GDM en embarazos posteriores (MacNeill et al,, 2001).

Las mujeres con GDM presentan mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 o
enfermedades cardiovasculares después del embarazo que aquellas con niveles de
glucosa normales durante el embarazo (Bellamy et al, 2009). Ademas, este riesgo
aumenta progresivamente con el paso de los afios (Feig et al, 2008), de tal forma que
de todas las mujeres que presentan diabetes tipo 2, un porcentaje bastante alto de

ellas (10-31%) sufrieron GDM previamente (Cheung y Byth 2003).

3.2. Repercusiones en el feto

La diabetes gestacional conlleva numerosos riesgos para los neonatos, tanto a
corto como a largo plazo. De hecho, los fetos de madres con GDM tienen un riesgo
mayor de muerte intrauterina, sobre todo en los casos que requieren insulina para el
control glicémico (Girz et al, 1992). Ademas, después del nacimiento, estos nifios

también presentan mayor riesgo de morbilidad (Blank et al,, 1995).

El estudio HAPO (The hyperglycemia and Adverse Pregnancy outcome), realizado
a gran escala (25000 mujeres aproximadamente), demuestra que los riesgos adversos
maternos, fetales y neonatales incrementan de manera continua en funcion de los
niveles de glucosa materna, incluso en rangos considerados normales para el embarazo

(Metzger et al, 2008).
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Asi pues, los niveles de glucosa se correlacionan fuertemente con resultados
adversos tales como macrosomia fetal, peso al nacer por encima del percentil 90 (LGA,
large for gestational age), aumento de la tasa de cesarea (asociacion mas débil),
hipoglicemia neonatal (asociacion menos fuerte) y péptido C en suero de cordon por
encima del percentil 90 (indicador de hiperinsulineamia fetal). La hiperglucemia
materna también se correlaciona con resultados secundarios adversos del embarazo
tales como parto prematuro, distocia muscular, dafio al nacer, cuidados intensivos
neonatales e hiperbilirrubinemia. Ademas existen otros factores de riesgo en los nifios
nacidos de madres con GDM, tales como cardiomiopatia (deterioro de la funcion del
musculo cardiaco), hipomagnesemia y policitemia (aumento del niumero de globulos
rojos circulantes)(Metzger et al. 2008; Reece et al, 2009). No obstante, una de las

principales caracteristicas de la GDM es la macrosomia fetal.

3.2.1. Macrosomia fetal

La macrosomia fetal es la complicacibn mas comun relacionada con la GDM.
Usualmente se considera macrosomia cuando el peso fetal al nacer estd por encima de
4000 g, sin tener en cuenta la edad gestacional. Si se tiene en cuenta la edad
gestacional se denominan LGA cuando los nifios sobrepasan el percentil 90 de peso al
nacimiento (Mikolajczyk et al, 2011). Ademas, este sobrecrecimiento fetal que ocurre
en la GDM aumenta la incidencia de sufrir desproporcién cefalopélvica, ruptura uterina,
distocia de los hombros en el parto y laceraciones perineales en estas mujeres (Jastrow

et al, 2010).

Numerosos estudios han demostrado una asociacion directa entre los niveles de
glucosa maternos y la macrosomia fetal (Ferrara et al, 2007; Jensen et al. 2001). De
forma paralela, todos los estudios HAPO afirman una fuerte correlacion entre el
aumento progresivo de los niveles de glucosa maternos y el peso al nacer por encima
del percentil 90 (Catalano et al, 2012), ain cuando los niveles de glucosa son mas bajos

que los usados para diagnosticar GDM.

Segun la hipotesis de Pedersen, clasicamente aceptada, la hiperglicemia materna
lleva a una hiperglicemia fetal que se traduce en hiperinsulinemia, responsable por

tanto del crecimiento fetal excesivo (Pedersen 1952). Sin embargo, se ha observado
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macrosomia fetal en embarazos con los niveles de glucosa controlados (Tallarigo et al,
1986), lo cual indica que hay otros factores, aparte de la hiperglicemia materna, que
estarian contribuyendo a este sobrecrecimiento fetal. Asi pues, la macrosomia fetal y
LGA han sido correlacionados positivamente con los niveles de triglicéridos en el tercer
trimestre  en mujeres embarazadas con un buen control glucémico,
independientemente de la obesidad (Kitajima et al, 2001). Por otro lado, algunos
estudios postulan un aumento en la transferencia materno-fetal de aminoacidos en
mujeres con GDM incluso cuando el control metabdlico es estricto y los niveles de

glucosa estan dentro del rango normal (Cetin et al,, 2005).

Por todos estos motivos, la teoria de Freinkel esta cobrando aceptacién, ya que
postula que no solo la glucosa, sino también los lipidos y los aminoacidos podrian ser
los responsables del sobrecrecimiento de los fetos, jugando un papel muy importante
los mecanismos que regulan la transferencia de estos nutrientes al feto (Herrera et al,
1991). Por supuesto, la placenta también juega un papel muy importante en la GDM y
por tanto en la macrosomia fetal, ya que se han demostrado cambios en la estructura y

metabolismo placentarios en la GDM que alteran el transporte de nutrientes al feto.

Ademas de las consecuencias a corto plazo que tiene la macrosomia, ya
mencionadas anteriormente, existen consecuencias a largo plazo en estos neonatos,
tales como aumento de la probabilidad de padecer sobrepeso u obesidad y diabetes
mellitus tipo II (TD2M) en la adolescencia y en la edad adulta (Pettitt et al, 1993;
Whincup et al, 2008). Los nifios nacidos con macrosomia tiene mayor riesgo de
desarrollar sindrome metabdlico en la infancia, adolescencia y/o en la edad adulta
(Guerrero-Romero et al,, 2010; Harder et al, 2009). De hecho, el desarrollo de sindrome
metabolico durante la infancia predispone a padecer TD2M a los 25-30 afios de edad
(Morrison et al, 2008). Ademas, los neonatos de madres con GDM tienen mayor riesgo
de padecer diabetes mellitus tipo I (Harder et al 2009), y un peor desarrollo

neurolégico (Rizzo et al, 1997).

3.2.2. Adiposidad fetal
Catalano et al. demostraron que los niflos de madres con GDM presentan una

mayor grasa corporal (adiposidad neonatal) que los nifios de madres sanas, aun
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cuando no presentan macrosomia (Catalano et al, 2003). Este aumento de grasa
corporal que ocurre en nifios nacidos de madres GDM es independiente del peso
corporal fetal, lo que indica que las alteraciones en la adiposidad fetal es un proceso
clave para entender el fenotipo de la GDM. Por todo ello, la adiposidad ha pasado a ser
un factor de riesgo a tener en cuenta para diagnosticar la GDM. De hecho, el estudio
HAPO 2008 demostré una fuerte correlacion entre el aumento de los niveles de glucosa
materna y la adiposidad fetal. Ademas, este estudio también muestra una correlacion
continua entre dicha adiposidad fetal y los niveles de insulina fetal, medidos en base al
péptido C en el suero del cordon, sugiriendo esto que la relacidn glicemia
materna/adiposidad fetal esta mediada por la insulina (Metzger et al 2008).
Actualmente la medida ecogréafica de la circunferencia abdominal (CA) se utiza para
estimar la adiposidad fetal, siendo por tanto esta medida un marcador de crecimiento

anormal que puede ser usado para el diagnéstico de esta patologia.

3.2.3. Implicaciones neurologicas en el feto
Algunos estudios proponen que la GDM podria afectar al desarrollo del sistema
nervioso de los fetos, y consecuentemente, al desarrollo neuroldgico y psicologico de
los recién nacidos. Son muchos los estudios que han demostrado peores puntuaciones
en los test de actividad motora, capacidad de atencion (Ornoy et al, 2001) asi como
mayor incidencia de autismo (Dionne et al, 2008; Krakowiak et al, 2012) en nifios de

mujeres con GDM en edad escolar, que podrian tener consecuencias para toda la vida.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs), en concreto el acido
docosahexaenoico (DHA) y acido araquidénico (ARA) estan implicados en la
morfogénesis del cerebro, especialmente desde el tercer trimestre de la gestacion hasta
los 18 meses de vida (Sastry 1985). De hecho, el DHA es especialmente abundante en
los tejidos del sistema nervioso central, estando implicado en la fluidez de membrana
de este sistema y de la retina, por lo que juega un papel muy importante en la funcion

neuroldgica visual en los recién nacidos (Lauritzen et al, 2001).

Alteraciones en la GDM en los niveles de DHA en los fetos, probablemente debido a
fallos en el transporte placentario, podrian desencadenar alteraciones en el sistema

neurologico (Pagan et al, 2013). No obstante, se desconocen los mecanismos que
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pueden estar alterados en la transferencia selectiva de DHA o de otras moléculas y que

pueden ser importantes para el neurodesarrollo del feto.

4. ADAPTACIONES METABOLICAS EN EMBARAZO Y GDM.

El embarazo humano se caracteriza por una serie de cambios metabdlicos para
asegurar el transporte continuo de nutrientes al feto. En la primera mitad del embarazo
se promueve el anabolismo y la acumulacion de grasa en el tejido adiposo, mientras
que en la segunda mitad se promueve el catabolismo mediante un aumento de la
resistencia a la insulina que activa la lipdlisis en el tercer trimestre, para asegurar el

crecimiento fetal

4.1. Adaptaciones en el metabolismo de carbohidratos

Al inicio del embarazo, se produce un aumento en la secreciéon de insulina sin que
varie su sensibilidad (Barbour et al, 2007). Sin embargo, durante el segundo y tercer
trimestre se produce un aumento progresivo de la resistencia a la insulina hasta llegar a
una situacion similar a la diabetes tipo 2. Esta resistencia a la insulina en el avance del
embarazo puede ser debida a dos factores: El efecto del aumento de la adiposidad
materna y el efecto desensibilizador sobre la insulina que tienen hormonas placentarias
tales como lactdogeno, prolactina, progesterona, hormona del crecimiento y hormona

liberadora de corticotropina (CRH).

En embarazos complicados por GDM, se produce un aumento todavia mayor de la
resistencia a la insulina en comparacion con un embarazo normal, debido a diferentes
componentes (Bartha et al, 2000): El primer componente es la resistencia a la insulina
pregestacional, que puede ser parcialmente heredada y parcialmente adquirida. La
parte heredada, al igual que ocurre en la diabetes tipo 2, esta determinada por la
obesidad y por las concentraciones de acidos grasos no esterificados (NEFA). De hecho,
existe una asociacion negativa entre los niveles de NEFA y la resistencia a la insulina
(Catalano et al, 2002). EI Segundo componente es la resistencia a la insulina
gestacional que tiene lugar en la segunda mitad del embarazo. Numerosos estudios
postulan que mujeres con GDM tienen alterada la funcion de las células B del pancreas,
por lo que la resistencia a la insulina se ve agravada por la secrecién alterada de esta
hormona (Homko et al, 2001). De hecho, se puede decir que la GDM es el resultado de

11
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la incapacidad de las células B del pancreas para compensar el aumento de la
resistencia a la insulina en el tercer trimestre del embarazo (Sivan y Boden 2003). Es por
todo ello que los embarazos con GDM estan caracterizados por una hiperglucemia e

hiperinsulinemia generalizadas.

Actualmente no se conocen bien todas las causas que llevan al aumento de la
resistencia a la insulina en la GDM. El aumento en los niveles de leptina (Kautzky-Willer
et al, 2001), de marcadores inflamatorios como TNFa (Factor de necrosis tumoral)
(Winkler et al., 2002) y proteina C reactiva (Retnakaran et al, 2003) y el descenso en los
niveles de adiponectina en mujeres con GDM (Retnakaran et al, 2004) podrian
contribuir ademas a los mecanismos que conducen a la resistencia a la insulina en estas

pacientes.

4.2. Alteraciones en el metabolismo lipidico
Durante el embarazo, el aumento neto del peso de la madre se corresponde con el
aumento de los depdsitos de grasa durante los dos primeros trimestres de gestacion,

debido sobre todo al aumento en la secrecién de insulina inicial.

Por el contrario, en el tercer trimestre de gestacion, que es cuando se produce el
mayor crecimiento fetal, se favorece el catabolismo de estos depdsitos, debido al
aumento de la actividad lipolitica del tejido adiposo y del higado, con aumento de los
niveles del enzima lipoprotein lipasa, paralelo al aumento en la resistencia a la insulina.
Todo ello se traduce en una hiperlipidemia materna que garantizara el aporte continuo
de acidos grasos al feto (Herrera 2002). De hecho, en el tercer trimestre de gestacion
aumentan de forma muy significativa los niveles de triglicéridos y colesterol con

respecto a los niveles encontrados en mujeres no embarazadas.

En cuanto a las alteraciones del perfil lipidico en embarazadas con GDM, existen
discrepancias entre los diferentes autores: La mayoria de los estudios postulan una
mayor hipertrigliceridemia materna durante todo el embarazo (Hollingsworth y Grundy
1982), mientras que otros no han encontrado cambios en los niveles de triglicéridos en
embarazadas con GDM con respecto a las controles (Marseille-Tremblay et al, 2008;
Montelongo et al, 1992). Mas discrepancias han sido observadas con respecto al

colesterol total y a las concentraciones plasmaticas de lipoproteinas (Hollingsworth y
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Grundy 1982; Montelongo et al. 1992; Rizzo et al,, 2008; Sanchez-Vera et al, 2007). Esto
nos lleva a la conclusion de que la alteracion del metabolismo lipidico en los sujetos
con GDM es en cualquier caso hacia un perfil mas aterogénico, lo que puede aumentar

el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares en estas mujeres.

En cuanto a los niveles de lisofosfolipidos (Liso-PL), los Unicos estudios disponibles se
han realizado en pacientes con diabetes tipo 2 y los resultados son contradictorios
(Barber et al., 2012; Pietilainen et al, 2007). Lamentablemente, no se dispone de datos
del nivel de Liso-PL en suero de mujeres con GDM, aunque estos compuestos estan
adquiriendo gran importancia por el aporte de LC-PUFA a los tejidos (Nguyen et al,

2014).

4.3. Alteraciones en el metabolismo de aminoacidos
Existen pocos datos sobre adaptaciones en el metabolismo de estos nutrientes en
el embarazo. No obstante, a partir del segundo trimestre existe una resistencia a la
insulina que favorece la liberacion de aminoacidos (aa) hacia el feto. Ademas, esta
ampliamente documentado que las concentraciones de aa son mucho mayores en los
fetos que en la circulacion materna, lo cual sugiere un transporte activo desde la madre

al feto (Young y Prenton 1969).

No obstante, en casos de resitencia la insulina ligada a obesidad es caracteristica la
hiperaminoacidemia (Felig et al, 1969). Numerosos estudios proponen un aumento en
los niveles de aminoacidos ramificados, neutros y aromaticos en suero de sujetos
obesos con resistencia a la insulina, estando ademas estos niveles asociados con el
indice de resistencia a la insulina (HOMA) (Huffman et al, 2009; McCormack et al., 2013;
Newgard et al, 2009). En diabetes tipo I, situacion en la que se da una resistencia a la
insulina muy aguda, se han descrito en suero materno mayores concentraciones de la
mayoria de los aa tanto en etapas tempranas del embarazo como en etapas tardias,
sugiriendo un papel fundamental de estos nutrientes en la macrosomia caracteristica

de estos fetos (Kalkhoff et al,, 1988).

En casos de mujeres con GDM se han encontrado niveles altos de lisina, tirosina
(aromatico) y valina (ramificados) en suero materno, y ademas estando estos niveles

relacionados con la resistencia y secrecion de insulina (Park S). En otro estudio se
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demostraron niveles altos de aa aromaticos en mujeres con GDM tratadas con dieta
(Pappa et al, 2007). Segun un estudio reciente, los niveles de ornitina en suero materno
de mujeres con GDM estan significativamente aumentados en comparacion con
controles mientras que en el suero fetal, no solo se encontraron niveles mas altos de
ornitina, sino también de valina, metionina, fenilalanina, isoleucina, leucina, ornitina,
glutamato, prolina y alanina, miestras que los niveles de glutamina disminuyeron
significativamente en este grupo (Cetin et al. 2005)(Cetin I 2004). Esto sugiere que en
casos de GDM se puede producir un transporte alterado de aa, lo cual podria afectar al
crecimiento fetal. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que pueden estar

alterados en el transporte placentario de aa en la GDM.

4.4. Perfil de citoquinas en la GDM

Las citoquinas son producidas principalmente por las células del sistema inmune
(NK'y macroéfagos) en respuesta a estimulos externos como estrés, lesiones e infeccién,
pero también son producidas por el tejido adiposo (en este caso se denominan
también adipoquinas) (Guerre-Millo 2004). La placenta, también puede sintetizar
citoquinas, haciendo posible una cooperacién funcional entre el sistema inmune y el
metabolismo en mujeres embarazadas. Ademas, la produccién de citoquinas por la
placenta es esencial para el correcto mantenimiento del embarazo, desde la

implantacion hasta el parto (Hauguel-de Mouzon y Guerre-Millo 2006).

La GDM se caracteriza por un bajo grado de inflamacién créonica denominado
“metainflamacion”(Pantham et al, 2015). En mujeres con GDM se produce un aumento
en los niveles de adipoquinas y citoquinas inflamatorias, quiza debido a la acumulacion
de macréfagos funcionales en el estroma intersticial de la placenta y del tejido adiposo
(Klein et al, 2008; Radaelli et al, 2003). Aunque todavia no se conoce el
desencadenante de la inflamacion en mujeres GDM, se sabe que el ambiente
metabodlico anormal, la dieta y factores ambientales como sobrecarga calorcia o
cambios en la microbiota en estas embarazadas podrian ser los causantes de esta
inflamacion, incrementandose la produccion de citoquinas inflamatorias en el tejido
adiposo y en la placenta (Cani 2009; Larsen et al, 2010). Asi pues, cambios en los

niveles circulantes de TNFa, adiponectina, leptina, resistina, IL-6 (Desoye y Hauguel-de
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Mouzon 2007) podrian contribuir ademas a la resistencia a la insulina que se da en el

embarazo, y mas aun, en la GDM.

Algunas de estas citoquinas intervienen ademas en la regulacion de
transportadores de nutrientes, por lo que influirian también en el desarrollo de los
fetos. Actualmente estd cobrando mucha importancia el estudio de los mecanismos
mediante los cuales el estado de “inflamacion” repercute en el desarrollo de los fetos, y
por tanto en la programacién fetal de obesidad y otras patologias (Pantham et al.

2015).

La placenta actia como fuente y diana de citoquinas mediadoras de la
inflamacion: libera citoquinas a la circulacion materna y fetal, y es sensible a la accion
de citoquinas maternas, fetales, y también sensible a la accién de sus propias citoquinas
(regulacion autocrina), destacando asi su papel modulador. Aunque el aumento en los
niveles de citoquinas maternas podria desencadenar el aumento en la produccién de
citoquinas por parte de la placenta, existe poca evidencia de que la inflamacién
materna sea igual que la inflamacion fetal. Dado que las citoquinas no pueden
atravesar la placenta, el estado de inflamacién del feto depende de las citoquinas de la
placenta y las producidas por él mismo. Las citoquinas mas estudiadas en casos de

GDM se describen a continuacion:

4.4.1. Leptina

La leptina juega un papel fundamental en la regulacion de la ingesta y gasto
energético. Esta implicada en la secrecion de insulina, la utilizacion de glucosa, la
sintesis de glucdgeno y el metabolismo lipidico. Esta hormona es liberada a la
circulacion materna en funcién de las reservas de lipidos del organismo y actia sobre
receptores hipotalamicos disminuyendo la ingesta de comida y aumentando el gasto
energético (Wauters et al, 2000). La expresion y accion de la leptina son modificables
por alteraciones metabolicas asociadas a la resistencia a la insulina, tales como
obesidad y GDM. Los niveles de leptina aumentan hacia el tercer trimestre de gestacion
y descienden a sus concentraciones iniciales en el parto (Miehle et al, 2012). Estos
niveles elevados contribuyen a la movilizacion de las reservas maternas y aumentan la

disponibilidad y la transferencia placentaria de lipidos al feto (Sattar et al,, 1998). Existe
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evidencia de que la placenta es el principal contribuidor al aumento de los niveles de
leptina durante la gestacion, mas que el tejido adiposo (Briana et al, 2010).

Los niveles de esta citoquina fueron menores en niflos macrosémicos de
mujeres con GDM, lo que demuestra los niveles maternos son independientes de los
niveles fetales. A pesar de ello, diversos estudios proponen la leptina sintetizada por el
tejido adiposo fetal como un marcador de adiposidad fetal (Hauguel-de Mouzon et al,
2006). Numerosos estudios también demuestran que la leptina es regulador del

transporte de acidos grasos, como se vera mas adelante.

4.4.2. Interleucina 6 (IL-6) y resistina

La resistina producida en el tejido adiposo esta relacionada con la resistencia a
la insulina (Steppan et al, 2001), aunque el mecanismo en humanos todavia no esta
muy definido (Briana y Malamitsi-Puchner 2009). Asi algunos estudios han demostrado
una asociacién entre los niveles de resistina circulante y la resistencia a la insulina
(Gharibeh et al, 2010; Kirwan et al, 2002). Las concentraciones maternas de resistina
son mayores en mujeres gestantes que en las no gestantes (Cortelazzi et al, 2007). Los
niveles de resistina se han asociado con los niveles de IL-6 (Kuzmicki et al., 2009), por lo
que ambas podrian actuar de manera conjunta en el mecanismo de resistencia a la
insulina. Ademas, numerosos estudios han demostrado también un aumento en los
niveles de estas citoquinas en suero materno de mujeres con GDM (Morisset et al,

2011), aunque sigue existiendo gran controversia a este respecto (Lobo et al,, 2013).

4.4.3. Adiponectina

La adiponectina es una adipocitoquina sintentizada en el tejido adiposo, que
presenta propiedades insulino-sensibilizantes, antiaterogenicas y antiinflamatorias.
(Diez y Iglesias 2003). Aunque esta adipoquina no es producida por la placenta, si es
sensible a su accion (Lappas et al, 2005).

Su concentracién disminuye en situaciones de resistencia a la insulina como la
diabetes mellitus tipo 2 (Weyer et al, 2001) y la GDM (Heitritter et al, 2005; Pala et al,
2015; Winzer et al, 2004). Las bajas concentraciones de adiponectina plasmatica se

correlacionan con la resistencia a la insulina en mujeres obesas y en mujeres con GDM
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(Cseh et al, 2004; Weyer et al. 2001), demostrando la relacion de esta hormona con la
insulina.

Sin embargo, la informacion que existe sobre la adiponectina en el embarazo normal es
contradictoria: los niveles pueden disminuir, aun en mujeres no obesas (Catalano y
Ehrenberg 2006), lo cual seria coherente con el aumento de la resistencia a la insulina
que se produce en este estado, o permanecer sin cambios (Cortelazzi et al. 2007;
Mazaki-Tovi et al, 2005) entendiéndose esto como un mecanismo protector
independiente contra el aumento gradual de la resistencia a la insulina. Por otro lado,
TNFa y otros mediadores proinflamatorios inhiben la transcripcion de adiponectina en
adipocitos (Bruun et al, 2003), lo que también podria explicar los bajos niveles de esta
adipoquina en el suero de mujeres con GDM. Ategbo et al también demostraron no
solo una disminucién en los niveles de adiponectina maternos en casos de GDM, sino
también una disminucién en los niveles de adiponectina en nifios macrosémicos de
madres con GDM (Ategbo et al, 2006), lo que podria contribuir a la programacionfetal

de la obesidad en estos nifos.

4.4.4. TNFa

Es la citoquina mas ampliamente estudiada en relacién con la inflamacion y con
el desarrollo de la resistencia a la insulina en obesidad y GDM. Es producida
principalmente por los macrofagos, y tiene efectos sobre el metabolismo de la glucosa
y de los lipidos (Grunfeld y Feingold 1991). En la placenta se produce una
sobreproduccién de esta citoquina en GDM, que esta asociada con un incremento en la
adiposidad fetal mediante la activacion de fosfolipasa A2 (Radaelli et al. 2003) e
incremento en la resistencia a la insulina, inactivando su ruta de sefalizacion. En cuanto
a los niveles de TNFa en circulacion materna, la principal hipotesis es que estan
elevados en mujeres con GDM (Kirwan et al. 2002), contribuyendo asi a la mayor
resistencia a la insulina que ocurre en esta patologia. De hecho, TNFa esta
directamente implicado con la resistencia a la insulina, ya que bloquea su ruta de
sefalizacion a nivel del receptor IR (Barbour et al. 2007). Algunos estudios proponen
TNFa como un factor de prediccién de la GDM (Kirwan et al. 2002; Xu et al., 2014). Sin
embargo, los niveles de esta citoquina en casos de GDM con diferentes tratamientos a

penas ha sido investigado.
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5. ESTRUCTURA PLACENTARIA Y ALTERACIONES EN GDM

La placenta, debido a su localizacién entre la sangre fetal y materna, es un érgano
clave en la regulacidn del transporte de nutrientes y gases de la madre hacia el feto,
ademas de producir hormonas y otros factores necesarios para el correcto desarrollo
del embarazo. Factores maternos como el peso antes del embarazo, ganancia de peso,
estilo de vida, asi como condiciones adversas existentes en patologias tales como GDM,
pueden afectar a la estructura y fisiologia placentaria, provocando alteraciones en la
transferencia de nutrientes al feto, alterandose por tanto el crecimiento fetal. Antes de
analizar los sistemas de transporte de nutrientes, es preciso comprender la estructura
de la placenta, y en concreto del epitelio encargado de esta funcién, el

sincitiotrofoblasto.

La placenta humana es de tipo hemocorial, donde la sangre materna entra al
espacio intervelloso via arterias espirales y fluye directamente entre los villi terminales
sin que intervenga ninguna pared vascular materna. En los villi placentarios hay dos
capas que los nutrientes han de atravesar para llegar hasta el feto: La primera capa, en
contacto con la circulacién materna, esta formada el sincitiotrofoblasto (SCTB), un
epitelio multinucleado que proviene de la fusion de trofoblastos mononucleares. Este
epitelio esta formado a su vez por dos membranas polarizadas, la membrana
microvellositaria (MVM), en contacto directo con la circulacion materna y la membrana
basal (BM), en contacto con los capilares fetales. La segunda capa que deben de
atravesar los sustratos es el epitelio endotelial fetal, en contacto directo con el flujo
sanguineo fetal. Dado que solo sustratos de pequefio tamafio pueden atravesar la
MVM y BM, existen en este epitelio transportadores especificos de nutrientes, cuya
expresion y actividad pueden alterarse en patologias como la GDM provocando asi un

crecimiento inadecuado de los fetos, con posibles consecuencias en el futuro (Figura 1).
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SINCITIOTROFOBLASTO
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Figura 1. Esquema de la estructura del sincitiotrofoblasto: La sangre materna circula en el
espacio intervellosos y estd en contacto con la membrana microvellositaria (MVM). La
membrana basal (BM) del sincitiotrofoblasto esta orientada hacia la cara fetal, en contacto con
las células endoteliales fetales. Los transportadores que median el transporte de aminoacidos,
glucosa y acidos grasos son expresados en ambas membranas. Las lipasas se encargan de la
liberacion de acidos grasos para su captaciéon por las proteinas transportadoras de acidos grasos
(Adaptacion de Lager y Powell 2012).

La GDM provoca cambios en el ambiente micro-anatomico y/o cambios a nivel
molecular, tales como una alterada vascularizacién de los villi, desequilibrio de
moléculas bioactivas y un aumento del estrés oxidativo revisado por (Gauster et al,
2012). Ademas estas alteraciones provocan un aumento del tamafo de las placentas
que es clasicamente conocido y que puede afectar al transporte; las placentas de gran
tamafio se asocian con la macrosomia presente en casos de GDM y obesidad (Wallace
et al, 2012). Estos estudios evidencian que en casos de sobrenutricion la captaciéon y
transferencia de nutrientes al feto esta activada. Por consiguiente, se ha postulado
quecambios en la estructura placentaria presentes en patologias como la GDM pueden
provocar cambios en el numero, expresion, densidad, distribucion y actividad de los
transportadores, alterando por tanto la transferencia materno-fetal (Jansson et al,
2006). Dado que no todas las mujeres con GDM reciben el mismo tratamiento, seria
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muy interesante analizar los efectos de éste (dieta o insulina) sobre la estructura

placentaria, y por consiguiente, sobre el desarrollo de los fetos.

6. TRANSFERENCIA PLACENTARIA DE GLUCOSA AL FETO

El feto es casi totalmente dependiente de la glucosa materna, ya que su produccién
es minima (Kalhan y Parimi 2000). Sin embargo, en la placenta el transporte de glucosa
es independiente de insulina, ya que no se produce por GLUT-4 como en los tejidos
periféricos, sino que se produce mayoritariamente mediante difusién facilitada a través
del transportador GLUT-1, que es independiente de la insulina. GLUT-1 esta presente
de forma mayoritaria en la membrana apical de los trofoblastos, y en menor grado en
la membrana basal de estos (Illsley 2000) (Figura 2). Por ello, se cree que la membrana
basal del sincitiotrofoblasto es un paso limitante en el transporte de glucosa al feto, por
lo que cambios en la expresidon de este transportador tendra consecuencias sobre el

transporte materno-fetal de glucosa y sobre el crecimiento del feto.

GLUT-4, se encuentra sélo en pequefias cantidades en trofoblastos en el primer
trimestre (Ericsson et al, 2005) y en células estromales (Xing et al, 1998) (Figura 2) y no
se sabe bien cudl es su funcién en la placenta. De hecho, algunos estudios postulan una
disminucién en este transportador en placentas de mujeres con GDM tratadas con
insulina (Colomiere et al, 2009). GLUT-3, otro transportador de glucosa, se expresa en
células endoteliales y estromales de placentas a término (Hahn et al, 2001), no

obstante, tampoco se conoce bien su funcion (Figura 2).
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Figura 2. Tranferencia placentaria de glucosa mediante difusion facilitada por el
transportador GLUT-1, expresado de forma mayoritaria en la membrana apical (MVM) del
sincitiotrofoblasto, GLUT-1 también estd presente en la membrana basal (BM), pero en menor
proporcion. Adaptado de llisley et al.,2003).

Existe controversia en cuanto a las alteraciones en la expresién de GLUT-1 en
casos de GDM. Algunos autores han descrito una disminucién en el transporte de
glucosa en placentas de mujeres con GDM (Challier et al, 1986; Hauguel et al, 1986;
Osmond et al, 2000), ademas de una reduccién de los niveles de GLUT-1 en
trofoblastos humanos expuestos a condiciones de hiperglicemia (Hahn et al, 1998;
lllsley et al, 1998) y de estrés oxidativo (Araujo et al, 2013b; Lappas et al, 2012) aunque
esta situacion se revertia cuando se eliminaba esta condicion de exceso de glucosa, por
lo que parece existir una cierta regulacion feed-back para limitar la transferencia de
glucosa al feto. Sin embargo, cuando la hiperglicemia es mas severa se puede perder

esta regulacién y el transporte de glucosa al feto estaria aumentado.

Algunos estudios postulan un aumento en la expresion de GLUT-1 en la membrana
basal en mujeres embarazadas diabéticas en comparacion con controles (Gaither et al,
1999), asi como un aumento de GLUT-1 en placentas de mujeres no obesas con GDM
tratadas con insulina, aunque aqui no separaron la membrana basal y la membrana

apical (Colomiere et al.,2001), lo cual hubiera sido muy interesante para discernir si era
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en la cara materna o en la cara fetal en la que se producia este aumento. Ademas, se ha
descrito un aumento en la captacién de glucosa en explantes de placentas procedentes
de mujeres con GDM (Visiedo et al, 2015), aunque tampoco aqui separaron membrana

basal y membrana apical y no diferenciaron el modo de tratamiento (dieta-insulina).

En la placenta han sido identificadas numerosas moléculas como reguladoras del
transporte de glucosa, tales como como la hormona de crecimiento GH (Ericsson et al.,
2005), hormona liberadora de corticotropina (CRH) (Gao et al, 2012), asi como
estrégenos y progesterona revisado (Lager y Powell 2012). No obstante, recientemente
se ha descrito el factor de crecimiento IGF-1 como regulador del transportador GLUT-1
presente en la membrana de los trofoblastos (Baumann et al, 2014), por lo que seria
muy interesante estudiar los niveles de este factor de crecimiento en mujeres con GDM

y analizar su asociacion con el transporte de glucosa.

7. MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA EN LA
PLACENTA.

Aunque la insulina no puede atravesar la placenta, ni activar GLUT-1, si puede unirse
a su receptor especifico IR presente en la membrana de los trofoblastos, activando asi
las rutas de sefializacién de esta hormona (Desoye et al, 1992). La insulina es una
hormona peptidica esencial para regular los niveles intracelulares y plasmaticos de
glucosa. Es la hormona anabolizante mas potente del organismo y actla a través de la
transduccion de una cascada de sefalizacién que desencadena una amplia variedad de
respuestas celulares, entre las que destacan el transporte de glucosa via GLUT4 (en
tejidos periféricos pero no en placenta), la sintesis de glucogeno, la sintesis de
proteinas y de lipidos y la disminucion de la liberacion de acidos grasos procedentes de
triglicéridos a la circulacion (Nystrom y Quon 1999). La resistencia a la insulina es, por
definicion un defecto en las sefales de transduccion de esta hormona (Pessin y Saltiel

2000), presentes tanto en obesidad como en GDM.

La expresion de los receptores de insulina en la placenta varia conforme avanza el
embarazo, asi como en los diferentes compartimentos (materno y fetal). Al principio de
la gestacién, los receptores de insulina se localizan principalmente en la membrana
apical de los trofoblastos, mientras que al final del embarazo se encuentran
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principalmente en el endotelio (Desoye et al, 1994; Desoye et al, 1997).Esto podria
explicar resultados recientes en los que se ha demostrado que la placenta es mas
sensible a la accién de la insulina al principio del embarazo que al final (O'Tierney-Ginn
et al, 2015). Sin embargo, otros estudios han mostrado una alta expresién del receptor
de insulina en la MVM del sincitiotrofoblasto a término lo que sugiere que la insulina
materna podria afectar también a la funcion trofoblastica in vivo al final del embarazo
(Ramirez et al., 2012).

En mujeres obesas con valores altos de IMC la resistencia a la insulina se mantiene
igual a lo largo de todo el embarazo, lo cual indicaria que estas mujeres ya tienen una
baja respuesta a la insulina desde el principio del embarazo (Catalano y Ehrenberg
2006) (Figura 3). Esto también podria ocurrir en GDM, ya que cursa con mayor
resistencia a la insulina que la obesidad. En base a estos estudios, en casos de GDM
seria muy importante identificar si es la insulina materna o la insulina fetal la
responsable de la activacién del metabolismo placentario, asi como el papel que

tendria la insulina exdgena en estos procesos.
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Figura 3. Cambios longitudinales en sensibilidad a la insulina en mujeres normopeso, con
sobrepeso y obesas. Véase que en mujeres con obesidad (BMI >30) la sensibilidad a la insulina
no disminuye de forma significativa conforme avanza la gestacién (Catalano et al., 2006).
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Las rutas de sefalizacion de la insulina mejor caracterizadas son la ruta Ras-ERK
(extracellular-signal-regulated Kinase) y la ruta IRS (substrato de receptor de insulina)-
PI3K-Akt-mTOR (McKay y Morrison 2007; Pessin y Saltiel 2000). Estas vias de
sefalizacion son los principales mecanismos de las células para controlar la

supervivencia, la diferenciacién, la proliferacion y el metabolismo.

Aunque se trate de rutas diferentes, muchos estudios apuntan a una regulacion
cruzada entre todas ellas (Mendoza et al., 2011), lo cual dificulta ain mas la
comprension del mecanismo molecular de esta hormona (Figura 4). Ademas, la insulina
no es la Unica molécula capaz de activar estas rutas, ya que las citoquinas, asi como
otras hormonas y factores de crecimiento juegan un papel muy importante en su
activacion, por lo que también estan implicadas en el metabolismo celular, pudiendo

afectar también al transporte de nutrientes, como veremos mas adelante.
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Figura 4. Principales vias de sefalizacion de la insulina. Las rutas PI3K-Akt-mTOR y ERK son
los principales mecanismos de las células para controlar la supervivencia, proliferacién asi como
el metabolismo celular. La ruta de mTOR se activa también por nutrientes, asi como por el
estatus energético de la célula (ATP), y desencadena la sintesis proteica. La insulina controla
muchas funciones del metabolismo, como la sintesis de glucdégeno, de acidos grasos o el
transporte de glucosa, mediante la translocacién al citoplasma del transportador GLUT-4
(adaptado de CCR pathways).
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7.1. Ruta PI3K-Akt-mTOR

Esta es la ruta de sefializacién mas estudiada en los casos de resistencia a la
insulina, debido a que la activacién de Akt (Protein Kinasa B) desencadena, en tejidos
periféricos, la traslocacion al citoplasma del transportador de glucosa GLUT-4, con la
consecuente captacién del glucosa (Figura 5). No obstante, en el trofoblasto, tal y como
hemos mencionado anteriormente, GLUT-4 no media el transporte de glucosa, por lo

que la activacion de Akt estimularia otras rutas metabdlicas en la placenta.

En tejidos sensibles a la accion de insulina, la insulina se une a su receptor
especifico IR fosforilando la subunidad B de este receptor en tirosina (Tyr). La
autofosforilacion de estos residuos Tyr activan a su vez a los sustratos de union a
insulina (IRS1 /2) mediante la fosforilacion también en Tyr, desencadenando estos la
activacion de proteina PI3Kinasa (PI3K), que se encuentra justo por encima de Akt. PI3K
esta formada por una subunidad reguladora (p85a) y por una subunidad catalitica (p-
110) (Figura 4). La asociacion entre PI3-Kinasa/IRS Tyr fosforilada se produce cerca de
fosfolipidos de membrana que son sus substratos, resultando la formacion de
fosfoinositol-3,4,5 fosfato (PIP-3), necesario para la propagacion de la sefial por medio
de la fosforilacion de Akt por parte de PDK1 y por parte de mTORC2 (Figura 4). Akt
puede activar mTOR y a otras cadenas de sefalizacion resultando en la sintesis de AG y
en la sintesis de glucdgeno, ademas de regular la proliferacion celular. Un aumento en
los niveles de p85a impediria la formacion del heterodimero (p850/p110) de PI3K, lo
que impediria la fosforilacion de Akt, con la consecuente inhibicién de esta ruta de
sefializacién. Esto ocurre en muchos casos de resistencia a la insulina (Pessin y Saltiel,

2000).
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Figura 5. Mecanismo de regulacion del trasporte de glucosa mediado por insulina en
tejidos periféricos. La insulina se une a su receptor especifico IR fosforilando la subunidad  de
este receptor en tirosina (Tyr). La autofosforilacion de estos residuos Tyr activan a su vez a los
sustratos de union a insulina (IRS-1/2) mediante la fosforilacion en Tyr, desencadenando estos la
activacion de proteina PI-3Kinasa y posteriormente la de Akt. Tanto la activacion de Akt como la
de la proteina Kinasa C son necesarias para el transporte de glucosa, mediante la induccion de
la translocacién del transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT-4 del citoplasma a
la membrana Adaptado de Barbour et al., 2007.

Aguas abajo de Akt se encuentra mTOR (Mammalian Target of Rapamycin),
cuyos mecanismos de accidon son muy complejos e involucran a un gran niumero de
mediadores. La cascada de activacion de mTOR regula un amplio rango de procesos
intracelulares, entre los que se incluyen el crecimiento, la proliferaciéon, el metabolismo,
la autofagia y la supervivencia. Ademas, dentro de la regulacion del metabolismo, es de

gran importancia destacar que su activacion induce la sintesis de proteinas.

La importancia de la ruta mTOR radica en su reciente descubrimiento como
sensor de nutrientes. El término “sensor de nutrientes” hace referencia a aquellas rutas
de sefalizacion que regulan el metabolismo celular en respuesta a concentraciones
alteradas de nutrientes y factores de crecimiento, controlando la transcripcién vy la
traduccion. En general, los sensores de nutrientes promueven un fenotipo anabélico en
el caso de abundancia de nutrientes y de energia, mientras que promueven un fenotipo
catabdlico en el caso contrario. En la placenta humana se han descrito varias vias que

actdan como sensores de nutrientes: La via de AMPK , la de la Glicogeno sintasa 3
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(GSK-3), y la de mTOR, que puede ser activada por insulina y por aminoacidos, entre

otros Revisado (Jansson et al,, 2012).

Una de las principales funciones de mTOR es que regula la expresién de los
transportadores de aminoacidos, contribuyendo por tanto al crecimiento fetal. Esta
formado por dos complejos multiproteicos: El complejo Raptor (nNTORC1) y el complejo
Rictor (mTORC2). El complejo mTORCL1 es estimulado por insulina (Wang et al, 2006),
factores de crecimiento, el estatus de energia, aminoacidos y estrés celular, mientras
gue mTORC2 no se cree que funcione como un sensor de nutrientes (Mendoza et al,

2011) (Figura 6).
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Figura 6. Ruta mTOR y otras vias que actiian como sensores de nutrientes. En este esquema
se muestra el complejo Raptor (nTORC1), sensible a rapamicina, y el complejo Rictor (nNTORC2),
no sensible a rapamicina. Insulina e IGF1 inducen la fosforilacién de Akt, el cual inhibe TSC2, lo
cual permite la activacién de Rheb y por tanto de la via mTORCL. El efecto de la activacion de
MTORCL es la fosforilacién de S6K1/2 y la disociacidon de elF4E de 4E-BP1/2, lo que estimula la
sintesis proteica, la proliferacién celular, el crecimiento y un fenotipo anabdlico. Niveles bajos de
oxigeno inhiben la ruta de mTOR mientras que niveles altos de aa la estimulan (Jansson et al,
2012).
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El principal efecto de la activacion de mTOR1 es la sintesis proteica. Su
mecanismo de accion es la fosforilacion en cadena de dianas moleculares aguas abajo:
mTORCL1 favorece la disociacion del complejo formado por 4E-BP1/2 (proteina de
union al factor eucarioético de iniciacion 4E) y el propio factor eucariético de iniciacion
4E (elF4F), activando la sintesis proteica. También activa a la proteina S6 quinasa (S6K),
que a su vez fosforila proteinas involucradas en la traducciéon del mRNA, aumentandose
la expresidn de transportadores de acidos grasos en placenta (Figura 6). Esta ruta
también se regula mediante bucles de retroalimentacion negativa. Asi, por ejemplo,

S6K puede inactivar IRS Y mTORC2, disminuyendo la actividad de mTORC1.

El mecanismo de activacién de mTORC2 esta menos estudiado, aunque se sabe
que fosforila Akt y PKC (protein kinasa C), no siendo un sensor de nutrientes y
regulando principalmente la organizacion del citoesqueleto, la supervivencia celular y el

metabolismo lipidico (Mendoza et al,, 2011).

7.2. Ruta Ras-ERK

La proteina ERK (extracelular signal-regulated Kinase) es una MAPK (mitogen-
activated protein kinasa) que funciona como el mayor efector de la oncoproteina RAS.
La activacién del receptor de insulina puede activar mediante otra via de sefializacién a
ERK, que a su vez puede fosforilar un amplio rango de dianas aguas abajo, o bien
puede translocarse al nucleo y fosforilar factores de transcripcion (Figura 7). Esta ruta es
activada, ademas de por insulina, por otras hormonas peptidicas, factores de
crecimiento, neurotransmisores y quimiocinas a través de un receptor tirosin-quinasa
en el caso de la insulina. Las rutas de ERK Y Akt-mTOR no funcionan de forma
independiente, sino que pueden activar o inhibir su actividad la una a la otra (Mendoza
et al, 2011). Asi pues, segun estudios recientes ERK puede activar la ruta mTOR

mediante fosforilacion directa al complejo mTORCL1 (Winter et al,, 2010).

La activacion de ERK es esencial para el crecimiento celular, estando implicada
por tanto en la supervivencia, la proliferecién y la motilidad celular, y su efecto en el
metabolismo es menor por lo que apenas ha sido estudiada en casos de resistencia a la
insulina, al contrario que la ruta Akt. Sin embargo, estudios recientes han demostrado

una alteracion en la ruta ERK que podria ser responsable de la resistencia a la insulina
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en musculo esquelético de mujeres con sindrome de ovarios poliquisticos en el que la
ruta de Akt no estaba alterada (Rajkhowa et al, 2009). Ademas, un estudio reciente ha
demostrado la alteracién de la ruta ERK en musculo esquelético de mujeres obesas, lo
cual podria estar relacionado también con la resistencia a la insulina presente en estas
mujeres (Ruiz-Alcaraz et al, 2013). No obstante, todavia no se conoce el significado y
las consecuencias de las posibles alteraciones de esta ruta de sefalizacion de

respuesta a la insulina en la placenta, por lo que seria muy interesante su investigacion.
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Figura 7 Ruta Ras-ERK activada por insulina y por otros factores tales como neurotransmisores
y quimiocinas. Véanse los bucles de retroalimentacion negativa. La proteina Raf es una MAPK
quinasa quinasa (MAPKKK), MEK es una MAPK quinasa (MAPKK) y ERK es la quinasa efectora
(MAPK). Adaptado de Mendoza et al,, 2011.

8. RESISTENCIA A LA INSULINA EN PLACENTAS DE MUJERES
CON GDM.

Muy pocos estudios han analizado la ruta de sefalizaciéon de la insulina en las
placentas con GDM, y los pocos que hay utilizan un nimero muy bajo de sujetos, sin
analizar el efecto que el tratamiento puede tener sobre la fisiopatologia de la

resistencia a la insulina. Sin embargo, se ha sugerido que en placentas a término la
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expresion del receptor de insulina IR estaba afectada por la diabetes, y mas interesante,
se podria afectar de forma diferente en funcion del tratamiento (dieta o insulina). Asi,
se han demostrado niveles méas bajos de este receptor en diabéticas tratadas con dieta
(signo pues de resistencia a la insulina) y mayor en las tratadas con insulina con
respecto a los controles (Desoye et al. 1992), lo cual podria indicar que en placenta, la
insulina exdgena podria revertir la situacion de resistencia a la insulina presente en las
diabéticas tratadas solo con dieta, aunque se necesitan mas estudios para corroborar

este hecho.

Recientemente se ha sugerido que la resistencia a la insulina en placentas de
diabéticas tratadas con dieta podria deberse a un aumento en los niveles de la
subunidad p85a en estas gestantes. Esta situacion se revertia tras el tratamiento con
insulina, ya que disminuyeron los niveles de esta subunidad y aumentaron los niveles
del dimero p85a/p110, lo cual implicaria la activacién de la ruta PI3Kinasa -Akt en este
grupo de mujeres tratadas con insulina. No obstante, en tejidos periféricos el
tratamiento con insulina no parece capaz de revertir la resistencia a la insulina, ya que
la subunidad p85a se mantuvo elevada con respecto a los controles en mujeres con
GDM tratadas con insulina (Colomiere et al, 2010). En otro estudio similar en placenta
se demostro también el aumento de la subunidad p85a de la PI3Kinasa en mujeres con
GDM tratadas solo con dieta, no pudiéndose corroborar si la insulina revertia la
situacion de resistencia a la insulina (Alonso et al, 2006). No obstante, el efecto de la
inhibicion de la ruta de la insulina en el transporte de otros nutrientes no fue analizado
en estos estudios. En cualquier caso, parece que la cadena de sefalizacién de la insulina
esta menos dafada en la placenta que en otros tejidos periféricos expuestos durante

mayor tiempo a las hiperglucemias.

El exceso de nutrientes presente en la obesidad y en la diabetes (no tratada con
insulina) inhibe la ruta de sefalizacion de Akt mediante el complejo mTORCL, lo que
llevaria a una situacion de resitencia a la insulina en placenta (Tzatsos y Kandror 2006).
Ademas de las alteraciones que se pueden producir a varios niveles de la ruta de
sefalizacion de la insulina, en placenta existen proteinas que pueden interferir con la
ruta de sefializacion de esta hormona contribuyendo asi a la resistencia en este érgano.

Un estudio reciente ha demostrado la sobreexpresion en placentas con GDM de
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proteinas relacionadas con la insulina, tales como la Anexina 2 y la proteina 14-3-3.
Estas proteinas bloquean la ruta de la insulina a varios niveles, por lo que contribuirian
a la resistencia a la insulina presente en la GDM (Liu et al, 2012). Ademas, existen otras
moléculas capaces de inhibir la ruta de sefalizacién de la insulina bloqueando algunos
de sus intermediarios, como es el caso de TNFa, que fosforila en serina IR e IRS-1,

inhibiéndolos (Barbour et al., 2007).

A diferencia de la placenta, en tejidos periféricos se han estudiado mas ampliamente
las vias de sefalizacion de la insulina en GDM, y se han analizado defectos en la
mayoria de sus mediadores en casos de resistencia: alteraciones a nivel del recpetor IR
(Friedman et al, 1999; Grunberger 1991; Shao et al, 2000), a nivel de IRS (Catalano et
al. 2002; Colomiere et al 2010; Friedman et al. 1999), de Akt (Catalano et al. 2002,
Colomiere et al. 2010), y de mTOR (Barbour et al, 2011) (Figura 8). Lamentablemente
en la mayoria de estos estudios no separaron a las mujeres en funcion del tratamiento,
y no se puede saber si la insulina revertia la situacion de resistencia o no. Solamente el
grupo de Colomiere (en mujeres con GDM) (Colomiere et al,, 2010), y el de Tomazic en
mujeres con diabetes tipo 2 (Tomazic et al, 2002) observaron que la insulina en
principio no mejoraba el estado de resistencia en tejidos periféricos. Esto deja en
evidencia, que deben existir mecanismos compensatorios que contrarresten estos
bloqueos de esta ruta de sefalizacién en tejidos periféricos, como han sido propuestos
en diferentes estudios, donde un aumento en los niveles de IRS-2 contrarresta la

bajada de IRS-1 (Kubota et al, 2000; Rondinone et al, 1997).

En la figura 8 se detallan los principales defectos en la ruta de sefalizacion de la
insulina que conducirian a un estado de resistencia, tanto en tejidos periféricos como

en placenta.

31



INTRODUCCION

Insulin
Excess T Cytokines o <><>
Nutrients TNFa Insulin Glucose
lAdnponectin Receptor O

i

<3 ‘ ZPIP3 Reduced
x @ Glucose
;@ Transport
@Inhibition *’

of Pl 3 kinase
Activation g

GLUT4

IRS Degradation

p85

Figura 8. Mecanismo molecular de resistencia a la insulina. Fosforilaciones en serina (pS),
bloquean al receptor IR y a los sustratos de unién al receptor IRS 1/2. La proteina PC-1 inhibe la
fosforilacion en tirosina (pY), del receptor IR, inhibiendo su actividad. Niveles elevados de p85a
impiden la formacién del heterodimero pl10/p85c, siendo este paso esencial para la
transmision de la sefal hasta AKt. Niveles elevados de citoquinas como TNF a fosforilan en
serina, mediante la accion de otras moléculas, a IRS1/2, inactivandolo. Vease que mTORC1
puede inhibir la ruta también mediante fosforilacion en serina de IRS, lo cual indica que un
aumento de nutrientes llevaria a una situacién de resistencia a la insulina. Adaptado de Barbour
et al. 2007.

9. TRANSFERENCIA DE ACIDOS GRASOS AL FETO vy
ALTERACIONES EN GDM

Los acidos grasos son fuente de energia, elementos estructurales necesarios para las
membranas celulares, asi como precursores de importantes compuestos bioactivos, por
lo que juegan un papel muy importante en el desarrollo de 6rganos y tejidos fetales,
asi como en la acumulacion de grasa en los fetos. La placenta humana se caracteriza
por un alto transporte de lipidos, a pesar de que los fetos pueden sintetizar acidos
grasos saturados y monoinsaturados a partir de glucosa. Sin embargo, los acidos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA), y en particular acido docosahexaenoico
(DHA) y araquiddnico (AA), que son muy importantes para el desarrollo del cerebro
fetal en esta etapa de la vida (Uauy R 2001). La placenta, tiene por tanto un papel muy
importante en la regulacion del transporte de estos acidos grasos y realiza un

transporte selectivo y preferencial de estos acidos grasos, fenédmeno que se conoce con
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el nombre de biomagnificacion (Larque et al, 2011), de forma que las concentraciones

de LC-PUFAS en el feto son mucho mayores que en la madre.

En casos de exceso de nutrientes en suero materno, como es el caso de la GDM y
obesidad, parece existir un transporte alterado de los acidos grasos que pueden tener
consecuencias a corto y largo plazo para el feto. Ademas, se ha observado un aumento
en el contenido de triglicéridos en placentas de mujeres diabéticas (Bildirici et al, 2003),
asi como una disminucion en la tasa de oxidacion de acidos grasos en estas (Visiedo et
al, 2013), lo cual pone de manifiesto la alteracion del transporte de acidos grasos en
casos de GDM. Sin embargo, los porcentajes de DHA y AA en placentas y en suero fetal
son menores en casos de GDM que en controles, lo cual pone de manifiesto un fallo en
el transporte de LC-PUFAs en patologias como la GDM (Min et al, 2005; Wijendran et
al, 2000). Mediante la administracion de AG marcados con isétopos estables a
embarazadas con GDM, nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado una menor
transferencia de DHA en sangre de cordén, mientras que la transferencia del resto de
acidos grasos estaba aumentada (Pagan et al, 2013). Sin embargo, los mecanismos
alterados en esta transferencia son aun desconocidos y se desconoce si podrian estar

relacionados con la inhibicién de la sefalizacién de la insulina en estas placentas.

En la circulacion materna hay dos fuentes de acidos grasos: acidos grasos no
esterificados (NEFAs) y acidos grasos esterificados en lipoproteinas plasmaticas. Sélo
los NEFAs pueden atravesar la membrana del trofoblasto, mientras que los acidos
grasos esterificados en los TG, PL y ésteres de colesterol (EC) de las lipoproteinas han

de ser hidrolizados por las lipasas placentarias para su transferencia al feto.

9.1. Captacion y transporte de acidos grasos por la
placenta

9.1.1. Lipasas placentarias
En la membrana microvillositaria de la placenta se ha descrito la presencia de dos
lipasas, que liberarian los acidos grasos de las lipoproteinas: lipoprotein lipasa (LPL) y

endotelial lipasa (EL) (Figura 9).
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LPL presenta actividad triglicérido lipasa y es responsable de la hidrolisis de los
TG del nucleo de los quilomicrones (QM) y VLDL, liberando los acidos grasos para su
utilizacion tisular (Mead et al, 2002; Wang y Eckel 2009). Este es el mecanismo descrito
en gran parte de la literatura para el transporte placentario de acidos grasos. Sin
embargo, recientemente se ha descrito otra lipasa, la enzima endotelial lipasa (EL),
presente tanto en células del endotelio placentario como en la membrana del
sincitiotrofoblasto (Lindegaard et al, 2005) (Figura 9). La Endotelial lipasa presenta casi
exclusivamente actividad fosfolipasa Al, liberando el acido graso esterificado en la
posicion 1 de los fosfolipidos y produciendo un lisofosfolipido; ademas posee una
minima actividad triglicérido lipasa (Choi et al, 2002), ya que los acidos grasos
saturados se encuentran predominantemente en la posicion sn-1 de los fosfolipidos
(PL), mientras que los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son tipicamente
esterificados en la posicion sn-2 (MacDonald y Sprecher 1991), la actividad de EL podria
producir liso-PL ricos en PUFA en el plasma materno, que podrian ser ademas una
fuente adicional de acidos grasos para la placenta. Asi, diversos estudios describen que
la liso-fosfatidilcolina (LPC) podria representar un medio de transporte preferente
respecto a los acidos grasos libres (NEFA) para la incorporaciéon de DHA en el cerebro

(Lagarde et al, 2001; Thies et al, 1992).

Endotelial Lipasa (EL) es una enzima predominante en la placenta con
independencia de la edad gestacional. Al final del embarazo, la EL continda
expresandose mientras que la LPL esta virtualmente ausente en el trofoblasto. En los
vasos placentarios, sin embargo, al final de la gestacion se observa un incremento en la

expresion de ambas (Gauster et al., 2005).

Magnusson et al. investigaron la actividad lipoproteina lipasa (LPL) placentaria en
gestaciones normales en comparacién con gestaciones complicadas con crecimiento
intrauterino retardado (IUGR), diabetes mellitus insulindependiente (IDDM) o diabetes
gestacional (GDM). Este estudio demostraba que la actividad LPL placentaria se
encontraba reducida un 47% en IUGR pretérmino, mientras que en IDDM se
encontraba aumentada un 39 % respecto a los controles. Lindegaard et al. también
describieron que la actividad LPL placentaria se encontraba aumentada en gestaciones

complicadas con IDDM en asociacién con el sobrepeso fetal (Lindegaard ML 2006).
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Estos estudios apoyan, por tanto, la hipdtesis de que alteraciones en LPL pueden
contribuir a cambios en el transporte de los acidos grasos al feto y modificar, en

consecuencia, su crecimiento (Magnusson et al,, 2004).

No obstante, en casos de GDM, no se ha llegado a un consenso en cuanto a la
alteracion de la expresion y actividad de estas lipasas: Algunos estudios no muestran
diferencias en la actividad LPL y EL (Gauster et al, 2011), mientras que otros muestran
un aumento en EL e incluso disminucién de LPL en casos GDM (Radaelli et al, 2009).
Ademas, Gauster et al. demostraron un aumento de EL en mujeres obesas con GDM,
pero no en delgadas con GDM, lo cual pone de manifiesto el papel de la obesidad
materna en el transporte placentario (Gauster et al 2011). En la mayoria de estos
estudios no se ha analizado el efecto del tratamiento de la GDM en la actividad y
expresion de estos transportadores, lo que seria de gran interés, ya que la insulina

podria tener efectos importantes sobre el metabolismo placentario.

Otras lipasas que podrian estar implicadas en la hidrélisis de acidos grasos
esterificados, pero cuya relevancia se desconoce, son fosfolipasa A2 tipo II, que se
expresa principalmente en placenta (Freed K 1997) y TG hidrolasa con pH 6ptimo 6.0,
diferente a LPL, expresada en la membrana microvillositaria del sincitiotrofoblasto
(Waterman et al, 2000). Parte de la fosfolipasa A2 tipo Il es secretada al compartimento
extracelular donde es activa, pudiendo tener actividad fosfolipasa placentaria, no sélo
intracelular, sino también extracelular, aunque el papel de esta enzima en el paso de

AG de la madre al feto esta por determinar (Rice et al, 1998) (Figura 9).

La placenta posee ademas receptores especificos para lipoproteinas, siendo este
mecanismo de gran relevancia para proveer de colesterol a la placenta y al feto(Larque
et al, 2013). Algunas lipoproteinas podrian sufrir endocitosis tras la union a estos
receptores (principalmente LDLr y VLDLr) y este mismo mecanismo podria aportar
acidos grasos al tejido placentario, una vez las lipoproteinas son liberadas por las
lipasas intracelulares, aunque la relevancia de las mismas para el suministro de acidos
grasos a la placenta es aun incierto. En placentas con GDM, recientemente ha sido
mostrado un aumento en los niveles de RNAm y de expresion de receptores de

lipoproteinas como los LDLr, VLDLr y SRBI, tanto en mujeres normopeso, como en
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mujeres con sobrepeso y obesas (Dube et al, 2013), aunque la relevancia de este hecho
todavia no se conoce (Figura 9). Estos resultados apoyarian una mayor transferencia de

grasa en las GDM pero no una menor transferencia de LC-PUFA al feto.

MATERNAL CIRCULATION
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Figura 9. Transporte placentario de acidos grasos. TG triglicérido, PL fosfolipido, EL endotelial

lipasa, LPL lipoprotein lipasa, PLA2 fosfolipasa A2, NEFA Acidos grasos no esterificados MVM
membrana microvellositaria del sincitiotrofoblasto. Adaptado (Gil-Sanchez et al, 2012).

9.1.2. Proteinas transportadoras de membrana

Los acidos grasos libres (NEFA) y los liberados por las lipasas placentarias entran
a la célula a través de difusion pasiva o bien a través de un mecanismo mas complejo y
saturable, mediado por proteinas transportadoras. Las proteinas de membrana que
parecen estar implicadas en el transporte placentario de acidos grasos son: FABPpm
(Fatty acid binding protein plama membrane), FAT/CD36 (fatty acid translocase) y FATP-
1 a -6 (Fatty acid transport protein) con actividad acyl-CoA-sintetasa. Estas proteinas se
encuentran localizadas en la membrana microvillositaria y en la basal del

sincitiotrofoblasto (Gil-Sanchez et al., 2012) (Figura 10).

Las FATP son proteinas integrales de membrana importantes para la captacion de
acidos grasos de cadena larga (Kazantzis y Stahl 2012) y en especial, FATP-1 y FATP-4
han sido relacionas con la captacién de DHA en este 6rgano (Larque et al, 2006). Son
proteinas con funcién acyl-CoA por lo que facilitan el destino metabdlico de los

nutrientes que transportan.
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Figura 10. Modelo de transporte de acidos grasos adaptado de Hanebutt et al 2008.
Ademas se representa en este modelo la posible transferencia al feto de colesterol u otros
lipidos mediante las proteinas ABC, que podrian intervenir en la formacion de lipoproteinas
fetales.. MVM membrana microvellositaria apical, BM membrana basal, LPC lisofostatidilcolina,
PC fosfatidilcolina.

No hay estudios disponibles sobre la expresién de FATPs y FAT en placentas en
casos de GDM, aunque hay algunos datos sobre la expresion de estos transportadores
en casos de obesidad. Asi pues, Dubé et al demostraron una disminucion en la
expresion de FATP-4 y aumento en la expresion de FAT en placentas de mujeres obesas
en comparacion con las controles (Dube et al, 2012), mientras que Zhu et al. mostraron
una disminucion de FATP-1 y FATP-4 en un modelo ovino de obesidad (Zhu et al,
2010). Por tanto, estos cambios en la expresion de los transportadores podrian estar
afectando a la captacion placentaria de acidos grasos. No obstante, se necesitan mas

estudios y con mayor nimero de sujetos.

37



INTRODUCCION

9.1.3. Transporte intracelular de acidos grasos en
placenta
Una vez que los acidos grasos llegan al citosol, se unen a las proteinas de union a
acidos grasos citosolicas (FABP, fatty acid binding proteins). En la placenta han sido
descritas hasta el momento: FABP1 o L-FABP (Liver FABP), FABP3 o H-FABP (Heart
FABP), FABP4 o A-FABP (Adipocyte FABP), FABP5 o K-FABP (Keratinocyte- FABP) y
FABP7 o B-FABP (Brain FABP) (Cunningham y McDermott 2009).

Estos acidos grasos libres pueden ser ademas oxidados dentro del trofoblasto o
bien ser reesterificados y depositados en forma de triglicéridos y otras fracciones
lipidicas en la célula placentaria. Estos compuestos pueden sufrir posteriormente
hidrélisis (lipdlisis) y consecuentemente liberar acidos grasos a la circulacion fetal

Revisado (Gil-Sanchez et al., 2012)(Figura 10).

En un estudio reciente, Scrifes et al. demostraron un aumento en la expresién de
A-FABP en placentas de mujeres con embarazos complicados por obesidad y diabetes
(tanto diabetes tipo 2 como GDM), en comparacién con obesas no diabéticas controles
y con no obesas controles (Scifres et al, 2011). Ademas encontraron que la inhibicion
de A-FABP en trofoblastos placentarios disminuia la formacion de vacuolas lipidicas o
lipid droplets (LD) y la acumulacion de triglicéridos, lo cual sugiere que A-FABP juega un
papel importante en la acumulacion de lipidos en placentas humanas. Sin embargo,
estos autores encontraron que el contenido de TG estaba disminuido en la placenta de
sujetos con GDM, mientras que los niveles de A-FABP estaban aumentados, sugiriendo

una alta transferencia de estos lipidos al feto en esta patologia.

Radaelli et al. describieron también un aumento en la expresién de A-FABP de
dos a cuatro veces superior en mujeres GDM tratadas con insulina que en las controles
(Radaelli et al, 2009). Es importante destacar aqui el posible efecto de la insulina en la

activacion de estos genes.

9.1.4. Transporte de acidos grasos a la circulacion fetal
En la mayor parte de los estudios se indica que, la placenta transporta los acidos
grasos intracelulares a la circulacion fetal mediante los mismos mecanismos que en la
circulacion materna (Hanebutt et al, 2008). Madsen et al. demostraron que la placenta

38



INTRODUCCION

humana es capaz de sintetizar y secretar apoB, asi como una especie de lipoproteinas
que podrian transportar lipidos hacia la circulacion fetal (Madsen et al, 2004). Sin
embargo, la capacidad de secrecion de lipoproteinas por la placenta es aun
controvertida (Figura 10) y estos resultados no han sido corroborados por otros
autores, por lo que actualmente se considera que la placenta no es capaz de producir

lipoproteinas, sino que solo trasloca los AG libres a la circulacion fetal.

9.1.5. MFSD2A

Recientemente se ha propuesto otro mecanismo alternativo para la transferencia
de AG. MFSD2A (major facilitator superfamily domain-containing protein 2A) es una
proteina que ha sido descrita recientemente como el principal transportador de DHA
en cerebro de ratones. Aunque MFSD2A capta preferencialmente DHA esterificado en
lisofosfatidilcolina (LPC), también puede transportar LPC con acidos grasos de mas de
14 atomos de carbono, tales como oleato y palmitato(LPC-oleato, LPC-palmitato). Estos
LPC serian rapidamente incorporados a fosfatidilcolina en la membrana, permitiendo
asi un transporte eficaz de LPC mediante movimientos de flip-flop (Nguyen et al. 2014).

Otra parte de estos PC podrian ser liberados al citosol (Figura 9).

MFSD2A pertenece a la superfemilia MFS (Major facilitator superfamily), que es una de
las familias mas importantes de transportadores, con una amplio rango de substratos.
MFSD2A estda formado por 12 dominios transmembrana y realiza un transporte
mediado por sodio (Reddy et al, 2012). Recientemente se ha visto en ratones que este
transportador juega un papel muy importante en la regulacion del metabolismo
lipidico, crecimiento y desarrollo, pudiendo estar regulado por genes involucrados en el
metabolismo lipidico tales como PPARy (peroxisome proliferator activated

receptors)(Berger et al., 2012).

Estudios recientes han demostrado la presencia del transportador MFSD2A en
placenta humana a término, especificamente en el sincitiotrofoblasto (no se observé
este transportador en células endoteliales ni mesenquimales), aunque no se sabe su
distribucion en las membranas apical y basal de éste epitelio (Figura 9) Se cree que este
transportador juega un papel muy importante en el desarrollo de la placenta humana,

ya que tras su union a sincitina-1, estimula la fusion celular, contribuyendo por tanto a
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la formacion del sincitiotrofoblasto (Esnault et al, 2008). Es por ello que seria muy
intersante investigar el papel de MFSD2A placentario en el transporte de DHA al feto, y
su posible alteracion en patologias como la diabetes gestacional, que muestran una

estructura placentaria claramente afectada.

9.2. Regulacion del transporte de acidos grasos

Aunque se piensa que la insulina juega un papel muy importante en la regulacion de
los transportadores de acidos grasos, existen pocos datos que demuestren esta
regulacion en la placenta. En estudios in vitro se ha demostrado que la expresion y
actividad de los transportadores de acidos grasos podrian estar reguladas, ademas de
por insulina, por otros muchos factores, entre los que destacan citoquinas como IL-6
(Lager et al, 2011) TNFa (Lager et al, 2011), leptina (Mousiolis et al, 2012). En todos
estos estudios (in vitro) se demostrd que niveles altos de estas moléculas activaban la
captacion de acidos grasos placentaria. Ademas, un estudio demostré, como era de
esperar, que los propios TGs y NEFAs pueden regular la actividad de algunos de sus
transportadores (Magnusson-Olsson et al, 2007). Al igual que en otros tejidos, PPARy

interviene en la regulacién del transporte de acidos grasos.

PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y) es un factor de transcripcion
activado por ligando (lipidos) que inducen genes involucrados en el metabolismo
lipidico (Schoonjans et al, 1996) y en procesos inflamatorios, por lo que esta implicado
en la fisiopatologia de la GDM. Funcionan en cooperacién con el receptor a X retinoide
(RXRa). Ademas, esta implicado en la regulacién de la sensibilidad a la insulina
sistémica (Zeghari et al, 2000), por lo que también juega un papel en el desarrollo de la
resistencia a la insulina. Algunos estudios in vitro han demostrado la regulacion de
algunos transportadores de acidos grasos mediante la via de sefalizacion
(PPARY/RXRa) (Mishima et al, 2011; Schaiff et al, 2005), y en casos de GDM y de
obesidad se ha demostrado una disminucion en la expresion de este factor de
transcripcion en tejidos periféricos, lo que podria estar contribuyendo asi a las
alteraciones en el transporte lipidico que se producen en estas patologias (Catalano et

al. 2002; Holdsworth-Carson et al,, 2010; Lappas 2014).
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9.2.1. Relacion entre los mediadores moleculares de la
ruta de la insulina y transportadores de acidos
grasos.

Se dispone de muy pocos estudios que hayan analizado el efecto que tiene la
insulina sobre los transportadores de acidos grasos en la placenta y son muy pocos los
estudios en los que se analiza relacion entre los mediadores moleculares de la insulina
y los transportadores de acidos grasos en placenta. Tampoco hay muchos estudios en
tejidos periféricos. En musculo cardiaco y esquelético de rata, la expresion vy
translocacion al citoplasma de FAT esta modulada por la insulina mediante la via
PI3Kinasa (Akt) (Chabowski et al, 2004; Luiken et al,, 2002). Ademas, la insulina también
regula la expresion y translocacion al citoplasma de FATP-1 en adipocitos y musculo
esquelético de rata, aunque no hay evidencia de que actie mediante la ruta de Akt (Wu
et al, 2006). En cuanto al resto de transportadores, la insulina parece modular LPL en
adipocitos y musculo esquelético humano (Richelsen 1999), pero no hay datos del resto
de los transportadores. La mayoria de los resultados se han obtenido mediante

estudios in vitro, y seria de gran interés una corroboracién in vivo.

En la placenta, hay todavia menos informacion sobre el efecto de la insulina en la
regulacion de los transportadores de acidos grasos. Sélo Magnusson et al. estudiaron
el efecto de la insulina in vitro, y demostraron que la actividad de LPL disminuia cuando
los trofoblastos eran expuestos a esta hormona durante 24 horas, mientras que no
ejercia ningun efecto cuando el tiempo de exposicién era de 3 horas (Magnusson-
Olsson et al, 2006). La insulina junto con algunos acidos grasos estimula ademas en
trofoblastos primarios la expresion de adipofilina via Akt, que es una proteina que se
expresa en las vacuolas lipidicas promoviendo la acumulacion de lipidos en la placenta
(Elchalal et al, 2005). No obstante, la expresién y la actividad de los transportadores de
acidos grasos también estan regulados por otras moléculas, tales como IGF-1,
hormonas como leptina (Musousiolis et al, 2012, Magnusson-Olson et al., 2006), y
algunas citoquinas como IL-6 yTNFa (Lager et al,, 2011), ademas de PPARy (Mishima et
al, 2011).

Dado que la GDM se caracteriza por una macrosomia e incremento en la adiposidad

fetal, seria muy interesante analizar el efecto del tratamiento con insulina en
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comparacién con el tratamiento con dieta sobre los transportadores de acidos grasos,
ya que podria estar contribuyendo al aumento de la transferencia materno-fetal de

lipidos, y por tanto a la programacion fetal de la obesidad.

10. TRANSFERENCIA DE AMINOACIDOS AL FETO EN
EMBARAZOS NORMALES Y EN EMBARAZOS CON GDM.

El tamafio de las proteinas es el factor limitante para la transferencia de éstas al feto,
y no pueden por tanto atravesar la placenta. Sin embargo, los aminoacidos si que
pueden atravesar este tejido, y juegan un papel critico para el desarrollo de los tejidos
fetales. Ademas de ser sustratos energéticos (Jansson 2001), son precursores
biosintéticos de purinas, pirimidinas, neurotransmisores y glutation (Cleal et al, 2011).
Las concentraciones plasmaticas de aa son mucho mayores en la circulacién fetal que
en la circulacién materna (Young y Prenton 1969), lo cual sugiere un transporte activo a
través del sincitiotrofoblasto. Se ha demostrado en numerosos estudios que en casos
de GDM y de obesidad, la activacion del transporte de aa produce sobrecrecimienbto
fetal. No obstante, para comprender estos procesos, es importante conocer, en primer
lugar, los mecanismos de transporte de aa en placenta humana y los mecanismos que

pueden modular a dichos transportadores.

El transporte de aa en la placenta humana es un proceso complejo, ya que en la
membrana del sincitiotrofoblasto se expresan mas de 20 transportadores diferentes,
que se clasifican en tres clases: transportadores de aa acumulativos (que incluye el
sistema A y el sistema X,g), transportadores facilitadores y transportadores
intercambiadores de aa, que incluye LAT1, LAT2, y "LAT1, y* LAT2) (Lewis et al, 2013).
Los transportadores acumulativos median la captacion de aa especificos al
sincitiotrofoblasto. Los intercambidadores cambian un aa en el sincitiotrofoblasto por
otro de la circulacion materna o fetal, alterando asi la composicién de aa pero no la
cantidad de aa transportados. Los transportadores facilitadores median el transporte
bidireccional de aa, con el transporte en la direccion del gradiente de concentracion. Se
piensa que estos transportadores estan localizados principalmente en la BM, donde

median el flujo de aa hacia el feto en contra de un gradiente de concentracion (Figura
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11). En la tabla 2 se muestra un resumen de los diferentes mecanismos de transporte

de aa (Tabla 2).

CIRCULACION MATERNA
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Figura 11. Transporte de aa en la placenta humana. Las flechas indican el movimiento de los

aa. El sistema A es un transportador acumulativo que capta los aa de la circulacién materna y
fetal hacia el interior del sincitiotrofoblasto. Los aa son transportados hacia la circulacion fetal a
través del sistema L (LAT2,3 y 4) presente en la membrana basal (BM).LAT1 actia como
intercambiador en la membrana microvellositaria (MVM).Los intercambiadores (Y'L, LAT1, X ag)
que cambian un aa por otro, son dependientes de la actividad de los transportadores
acumulativos y facilitadores. La flecha grande indica la direccion del flujo de aa, que se produce
en contra de gradiente desde la madre hacia el feto.

Sistema A

Este sistema esta formado por transportadores dependientes de Na* que transportan
aa neutros pequenos (SNAT) esenciales y no esenciales, tales como L-alanina, glicina,
L-metionina, L-serina y glutamina. Las principales isoformas de este sistema son SNAT1,
SNAT2 Y SNAT4, y se expresan de forma preferencial en la MVM, en comparacion con
la BM. La actividad del sistema A es estimulada por insulina, leptina, IGF1 e interleucina

6. (Jansson et al,, 2003; Jones et al, 2009; Roos et al, 2009a).
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Sistema L

Se trata de un sistema de transporte independiente de sodio para aa neutros grandes
(LAT), aunque se encarga del transporte de algunos neutros (L-met), ramificados (L-leu),
y aromaticos (L-fenilalanina y L-tirosina). Su principal funcién es que actia como un
intercambiador de aa no esenciales por aa esenciales ramificados como leucina (Verrey
2003). Es estimulado por glucosa y por insulina (Roos et al, 2009) y su actividad
depende de la actividad de otros transportadores que le suministran aa para que
funcione como intercambiador. Este sistema presenta también varias isoformas que se
expresan de forma polarizada en la membrana del sincitiotrofoblasto. Asi pues, LAT1 se
expresa de forma mayoritatia en la MVM, y LAT2, LAT3 Y LAT 4, se expresan de forma
mayoritaria en la BM (Cleal et al., 2011).

Sistema B o TauT.

Es un transportador de taurina (aa esencial para la vida fetal) cuya actividad es Na*/CI’
dependiente. Se expresa de forma mayoritaria en la MVM del sincitiotrofoblasto
revisado por (Araujo et al, 2015).

Sistemas Y*, Y'L, b°*

Son transportadores de aa cationicos. El sistema Y* es una familia de transportadores
cationicos independientes de Na* (CATs), de los que CAT1, CAT2B y CAT4 constituyen
las principales isoformas en el sincitiotrofoblasto. CAT2b y CAT4 parece que se
expresan mayoritariamente en la MVM, mientras que CAT1 lo hace en la BM (Araujo et
al. 2015).

Y'L

Estd formada por las isoformas Y'LAT1 y Y*LAT2, y aunque también se expresan en
ambas membranas, son mucho mas abundantes en la BM del sincitiotrofoblasto
(Araujo et al. 2015).

b0+

También se expresa principalmente en la BM del sincitiotrofoblasto., Los
transportadores cationicos de aa también pueden transportar aa neutrales como L-
leucina, L-metionina y L-fenilalanina (Araujo et al. 2015).

X'ac

Este es el principal transportador de aa aniénicos y se expresa en ambas membranas

del sincitiotrofoblasto.
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Tabla 2. Sistemas de transporte de aminoacidos

SISTEMA DE
TRANSPORTE

Sistemas dependientes Na*

MECANISMO PROTEINA LOCALIZACION SUBSTRATO

SNAT1,2,4 MVM/BM Aminodcidos neutros

EX ASCT1,2 BM Aminodcidos neutros
TAUT MVM/BM Taurina
SN1 MVM Histidina,
Asparragina,
Glutamina
ACC/EF EAATI-4 MVM/BM Aminodcidos aniénicos
6LYT1 MVM Glicina y sarcosina
ATB% Aminodcidos

catiénicos y neutros
Sistemas independientes de Na"
EX/EF

LAT1,2,4/4F2hc MVM/BM Aminodcidos neutros,
ramificados y

triptéfano

Uniporter CAT14 MVM/BM Aminodcidos
catidnicos
EX y LAT1/4F2hc MVM/BM Aminodcidos

catiénicos y neutros
en presencia de Na*

EX rBAT BM Aminodcidos
catiénicos y neutros

EF TAT1 BM Aminodcidos
aromdticos

EX ascl/4F2hc BM Aminodcidos neutros

pequefios y D-serina

ACC, Acumulativo; BM, Membrana basal; EF, Eflux; EX, intercambio; MVM, Membrana
microvellositaria. Datos de (Avagliano et al,, 2012; Cleal y Lewis 2008).

10.1. Transporte de aa en GDM

En cuanto a la GDM, no se ha llegado a un consenso sobre las posibles alteraciones
en el transporte de aa. Algunos estudios apuntan hacia la no alteracion del sistema L
(Araujo et al, 2013a; Nandakumaran et al, 2004) o de la actividad de los
transportadores Y, YL, y TauT (Janson et al, 2002), mientras que la mayoria apuntan
hacia un aumento en la actividad de algunos transportadores de aa, lo que conllevaria
al sobrecrecimiento fetal caracteristico de esta patologia. Jansson et al. describieron un
aumento de la actividad del sistema A en la membrana MVM en madres con GDM,

independientemente de que estas tuvieran o no nifios grandes para la edad gestacional
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(LGA). Sin embargo, la actividad del sistema A no estaba alterada en nifios grandes que
habian nacido de madres sanas por lo que es el ambiente diabético el que parece
afectar al transporte de aa per sé. En este estudio también se demostrd un aumento en
la actividad del sistema L en la MVM, pero solo en las madres GDM con nifios LGA, lo
cual siguiere el papel de este transportador en el sobrecrecimiento fetal (Jansson et al,
2002). De este estudio se puede deducir que el tratamiento con insulina no afectaba la
actividad del sistema A, ya que en el grupo de las GDM con LGA habia una mayor
proporcidon de mujeres tratadas con insulina, y la actividad del sistema A fue similar en

los dos grupos.

10.2. Regulacion del transporte de aa: Papel de mTOR.

El mediador de la via de sefializacién de la insulina mTOR es uno de los principales
mecanismos responsable de la alteracion del transporte de aa en la placenta. Ademas
los propios aa pueden modular los niveles de mTOR para regular la expresion de sus
transportadores (Roos et al, 2009b). En casos de exceso o defecto de nutrientes, se
producen alteraciones en la via de mTOR que tienen resultado alteraciones en el
transporte de nutrientes. Asi pues, en patologias del embarazo que tiene como
resultado fetos con retraso en el crecimiento (IUGR) mTOR podria estar inhibido, y por
tanto el transporte de aa. En casos de exceso de nutrientes (obesidad y GDM) mTOR
podria estar activado, con la consecuente activacion de los transportadores de aa y el

sobrecrecimiento fetal tipico de estas patologias (Jansson et al. 2012).

Utilizando explantes y cultivos primarios de trofoblastos humanos se ha demostrado
que mTORCL1 es un regulador positivo de los transportadores de aa sistema Ay sistema
L, lo que es critico para el transporte de aa al feto (Roos et al, 2007; Roos et al. 2009a).
Ademas, en otro estudio in vivo en mujeres obesas (sin GDM) se demostré que eran
precisamente la insulina e IGF1l los que activaban mTORC1 en mujeres obesas en
comparacién con mujeres controles. Aunque no encontraron diferencias en la actividad
de los transportadores de aa entre los dos grupos de mujeres, si observaron
correlaciones entre las moléculas activadas de la via mTORCL y Akt y el peso de los
recién nacidos, lo cual indica el papel de mTOR en el transporte de aa en nifios LGA
(Jansson et al, 2013). Aunque en este estudio las mujeres obesas no presentaban GDM,
se cree que esta patologia tendria un efecto similar sobre mTOR.

46



INTRODUCCION

En concordancia con los resultados anteriores, estudios in vitro han demostrado que
el transporte de aa esta regulado por condiciones asociadas a la GDM, en la mayoria de
los casos mediante la via de mTORC1. Hormonas maternas tales como insulina, leptina
e IGF1, cuyos niveles estan aumentados en casos de GDM, son reguladores positivos
del transporte de aa en la placenta (Jansson et al. 2003; Kniss et al, 1994; Roos et al,
2009b). Ademas, un estudio reciente postula que la leptina, mediante la activacion de
mTOR, activa la sintesis proteica en placentas de mujeres con GDM, en comparacién
con las controles. Esta podria ser una posible explicacién para aumento del tamafio de

las placentas en caso de GDM (Perez-Perez et al, 2013).

Algunas citoquinas proinflamatorias (adiponectina, IL-6 y TNFoa) también han sido
propuestas como activadores del transporte de aa, aunque no mediante la via de
mTOR, sino via STAT3 (sefial de traduccion y activador de transcripcion 3) (Jones et al.
2009; Jones et al, 2010). Sin embargo, también se ha demostrado TNFa como un
activador de mTORC1 mediante el complejo TSC1/2 (Laplante y Sabatini 2012). Asi
pues, el tratamiento de la GDM podria afectar no solo al transporte de lipidos, sino
también al de aa, lo cual podria ser una de las causas del sobrecrecimiento fetal tipico
de esta patologia. Insulina, aa, otros factores de crecimiento y citoquinas podrian actuar
sobre la via mTOR, aunque el mecanismo de regulacién es muy complejo y puede

producirse mediante otras rutas del metabolismo celular.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Existe una alta prevalencia de la GDM, principalmente debido al alarmante aumento
de la obesidad a nivel mundial, y en concreto en mujeres en edad reproductiva. Debido
al riesgo sobre la salud asociado con la macrosomia y adiposidad fetal en recién
nacidos de madres con GDM, es necesario analizar detalladamente los mecanismos
implicados en el transporte de nutrientes al feto, para poder aportar tratamientos

adecuados que disminuyan la programacion fetal de la obesidad en estos sujetos.

La GDM modifica el metabolismo y estructura placentaria, pudiendo afectar asi al
transporte de nutrientes al feto, pero no se conoce el efecto que el tratamiento de la
GDM (dieta o insulina) puede tener sobre el metabolismo placentario y en
consecuencia sobre la transferencia de nutrientes al feto. Asi, en la GDM no solo se
produce mas aporte de grasa y otros nutrientes al feto, sino que los niveles de otros
acidos grasos fundamentales para el desarrollo de los nifios, como los LC-PUFAs, estan
disminuidos, sin conocerse las causas de estas alteraciones. Por ello, el objetivo general

de esta tesis doctoral es:

e Conocer el efecto del tratamiento de la GDM (dieta o insulina) sobre la
expresion de los transportadores de acidos grasos y sobre la activacion de
las principales rutas de sefializacion de la insulina en la placenta, asi como

dilucidar si la insulina interviene en la regulacion de estos trasnportadores.
Los objetivos especificos de este estudio fueron:

e Estudiar los efectos que tiene la GDM y su tratamiento sobre medidas
antropométricas de los niflos, entre las que se encuentra la circunferencia

abdominal fetal (AC) como medida de adiposidad fetal.

e Analizar los efectos de la GDM y su tratamiento sobre la estructura
placentaria, asi como en la expresion en los transportadores de acidos grasos

y otros nutrientes en estas placentas.

e Estudiar posibles mecanismos implicados en el transporte de DHA a los

fetos, evaluando los niveles de lisofosfolipidos en estas embarazadas.

51



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

52

Analizar las rutas de sefalizacién de la insulina en placentas, y discernir si

existe resistencia a la insulina en ellas.

Analizar las asociaciones entre mediadores moleculares de la ruta de la
insulina y transportadores de acidos grasos, para dilucidar el efecto que la

insulina pueda tener en la regulacién de estos transportadores.

Discernir si el peso pregestacional de las mujeres de nuestro estudio influyen

en la transferencia de nutrientes al feto.
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1. SUJETOS

Las gestantes fueron reclutadas entre la semana 28 y 34 de gestacion en la Unidad de

Dia Obstétrica (U.D.O.) del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca.
Se establecieron tres grupos de estudio:

e Grupo Control: gestantes sanas y sin diabetes gestacional (n=25).

e Grupo GDM Dieta: gestantes diagnosticadas de diabetes mellitus gestacional
(DMG) y que consiguieron un buen control glucémico con tratamiento dietético
y actividad fisica (n=23).

e Grupo GDM Insulina: gestantes diagnosticadas de diabetes mellitus
gestacional que precisaron insulinoterapia para control metabdlico ya que el
tratamiento dietético fue insuficiente (n=20).

El nimero de sujetos con obesidad pregestacional (IMC > 30 kg/m?) fue similar en los

dos grupos de gestantes con GDM (n=7 GDM-Dieta, n=9 GDM-Insulina).
Los criterios de inclusion de los sujetos en el estudio fueron los siguientes:

e Edad comprendida entre 20-45 afios.

e Gestacion con feto Unico.

e No fumadoras.

e Dieta omnivora.

e No consumidoras de suplementos de DHA en el tercer trimestre de la
gestacion.

e Ausencia de patologia médica conocida antes de la gestacion.

e Biometria y Doppler fetal normal en el momento del reclutamiento.

La diabetes gestacional se diagnostico entre las semanas 24 y 28 de gestacion
mediante screening que se realiza a toda la poblacién gestante con el test de O’Sullivan
(sobrecarga oral de 50 g de glucosa). Se considerd un screening positivo cuando la
glucemia venosa era superior a 140 mg/dl una hora después de la ingesta del
preparado. A las pacientes con resultado positivo en el test de O’Sullivan se las sometié
una o dos semanas después a un test de confirmacién con 100 g de glucosa y

determinacion de glucemia venosa durante las tres horas siguientes post-ingesta,
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resultando positivo si dos de los cuatro valores se encontraban por encima de las
siguientes cifras: basal: 105 mg/dl; 1 hora: 190 mg/dl; 2 horas: 165 mg/dl; 3 horas: 145
mg/dl (Criterios del National Diabetes Data Group) (NDDG 1979)

Inicialmente, a todas las pacientes se les instaurd tratamiento con dieta y
ejercicio. La cantidad de calorias de la dieta se baso en la ganancia de peso que habian
experimentado hasta ese momento. Ademas se les suministré un reflectometro para
realizar tomas de glucemia capilar y un cuaderno para anotarlas. Las pacientes
realizaron 2 controles de glucemia capilar diarios, uno preprandial y otro postprandial,
en desayuno, comida o cena, variando cada dia. Tras dos semanas de tratamiento,
fueron reevaluadas en la consulta de endocrinologia para diabetes gestacional del
Hospital Virgen de la Arrixaca. Las que consiguieron un buen control glucémico se
asignaron al grupo de dieta (GDM-dieta). Las que no cumplieron los objetivos
glucémicos, iniciaron tratamiento con insulina y se asignaron a dicho grupo (GDM-
insulina). Se consideré que una paciente no cumplia los objetivos glucémicos cuando
sobrepasd mas de dos veces en una semana el limite de glucemia capilar preprandial

de 90 mg/dly el postprandial a las 2 horas de 120 mg/dl.

Para reclutar a las pacientes del grupo control se oferto el estudio a gestantes
sanas que cumplian los criterios de inclusion y que acudian a realizar la ecografia
morfoldgica entre la semana 20 y 22 de gestacién a la Unidad de Medicina Materno
Fetal del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Posteriormente se contactdé con
las gestantes que habian aceptado participar y se las incluyd en el grupo control entre
las semanas 28 y 32, tras confirmar que tenian un resultado negativo para el

diagnostico de diabetes gestacional.

El estudio propuesto se disefié y se llevd a cabo conjuntamente por el Servicio
de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (H.U.V.A)
(Murcia) y por el Departamento de Fisiologia Animal de la Facultad de Biologia de la

Universidad de Murcia.

El proyecto de investigacion fue presentado y aprobado por el Comité de Etica e

Investigacion del H.U.V.A. Todas las participantes recibieron informacion detallada
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sobre el estudio en el momento de la inclusién y se obtuvo un consentimiento

informado por escrito de todas ellas.

2. OBTENCION DE DATOS

2.1 Historia clinica
En el momento del reclutamiento se realizo historia clinica (anamnesis y exploracion
fisica), incluyendo los siguientes datos: edad, peso, talla, indice de masa corporal (IMC)
antes de la gestacién y en el reclutamiento, medida perimetral de la cintura y de la
cadera, medida de tension arterial, fecha de la ultima regla, edad gestacional en el
momento del reclutamiento, antecedentes médico-quirirgicos y antecedentes

obstétricos. Todos los datos antropométricos volvieron a ser evaluados el dia del parto.

El peso de las gestantes en el momento del reclutamiento y del parto se obtuvo
mediante bascula DETECTO (Model D1130K, NY, EEUU. 150 Kg x 500 gr) en la consulta
de la UDO del hospital Virgen de la Arrixaca. El peso pregestacional se obtuvo
mediante la anamnesis y los datos recogidos en la cartilla de control del embarazo. La
talla también se midid en la consulta. Con estos datos se calculd el indice de masa

corporal (IMC) siguiendo la siguiente férmula matematica.
IMC= Peso (Kg)/Talla (m)*.

Los perimetros de cintura y cadera se midieron con cinta métrica convencional. Se
considero la medida del perimetro de la cintura a nivel del ombligo y la cadera se midié

a nivel de las crestas iliacas.

La tension arterial sistolica y diastolica se obtuvo mediante mandmetro electronico
(Vital Signs Monitor, Sure Signs VS2, Philiphs, Andover, MA, EEUU), en el brazo
izquierdo y en posicion de decubito supino. Los valores se obtuvieron en milimetros de

mercurio.

2.2 Cuestionario dietético
Las gestantes cumplimentaron un cuestionario dietético de frecuencia (Anexo 1)
para evaluar el consumo de pescado, aceites y frutos secos en el momento de la

inclusion en el estudio. El cuestionario recogia una amplia lista de alimentos y la
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paciente registraba la frecuencia (diaria, semanal, mensual o nunca) con la que

consumia cada uno de ellos.

2.3 Ecografia obstétrica
La ecografia obstétrica se realizo el dia del reclutamiento y previa al parto en las
semanas 37-38 de gestacion, mediante ecografo Voluson 730 Pro (KTI 105938-100

General Electric Medical Systems, Kretz Ultrasounds, EEUU).

Se midieron los parametros habituales de biometria fetal: didametro biparietal,
circunferencia cefalica, circunferencia abdominal y longitud de fémur. Asi mismo se
realizé valoracion de liquido amnidtico mediante la medicion de la columna méaxima de
liquido (pocket), y se valoro el tipo y el grosor placentarios. Se realizé estudio Doppler
fetal mediante la medicion de los indices de pulsatilidad de las arterias umbilical y
cerebral media asi como estudio Doppler de arterias uterinas maternas, todo ello para

comprobar la normalidad en los flujos uterino, placentario y fetal.

2.4 Reconocimiento del recién nacido
Todos los recién nacidos fueron pesados en el paritorio nada mas nacer mediante
bascula electronica (SECA Model 727, Alemania. 20 Kg x 500 gr). A las 24 horas del
nacimiento, en la planta de maternidad se realizaron las medidas de longitud y
perimetros de cintura y cadera con cinta métrica. Estas medidas fueron tomadas por el
personal de enfermeria de la planta y quedaron recogidas en la historia clinica del

recién nacido.

3. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Se tomaron muestras de sangre de las gestantes en el reclutamiento y el dia del
parto. Se extrajeron unos 16 ml de sangre venosa periférica de la madre. Se fracciono la
sangre extraida en diferentes tubos: 5 ml en tubo seco para bioquimica e insulina, 5 ml
en otro tubo seco para acidos grasos, 3 ml en tubo con EDTA para hemograma y otros

3ml en tubo con EDTA para hemoglobina glicosilada.

Tras producirse el parto y alumbramiento, se extrajeron 10 ml de sangre de cordén
procedente de la vena umbilical que se repartieron en dos tubos secos, uno para

determinacion de acidos grasos y otro para determinaciones bioquimicas e insulina.
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La sangre de la madre y del recién nacido se remitieron a los laboratorios de
Bioquimica, Hormonas y Hematologia del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca,
donde se midieron las concentraciones de glucosa, proteinas totales, colesterol total,

triglicéridos, insulina, HOMA.

Para el analisis de acidos grasos, uno de los tubos con sangre de la madre y otro de
vena umbilical se centrifugd inmediatamente a 2.500 rpm durante 5 minutos a 4 °C
(Centrifuga KUBOTA 5.900, Japdn) para separar el suero. Las muestras de suero
obtenidas fueron congeladas a -80 °C hasta el posterior analisis de acidos grasos. La
extraccion de acidos grasos se llevo a cabo en el Departamento de Fisiologia Animal de

la Facultad de Biologia de la Universidad de Murcia.

La placenta se pesé en el paritorio y se tomaron muestras de cotiledones de unos
2x2 cm que se lavaron con NaCl 0.9% para eliminar restos de sangre. Las muestras
obtenidas se introdujeron en tubos secos de 5 ml y fueron congeladas inmediatamente
a —80 °C hasta las posteriores extracciones de proteinas para Western blot y para

cuantificacion de acidos grasos y aminoacidos.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS

4.1 Bioquimica general
La determinacion de los pardametros bioquimicos a cada paciente, se realizd en el
laboratorio de Bioquimica del (Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca), mediante kits comerciales de Roche (Mannheim, Alemania) en los

sistemas Roche/Hitachi cobas c®, mediante los siguientes métodos:

e Glucosa (mg/dl): Espectrofotometria de ultravioleta-visible.

e Proteinas totales (mg/dl): Test colorimétrico (espectrofotometria de ultravioleta-
visible).

e Colesterol total (mg/dl): Test enzimatico-colorimétrico (espectrofotometria de
ultravioleta-visible).

e Triglicéridos (mg/dl): Test enzimatico-colorimétrico (espectrofotometria de

ultravioleta-visible).
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e HDL-colesterol  (mg/dl):  Test  enzimatico-colorimétrico  homogéneo
(espectrofotometria de ultravioleta-visible).
e LDL-colesterol (mg/dl): Calculado mediante la féormula de Friedewald (346):

LDLc= CT - (HDLc + TG/5)

4.2 Insulina y HOMA
Las determinaciones de insulina basal (uUI/ml) se realizaron en el laboratorio de
radioinmunoanalisis (Servicio de Medicina Nuclear del Hospital Universitario Virgen de
la Arrixaca), mediante test inmunoldgico de electroquimioluminiscencia DIAsource INS-
IRMA Kit (Nivelles, Bélgica). El indice HOMA se calcul6 a partir de los valores de insulina

y glucosa mediante la formula (Katz A 2000):

HOMA = Insulina x (glucosa x 0.0555)/22.5

4.3 Acidos grasos

4.3.1 Extraccion de lipidos del suero

Los acidos grasos del suero fueron extraidos mediante el método de Folch
(Folch et al, 1957). Brevemente, 100 pl de estandar interno C15 fue afadido a 250 ul de
suero. Los lipidos totales fueron extraidos en 10 ml cloroformo/metanol (2:1) A
continuacion se afadieron 8 ml de cloroformo-metanol (1:1) con antioxidante
Butihidroxitolueno (BHT). Se agitaron las muestras y se introdujeron 30 minutos en
bafio termostatizado a 55 °C. A continuacion se volvieron a adicionar 4 ml de
cloroformo y se agitaron los tubos en el vortex entre 30-45 segundos. El contenido del
tubo fue filtrado con papel de filtro Whatman del nimero 6 y el tubo se lavo dos veces
con una solucién de Cloroformo-Metanol (2:1), agitando el tubo en el vortex y

pasandolo por el mismo filtro.

A continuacion se afadieron 4 ml de cloruro potasico (KCl) 0.1 M para el
precipitado de las proteinas y se agité durante 1 minuto para mezclar bien las dos
fases. Estos tubos se guardaron 24 h a 4 °C en posicion vertical. Transcurrido este

periodo se formaron tres capas bien diferenciadas:

- Una capa superior transparente de KCI que retiene el agua de la muestra.

- Una pequefia capa intermedia blanquecina que corresponde a las proteinas.
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- Una capa inferior de Cloroformo —Metanol 2:1 con los lipidos.

Una vez que las fases quedaron claramente diferenciadas, se aspird y eliminé
completamente la fase superior acuosa y la capa blanca correspondiente a las proteinas
con una trompa de vacio. La fase lipidica se filtré sobre un embudo con papel de filtro
Whatman del nimero 6 y se afadié una pequefia cantidad de sulfato soédico para
eliminar los restos de agua. El tubo fue lavado dos veces con 1 ml de cloroformo
metanol (2:1) y pasado por el filtro. Finalmente los extractos lipidicos obtenidos se
llevaron a secado con nitrégeno (ALPHAGAZ N,) a la temperatura de 55 °C. Tras

secarse se peso el tubo para estimar la cantidad de grasa a metilar.

4.3.2 Extraccion de lipidos de la placenta

Para la extraccion de acidos grasos de las muestras de placenta se utilizo el
método de Klinger et al (Klingler et al, 2003) . Se tomaron de 0.3 a 0.5 g de tejido
placentario a los que se afiadieron 250 uL de estandar interno C15 a una concentracion
de 0.1 mg/ml. La muestra fue homogeneizada con un politrén (Polytron SEV
Kinematica, Suiza) durante 1 minuto, afladiendo 3 ml de cloroformo-metanol (2:1) y
BHT (1 mg/ml). A continuacién, la muestra fue sonicada durante 1 minuto en un bafio
con ultrasonidos (Ultrasonic cleaner 600 Rotex CO) para volver a pasar el tubo por el
politrén y trasvasar el contenido a un nuevo tubo de mayor capacidad. Se lavo el
politrén tres veces afiadiendo 3 ml de cloroformo-metanol (2:1) con BHT (1 mg/ml) al
tubo inicial y se vertid el lavado al nuevo tubo que fue incubado a 55 °C durante 30

minutos.

Tras este periodo de incubacion, el contenido del tubo fue filtrado con papel de
filtro Whatman del nimero 6 y el tubo se lavé dos veces con 1 ml de cloroformo-
metanol (2:1) y se paso por el mismo filtro. A continuacion se afiadieron 4 ml de KCI 0.1

M para el precipitado de las proteinas y se agité durante un minuto.

Posteriormente se centrifugdé 30 minutos a 875xg y a 10 °C y se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez que las fases quedaron claramente
diferenciadas se aspir6 y elimind completamente la fase superior acuosa y la capa
blanca correspondiente a las proteinas con una pipeta Pasteur. La fase lipidica inferior
se filtr6 sobre un embudo con papel de filtro Whatman del nimero 6 y se afiadid una
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pequefa cantidad de sulfato sodico para eliminar los restos de agua. El tubo fue lavado
dos veces con 1 ml de cloroformo-metanol (2:1) y pasado por el filtro. Finalmente, los
extractos lipidicos obtenidos se llevaron a seco con nitrégeno a 37 °C hasta su

posterior metilacion como con las muestras de suero.

4.3.3 Metilacion de los acidos grasos
Los extractos lipidicos de las muestras de suero materno, suero fetal y placenta

se metilaron por el método de Stoffel (Stoffel et al.,, 1959).

A los tubos con el extracto seco lipidico se les afiadieron 1000 ul de Sustancia
Metilante HCI-MeOH 5% (Supelco) y se agitaron en el vortex varias veces. Finalmente
se incubaron a 100 °C durante 1 hora para obtener una correcta metilacién. Una vez
enfriados los tubos, se les afladieron 2 ml de hexano y 1 ml de agua bidestilada. Se
agitaron los tubos y se recuperé la fase de hexano con una pipeta Pasteur. Se volvio a
afadir 1 ml de hexano y tras agitar y reposar se volvid a recuperar la capa superior de
hexano. Los tubos con hexano se juntaron y se secaron con N; a 55 °C. Una vez secos
los extractos metilados se resuspendieron en 50 pl de hexano y se congelaron a -20 °C

hasta el momento del analisis cromatografico.

4.3.4 Analisis del perfil de acidos grasos por
cromatografia gaseosa
Los acidos grasos metilados fueron cuantificados mediante cromatografia
gaseosa utilizando un cromatografo de gases HP-6890 (Agilent Technologies, Inc. Palo
Alto, CA) con una columna SP-2560 de 60m x 0.25mm id x 0.15 pm (Supelco. SIGMA-
Aldrich, St. Louis, MO). El horno fue programado a una temperatura inicial de 175 °C
mantenida durante 30 minutos, que fue aumentando a una tasa de 5 °C/minuto hasta
alcanzar 230 °C manteniéndose a esa temperatura durante 17 minutos. El detector y el
inyector se fijaron a una temperatura de 240 °C y como fase movil se uso helio a una

presion de 290 kPa.

Los acidos grasos fueron identificados comparando los tiempos de retencién
con estandares de acidos grasos (SIGMA- Aldrich, St. Louis, MO). El area de los picos
fue cuantificada por normalizacién con el programa informatico HPCHEM Station

(Agilent, Barcelona, Espafa).
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4.4 Cuantificacion de lisofosfolipidos (LP)

Los lisofosfolipidos fueron analizados mediante espectometria de masas con
inyeccion de flujo (FIA-MS/MS). Se afiadieron 600 ul de metanol a 50 mg de tejido
placentario, para ser homogeneizado con un homogeneizador MINILYS (Precellys).
Después de la centrifugacion a 1500xg durante 10 minutos, 20ul del sobrenadante
fueron transferidos y usados para la preparacion de la muestra. 10 ul de suero, 20 pl del
extracto placentario y 10 ul de una solucion estandar fueron diluidos con metanol
conteniendo estandares internos para los diferentes grupos lipidicos. Después de agitar

y centrifugar, los sobrenadantes se utilizaron directamente para los analisis FIA-MS/MS.

Las muestras fueron analizadas con un espectdmetro de masas de triple
cuadrupolo API4000 QTRAP 4000LC/MS/MS System (Sciex, Darmstadt, Germany) con
un sistema de electrospray de ionizacién, el cual fue usado de forma positiva y negativa
con un sistema cromatografia liquida (Agilent, Waldbronn, Germany). El analisis MS/MS
fue realizado monitorizando una reaccién multiple. El posterior analisis estadistico fue

realizado con el software Analyst 1.5.1.

4.5 Cuantificacion de aminoacidos

Los aminoacidos fueron cuantificados por HPLC con el uso del Método de Pico-
Tag (Waters, Milford, MA). Las muestras fueron deproteinizadas por ultrafiltracién
(Ultrafree; Millipore, Billerica, MA). Se realizé una derivatizacién con precolumna de los
aminoacidos con fenilisotiocianato, seguido de una separacion de los aminoacidos
derivatizados mediante HPLC en columna de gas inversa. Los aminoacidos fueron
detectados mediante medidas de absorbancia del liquido eluido de la columna a 254
nm. El software Millenium 32 (Waters) fue utilizado para la identificacién de los

aminoacidos y el calculo de los resultados.

4.6 Analisis de citoquinas

El analisis de las citoquinas se llevé a cabo en las instalaciones del Instituto de
Nutricion y Tecnologia de los alimentos y Centro de Investigacion Biomédica de la
Universidad de Granada. Para el analisis multiple de los analitos se utilizaron dos Kits
especificos para humanos de la casa comercial LINCOplex™(Linco Research, St Charles,

MO, USA):
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e TNFa (CV:7.8%y Leptina (CV: 7.9%) (Cat #HADK2-61K-B).
e Adiponectina (CV:9.2%) vy resistina (Cat#HAD1-67K).

Estos biomarcadores se analizaron en el equipo Luminex*200™System (Luminex
Corporation, Austin, TX, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
equipo utiliza la tecnologia X-Map que se desarrolla en base a la citometria de flujo, el

laser, las microesferas y el procesamiento de sefiales digitales.

Los valores de adiponectina se expresan en mg/ml, los de leptina en ug/ul, y los

de TNFa en ng/I.

5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE
ACIDOS GRASOS Y MEDIADORES DE LA INSULINA
MEDIANTE WESTERN BLOT

Se extrajeron proteinas del tejido placentario siguiendo métodos descritos
anteriormente con algunas modificaciones. Se descongelaron 100 g de placenta en
hielo y se homogeneizé el tejido (también en hielo) con un politrén afiadiendo 1 ml de
tampon de lisis comercial (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM Na,EDTA, 1
mM EDTA, 1% (v/v) Triton, 2.5 mM pirofosfato de sodio, 1 mM B-glicerofosfato, 1mM
Na3VO4 1 pg/ml leupeptina, de Cell Signaling Technology, INC). A este tampdn se le
ahadio una soluciéon de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich Co, Saint
Louis, MO, EEUU) a una concentracion final de ImM. Esta solucién se afiadidé en fresco,
justo antes de realizar la lisis. Tras la lisis, los extractos se centrifugaron a 10000xg
durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente se tomo el sobrenadante y se guard6 a -80 °C

hasta la posterior determinacion de proteinas y realizacién del WB. .

5.1 Cuantificacion de proteinas

La determinacion de la cantidad de proteina presente en las muestras se realizo
mediante el ensayo de Bradford (Bradford 1976). Para ello se elabord una recta patron
con albumina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU) a
concentraciones conocidas en un volumen final de 100 pl en solucion salina (NaCl) y

1000 pl de reactivo Bradford (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU). Las muestras
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problema se diluyeron 1/2 en salino y se tomaron 10 ul de estas diluciones que se
completaron hasta 100 pl con salino. A estas diluciones se le afiadié 1 ml de reactivo
de Bradford y se dejo actuar durante 5 minutos, tras los cuales se procedié a la lectura
en un espectofotémetro (6715 UV spectrophotometer, Jenway, Reino Unido). La
medida de absorbancia en el espectrofotometro se realizé a 595 nm. Como blanco se
empled una muestra con 1000 ul de reactivo de Bradford y 100l de solucién salina. En

la Figura 12, se muestra un ejemplo de la recta de calibrado obtenida.

0.4
0.3

0.2+

DO 595 nm

0.1

0.0 T T T 1
0 2 4 6 8

ug prot BSA

Figura 12. Recta patrén de BSA para cuantificacion de proteinas. Se utilizé BSA a las
concentraciones de 2, 4 y 8 mg/mL realizando el ensayo por triplicado. La absorbancia para cada
concentracién de BSA se representa en el eje Y, y fue medida a 595 nm.

5.2 Electroforesis

Las proteinas se separaron mediante electroforesis reductora en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE acrénimo en inglés de Sodium Dodecy! Sulfate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico).
Para ello se utilizé una cubeta de electroforesis vertical Mini-PROTEAN II (BioRad,
Richmond, CA, EEUU). Se prepar¢ y deposito el gel separador en el espacio que queda
entre los cristales de la cubeta montados con separadores de 1 mm de espesor (Figura
13). Una vez polimerizado el gel separador, se preparé el gel concentrador y se dispuso
sobre el gel separador y rapidamente se introdujo el peine de espesor idéntico al de los
separadores, que da forma a los pocillos donde posteriormente se colocan las muestras
a separar. Como agentes inductores de polimerizacion se usaron persulfato amonico
(APS) al 10 % y tetrametiletilendiamina (TEMED) ambos de BioRad (Richmond, CA,
EEUU).
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Figura 13. Colocacién de los cristales en los que se vierten los geles de electroforesis.

La composicion de los geles separador y concentrador se especifica a

continuacion, en la tabla 3.

Tabla 3. Composicién gel separador al 12%de acrilamida.
VOLUMEN

Acrilamida -bisacrilamida al 30 % (Sigma, EEUU) 2ml
Tris -HCI 1M, pH 8.8 (Sigma, EEUU) 1.875 mi
SDS 20 % (Sigma, EEUU) 25 pl
Agua MILIQ 1.050ml
Persulfato amoénico 10 % (APS) (Sigma, EEUU) 50 pl
TEMED (Sigma, EEUU) 4pl

Tabla 4. Composicién del gel concentrador al 4% de acrilamida.
VOLUMEN

Acrilamida -bisacrilamida al 30 % (Sigma, EEUU) 0.415 ml
Tris -HCI 1M, pH 6.8 (Sigma, EEUU) 0.315 ml
SDS 20 % (Sigma, EEUU) 12.5 pl
Agua MILIQ 1.050 mli
Persulfato amoénico 10 % (APS) (Sigma, EEUU) 25 pl
TEMED (Sigma, EEUU) 2 ul
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Seguidamente se monto la cubeta de los geles y se vertio el tampon de recorrido
compuesto de (30 g de Tris HCI 50 mM, 144 g de glicina 384 mM BioRad (Richmond,
CA, EEUU) y SDS al 0.2 % en un volumen de 1 L de agua destilada) hasta la marca

indicada en la cubeta segun el nUmero de geles preparados (Figura 14).

Figura 14. Cubeta de geles de electroforesis con tampén de recorrido. Los cristales montados
no se aprecian en la fotografia, pero se encuentran en el soporte que tiene los bordes verdes.

Se prepararon las muestras a la misma concentracion de proteina para que los
resultados obtenidos fueran comparables. La cantidad de proteina cargada por calle
oscilo entre 15-30 pg. A las muestras se les afiadié el tampdn de carga (azul de
bromofenol 0.0004%, 20% B-mercaptoetanol, 8% SDS, 40% Glicerol, 250 mM Tris-HCl
pH6.8) necesario y se calentaron 5 min a 95 °C, para permitir la desnaturalizacion de las

proteinas.

A continuacién se depositaron los estandares de peso molecular marcados con
color (Dual Color Precision Plus Protein Standards, BioRad, Richmond, CA, EEUU) y las
muestras en los pocillos (10-30 ul por pocillo). Los electrodos se conectaron a una
fuente eléctrica y se separaron las muestras a voltaje constante (90 V) hasta que
abandonaron el gel concentrador y entraron en el gel separador, aumentando entonces
el voltaje (120 V) para una 6ptima separacion de las muestras. La separacion se detuvo

en el momento que el azul de bromofenol alcanzo el extremo inferior del gel.
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5.3 Transferencia de proteinas y deteccion inmunoquimica

Tras su separacion en gel, las muestras se transfirieron mediante un sistema
himedo a membranas de Millipore™ de PVDF (fluoruro de polivinilideno) (0.45um de
Millipore Corporation, Bedford, MA, EEUU), previamente humedecidas y activadas en
metanol durante 5 min (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU) y posteriormente
lavadas en agua MILIQ. La transferencia se realizd en frio, a 90 V durante 90 min en una
cubeta de transferencia Mini Trans-Blot de BioRad, utilizando un tampoén de
transferencia preparado para un volumen final de 700 ml: 490 ml de agua destilada,
140 ml de metanol (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU) y 70 ml de tampdn de
transferencia 10X (30,3 g de Tris-HCl y 136,75 g de glicina en 1 L de agua destilada).

Una vez concluida la transferencia se procedi6é al bloqueo de la membrana
durante 1 hora a temperatura ambiente en PBS-T con un 2% de BSA y en agitacion.
Finalizado el bloqueo se incubd la membrana con el primer anticuerpo a la
concentracién adecuada en PBS-T + BSA al 2% a 4 °C durante toda la noche en

agitacién. Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

- IgG policlonal de conejo que reconoce especificamente las proteinas humanas: ERK
1/2 fosforilado en los residuos Thr202/Tyr204; Akt fosforilado en el residuo Ser473; IRS
1 e IRS 2, ambos fosforilados en el residuo Tyr 612; EL contra el extremo N-terminal de
la proteina; FATP-1 contra los aminoacidos 250-350 de la proteina humana; MFSD2a,
contra un fragmento peptidico de 18 aminoacidos proximos al extremo carboxilo de la
proteina humana; GLUT-1, contra un fragmento peptidico que engloba los

aminoacidos 478-492 de la proteina humana y B-actina.

- IgG monoclonal de ratén que reconoce especificamente las proteinas humanas:
Proteina ribosomal Humana fosforilada en los residuos de Ser (235-236); A-FABP
contra la molécula completa de origen humano; LPL contra la molécula completa de
origen humano, de raton o de vaca; FATP-4 contra la molécula completa de origen

humano; FAT contra la molécula completa prodecente de rata o de origen humano.

Tras la incubacién con el primer anticuerpo, se realizaron tres lavados con PBS-T
en agitacion, a temperatura ambiente, durante 10 min cada uno. Posteriormente se

adiciono el anticuerpo secundario especifico anti-conejo o anti-raton segun el caso,
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conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EEUU), y se
incubaron durante 1 h en tampdén de bloqueo. En la Tabla 5, se especifican las
diluciones de trabajo para todos los anticuerpos empleados en Western blot, asi como
las casas comerciales y los tamafios de las proteinas a las que se unen. Posteriormente

se lavo con PBS-T, 5 veces durante 10 min cada lavado.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en Western blot y condiciones de uso

IgG policlonales de conejo

Marca Tamaiio Dilucion Dilucion
proteina Ac Ac
primario secundario
o p-Akt 1/2/3 (Ser 473) Santa Cruz 60 KDa 1/1000 1/5000
o p-ERK 1/2(Thr 202/Tyr 204 Santa Cruz 44KDa 1/1000 1/5000

o -p-IRS-1/2 Antibody (Tyr 612) EEIICREIVA 170-185 KDa  1/5000 1/5000

o -EL Abcam 57 KDa 1/500 1/5000
o -FATP-1 Abcam 75 KDa lpg/ml 1/5000
o- MFSD2a Abcam 60 KDa lpg/ml 1/5000
o - GLUT-1 Abcam 25 KDa 1/10000  1/20000
o-B-actina Sigma 42 KDa 1/5000 1/20000
IgG monoclonales de raton
o -p-Ribosomal Protein S6

Santa Cruz 28 KDa 1/1000 1/5000
(Ser 235/236)
o - A-fabp Santa Cruz 15 KDa 1/5000 1/5000
o -LPL Abcam 53 KDa 1/1000 1/5000
o -FATP-4 Santa Cruz 70 KDa 1/1000 1/5000
o -FAT (CD36) Abcam 80 KDa 1/1000 1/5000

La presencia de la proteina se revelé adicionando un sustrato que en presencia
de la peroxidasa, genera un producto quimioluminiscente, mediante el Kit Pierce ECL 2

Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, Waltham MA, EEUU) empleando 1 mL de
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reactivo para cada membrana. Para la deteccion de la quimioluminiscencia se empleo el
equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare, Life Sciences, Piscataway, NJ, EEUU). Las bandas
de proteinas obtenidas fueron cuantificadas mediante densitometria usando el
software Image J. Como control de carga se empled [-actina, con respecto a la cual se

expresaron los resultados normalizados.

6. LINEA CELULAR Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para estudios in vitro se utilizd una linea celular (BeWo) procedentes de un
coriocarcinoma gestacional maligno de placenta humana. Esta linea se adquiridé de la
coleccion europea de cultivos celulares (ECACC), y se mantuvo en el Servicio de
Cultivos de la Universidad de Murcia, donde ademas se realizaron los experimentos.
Para su conservacion, las células se mantuvieron congeladas a -196 °C en su medio de
cultivo F12 con 20% de suero de ternera fetal (FBS) y con un 10% de dimetilsulfoxido

(DMSO) (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU).

Esta linea celular se cultivd en medio F12 con un 10% de suero de ternera fetal
en frascos para cultivos de 75 cm? (SARSTEDT, Niimbrecht, Alemania). Al medio se le
afadié glutamina 2 mM, penicilina (100 UI) y estreptomicina (100 mg/ml). Las células se
cultivaron a la densidad de 80.000 células/cm?, y el medio se cambi6 cada 48 horas. En
el dia 5 los cultivos estaban casi confluentes (Figura 15), se realizé el subcultivo y tras
ser contadas, y con la viabilidad medida, se sembraron con una densidad celular de

80000 células/cm?.
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Figura 15. Cultivo de células BeWo en el dia 5, antes de ser subcultivadas. Obsérvese la fusion
de los citoplasmas de las células, formandose sincitios.

6.1 Subcultivo
Para realizar los subcultivos se utilizd tripsina al 0.25% y EDTA a una

concentracion de 0.57 mM.

En primer lugar se quité el medio de las células y se afiadio 1-2ml de tripsina
con una pipeta Pasteur, para lavar los frascos y eliminar cualquier resto de medio que

pudiera quedar, ya que el suero presente en el medio de cultivo inactiva la tripsina.

El contenido de este primer lavado se recogié en tubos de 50 ml que ya
llevaban 2 ml de medio. Después se aiadieron a cada frasco 2 ml de tripsina y se
mantuvieron en una estufa a 37 °C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se
afadié medio de cultivo para inactivar la tripsina (como minimo el doble del volumen
de tripsina utilizado), se recogié en contenido en los tubos de 50 ml y se centrifugo a
200xg durante 10 minutos. El pellet se resuspendié en 5 ml de medio aproximadamente

y se procedi6 al contaje y determinacion de la viabilidad celular.

6.2 Determinacion de la viabilidad celular mediante el
método de exclusion con azul Tripan
Este método se basa en el hecho de que el colorante vital azul tripan es capaz

de atravesar las membranas celulares introduciéndose en las células. Este colorante es
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expulsado activamente por las células vivas manteniendo su aspecto brillante y
refringente al microscopio, mientras que las células muertas acumulan este colorante

en su interior, de tal modo que se observan al microscopio de un color azulado.

Para determinar la viabilidad celular de las muestras biol6gicas mediante esta
técnica, se mezcld en una proporcion 1:1 (viv) la suspension celular y una disolucién de
azul tripan (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU). A continuacion, el recuento
celular se llevé a cabo mediante el uso de un hemocitdmetro Neubauer o mediante un

contandor automatico (TC10 Automated Cell Counter, BioRad, Richmond, CA, EEUU).

El contaje en el hemocitdémetro se realizé segun la ecuacion:

C=10°xAxD

Donde C es la concentracion expresada en células/ml. A es la medida del
numero de células determinadas en las cuadriculas del hemocitometro y D es el factor

de dilucién empleado.

6.3 Autentificacion de la linea celular BeWo

Las células BeWo procedentes del pase 17, fueron autentificadas mediante la
obtencion de su perfil genético por el analisis de los ocho marcadores STR (Short
Tandem Repeats) mas amelogenina para la determinacion del sexo, recomendados por
el American National Standars Institute (ANSI) en su documento “Authentication of
human cell lines: Standarization of STR profiling” (ANSI/ATCC ASN-0002-2011). El perfil
genético de las células analizadas coincidio en un 100% con el perfil de la linea BeWo

(CCL-98). El experimento se realizoé 3 veces por duplicado.

6.4 Estimulacion de células BeWo con insulina e
inhibidores de la via senalizacion de la insulina
Las células se sembraron en frascos de cultivo de 12cm? (Falcon, Becton
Dickinson, NJ, EEUU) a una densidad de 80.000 células/cm?® Cuando las células habian
alcanzado un 90% de confluencia aproximadamente, estaban preparadas para afiadir

los estimulos y realizar los experimentos.
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Las células fueron sometidas a condiciones de privacion de suero (medio sin
suero ni glutamina) durante un periodo de 3 horas previo a su estimulacién, con el
objetivo de disminuir la actividad celular basal. Posteriormente se trataron durante una
hora con los inhibidores de moléculas de sefalizacidén intracelular PD98059, inhibidor
de MEK1, quinasa encargada de fosforilar ERK, y LY294002 inhibidor de PI3K, de la ruta
de Akt, ambos de Sigma -Aldrich Co (Saint Louis, MO, EEUU). La concentracidon usada
de estos inhibidores fue 50uM. Tras la adicion de los inhibidores y transcurrida 1 hora
se estimularon las células con una dosis de insulina 10nmol/I (Actrapid, Novo Nordisk,
Plainsboro, NJ, EEUU) durante 24 horas, periodo tras el cual se lisaron las células para la
extraccion de proteina y analisis mediante Western blot de moléculas de sefalizacion
de la ruta de la insulina y de transportadores lipidicos. Ademas se dispuso de placas
controles con células con medio de cultivo sdlo, y otras con células en el mismo medio
de cultivo y con el estimulo de insulina en la dosis de 10nmol/l. En resumen, los

tratamientos realizados fueron:
Control: Células en medio de cultivo, sin insulina y sin inhibidores (Figura 16A)

Control + Insulina: Células en cultivo con insulina 10nmol/l, pero sin

inhibidores (Figura 16B).

LY: Células en cultivo preincubadas con el inhibidor de Akt (Figura 17A). Como
se observa en la fotografia, tras 25 horas de exposicién al inhibidor, la mayoria de las
células se habian despegado del frasco de cultivo, efecto derivado de la importancia
que tiene la ruta de sefalizacion de Akt en la regulacién de la proliferacion celular la
formacion y mantenimiento del citoesqueleto de actina. Esto repercutié en el modo de

lisis de estas células, como se vera posteriormente.

LY+Insulina: Células en cultivo preincubadas con el inhibidor de Akt vy
posteriormente estimuladas con insulina (Figura 17B). Como se observa en la
fotografia, las células también se despegaron ante la presencia de este inhibidor, a

pesar de haber sido estimuladas también con insulina.

PD: Células en cultivo preincubadas con el inhibidor de ERK (Figura 18A). En

este caso, no se observan células despegadas.
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PD + Insulina: Células en cultivo preincubadas con el inhibidor de ERK vy

posteriormente estimuladas con insulina (Figura 18B).

et O\ ] PN el 2 S e 5 byt f
Figura 16. Fotografia de cultivo de células BeWo al microscopio de contraste de fases, aumento
10X. A) Control, Células BeWo sin preincubar con inhibidores y sin insulina, B) Células BeWo sin
preincubar con inhibidores, estimuladas con insulina durante 24 horas. Ambas fotografias

fueron tomadas en el mismo momento, a las 24 horas de la estimulacion con insulina.

O &

Figura 17. Fotografia de cultivo de células BeWo al microscopio de contraste de fases, aumento
10X A) LY: Células BeWo preincubadas con LY pero no con insulina. B) LY + insulina. Células
BeWo preincubadas con LY durante una hora y posteriormente estimuladas con insulina durante
24 horas. Ambas fotografias fueron tomadas en el mismo momento, a las 24 horas de la
estimulacién con insulina.
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Figura 18. Fotgrafia de cultivo de células BeWo al microscopio de contrste de ases, aumento
10X. A) PD: Células BeWo preincubadas con PD pero no con insulina. B) PD+ insulina. Células
BeWo preincubadas con PD durante una hora y posteriormente estimuladas con insulina
durante 24 horas. Ambas fotografias fueron tomadas en el mismo momento, a las 24 horas de la
estimulacién con insulina.

6.5 Analisis por Western blot de mediadores de la insulina
y de proteinas transportadoras de acidos grasos.

Las células fueron lavadas 3 veces con PBS frio antes de ser lisadas. Para ello se
afiadieron a los frascos 100 pl un tampdn de lisis comercial (20 mM Tris-HCI (pH 7.5),
150 mM NaCl, 5 mM Na,EDTA, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Tritdn, 2.5 mM pirofosfato de
sodio, 1 mM B-glicerofosfato, 1 mM NasVO, 1 ug/ml leupeptina, de Cell Signaling
Technology, INC). A este buffer se le afadid una solucion de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, MO, EEUU) a una
concentracién final de ImM. Esta solucion se afadié en fresco, justo antes de realizar la
lisis. Este buffer se dejo actuar unos 10 minutos como minimo, y 30 minutos como
maximo. La ruptura de las células se facilito mediante el empleo de un raspador celular
(SARSTEDT, Nimbrecht, Alemania), y se recogio el contenido con pipeta Pasteur.

En el caso de las células tratadas con el inhibidor de la ruta de Akt LY294002 y
las cuales se habian despegado en su mayoria pero aun eran viables, se recogid
primero el sobrenadante de los frascos con una pipeta pasteur y fue centrifugado a
200xg durante 10 minutos. Al pellet resultante, compuesto por todas las células que se
habian despegado, se le afladieron 50 pl del tampon de lisis, y el contenido se junté

con el lisado obtenido de las células adheridas en los frascos de cultivo.
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Estos extractos se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
Finalmente se tomd el sobrenadante y se guardd a -80 °C hasta la posterior
determinacion de proteinas y realizacién del Western blot, tal y como se describe en el

apartado 5.

Mediante Western blot se cuantificaron las siguientes proteinas: la lipasa
placentaria EL, las proteinas transportadoras FATP-1 y FATP-4 y la proteina de unidn a
acidos grasos A-FABP, y los mediadores de la ruta de sefializacion de la insulina Akt y

ERK fosforilados.

7. ESTADISTICA

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa informatico
SPSS version 15.0 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc. Chicago, IL, EEUU).

Los resultados se expresaron como media + error estdndar de la media (eem).
La distribucion normal de los datos se analizd mediante la prueba de Kolmogrov-
Smirnov.

Para evaluar los efectos de los 3 grupos de estudio (control, GDM-dieta, GDM-
insulina) se realizd un test de ANOVA de un factor con una prueba post hoc de
Borferroni para la comparacion de medias. Las variables cualitativas se analizaron
mediante chi % Las diferencias se consideraron significativas para p<0.05.

Todas las asociaciones se realizaron mediante correlacion de Pearson. Las

diferencias se consideraron significativas para p<0.05.
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1. DESCRIPCION DE LOS SUJETOS

2.1 Caracteristicas antropométricas de la madre
En la Tabla 6 se muestran los datos correspondientes a la antropometria de la
madre asi como al peso e indice de masa corporal (IMC) tanto en el momento del

reclutamiento (3* trimestre) como en el momento del parto.

Tabla 6: Datos antropométricos de la madre.

Control GDM- Dieta GDM-
(n=25) (n=23) Insulina

(n=20)

325 + 0.8%

Edad de la madre (afios) 311 +09° 352 +0.8°
Edad gestacional (semanas) REEREYNES 38.1+0.3° 382 +0.2° 0.000
Tasa de cesarea 26% 30% 30% 0.060
Estatura (m) 1.64 + 0.01 1.64 + 0.01 1.64 + 0.01 0.990
IMC Pregestacional (Kg/m?) RPEREN XY 262 + 1% 282+13*  0.005
IMC 3*" trimestre (Kg/m?) 26 +0.7° 29 £ 1% 30.6 + 1° 0.003
IMC parto (Kg/m?) 27.9+071% 303+101* 318+131° 0.033
A peso total (Kg) 12.7 + 0.64 11.2 +1.07 9.7 +149 0.152
Cintura reclutamiento (cm) 93.1 +1.53 99.9 + 1.62 99.9 + 3.65 0.061

Cadera reclutamiento (cm) 987 +3.89°% 1094 +196* 111.6+3.54% 0.013

Cintura/Cadera.

. 1.25 + 0.34 091 + 0.01 0.89 + 0.02 0.399
reclutamiento
Cintura parto (cm) 100.6 + 1.38 103.2 + 1.68 103.9 + 3.79 0.600
Cadera parto (cm) 107.3 + 1.59 1144 + 2.16 1146 + 35 0.063
Cintura/Cadera parto 0.94 + 0.01 0.9 £ 0.01 0.9 + 0.02 0.060

Resultados expresados como media + eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos. IMC, indice de masa corporal.

La edad de las embarazadas con GDM tratadas con dieta fue significativamente
mayor que la edad de las embarazadas controles aunque no se observaron diferencias
con respecto al grupo de embarazadas tratadas con insulina, por lo que no fue un
factor clave para el desarrollo de la diabetes (Tabla 1). Por el contrario, la edad

gestacional en el momento del parto fue significativamente menor para ambos grupos
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de GDM con respecto al grupo control, ya que en estos grupos aumentaron los partos

inducidos para evitar macrosomia en la descendencia.

Las mujeres con GDM presentaron un indice de masa corporal (IMC) mayor que
las controles, especialmente las GDM tratadas con insulina. Estas diferencias se dieron
tanto en el IMC previo al embarazo, reclutamiento (tercer trimestre, semana 24-32) y en
el momento del parto. El nimero de sujetos con obesidad pregestacional (IMC > 30) fue
similar entre los dos grupos con diabetes gestacional (n=7 GDM-dieta, n=9 GDM

insulina).

En cuanto al incremento de peso total durante el embarazo, no detectamos
diferencias significativas entre los tres grupos de estudio. No obstante, las mujeres con
GDM tendieron a adquirir menor peso durante el embarazo, pero estos resultados
estan también potenciados por la menor duracién del embarazo en los grupos de GDM
con respecto al control; asi pues, nuestros resultados parecen reflejar un cierto fracaso
en los objetivos en el control del peso en los grupos de gestantes con diabetes

gestacional.

El perimetro de la cintura y de la cadera tendieron a ser mayores en las
embarazadas diabéticas con respecto a las controles, tanto en el momento del
reclutamiento como en el momento del parto, aunque, las diferencias sélo fueron
significativas en las medidas de la cadera en el reclutamiento. Sin embargo, la relacion
cintura/cadera fue muy similar en los tres grupos en el momento del parto. No
obstante, la dificultad en la medida de estos perimetros durante la gestacion, por la
situacion y presentacion fetal, asi como por la cantidad del liquido amniético, limita la
validez de este indice como marcador del grado de obesidad en las madres

embarazadas.

2.2 Medidas ecograficas y biometria fetal

Debido a las discrepancias en la edad gestacional en la que se realizaron las
ecografias (las gestantes diabéticas que precisaron insulinizacion se reclutaron a una
edad gestacional mas avanzada que los controles y que las diabéticas que solo
precisaron tratamiento dietético), tuvimos que ajustar los datos de las ecografias en

unidades de z-score en el que las medidas se ajustan por edad gestacional de los
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sujetos, tal y como se muestra en la Tabla 7 No se observaron diferencias en las
medidas de biometria fetal en el reclutamiento, pero si se observé una tendencia hacia
una mayor circunferencia abdominal (CA) en los fetos de las diabéticas, siendo dicha

circunferencia abdominal una medida de adiposidad fetal.

Tabla 7. Z-score variables ecograficas reclutamiento

Z-SCORE VARIABLES Control GDM- Dieta GDM- Insulina
ECOGRAFICAS (GEPE)) (n=23) (n=20)

RECLUTAMIENTO

ETNEL G EE EIN (L) 0.55 + 0.16 0.91 + 0.23 091 +0.17

Circunferencia Cefalica -0.35 + 0.23 016 +12 -016 +14 0.351
(mm)

Circunferencia Abdominal BEONIEREN2{0] 0.59 £ 0.2 058 +1.2 0.075

(mm)

(LN ECER I () -0.2 + 0.78 1.26 £ 0.28 0.45 + 0.29 0.148

Resultados expresados como media + eem.

En cuanto a la biometria fetal en el momento del parto, se obtuvieron
resultados similares al reclutamiento, observandose de nuevo una tendencia hacia
mayor z-score de la circunferencia abdominal (Z-CA) en ambos grupos de diabéticas
(Tabla 8). Ademas, si comparabamos directamente mediante t-Student el grupo control
con respecto a las GDM tratadas con insulina, las diferencias eran significativas
(p=0.02). Este hecho es de gran importancia, ya que la circunferencia abdominal es una
medida de adiposidad del recién nacido, siendo un indicador de obesidad en el futuro.
Las medidas del z-score del CA tanto de la ecografia del reclutamiento como la del
parto, se correlacionaron con el z-score del peso del recién nacido, asi como con los

pesos pregestacional, reclutamiento y parto de las madres (Tabla 9).
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Tabla 8. Z-score variables ecogréficas parto

Z-SCORE VARIABLES Control GDM- GDM- Insulina
ECOGRAFICAS PARTO (n=25) Dieta (n=20)

(n=23)

0.54 + 0.21

DIETO T EREIN (W) 0.15 + 0.13  0.38 £ 0.25

Circunferencia Sl -136+0.2 -0.81+0.25 -0.66 + 0.25 0.097
(mm)

(ST A W A e TGN -0.30 + 0.22 0.27 + 0.25 043 +0.20 0.071

(mm)

TG RGER T T ) 0.87 £0.23 0.87 £ 0.23 0.93 +0.28 0.979

Resultados expresados como media + eem.

Tabla 9. Correlaciones del z-score de la circunferencia abdominal con pardametros
antropométricos maternos

Z-Score CA Z-Score CA

reclutamiento
parto

Peso materno pregestacional

Peso materno reclutamiento

Peso materno parto

Z-score peso recién nacido

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. CA, Circunferencia abdominal.

2.3 Medidas antropométricas de los recién nacidos

Debido a las anteriormente mencionadas diferencias en la edad gestacional, los
valores de peso, talla e IMC del recién nacido se ajustaron por su edad gestacional
mediante z-score. El z-score del peso del recién nacido tendié a ser mayor en los
nacidos de madres que habian precisado insulina para controlar su diabetes
gestacional, aunque las diferencias no fueron significativas entre los tres grupos

(p=0,409) debido a que el nimero de sujetos fue bajo para estimar estas variables
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antropométricas (Figura 19). En cuanto a la macrosomia (peso al nacer mayor de
4000g), en este estudio sélo encontramos un nifio con peso superior a 4000g, debido a
la menor edad gestacional de las mujeres con GDM, ya que la tasa de cesarea aumenta
en estas mujeres, para evitar precisamente la macrosomia. Aun asi, el z-score del peso
se correlacion¢ significativamente con la circunferencia abdominal fetal en el momento
del parto (Tabla 9). Ademas, el peso al nacimiento de estos nifios se correlaciono

directamente con el peso materno (Figuras 20a, 20b, 20c).

0.9 -
0.8 A
0.7 A
0.6 -

H Control
0.5 -+

H GDM-Dieta

0.4 -+
k&l GDM-Insulina
0.3 -+
0.2 7

0.1 -

0.0 -

Figura 19. Z-score peso del recién nacido (media + eem).
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Figura 20. Correlacion entre peso del recién nacido y A) peso pregestacional; B) peso materno
en el reclutamiento; C) Peso materno parto.
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En relacién al indice de masa corporal (IMC) del recién nacido, no se
encontraron diferencias debido a que los recién nacidos de madres diabéticas
tendieron a tener no sélo mas peso, sino también mas talla que los recién nacidos del
grupo control (Figuras 21 y 22). Sin embargo, la talla al nacimiento estd mas
determinada por factores genéticos que por otros factores del ambiente intrauterino

como puede ser el control glucémico de la madre.

0.50 ~
0.40 ~
0.30 -
0.20 ~ T

0.10 - # Control

0.00 - 1 H GDM-Dieta

-0.10 - I GDM-Insulina

-0.20 ~

-0.30 A

-0.40 ~

-0.50 -

Figura 21. Z-score indice de masa corporal del recién nacido (media + eem). Diferencias no
significativas

1.2 -

1.0 A

0.8 -
H Control

H GDM-Dieta

kl GDM-Insulina
0.4 -

0.2

0.0 -

Figura 22. Z-score de la longitud del recién nacido (media + eem). Diferencias no
significativas.
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2. DETERMINACIONES ANALITICAS DE LA MADRE
(RECLUTAMIENTO Y PARTO) Y DEL RECIEN NACIDO

2.1 Parametros glucidicos

En la Figura 23 se muestran las cifras de glucosa en suero materno
(reclutamiento y parto) y en suero del recién nacido (suero venoso umbilical). Como era
de esperar, en el tercer trimestre (momento del reclutamiento), antes del inicio de
cualquier tratamiento, las cifras de glucosa en suero materno fueron significativamente
mayores en las diabéticas que posteriormente precisaron tratamiento con insulina para
controlar su glucemia (p=0.007). En el momento del parto, y a pesar de que las mujeres
diabéticas habian sido tratadas, los valores de glucosa siguieron manteniéndose mucho
mas altos en los dos grupos de gestantes con GDM con respecto a las controles
(p=0.002), aunque en todos los casos se encontraban dentro de la normalidad para la
glucemia en adultos. Estos resultados reflejan que las gestantes diabéticas que
inicialmente tenian mas dificultad para conseguir los objetivos de control glucémico,
siguieron presentando glucemias mas elevadas a pesar del tratamiento con insulina

(Figura 23).

120 -
100 - b

80 -

H Control

60 1 H GDM-Dieta

mg/dl|

u _ .
40 - GDM-Insulina

Reclutamiento Parto Corddn

Figura 23. Glucosa en suero materno (reclutamiento y parto) y en suero venoso umbilical en el
momento del parto (media + eem). Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los recién nacidos fueron capaces de regular su propia glucemia, ya que los
valores de glucosa, medidos en suero venoso umbilical, no presentaron diferencias
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significativas entre los grupos. Los valores sélo fueron ligeramente superiores en el

grupo de recién nacidos cuyas madres habian recibido insulina (Figura 23).

# Control
& GDM-Dieta

uUl/ml

L GDM-Insulina

Reclutamiento Parto Corddn

Figura 24. Insulina en suero materno (reclutamiento y parto) y en suero venoso umbilical del
en el momento del parto (media + eem). Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los valores de insulina en suero fueron mayores en el reclutamiento en el grupo
de mujeres que posteriormente requirieron tratamiento con insulina exégena para
poder controlar sus glucemias, a pesar de que estas todavia no habian comenzado con
el tratamiento (Figura 24). Esto es debido a que dichas mujeres presentan una alta
resistencia a la insulina, como podemos ver reflejado en el indice HOMA (Figura 25). Sin
embargo, en el momento del parto no se observaron diferencias significativas entre los
tres grupos, aunque se mantuvo una tendencia de mayor insulina (p=0.067), lo que

concuerda con el elevado indice HOMA en el momento del parto (Figuras 24 y 25).
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Reclutamiento Parto Cordon
Figura 25. indice HOMA en madres (reclutamiento y parto) recién nacidos (media + eem).
Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

Los valores de insulina en el recién nacido no siguieron la misma tendencia que
en sus madres. Se observaron valores mas altos en los recién nacidos de madres
tratadas con dieta, pero las diferencias no fueron significativas, siendo los valores muy
similares entre los tres grupos. Esto podria deberse principalmente a que la insulina no
es capaz de atravesar la placenta y los fetos son capaces de regular su propia glucemia
sintetizando en el pancreas las cantidades necesarias de esta hormona para su
metabolismo, independientemente del metabolismo materno (Figura 24). Tal y como se
observo en los valores de glucosa y de insulina en los recién nacidos, tampoco se
observaron diferencias en el indice de resistencia a la insulina (HOMA) entre los tres
grupos (Figura 25), corroborandose de nuevo el hecho de que los fetos autorregulan su

propia glucemia independientemente de las fluctuaciones maternas.

2.2 Parametros lipidicos

Colesterol, triglicéridos y acidos grasos totales

En las figuras 26 a 28 se pueden observar los valores de colesterol total,
triglicéridos y acidos grasos totales tanto en suero materno (momento reclutamiento y

parto) como en suero venoso umbilical.

Tanto en el reclutamiento como en el momento del parto, la concentracion

plasmatica de colesterol total fue similar en los tres grupos de gestantes. En la figura 26
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se puede evidenciar la hipercolesterolemia fisiologica materna asociada al embarazo,
con valores superiores a 200 mg/dl en los tres grupos. En los recién nacidos, tampoco
se encontraron diferencias en los valores de colesterol total entre los tres grupos

estudiados.

E Control
E GDM-Dieta

kil GDM-Insulina

Reclutamiento Parto Cordon

Figura 26. Colesterol total en suero materno (reclutamiento y parto) del recién nacido (suero
venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Diferencias no significativas.

Los valores de triglicéridos plasmaticos en el momento del reclutamiento fueron
mucho mayores en las madres que posteriormente recibieron insulina como
tratamiento (p=0.028) con respecto a las controles. No obstante, en el momento del
parto, no se detectaron diferencias en los niveles de triglicéridos en estos tres grupos
(Figura 27), aunque de nuevo se observo una tendencia a niveles mas elevados en el

grupo de gestantes tratadas con insulina (p=0.187).

Sorprendentemente, en los recién nacidos de madres tratadas con insulina, los
valores de triglicéridos fueron significativamente menores con respecto a los controles
(p=0.015) y en los niflos procedentes de madres tratadas con dieta fueron intermedios
a los otros dos grupos (Figura 27). Estos valores de triglicéridos en los nifios de madres
diabéticas podrian ser el resultado de la captacién de triglicéridos por parte del tejido
adiposo fetal, tal como nos indican los datos de circunferencia abdominal fetal.
También podrian ser explicados por una transferencia placentaria deficitaria de acidos

grasos, o por una acumulacion de acidos grasos en estas placentas.
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Figura 27. Triglicéridos en suero materno (reclutamiento y parto) y del recién nacido (suero
venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Letras distintas dentro del mismo
periodo gestacional indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los acidos grasos totales medidos en el plasma materno se comportaron de
forma similar a los triglicéridos tanto en el reclutamiento como en el parto (Figura 28).
Asi pues, los valores fueron mucho mas altos en el grupo de mujeres que
posteriormente fueron tratadas con insulina, si los comparamos tanto con las tratadas
con dieta como con las controles (p=0.003). Aunque en el momento del parto no se
detectaron diferencias significativas entre los tres grupos de embarazadas, si que se
observo de nuevo una tendencia a valores mas altos en el grupo de mujeres tratadas
con insulina (p=0.121). Por el contrario, la cantidad total de acidos grasos en el plasma
venoso umbilical fue mucho menor en los hijos de madres que habian sido tratadas
con insulina (p=0.001) (Figura 28), reafirmandose las hipdtesis de la posible
acumulacion de acidos grasos en el tejido adiposo de recién nacidos de diabéticas y/o,

la captacion deficitaria por parte de la placenta.
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H Control
E GDM-Dieta

k GDM-Insulina

Reclutamiento Parto Cordon

Figura 28. Cantidad total de acidos grasos en plasma materno (reclutamiento y parto) y del
recién nacido (suero venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Letras distintas
dentro del mismo periodo gestacional indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

En relacion a los acidos grasos saturados y poliinsaturados (Tabla 10), en el
suero materno no se encontraron diferencias en el porcentaje de acidos grasos
saturados, monoinsaturados o poliinsaturados entre los tres grupos de embarazadas en
el momento del parto. En la placenta, tampoco se observaron diferencias en los
porcentajes de acidos grasos saturados y poliinsaturados entre los tres grupos cuando
se comparaban con los controles. Sin embargo, en los recién nacidos (Tabla 10) los
acidos grasos saturados fueron significativamente mayores en ambos grupos de
diabéticas con respecto a los controles mientras que los acidos grasos poliinsaturados
tales como EPA (acidos grasos poliinsaturados esenciales) y LC-PUFAs (acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga) estaban disminuidos en nifios de madres con GDM, lo

cual indicaria un transporte alterado en estas pacientes.
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Tabla 10. Porcentajes de acidos grasos en lipidos totales de suero materno, placenta y
suero venoso umbilical.

Control GDM- Dieta GDM-
(n=25) (n=23) Insulina

(n=20)

3353 £ 051 33.72 + 042 3345 + 0.54 0.925

Saturados

Monoinsaturados 2541+ 061  2525+064 2552072 0959

40.64 £ 0.69 40.62 £ 0.7 40.67 £ 1 0.999

Poliinsaturados
EPA

PUFA
PLACENTA

3755+ 019%  3690+025° 3791+028% 0.016

Saturados

b b
Monoinsaturados 1187 £026® 1271+057° 1124+028° 0046

50.27 + 0.27 50.11 + 0.51 50.59 £ 0.4 0.709

Poliinsaturados
EPA

PUFA

3744 £ 042" 3966 +0.34% 4044 + 0.66 °

Saturados

ab b a
Monoinsaturados 2272 £044%  2388+051° 2168+06° 0.019

a b ab
Poliinsaturados 39.08 + 0.52 3579 + 0.61 37.24 + 0.54 0.000

EPA

PUFA

Resultados expresados como media + eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos. EPA: Acidos grasos poliinsaturados esenciales; LC-
PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.
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En cuanto a los acidos grasos que contribuyen de forma esencial al desarrollo
de estos nifios, el % de DHA disminuy¢ en los nifios de las gestantes diabéticas, a pesar
de que aument6 en suero materno de las gestantes tratadas con dieta, tanto en el

momento del reclutamiento como del parto (Figura 29).
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Figura 29. % de DHA en suero materno, placenta, y suero venoso umbilical (media + eem).
Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

Lisofosfolipidos (Liso-PL)

Recientemente se ha postulado que los lisofosfolipidos podrian ser una fuente
de DHA en placenta, y dada la importancia de este acido graso para el desarrollo
neurolégico de los niflos, en este estudio decidimos analizar los niveles de estos
lipidos, tanto en el suero materno (en el reclutamiento y en el momento del parto)

como en la placenta y en el suero venoso umbilical (Figura 30).
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Figura 30. Valores absolutos (en mg) de lisofosfolipidos en suero materno, placenta, y suero
venoso umbilical (media + eem). Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los niveles de liso-PL disminuyeron significativamente en el momento del parto
en las gestantes diabéticas tratadas con dieta con respecto a las controles. A pesar de
esta disminucion, en suero venoso umbilical no hubo diferencias en los valores de liso-

PL entre los tres grupos (Figura 30).

Sin embargo, tal y como se muestra en la figura 31, el % de DHA en los liso-PL
fue mayor en las gestantes tratadas con dieta (en el reclutamiento, y se mantuvieron
estos niveles en el momento del parto) (Figura 31). A pesar de ello, en placenta y
corddn de los recién nacidos el % de DHA en liso-PL tendié a disminuir (p=0.152) en las
gestantes diabéticas, lo cual podria ser debido a un incorrecto transporte placentario.
Es de gran importancia destacar que no solo el % de DHA sino también las
concentraciones absolutas de DHA en liso-PL de corddn tendieron a disminuir (Figura
32). Es muy interesante observar que la concentracién de DHA en liso-PL de cordon son
mucho mayores que en suero materno (Figura 32). Este hecho podria corroborar el
transporte placentario preferencial de DHA al feto, también conocido como

biomagnificacion, lo cual pone de manifiesto la importancia de este acido graso.
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Figura 31. %DHA en lisofosfolipidos de suero materno (reclutamiento y parto), placenta, y suero
venoso umbilical (media + eem). Letras distintas dentro del mismo periodo gestacional indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 32. Valores absolutos (mg) de DHA en suero materno (reclutamiento y parto) y en suero
venoso umbilical (media + eem). * indica diferencias significativas en los distintos

compartimentos.

En cuanto al resto del perfil de acidos grasos en lisofosfolipidos no se
encontraron diferencias en las principales familias de AG (saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, solo aumentaron los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

(LC-PUFASs) a nivel materno (Tabla 11).
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Tabla 11. Perfil de lisofosfolipidos % en suero materno en el momento del
reclutamiento , parto, en placenta y en suero venoso umbilical.

Control GDM- Dieta GDM-

(n=25) Insulina
(GEPL))

(n=20)

RECLUTAMIENTO

LISO SFA 7446+074 73.16+093  73.83+0.82
LISO MUFA 1124038  11.26+04 10.37£035  0.207
LISO PUFA 1435+047 15584081  15.8+0.62 0.155

LISO LC-PUFA 485°+0.16  6.21°+0.44 5.95°+0.29 0.002

74.02+1.05 72.98+1.09

LISO SFA 75.12+0.77
LISO MUFA 10.81£0.33  10.87+0.37 10.56+0.28 0.791
LISO PUFA 14.07£0.63 15.11+0.88 16.46+0.99 0.131

5.74+0.27 5.62+0.31

LISO LC-PUFA 4.96+0.19
PLACENTA

LISO SFA 61.44+069 61.97+0.99 63.43+0.63
LISO MUEA 10.32+0.31 1047+0.35 10.1+0.21 0.705

LISO PUFA 28244066 27.56£097 2647062  0.230

18.88+0.89 18.17+0.65

LISO LC-PUFA 19.09+0.58

LISO SFA 59.51+1.14 56.76+14 57.42+0.76
LISO MUEA 1344+042 15.47+0.56 14.18+0.36 0.009
LISO PUFA 27.05+0.97 27.78+1.09 28.4+0.62 0.614

LISO LC-PUFA 17.21£0.62 17.88+0.75 18.06+£0.49 0.616

Resultados expresados como media + eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos.; MUFA Acido graso monoinsaturado; SFA Acido
graso saturado; LC PUFA Acido graso poliinsaturado de cadena larga.
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2.3 Adipoquinas
Numerosos estudios revelan el importante papel que juegan las adipoquinas en
el desarrollo de la resistencia a la insulina y su fisiopatologia. Es por ello que en este

estudio decidimos medir los niveles de algunas de ellas.

Los niveles de adiponectina en el reclutamiento fueron significativamente mas
bajos en las madres con GDM con respecto a las controles (p=0.026). Aunque en el
momento del parto no existieron diferencias entre los tres grupos de gestantes, si pudo
observarse una tendencia hacia valores mas bajos en las madres diabéticas, sobre todo
en las tratadas con insulina (p=0.082) (Figura 33). Esto confirma que la adiponectina
estd disminuida en la diabetes gestacional, estando fuertemente relacionada con la
resistencia a la insulina. Sin embargo, en este estudio no se encontraron correlaciones
entre los niveles de adiponectina y el indice de resistencia a la insulina, ni en el

reclutamiento ni en el parto.

Los niveles de adiponectina de los recién nacidos fueron muy superiores a los

de sus madres, no observandose diferencias significativas entre ellos.
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Figura 33. Concentraciones de adiponectina en suero materno (reclutamiento y parto) y del
recién nacido (suero venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Letras distintas
dentro del mismo periodo gestacional indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

Con respecto a la leptina (Figura 34), no se detectaron diferencias en las

concentraciones de esta hormona entre los grupos, ni en suero materno (tanto en el
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reclutamiento como en el parto), ni en los recién nacidos. A pesar de que existe
controversia, la mayoria de los estudios de esta hormona en el embarazo apuntan hacia
niveles mas altos en GDM, utilizdndola incluso como marcador de posible desarrollo de
GDM en estados tempranos del embarazo. Nuestros resultados no concuerdan con
estos estudios, quiza debido a que en nuestro caso las mujeres con GDM mas severa

estan tratadas con insulina.
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Figura 34. Concentraciones de leptina en suero materno (reclutamiento y parto) y del recién
nacido (suero venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Diferencias no
significativas.

En cuanto a los valores de resistina en madres y en recién nacidos (Figura 35),
no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos, aunque aumentaron a
lo largo del tercer trimestre, probablemente debido a que esta hormona esta asociada
a la resistencia a la insulina, la cual aumenta en este periodo de la gestacion. Sin
embargo, en el reclutamiento se observé un aumento casi significativo (p=0.068) en el
grupo de diabéticas que posteriormente fueron tratadas con dieta, aunque no en las
tratadas con insulina, lo cual no tiene mucho sentido, ya que estas Ultimas tienen una
diabetes mas severa y por tanto una resistencia a la insulina mayor. En nuestro estudio
los valores de resistina en suero materno y de recién nacido no se correlacionaron con

el indice de resistencia a la insulina ni en el tercer trimestre ni en el momento del parto.
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Figura 35. Concentraciones de resistina en suero materno (reclutamiento y parto) y del recién
nacido (suero venoso umbilical) en el momento del parto (media + eem). Diferencias no
significativas.

Finalmente los niveles de TNFa (factor de necrosis tumoral) se mantuvieron
estables a lo largo del tercer trimestre de la gestacién, no observandose diferencias
entre los tres grupos de gestantes. Sin embargo, los niveles de TNFa en los recién
nacidos fueron mucho mayores que los de sus madres, aunque tampoco se observaron
diferencias entre los tres grupos. (Figura 36). Estos resultados no fueron los esperados,
ya que se ha descrito un aumento en los niveles circulantes de TNFa en mujeres con
GDM. A pesar de que esta molécula se ha relacionado con la resistencia a la insulina, en
nuestro estudio no se ha correlacionado con los valores de HOMA ni de insulina en las

madres gestantes.

99



RESULTADOS

18 ~

12 A

10 - H Control

E GDM-Dieta

ul/ml

kl GDM-Insulina

Reclutamiento Parto Cordon

Figura 36. Concentraciones de TNFa (factor de necrosis tumoral) en suero materno
(reclutamiento y parto) y del recién nacido (suero venoso umbilical) en el momento del parto
(media = eem). Diferencias no significativas.

3. PLACENTA

3.1 Estructura placentaria

Para valorar el estado placentario, utilizamos fundamentalmente dos
parametros: la medida ecografica de su grosor o espesor maximo, que se midié en las
ecografias del reclutamiento y del momento préximo al parto (Figura 37), y el peso de

la placenta tras el parto (Figura 38).

Aunque el grosor placentario ecografico en el reclutamiento fue similar en
todos los grupos de pacientes, tendié a ser mayor en ambos grupos de diabéticas. En
el momento del parto si se encontraron diferencias significativas (p=0.002), siendo

mayor en los dos grupos de gestantes diabéticas con respecto a los controles.
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Figura 37. Medida ecogréafica del grosor placentario (mm) en el reclutamiento y previa al
parto. Las letras distintas dentro del mismo periodo gestacional indican diferencias significativas
entre grupos (p<0.05).

En cuanto al peso de la placenta, tal y como ha sido descrito clasicamente, fue

mayor en las gestantes diabéticas tratadas con insulina (Figura 20).
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Figura 38. Peso de la placenta (g) (media + eem). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Asi mismo, el peso placentario se correlacion6 significativamente con el peso
del recién nacido y con la medida de la circunferencia abdominal en el momento del

parto, tanto en valor absoluto como con su z-score (Tabla 11).

101



RESULTADOS

Tabla 12. Correlaciones del peso placentario con la biometria fetal y peso del recién
nacido.

Peso recién nacido

CA parto

Z-score CA parto

r: coeficiente de correlacién de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. CA, Circunferencia abdominal

3.2 Proteinas transportadoras de acidos grasos en placenta
Para determinar si la diabetes gestacional afecta al transporte de lipidos en la
placenta, y cémo este transporte puede estar modificado por el tratamiento con
insulina exdgena, en este estudio se midid la expresion, mediante Western blot, de las
lipasas placentarias EL Y LPL, asi como de las proteinas transportadoras de acidos

grasos FATP-4, FATP-1, FAT y A-FABP (Figura 39).
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Figura 39. Expresion relativa de A) lipasas placentaria y B) proteinas transportadoras de acidos
grasos en placenta (media + eem). Los valores fueron normalizados con B-actina Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Los resultados en las lipasas placentarias no fueron concluyentes y las lipasas
placentarias endotelial lipasa (EL) y lipoprotein lipasa (LPL), se comportaron de manera
opuesta. Mientras que los niveles de LPL disminuyeron significativamente (p=0.030) en
los grupos de diabéticas (dieta e insulina) con respecto a los controles, la expresion de
EL tendié a aumentar en estos grupos, dandose los valores mas altos en el grupo de

diabéticas tratadas con insulina (Figura 39a).
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Al igual que EL, las proteinas transportadoras de acidos grasos FATP-1
(p=0.244), FAT (p=150) y A-FABP (p=0.167), que son transportadores generales de
acidos grasos, tendieron a aumentar progresivamente su expresién en los grupos de
gestantes diabéticas, dandose de nuevo los valores mas altos en las tratadas con
insulina exdgena. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de FATP-4
entre los tres grupos de gestantes. FATP-4 es una proteina que se ha asociado al

transporte de DHA y parece funcionar de forma diferente (Figura 39B).

El transportador citosélico A-FABP se correlacion6 positivamente con dos proteinas
transportadoras de membrana, FAT (Figura 40) y FATP-1 (Figura 41) lo cual sugiere una
actividad coordinada de estos transportadores para el trafico de acidos grasos en la
placenta. Esta correlacién fue mayor para FAT. Este transportador esta implicado en la
captacion de grasa no solo en la placenta, sino también en el tejido adiposo y otros

tejidos.

r=0.441; p=0.000

FAT

Figura 40. Correlacion entre la proteina de unién a acidos grasos A-FABP y la proteina
transportadora de acidos grasos FAT en placenta. r: coeficiente de correlacion de Pearson.
Correlaciones estadisticamente significativas para p <0.05.
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Figura 41. Correlacién entre la proteina de unién a acidos grasos A-FABP y la proteina
transportadora de membrana FATP-1 en placenta. r: coeficiente de correlacién de Pearson.
Correlaciones estadisticamente significativas para p<0.05.

3.3 MFSD2a

Dado el reciente descubrimiento del transportador de DHA en cerebro de ratas,
decidimos estudiar los niveles de este transportador en placentas de gestantes
diabéticas. Los niveles de MFSD2a disminuyeron de forma significativa en las gestantes

diabéticas con respecto a las controles (Figura 42).
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Figura 42. Expresion relativa del transportador MFSD2a (media = eem) en placenta. Los valores
fueron normalizados con B-actina Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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Ademas, MFSD2a en la placenta se correlaciond con el DHA (en %) del cordon

(Figura 43), lo cual explicaria la disminucion de los niveles de DHA en los nifios de estas

madres mostrados en la Figura 29.

12 - r=0.388; p=0.003
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Figura 43. Correlaciéon entre el DHA en suero de corddn (%) y el transportador de DHA MFSD2a.
r: coeficiente de correlacién de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para

p<0.05.

FATP-4 no se correlacioné con el % de DHA de corddn, pero si con la
concentracién de DHA en liso-PL de la placenta (Figura 44), lo cual confirmaria que este
transportador también podria estar involucrado en el transporte de este acido graso,
quiza de una forma menos especifica que MFSD2a. No obstante, MFSD2a y FATP-4 no

mostraron correlacion entre ellas, a pesar de estar ambas relacionadas con el

transporte de DHA.
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Figura 44. Correlacion entre DHA (umol/Kg) y FATP-4 en placenta. r: coeficiente de correlacion
de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p <0.05.

3.4 Asociacion de transportadores placentarios con peso
materno, parametros de adiposidad fetal y grosor
placentario

Dado que el peso de las madres (antes del embarazo y en el momento del

parto) se correlacioné con el peso de los recién nacidos, decidimos investigar las
correlaciones entre el peso materno y los transportadores de acidos grasos placentarios
como posibles responsables de la adiposidad de los recién nacidos (Tabla 12). FAT se
correlaciond con el peso antes del embarazo, mientras que EL se correlaciono
positivamente con el peso antes del embarazo, en el reclutamiento y en el momento
del parto. Estos resultados ponen de manifiesto la gran influencia que tiene el peso de
la madre antes y durante la etapa de la gestacion en el ambiente uterino y en la
estructura de la placenta, afectando asi a la captacion y metabolismo de los acidos

grasos y por consiguiente, a la adiposidad de los recién nacidos.
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Tabla 13. Correlaciones proteinas transportadoras de acidos grasos y pesos maternos.

0.268

IMC Pregestacional 0.019
IMC reclutamiento 0.271 0.038 0.118 0.368

IMC parto 0.238 0.065 0.208 0.104

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05.

El IMC pregestacional se asocié con menores valores de adiponectina tanto en
el reclutamiento (r=-286, p=0.024) como en el parto (r=-0.283, p=0.026), aunque la
adiponectina no se asocié con ningin otro transportador mas. Asi pues, esta
adipoquina no parece ser el principal mediador del IMC materno sobre los

transportadores de acidos grasos de la placenta.

Tras observar la relacion existente entre el peso materno y los niveles de
expresion de los transportadores, decidimos analizar las asociacién entre estos
transportadores placentarios y las medidas de adiposidad fetal (circunferencia
abdominal) y peso de los recién nacidos, pero lamentablemente, estos transportadores
no se correlacionaron ni con la circunferencia abdominal fetal ni con el peso de los

recién nacidos en el momento del parto.

Tanto A-FABP como MFSD2A se correlacionaron con el grosor placentario en el
momento del parto y en el reclutamiento (Tabla 13), lo cual indica que en la diabetes
gestacional se altera la estructura placentaria, afectando asi a algunos transportadores
y por consiguiente al metabolismo. A-FABP, que es un transportador citosélico, se
asocié positivamente al grosor placentario, mientras que MFSD2A, que es un
transportador de membrana, lo hizo de forma negativa. Asi pues, la alteracion
estructural de la placenta estaria relacionada con la menor expresién de esta proteina

en la GDM, y podria explicar el menor DHA en estos nifios.
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Tabla 14. Correlaciones del grosor de la placenta y algunos transportadores
placentarios.

MFSD2A

Grosor placenta reclutamiento -0.299 0.020

Grosor placenta parto 0.295 0.023 -0.299 0.019

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05.

3.5 Asociacion de transportadores placentarios lipidicos y
metabolismo glucidico
Tanto el peso como el grosor placentario se asociaron de forma importante tanto con
la glucosa como con la insulina materna en el momento del reclutamiento, lo que
indica que al principio de la gestacion estas moléculas son importantes para determinar
la estructura placentaria, pero conforme se acerca el parto la placenta pierde

sensibilidad a los mismos. (Figura 45).
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Figura 45. Correlaciones entre el peso de la placenta con a) insulina en el reclutamiento y b)
glucosa en el momento del reclutamiento, asi como correlacién presente entre el grosor
placentario en el momento del parto y la glucosa en el reclutamiento. r: coeficiente de
correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p <0.05.
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El z-score del CA del niflo en el momento del parto se correlacion6 con los niveles de
insulina en el reclutamiento (r=0.275; p=0.023), pero no con los niveles de insulina en el
momento del parto, lo cual pone nuevamente de relevancia la mayor sensibilidad a la
insulina en la fase temprana del embarazo, de acuerdo con Catalano et al, que
observaron una fuerte correlacion entre la sensibilidad a la insulina antes de la

concepcién y la adiposidad fetal (Catalano et al,, 1995).

Aunque la insulina no puede atravesar la placenta, si puede unirse a su receptor
IR en este 6rgano, y modificar la estructura de la placenta mediante la activacion de las
rutas RAS-ERK y la ruta IRS-PI3K-m-Tor que afectan a la proliferacién celular. Para
valorar el estado de activacion de estas dos rutas en placentas de gestantes con GDM,
analizamos mediante Western blot los niveles de expresion de diferentes mediadores
moleculares de dichas rutas (p-ERK de la ruta RAS-ERK; p-IRS1-2, p-Akt, p-S6 de la ruta
PI3K). En la Figura 46 se observa una activacion de ambas rutas en el grupo de mujeres
tratadas con insulina. Sin embargo, los niveles p-Akt fueron ligeramente menores en el
grupo de gestantes tratadas con dieta, lo cual puede indicar cierto grado de resistencia
a la insulina en estas placentas que es revertida mediante el tratamiento exégeno de

insulina.

E CONTROL
& GDM DIET
& GDM INSULIN

Niveles de fosforilacién
w

pS6 p-ERK p-Akt p-IRS 1-2 (Tyr)

Figura 46. Niveles de fosforilacion de mediadores de la ruta de la insulina en placenta (media =
eem). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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IRS 1y de IRS 2 fosforilados en tirosina tendieron a aumentar en el grupo de las
diabéticas, aunque las diferencias no fueron significativas. Esto conduciria a la
fosforilacion y consecuente activacion de Akt. p-S6, que se encuentra en la ruta de
sefializacion de la insulina, por debajo de Akt y m-TOR, tendié a aumentar en el grupo
de diabéticas tratadas con insulina, aunque las diferencias no fueron significativas, por
la gran variabilidad mostrada debido probablemente a que esta ruta también puede ser

activada por otros mediadores. (Figura 46).

También analizamos los niveles de expresion del transportador de glucosa
(GLUT-1) en la placenta, que es independiente de insulina, pero no encontramos

diferencias significativas entre los grupos (Figura 47).
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Figura 47. Expresion relativa del transportador GLUT-1 en placenta.
Los mediadores de la ruta de la insulina en la placenta, se asociaron ademas con
el peso materno durante todo el embarazo, lo que refuerza la idea de que la activacion
de la insulina es clave para entender las relaciones entre el IMC materno y la

transferencia de nutrientes al feto en la diabetes (Tabla 15)
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Tabla 15. Correlaciones entre el peso materno y los mediadores moleculares de la

insulina en tejido placentario.

p

IMC Pregestacional 0.407 0.001 0.272 0.032

IMC reclutamiento 0.346 0.007

IMC parto 0.372 0.003

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05.

Los triglicéridos maternos que se sabe que aumentan en situaciones de alto IMC
y resistencia a la insulina, aumentaron también en el grupo de GDM con insulina
(Figura 27). Tanto p-ERK como p-Akt en la placenta se asociaron con los triglicéridos
maternos y también con los triglicéridos en sangre de cordon. (Tabla 16). Sin embargo,
no se encontré ninguna asociacion entre la activacion de las rutas de la insulina y
parametros de biometria fetal tales como circunferencia abdominal fetal o el peso del
recién nacido (Resultados no mostrados). Quiza el nimero de sujetos de este estudio
no haya sido suficiente para encontrar asociaciones con variables antropométricas que
tienen gran variabilidad, pero si con variables bioquimicas como los triglicéridos en

sangre de cordon.

Tabla 16. Correlaciones existentes entre los TG maternos y los mediadores moleculares
de la insulina p-ERK y p-Akt.

Tg madre reclutamiento 0.032 0.294 0.023
Tg madre parto

Tg nifo (cordén) 0.269 0.041

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. TG: Triglicéridos.
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Ya que el grupo de diabéticas tratadas con insulina tuvieron los niveles mas
altos en la mayoria de los transportadores lipidicos (Figura 39) decidimos analizar el
efecto de la insulina sobre los transportadores de acidos grasos en la placenta. Tal y
como muestra la Tabla 16, tanto A-FABP como FAT se correlacionaron con p-Akt y p-
ERK, poniendo de manifiesto la regulaciéon de estos transportadores por parte de la
insulina. Ademas, EL se correlacion6 con p-Akt, y curiosamente, también se
correlaciond con la insulina materna en el momento del reclutamiento r=0.325,
p=0.014) e inversamente con la resistina, tanto en el reclutamiento (r=-0.219, p=0.112)
como en el parto (r=-0.292, p=0.034). Asi pues, la activacion de la ruta de la insulina
podria ser unos de los mecanismos que promueven la macrosomia fetal, contribuyendo

asi a la programacion fetal de la obesidad.

Tabla 17. Correlaciones entre moléculas mediadoras de insulina y transportadores de
acidos grasos en placenta.

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05.

El transportador MFSD2A que fue determinante en la reduccion de los niveles
de DHA en sangre de corddn en las mujeres diabéticas (Figura 43), se afectd por la
resistencia a la insulina. De hecho, MFSD2A se asocié inversamente a los niveles de
resistina maternos (r=-0.278, p=0.040) y a los niveles de p-S6 en la placenta (r=-0.315,
p=0.012), pero no con el resto de sefiales de la insulina. No debemos olvidar que

MFSD2A se asocié ademas con el peso y la estructura placentaria (Tabla 14).

Asi pues, decidimos realizar un estudio in vitro de estimulacion de células
placentarias con insulina, para dilucidar el efecto de la insulina en los transportadores

placentarios de acidos grasos. Para ello utilizamos una linea celular (BeWo) que
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mantiene todas las caracteristicas de los trofoblastos, siendo por ello un buen modelo

de estudio del metabolismo placentario.

4. ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO DE LA INSULINA SOBRE
LOS TRANSPORTADORES DE ACIDOS GRASOS.

Para estudiar el papel de la insulina sobre los transportadores placentarios
preincubamos las células trofoblasticas BeWo con insulina durante 24 horas con y sin
tratamiento con inhibidores de las rutas de sefalizacidon de la insulina, MEK-ERK
(inhibidor de p-ERK, PD) e IRS-PI3K (inhibidor de la ruta de Akt, LY). En primer lugar
analizamos el efecto de la insulina sobre la activacién de su ruta de sefializacion. Asi
pues, tras la estimulacién con esta hormona, la expresién de p-Akt se elevd, lo cual
indica una activacion de la ruta. Sin embargo, cuando se afiadio el inhibidor de Akt (LY),
los niveles de p-Akt disminuyeron drasticamente, lo cual indica un bloqueo de esta ruta

(Figura 48).

Esto indica que en estas células la insulina activa la ruta IRS-PI3K, ademas del

correcto funcionamiento de estos inhibidores en estas células.
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Figura 48. Niveles de activacion de Akt normalizada con B-actina en células BeWo que fueron
preincubadas con inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt, LY) Y MEK-ERK (inhibidor de
ERK, PD) (50 uM) y posteriormente estimuladas con insulina (10 nmol/l) durante 24 horas
(media + eem). Se usé t-Student para analizar las diferencias entre grupos. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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De igual forma los niveles de p-ERK disminuyeron de manera drastica cuando
las células fueron tratadas con el inhibidor de la ruta MEK-ERK (PD) (Figura 49). Sin
embargo, no se observé un aumento en los niveles de p-ERK en las células estimuladas
con insulina con respecto a los controles, lo cual puede ser debido al largo tiempo de
exposicion con insulina (24 horas), tras el cual no se puede apreciar su pico de

activacion.
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Figura 49. Niveles de activacion de ERK normalizada con B-actina en células BeWo que fueron
preincubadas con inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt, LY) Y MEK-ERK (inhibidor de
ERK, PD) (50 puM) y posteriormente estimuladas con insulina (10 nmol/l) durante 24 horas
(media + eem). Se usé t-Student para analizar las diferencias entre grupos. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Una vez demostrado que la insulina administrada sobre las celulas BeWo
activaba sus rutas de sefalizacion, se estudio el efecto de la insulina sobre la expresion
de los transportadores de AG. Tal y como se observa en la Figura 50, la insulina
estimula la expresiéon de A-FABP en células BeWo. Ademas, la expresion de este
transportador disminuye drasticamente en células tratadas con el inhibidor de Akt,
aunque no con el de ERK, lo cual indica que la insulina podria regular A-FABP mediante
la activacion de Akt. Estos resultados corroborarian los resultados de asociacion
encontrados entre A-FABP y p-Akt, mientras que no demuestran los encontrados entre

A-FABP y p-ERK.
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Figura 50. Expresion relativa la proteina de unién a acidos grasos A-FABP, en células BeWo que
fueron preincubadas con inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt, LY) Y MEK-ERK
(inhibidor de ERK, PD) (50 uM) y posteriormente estimuladas con insulina (10 nmol/l) durante 24
horas (media + eem). Se usé t-Student para analizar las diferencias entre grupos. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Al igual que A-FABP, los niveles de EL (Figura 51) disminuyenron
significativamente en células preincubadas con el inhibidor de Akt, lo cual indica, que la
insulina podria regular estos transportadores también mediante la activaciéon de Akt.
No obstante, el aumento de EL en células tratadas con insulina no fue significativo,

probablemente debido al largo tiempo de exposicidn a esta hormona.

En cuanto a FATP-1, sus niveles (Figura 52) disminuyeron drasticamente en
células preincubadas con ambos inhibidores, lo cual indica que las dos rutas principales

de la insulina podrian estar implicadas en la regulacion de este transportador.

Asi pues, en la placenta, la activacion de la ruta de la insulina via Akt eleva los
niveles de transportadores de AG, lo que podria favorecer la transferencia de grasa al
feto. Sin embargo, la ruta de ERK no mostré esta relacion con todos los

transportadores de AG y su papel debe de ser estudiado en mayor profundidad.
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Figura 51. Expresion relativa de la lipasa EL en células BeWo que fueron preincubadas con
inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt, LY) Y MEK-ERK (inhibidor de ERK, PD) (50 pM) y
posteriormente estimuladas con insulina (10 nmol/l) durante 24 horas (media + eem). Se uso t-
Student para analizar las diferencias entre grupos. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 52. Expresion relativa de la proteina transportadora de acidos grasos FATP-1 en células
BeWo que fueron preincubadas con inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt, LY) Y MEK-
ERK (inhibidor de ERK, PD) (50 puM) y posteriormente estimuladas con insulina (10 nmol/Il)
durante 24 horas (media + eem). Se usd t-Student para analizar las diferencias entre grupos.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Dado que la GDM altera los nivles del transportador MFSD2A y el transporte de
DHA al feto, estudiamos el papel de la insulina en la expresién de este transportador.
Tal y como muestra la Figura 53, el transportador MFSD2a no aumentd en las células
tratadas con insulina, lo que indica que probablemente la regulacion de este

transportador no dependa de la insulina, sino que mas bien esta relacionado con la
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alteracion de la estructura de la placenta que se observa en los sujetos con GDM. Esto
concuerda con los niveles de dicho transportador en las gestantes diabéticas tratadas
con insulina, iguales que los niveles en las gestantes tratadas con dieta, lo cual indica
que en condiciones fisiologicas la insulina no regula este transportador. Sin embargo,
los niveles de este transportador cayeron drasticamente en las células tratadas con
inhibidores, tanto de la ruta PI3K como de la ruta MER-ERK. Ya que la ruta PI3K
controla un gran numero de procesos celulares, su inhibicién podria mediar la caida de
estos transportadores mediante otras moléculas diferentes a la insulina. En cualquier
caso, serian necesarios mas estudios, para averiguar qué moléculas estan implicadas en

la regulacion de este transportador.
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Figura 53. Expresién relativa del transportador MFSD2a placentario normalizado con B-actina
en células BeWo que fueron preincubadas con inhibidores de las rutas PI3K (inhibidor de Akt,
LY) Y MEK-ERK (inhibidor de ERK, PD) (50 uM) y posteriormente estimuladas con insulina (10
nmol/l) durante 24 horas (media + eem). Se usé t-Student para analizar las diferencias entre
grupos. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

5. EFECTOS EN LA TRANSFERENCIA METERNO-FETAL DE AA

5.1 Perfil de aminoacidos en suero materno en el
momento del parto
En la diabetes gestacional se ha documentado clasicamente un
sobrecrecimiento fetal, debido principalmente al exceso de nutrientes en suero

materno y a la activacion del transporte placentario de dichos nutrientes. Es por ello
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que decidimos analizar el perfil de aa en las madres, en los nifios, asi como en la

placenta.

En la Tabla 17 se muestra el perfil de aminoacidos en suero materno en el
momento del parto. Los niveles de aminoacidos totales tendieron a disminuir en el
suero materno en el grupo de diabéticas, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0.180) Estos datos no concuerdan con la bibliografia
general, que apunta hacia un aumento en los niveles de aa en suero de gestantes
diabéticas, favoreciendo asi la transferencia al feto y contribuyendo por tanto a la

macrosomia de estos nifios.
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Tabla 18. Perfil de aminoacidos en suero materno en el momento del parto

Bl
(n=20)
Total aa 3054 +136 2791+107 2799 + 86 0.180
Aa esenciales 1028 + 46 1007 +49 979 £35 0.740
Aa semiesenciales 1038 + 39 966 + 27 967 £ 26 0.190
Aa acidos 183420 150415 151420 0.363
Aa basicos 331+13 345+15 341+11 0.731
Neutros 1436 + 57 1313 + 42 1318 + 63 0.199
Aa Ramificados 391 + 19 339 £ 15 360 +17 0.113
Alanina 486°+20 415°+20 444%+15 0.030
Arginina 9145 95+5 934 0.811
Aspartato 54+3 5243 5043 0.648
Asparragina 51+5 38+4 38+4 0.063
Citosina 18+1 21+2 20+2 0.355
Cisteina 2542 29+3 29+2 0.346
Glutamato 446+16 429+15 433+15 0.714
Glutamina 135+16 112+12 113+16 0.466
Glicina 230+14 213+15 200+16 0.360
Histidina 101+4 10145 98+3 0.885
Isoleucina 54+3 46+2 50+3 0.095
Leucina 123°+7 100°+4 109°°+6 0.021
Lisina 156+7 173+8 166+7 0.237
Metionina 23+1 21+1 22+1 0.228
Ornitina 58+7 42+4 53+7 0.187
Fenilalanina 8945 73°+4 76%°+4 0.034
Prolina 177°+8 146°+5 164%°+7 0.009
Serina 16111 138+10 134410 0.134
Treonina 215+10 23317 214+12 0.531
Triptéfano 43+2 43+2 43+1 0.921
Tyrosina 5343 48+3 48+2 0.385
Valina 214+11 193+10 201+10 0.321

Resultados expresados como media + eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos. Aa aminoacido; KG cetoglutarato; CoA coenzima A
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Los aminoacidos del suero materno se correlacionaron de forma inversa con la
glucosa materna lo que corroboraria el descenso de aa en ambos grupos de diabéticas

descrito anteriormente (Tabla 18).

Tabla 19. Correlaciones entre aminoacidos en suero materno y parametros glucicidos
en el momento del parto

Insulina materna Glucosa materna
parto parto
r ¢] r P
Aspartato -0.422 0.0001

Glutamina -0.452 0.0001
Glycina -0.284 0.024 -0.375 0.002
Leucina -0.327 0.008
Metionina -0.247 0.046
Ornitina -0454 0.0001
Fenilalanina -0422 0.0001
Serina -0.257 0.041 -0.459 0.0001
Aa semiesenciales -0.281 0.025 -0.279 0.023
Aa acidos -0.468 0.0001
Aa neutros pequenos -0.315 0.010
Total aa -0.339 0.005

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. Aa aminoacido0. KG cetoglutararo

5.2 Perfil de aminoacidos en el niilo (aa en suero venoso
umbilical)
Para ver si el descenso de aa en el suero materno de las diabéticas podria ser

debido ademas a una mayor transferencia materno-fetal se analiz6 el perfil de aa en
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sangre de cordon. No se observaron diferencias en los niveles de aa del corddn entre

los diferentes grupos (Tabla 19)

Tabla 20. Perfil de aa en suero venoso umbilical

oy s insina p
(n=20)
Todos los aa 3702186 36821109 3641+115 0917
Aa esenciales 1424+32 1540+43 1459452 0.122
Aa semiesenciales 1262+28 1244+42 1263+41 0.920
Aa acidos 112+13 99+15 112+20 0.804
Aa basicos 562+17 621+18 599+24 0.089
Neutros 1715148 1678+58 1646157 0.671
Aa Ramificados 484+16 495+23 473+21 0.757
Arginina 94+5 105+4 98+8 0.337
Aspartato 49+2 4542 47+3 0.538
Asparragina 2312 21+3 2043 0.725
Citosina 12+1 14+1 14+1 0.286
Cisteina 19+3 24+3 26+4 0.352
Glutamato 577+17 552+33 586+26 0.643
Glutamina 87+10 69+7 80+14 0.437
Glicina 315+11 312+16 297+12 0.599
Histidina 118+4 12145 121+7 0.886
Isoleucina 7412 734 66+4 0.308
Leucina 143+5 14216 13316 0.445
Lisina 346°+11 397°+13 377%+18 0.031
Metionina 31+1 30+1 31+1 0.823
Ornitina 1037 94+8 98+8 0.705
Fenilalanina 88+3 91+4 91+3 0.812
Prolina 186+5 179+6 188+9 0.613
Serina 1907 18548 184+9 0.806
Treonina 281+11 313+19 288+21 0.373
Triptéfano 76+2 82+2 7914 0.227
Tyrosina 71+3 72+3 69+4 0.826
Valina 267110 280+14 274+12 0.729

Resultados expresados como media = eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos. Aa aminoacido.
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Las distintas familias de aa se correlacionaron entre madre e hijo, aunque llama
la atencion que la correlacion mas baja fue encontrada para los aa esenciales, lo que

sugiere que la placenta podria modular el transporte de estos aa (Tabla 20).

Tabla 21. Correlaciones entre aa en suero materno en el momento del parto y aa de
cordon

AA SUERO TODOS acidos Neutros Esenciales Ramificados
MATERNO

PARTO

aa cordon r p r p r p r p r p
todos 0.254 0.078
aa acidos 0.468  0.001

neutros 0.444 0.001
0.290 0.043

esenciales

ramificados 0.443  0.002

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p <0.05.
Aa aminodcido0. KG cetoglutararo

Ademas, algunos aa del suero materno también se relacionaron con el grosor
placentario de forma negativa, lo que indica que el crecimiento placentario con la
diabetes se debe en parte a la captacion de aa maternos (Tabla 21). Sin embargo, los aa

de corddn no se asociaron con el grosor y peso placentario.
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Tabla 22. Correlaciones entre algunos aa en suero materno en el momento del parto y
el grosor placentario.

Grosor placentario

Alanina
Isoleucina
Leucina
Prolina
Tirosina

Valina

Aa neutros grandes

Aa neutros
Aa ramificados

Aa Cetogénicos via acetilCoA

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. Aa aminoéacido.

5.3 Perfil de aminoacidos en placenta

En cuanto al perfil de aa placentarios (Tabla 22), tampoco se observaron
diferencias entre los diferentes grupos, aunque los aa esenciales y los ramificados
tendieron a ser menores en el grupo de gestantes tratadas con insulina. De hecho, si
solo se compararan los niveles de aminoacidos entre las embarazadas controles y las
diabéticas tratadas con insulina mediante t-Student, el descenso de aminoacidos fue
significativo o casi significativo para muchos de los grupos que antes no lo eran: aa
esenciales p=0.056, neutros grandes p=0.031, ramificados p=0.024 y aminoacidos

glucogénicos via succinilCoA p=0.058.
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Tabla 23. Perfil de aminoacidos en placenta.

Ty
(n=20)
Todos los aa 2468 + 127 2335 + 172 2207 + 108 0.369
Aa esenciales 501 + 26 506 + 37 432 + 21 0.130
Aa semiesenciales 667 + 36 642 + 48 591 + 32 0.347
Aa acidos 70353 610+65 658141 0477
Aa basicos 116+7 121+11 108+9 0.547
Neutros 961 + 48 940 + 71 832 +74 0.193
Aa Ramificados 198 + 12 217 + 24 162 + 9 0.051
Arginina 33+2 37+4 31+3 0.316
Aspartato 42 +3 47 + 6 36+ 3 0.137
Asparragina 234 + 17 217 + 24 220 + 15 0.765
Citosina 7+0 7+1 7+0 0.682
Cisteina 11+1 11+2 9+2 0.662
Glutamato 250 + 13 233 + 17 228 + 13 0.516
Glutamina 469 + 38 394 + 44 438 + 30 0.385
Glicina 248 + 17 243 + 24 223 + 17 0.617
Histidina 361 35+2 31+1 0.084
Isoleucina 28+ 2 33%+4 22°+2 0.040
Leucina 755 81+9 60 + 4 0.065
Lisina 63 + 4 66 * 6 61 +5 0.751
Metionina 22 +2 233 18+1 0.140
Ornitina 7+1 7+1 7+1 0.816
Fenilalanina 45+ 3 50%5 37 +2 0.058
Prolina 84 £ 6 78 £ 6 66 + 3 0.058
Serina 287 + 16 295 + 26 269 + 22 0.685
Treonina 138 £ 8 137+ 9 123 +7 0.355
Triptéfano 1+0 1+0 20 0.911
Tyrosina 40 + 3 44 + 4 34+2 0.096
Valina 93 +5 93 +8 78 £ 4 0.094

Resultados expresados como media + eem. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los tres grupos. Aa aminoéacido; KG cetoglutarato; CoA coenzima A

Para dilucidar si la insulina ejercia un efecto directo sobre los niveles de

aminoacidos placentarios, estudiamos las correlaciones entre éstos y la insulina, (tanto
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la insulina materna en el reclutamiento y en el parto) asi como la insulina del recién
nacido. Sorprendentemente, ninglin aminoacido de la placenta se correlacioné ni con
la insulina materna (ni en el reclutamiento ni en el parto) ni con la glucosa materna en
el momento del parto. Solo arginina (r=0.263; p=0.041), Triptéfano (r=-0.268; p=0.038)
y el grupo de aa basicos (r=0.283, p=0.028) se asociaron con la glucosa materna en el
momento del reclutamiento. Por el contrario, la mayoria de los aa placentarios se
asociaron positivamente con la insulina del cordén, (Tabla 23), dejando este hecho en
evidencia el posible efecto regulador de la insulina del cordén en el metabolismo

placentario de aa.

Tabla 24. Correlacion entre diferentes aminoacidos placentarios e insulina de cordon

en el momento del parto.

INSULINA CORDON
r P

Todos los aminoacidos 0.306 0.021
Aa esenciales 0.291 0.028
Aa semiesenciales 0.399 0.002
Aa basicos 0.305 0.021
Cisteina 0.314 0.017

Glicina 0.475 0.0001
Histidina 0.284 0.032
Metionina 0.318 0.015
Prolina 0.317 0.016
Aa esenciales 0.291 0.028
Aa semiesenciales 0.399 0.002
Aa basicos 0.305 0.021
Todos los aminoacidos 0.306 0.021

r: coeficiente de correlacién de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. Aa aminoacido.

Los aa de la placenta se asociaron de forma importante con los niveles de

glucosa en la placenta (Tabla 24). Ademas, al estudiar la asociacion existente entre los
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aminoacidos placentarios y los mediadores moleculares de la ruta de la insulina, la
mayoria de ellos se asociaba inversamente con la activacion del mediador de la ruta
RAS-MEK-ERK (Tabla 24), pero no con la ruta de Akt. Asi pues, la activacion de ERK
podria disminuir la biodisponibilidad de aa libres en la placenta y probablemente

estimular la proteogénesis en este 6rgano.
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Tabla 25. Correlacion entre los niveles de aminoéacidos placentarios y la glucosa

placentaria.

Glucosa placenta p-ERK placenta
r P r P

Todos los aa 0.413 0.001 -0.304 0.018
Aa esenciales 0.394 0.002 -0.423 0.001
Aa semiesenciales 0.400 0.001 -0.333 0.009
Aa acidos 0.368 0.003

Aa basicos -0.430 0.001
Aa neutros 0.353 0.005 -0.365 0.004
Aa ramificados 0.338 0.007 -0.353 0.005
Alanina 0.328 0.010

arginina -0.484 0.0001
aspartato -0.384 0.002
Citosina 0.357 0.005 -0.322 0.013
cisteina 0.335 0.008

Glutamato 0.400 0.001

Glutamina 0.368 0.003

Glicina 0.287 0.024 -0.316 0.014
Histidina 0.319 0.011

Isoleucina 0.265 0.037 -0.375 0.003
Leucina 0.328 0.010 -0.375 0.003
Lisina -0.345 0.007
Metionina -0.408 0.001
Serina -0.321 0.012
Triptéfano -0.388 0.002
Tirosina -0.409 0.001
Ornitina 0.284 0.025

Fenilalanina 0.361 0.004 -0.375 0.003
Prolina 0.329 0.009 -0.358 0.005
Treonina 0.397 0.001 -0.364 0.004
Valina 0.343 0.006 -0.356 0.005

r: coeficiente de correlacion de Pearson. Correlaciones estadisticamente significativas para p
<0.05. Aa aminoacido.
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Curiosamente en este estudio no observamos asociacion alguna entre los
aminoacidos placentarios y p-S6, que se encuentra por debajo de mTOR en su ruta de
sefalizacion, pero la gran variabilidad obtenida en la medida de p-S6 podria limitar la

realizacion de correlaciones con este parametro.
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El estudio de los mecanismos implicados en la transferencia de nutrientes en la
GDM es de gran importancia. La obesidad y la GDM tienen graves consecuencias para
la descendencia, tanto a corto como a largo plazo, pudiendo promover la macrosomia
y la adiposidad fetal. Esto a su vez aumenta la probabilidad de padecer diabetes tipo 2,

obesidad y sindrome metabdlico en la descencencia en el futuro.

Dado que la placenta es el 6rgano que comunica a la madre con el feto, y que
media por tanto el transporte de nutrientes y sustancias de desecho entre ambos, son
muchos los estudios que analizan los efectos de la GDM sobre la estructura placentaria
y por tanto sobre el transporte de nutrientes al feto. Sin embargo, la mayoria de estos
estudios no tienen en cuenta el modo de tratamiento (dieta vs insulina), lo cual podria
estar influyendo en los resultados obtenidos, los cuales muestran una gran
controversia. De hecho, la insulina juega un papel muy importante en el metabolismo
celular, y a pesar de que no es necesaria para la transferencia placentaria de glucosa
mediante GLUT-1, puede unirse a su receptor en placenta y activar sus rutas de
sefializacién, lo cual puede afectar al transporte y metabolismo de nutrientes, y por

tanto al desarrollo fetal.

Por todos estos motivos, en este estudio hemos tratado de analizar los posibles
efectos de la insulina exdgena sobre el transporte de nutrientes, y por tanto, su papel
sobre el incremento de adiposidad en fetos de madres con GDM. Es de gran
importancia identificar los factores que afectan al transporte de nutrientes par regular

la macrosomia fetal y evitar asi problemas en el futuro.

No obstante, somos conscientes de que la insulina es sélo uno de los eslabones
en una red compleja de estimulos y rutas metabolicas que podrian estar regulando el
metabolismo placentario y la tranferencia de nutrientes al feto. Nos referimos en este
caso a factores de crecimiento, citoquinas y adipoquinas tales como leptina,
adiponectina, TNFa, otras moléculas proinflamatorias asi como moléculas propias del
estrés oxidativo. Todas ellas juegan un papel en la fisiopatologia de la GDM, por lo que
han de ser consideradas en este contexto y no hay que obviar su presencia y su accién.

Sin embargo, la insulina podria ser considerada el “gold estandar” en la diabetes, y es
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muy importante analizar su mecanismo de accion en placenta, sobre todo en cosos de

GDM.

1. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DE LA MADRE Y
DE LOS FETOS

El reciente estudio HAPO demuestra que tanto la GDM como la obesidad
materna estan estrechamente relacionadas con resultados adversos en el embarazo, y
que la combinacién de ambas puede agravar la situacién (Catalano et al, 2012). En
ambas patologias se modifican las caracteristicas antropométricas de la madre, por lo
que es muy interesante analizar la relacién entre dichas caracteristicas maternas y el
desarrollo fetal, ya que la influencia materna podria tener consecuencias para la

descendencia en el futuro.

Las caracteristicas antropométricas de la madre mas estudiadas son el peso y el
BMI antes del embarazo, y su evolucion a lo largo del mismo. No obstante, en ambos
grupos de diabéticas habia el mismo niumero de obesas (n=7 en el grupo GDM-dieta y
n=9 en el grupo GDM-insulina). Todos los datos de peso y BMI de nuestras pacientes
(pregestacional, reclutamiento y parto) fueron significativamente mayores en las

pacientes con GDM, especialmente en aquellas que precisaron insulina (Tabla 6).

En numerosos estudios se ha correlacionado el peso materno pregestacional
con el peso del recién nacido y se ha demostrado asociacién entre una excesiva
ganancia de peso durante el embarazo con un elevado peso neonatal, macrosomia y
fetos grandes para su edad gestacional (Catalano et al, 1998; Ouzounian et al, 2011;
Viswanathan et al, 2008) . En nuestro estudio, peso pregestacional, peso en el
reclutamiento y en el parto estan todos correlacionados con el peso de los recién
nacidos, lo que demuestra la importancia de las caracteristicas maternas sobre el
desarrollo fetal y sus posibles implicaciones en el futuro. De hecho, un estudio reciente
ha demostrado una correlacion entre la obesidad materna y alteraciones en la actividad
mitocondrial placentaria, en concreto, una disminucién en la respiracion mitocondrial
placentaria de mujeres obesas, lo cual podria desencadenar alteraciones placentarias

que tendran consecuencias sobre el desarrollo de los fetos (Mele et al, 2014).
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En cuanto al peso de los recién nacidos, esta establecido en la bibliografia el
riesgo de nifios macrosdmicos y niflos grandes para su edad gestacional (LGA) en casos
de GDM vy obesidad (Bowers et al, 2013; Metzger 2007; Sacks 2007). Ademas, en la
mayoria de estos estudios se asocian los niveles de glucosa materna con dicha
macrosomia. No obstante, Catalano et al. demostraron un aumento en la adiposidad
fetal en nifos de madres con GDM, aun cuando no presentaban macrosomia, lo que
indica que las alteraciones en la adiposidad fetal es un proceso clave para entender el
fenonipo de la GDM. Por todo ello, la adiposidad fetal ha cobrado mucha importancia y
ha pasado a ser un factor de riesgo a tener en cuenta para diagnosticar la GDM

(Catalano et al,, 2003).

En el presente estudio, los pesos de los nifios al nacer no fueron mayores en las
madres con GDM, (Figura 19), ni en valores absolutos ni en valores de z-score en
funcion de la edad gestacional, probablemente porque en estas mujeres se practicaban
cesareas para evitar precisamente la macrosomia. No obstante, estos nifios presentaron
una tendencia hacia una mayor circunferencia abdominal fetal, que es medida de
adiposidad fetal, tanto en el momento del reclutamiento (p=0.075) como en el
momento del parto (p=0.071), en concordancia con el estudio de Catalano mencionado
anteriormente. Asi pues, la medida ecografica de la circunferencia abdominal fetal (CA)
es una herramienta importante en la evaluacion y seguimiento obstétrico de pacientes

con GDM, tal y como ya postularon Landon et al (Landon et al.,, 1989).

Ademas, la circunferenca abdominal fetal en el momento del parto se
correlacioné con el peso de los recién nacidos, y lo que es mas importante, con la
obesidad materna, tanto en el tercer trimestre (reclutamiento) como en el momento del
parto (Tabla 9), lo cual vuelve a demostrar el efecto de la obesidad materna sobre el

desarrollo de los fetos.

Segun algunos estudios, el tratamiento de la hiperglucemia disminuiria el riesgo
de macrosomia y de otros efectos adversos que se producen en la GDM. De hecho
existe una relacion inversa entre el control glicémico materno y el riesgo de padecer
complicaciones (Crowther et al, 2005; Langer et al, 2005). Incluso han sido propuestos

tratamientos tempranos de la GDM con insulina para reducir la tasa de macrosomia
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fetal (Shushan et al, 1997).Todos estos datos podrian explicar el hecho de que en
nuestro estudio no encontremos diferencias entre los pesos de los recién nacidos,
quiza debido al tratamiento. No obstante, existe controversia en cuanto a los beneficios
del tratamiento de la glucemia materna, y algunos estudios han demostrado la
presencia de macrosomia aun en embarazos con glucemias bien controladas (Aman et
al, 2011). De hecho, el estudio HAPO demostré una fuerte correlacién entre el
aumento de los niveles de glucosa materna y la adiposidad fetal (HAPO 2009), aun con
valores de glucosa por debajo de los limites patoldgicos, lo cual pone de manifiesto
que otros factores, ademas de la glucemia materna, contribuyen al desarrollo fetal,

especialmente al peso de los recién nacidos y a la adiposidad fetal.

2. GLUCEMIA E INSULINA EN LA MADRE Y EN LOS RECIEN
NACIDOS

Segun la hipotesis de Pedersen, la hiperglucemia materna conduce a la
hiperglucemia fetal, y por consiguiente, a la hiperinsulinemia fetal, que es la
responsable del crecimiento fetal exagerado (Pedersen 1952). Para conocer el estado
glucémico de nuestras gestantes a lo largo del tercer trimestre, realizamos una
determinacion de glucosa en ayunas en el momento del reclutamiento y otro en el
momento del parto. Las cifras de glucosa materna fueron significativamente mayores
en ambos grupos de diabéticas con respecto a los controles, tanto en el tercer
trimestre (reclutamiento) como en el momento del parto, a pesar de haber sido
tratadas clinicamente. No obstante, es de importancia destacar que los niveles de
glucosa de estas mujeres diabéticas estaban dentro del limite de normalidad, aunque
siendo sus cifras significativamente mayores que la de los controles. Sin embargo, en
nuestro estudio no obtuvimos correlaciones entre los niveles glucémicos y resultados
neonatales adversos tales como circunferencia abdominal fetal, peso de los nifios al

nacer ni ningun otro.

En cuanto a las glucemias fetales hay que tener en cuenta la imposibilidad de
medir cualquier parametro bioquimico del feto durante su vida intrauterina, por lo que
estos valores no pueden ser estudiados facilmente. La bioquimica obtenida del cordén

umbilical, s6lo refleja el estado fetal en un momento concreto y los valores pueden
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estar afectados por otras variables imposibles de controlar como las horas de ayuno de
la madre, la duracion del parto, la via del mismo, asi como el estrés que el feto
experimenta en este proceso. Sin embargo estos datos son la Unica forma que tenemos

de aproximarnos al conocimiento del metabolismo fetal.

Las glucemias obtenidas en suero venoso umbilical fueron muy parecidas entre
los tres grupos de nuestro estudio, aunque ligeramente superiores en los recién
nacidos de madres con GDM tratadas con insulina (Figura 23). Este hecho pone de
manifiesto que los fetos tienen capacidad para regular su propia glucemia, mediante la
produccion de insulina, tal y como postulaba Pedersen (Pedersen 1952), o mediante la

produccion de acidos grasos saturados por la ruta de novo de sintesis de acidos grasos.

La hiperinsulinemia fetal puede favorecer ademas el depdsito de glucégeno y
de acidos grasos en higado y otros tejidos. Se ha descrito también la posibilidad de
que exista un mecanismo de transporte inverso de glucosa desde el feto hacia la
placenta que se pone en marcha tras saturarse los depdsitos fetales de glucogeno y
que estaria mediado por los transportadores GLUT 1 y GLUT 3. Este exceso de glucosa
quedaria depositado en forma de glucégeno en el estroma placentario, entre los
capilares y las células del sincitiotrofoblasto. Seria la insulina fetal la que estimularia el
transporte inverso de glucosa. Una vez la placenta queda “saturada”, el exceso de
glucosa continuaria almacenandose en los tejidos fetales causando la macrosomia. Por
tanto, un fallo en la capacidad de la placenta de asumir el exceso de glucosa fetal, seria
también responsable de la macrosomia y no directamente la hiperglucemia materna
(Desoye et al, 2002). Los depdsitos de glucogeno en el tejido placentario han sido

descritos clasicamente en estudios histoldgicos de placentas de sujetos con DMG.

Las cifras de insulina materna en el reclutamiento fueron significativamente
mayores en el grupo de mujeres que posteriormente recibieron insulina para lograr un
control glucémico adecuado, debido a que su estado era mas grave y presentaban
mayor resistencia a la insulina, tal y como muestra su mayor indice de resistencia a la
insulina HOMA (Figura 25). Sin embargo, en el momento del parto, los valores de
insulina entre los tres grupos fueron similares, aunque con una fuerte tendencia a ser

mucho mayores en el grupo de las diabéticas tratadas con insulina (p=0.067) (Figura
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24). De hecho, las diferencias fueron estadisticamente significativas si solo se
comparaban entre si los grupos control vs GDM insulina. Esto podria ser debido al
propio tratamiento (insulina exégena), y también a la mayor resistencia a la insulina en
estas gestantes. En algunos estudios en los que se ha estudiado el HOMA en la GDM se
describe una disminucion en la sensibilidad a la insulina en las pacientes con GDM vy
sobrepeso comparadas con pacientes delgadas sin GDM. Ademas la sensibilidad a la
insulina empeora con el avance de la gestacion (Endo et al, 2006). Paradisi et al.
proponen la utilizacién del HOMA en el primer trimestre como un parametro predictor
de diabetes gestacional en pacientes embarazadas con alto riesgo de padecer esta

patologia (Paradisi et al, 2010).

A pesar de estas diferencias en las cifras de insulina y del indice HOMA en las
gestantes, los valores de insulina y de HOMA en los recién nacidos se mostraron muy
similares entre los tres grupos (Figuras 24 y 25). Esto puede ser debido a que los niveles
de insulina en sangre de cordén son dificiles de determinar debido a la hemdlisis que
suele afectar a un 15% de las muestras que se recogen y que favorece la degradacion
de la insulina. Ademas, la insulina materna no es capaz de atravesar y la placenta, y los
fetos son capaces de regular su propia glucemia, como se ha mencionado

anteriormente.

3. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE CITOQUINAS

En mujeres con GDM se ha descrito un aumento en la inflamacion sistémica con
una elevacién en los niveles de adipoquinas y citoquinas inflamatorias, quiza debido a
la acumulacion de macréfagos funcionales en el estroma intersticial de la placenta y del
tejido adiposo (Klein et al, 2008, Radaelli et al, 2003). De ahi que se postule la hipotesis
de que cambios en los niveles de adiponectina, resistina, leptina y TNFa podrian
conectar la situacion de inflamacion con cambios metabdlicos que aumentarian la
resistencia a la insulina en la madres (Kirwan et al, 2002, Desoye et al,2007). Ademas,
muchas de estas citoquinas intervienen en la regulacion de transportadores de

nutrientes, por lo que influirian también en el desarrollo de los fetos.

En el presente estudio, los niveles en suero materno de adiponectina fueron

menores en el grupo de las mujeres diabéticas en comparacion con las controles, y
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aunque en el parto estas diferencias no fueron significativas, si se observd una
tendencia hacia valores mas bajos en las mujeres con esta patologia (p=0.082) (Figura
33). Dado que la adiponectina esta relacionada con la sensibilidad a la insulina (Diez et
al, 2003), lo esperado es que sus niveles sean mas bajos en los casos en los que la
resistencia a la insulina es mayor, es decir, en las madres diabéticas. Ademas, nuestros
datos estan en concordancia con varios estudios, que demuestran niveles reducidos de
adiponectina en mujeres con GDM (Heitritter et al. 2005; Pala et al. 2015; Winzer et al.
2004).

En los recién nacidos no se observaron diferencias en los niveles de
adiponectina, quizd debido a que estas moléculas no pueden atravesar la placenta
(Zaretsky et al, 2004), y a que la inflamacion materna no tiene porqué desencadenar un
estado de inflamacién fetal (Hauguel-de Mouzon y Guerre-Millo 2006). No obstante, las
concentraciones de adiponectina fueron significativamente mayores en los recién
nacidos en comparacion con sus madres. De hecho, algunos estudios han demostrado
niveles mas altos de adiponectina en los recién nacidos que en sus madres (Chan et al,
2004; Kotani et al, 2004), lo cual podria indicar que dichos niveles provienen de la
sintesis fetal, en concreto del tejido adiposo, ya que esta adiponectina no puede venir
de la placenta porque esta no es capaz de sintetizarla, aunque si tenga receptores para

ella (Lappas et al. 2005).

Numerosos estudios postulan que la leptina juega un papel muy importante en
el embarazo, ya que los niveles en suero materno son mucho mayores en mujeres
embarazas que en las no embarazadas (Kautzky-Willer et al. 2001). En cuanto a los
niveles de leptina en suero materno en casos de GDM, la mayoria de los estudios
apuntan hacia una hiperleptinemia (Ategbo et al. 2006; Guvener et al, 2012), asi como
un incremento en la produccién placentaria de esta adipoquina (Lepercq et al, 1998),
pero hay otros estudios que demuestran una disminucién en sus niveles (Festa et al,
1999; Mclachlan et al, 2006) y otros que no encuentran diferencias en los niveles de
esta adipoquina (Simmons y Breier 2002). En el presente estudio no se detectaron
diferencias en las concentraciones maternas de esta citoquina entre los grupos, ni en el
momento del reclutamiento ni en el momento del parto. Tampoco obtuvimos

correlaciéon alguna entre los niveles de leptina y las concentraciones de glucosa,

139



DISCUSION

insulina o IMC materno, a diferencia de otros estudios que si encontraron dichas

correlaciones (Kautzky-Willer et al. 2001).

En cuanto a los recién nacidos, tampoco se observaron diferencias en los niveles
de leptina, a diferencia de otros estudios que observaron niveles mas bajos de leptina
en nifos macrosémicos de madres con GDM (Ategbo et al, 2006), siendo los niveles en
los recién nacidos similares a los maternos, a diferencia de lo que ocurria con la
adiponectina. En estos estudios no se diferencia el tipo de tratamiento, aunque en la
mayoria hay un porcentaje de mujeres que no consiguieron el control glucémico con la
dieta y recibieron insulina, por lo que en principio la insulina no estaria afectando a los

niveles de esta citoquina.

La resistina producida en el tejido adiposo esta relacionada con la resistencia a
la insulina (Steppan et al. 2001), aunque esto en humanos todavia no esta muy definido
(Briana y Malamitsi-Puchner 2009). En nuestro estudio se aprecia una tendencia hacia
valores mayores a lo largo del embarazo, lo cual habia sido demostrado previamente
por otros autores (Ramirez et al, 2012), pero no diferencias entre GDM y controles.
Debido a que en la GDM se produce un aumento en la resistencia a la insulina, es
logico que los niveles de resistina estén aumentados, como demuestran algunos
estudios (Morisset et al. 2011). No obstante, existe controversia a este respecto, y en un
estudio de revision reciente en el que se analizaron 11 trabajos sobre los niveles de
resistina en la GDM, no encontraron diferencias en sus niveles normales entre mujeres
sanas y mujeres con GDM (Lobo et al 2013). Ademas, también existe controversia en
cuanto a la asociacion entre los niveles de resistina y la resistencia a la insulina. Asi
pues, Kuzmicky et al. no encontraron correlacion alguna, mientras que otros estudios si
que demostraron esta asociacion (Gharibeh et al 2010; Kirwan et al 2002). Es
importante mencionar que en el presente estudio, no encontramos relacion alguna

entre los valores de esta hormona y el indice de resistencia a la insulina (HOMA).

Tampoco encontramos diferencias en los niveles de TNF a en las mujeres con
GDM con respecto a las controles, a pesar de que existe una evidencia de que esta
citoquina esta aumentada en casos de GDM, utilizandose en muchos casos como

marcador de la GDM (Kirwan et al. 2002; Xu et al. 2014). En los sueros de los recién
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nacidos tampoco se observaron diferencias en los niveles de TNFa con respecto a los
controles. No obstante, y al igual que pasaba con la adiponectina, los niveles de TNFa
en los recién nacidos eran mucho mayores que en el suero materno. Quiza esto sea
debido a la hiperproduccion placentaria de TNFa que ha sido demostrada en algunos
estudios (Radaelli et al. 2003). No obstante, también se ha demostrado la asociacion
directa entre esta adipoquina y la adiposidad fetal (Radaelli et al, 2003), y la asociacién
directa con la resistencia a la insulina, ya que TNFa es capaz de bloquear su ruta de
sefalizacion (Barbour et al. 2007). Lamentablemente, en nuestro estudio no se dieron

estas asociaciones.

En definitiva, en GDM tratadas las diferencias en las citoquinas fueron escasas y
solo encontramos diferencias en la adiponectina materna que disminuyd, mientras que

la resistina tendié a aumentar con la GDM.

4. PARAMETROS LIPIDICOS

4.1 Colesterol, triglicéridos y acidos grasos totales

El embarazo es el Unico estado metabdlico que se caracteriza por un
incremento progresivo de los lipidos circulantes para optimizar la disponibilidad de
substratos necesarios para el crecimiento y desarrollo fetal. Se han descrito multitud de
alteraciones en los lipidos maternos asociadas a la GDM, existiendo una gran
controversia entre los distintos autores en todas las fracciones de lipidos estudiadas.
Los resultados tan dispares obtenidos podrian deberse al momento del embarazo
estudiado, al tipo de diabetes, al tratamiento empleado y al grado de control
glucémico, asi como a otras diferencias metodolégicas y a tamafios muestrales
reducidos (Koukkou et al, 1996; Park et al, 2015). La hiperlipidemia que ocurre en
gestaciones normales es bien conocida y se sabe que esta impulsada por el aumento
de hormonas esteroideas (Montelongo et al 1992), asi como por la situacion de
resistencia a la insulina. En la GDM se ha descrito una disminucion de estas hormonas
asi como de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) (Thadhani et al, 2003),
por lo que el grado de control metabdlico y de disfuncién a nivel de estas hormonas,

podria determinar el mayor o menor grado de dislipemia en la GDM (Park et al. 2015).
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A pesar de un buen control glucémico, en las pacientes con GDM, los niveles
lipidicos de la madre, parecen influir de manera importante en los niveles de lipidos en
el feto, asi como en su crecimiento, de modo que los recién nacidos que experimentan
alteraciones del crecimiento durante la vida fetal parecen estar expuestos a un
ambiente intrauterino distinto comparados con aquellos cuyo crecimiento es normal

(Schaefer-Graf et al,, 2008).

En el presente estudio las cifras de colesterol total en suero materno, fueron
muy similares entre los tres grupos de pacientes. Obtuvimos valores de
hipercolesterolemia fisioldgica en el embarazo, pero en ninguno de los tres grupos se
alcanzo la condicién patolégica de hipercolesterolemia suprafisioldgica (>280 mg/dl).
En las concentraciones plasmaticas de colesterol total durante el embarazo, es donde
mas discrepancias encontramos entre los distintos autores (Rizzo et al. 2008; Sanchez-

Vera et al. 2007).

En cuanto al colesterol total en sangre de cordon, se han correlacionado sus
niveles con el grado de control glucémico materno en la GDM, obteniendo una
asociacion entre la hiperglucemia materna y niveles menores de colesterol total en
sangre de cordon (Gordon et al, 2009). En nuestro caso, las concentraciones de
colesterol total en suero de vena umbilical fueron similares entre los tres grupos, al
igual que ocurrid en las madres, y sus niveles no se correlacionaron con la bioquimica

materna (resultados no mostrados).

En cambio, tanto las cifras de TG como de AG fueron significativamente
mayores en el grupo de gestantes tratadas con insulina en el momento del
reclutamiento, cuando sus glucemias no estaban todavia reguladas. En el momento del
parto, estos valores tendieron a ser mas altos en el grupo de diabéticas insulinizadas
(p=0.187 para TG; p=0.121 para AG) (Figuras 27 y 28). Sin embargo, los valores de TG y
de AG, fueron significativamente menores en el suero umbilical de los recién nacidos
de madres con GDM tratadas con insulina con respecto a los controles (Figuras 27 y
28). Aunque en sangre de cordon la cantidad total de TG y AG estaba disminuida en
nifos de mujeres con GDM, los % de acidos grasos saturados estaban elevados lo que

indica claramente que se trata de un mecanismo compensatorio para regular los
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niveles de glucemia fetales. Esto podria programar al feto hacia una respuesta
cardiovascular adversa. En cambio, los % de acidos grasos poliinsaturados como los
EPA y los LC-PUFA, que dependen del transporte placentario, estaban disminuidos en
hijos de mujeres con GDM lo que podria indicar ademas una alteracién en la

transferencia de grasa a través de la placenta para evitar la hiperlipidemia en el feto.

La menor concentracién de TG y AG en sangre fetal podria indicar un transporte
alterado de estos lipidos en la placenta, y/o una acumulacién de los AG del suero
materno en el tejido adiposo fetal de los recién nacidos, lo que podria explicar la mayor
CA en los hijos de las madres con GDM. Schaeffer y Graf ya describieron una
disminucién en los niveles de TG y AG en suero de cordon de niflos de mujeres con
GDM que podria estar relacionada con la mayor acumulacién de grasa en dichos nifios.
Sin embargo, esta asociaciacién no se producia en embarazos sin GDM (Schaefer-Graf

et al. 2008).

En nuestro estudio, los niveles de DHA (en porcentaje) fueron mucho menores
en suero fetal en casos de GDM tratados con insulina con respecto a los controles
(Figura 11), tal y como ha sido descrito previamente en la bibliografia (Min et al. 2005;
Wijendran et al. 2000) y que nosotros hemos corroborado usando acidos grasos
marcados con isdtopos estables en GDM (Pagan et al. 2013). No obstante, los niveles
de DHA en las madres con GDM fueron mayores que en las controles, por lo que debe
existir una alteracion en el transporte de este acido graso en las placentas. En cualquier
caso, parece que en la GDM ocurren tanto alteraciones en la transferencia placentaria
de algunos acidos grasos como un aumento de la deposicién de grasa en el tejido
adiposo fetal. Ademas, se desconocen los mecanismos responsables del descenso de
DHA en estos nifios, lo que podria asociarse con un peor neurodesarrollo de los
mismos. De hecho, son ya varios los estudios que han mostrado un neurodesarrollo
alterado en la capacidad motora y lenguaje en niflos de GDM a edad escolar (Dionne et

al. 2008; Krakowiak et al. 2012; Ornoy et al. 2001).

4.2 Lisofosfolipidos
El DHA se esterifica principalmente en los fosfolipidos del plasma materno que

seran, por tanto, una importante fuente de DHA disponible para el transporte
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placentario (Gil-Sanchez et al. 2012). Recientemente se ha publicado en la prestigiosa
revista NATURE que los lisofosfolipidos podrian ser transportados selectivamente a
través de la membrana hematoencefalica de ratones, produciendo un aporte selectivo
de DHA desde lisofosfatidilcolina (LCP) al cerebro. En concreto, el estudio ha mostrado
que en cerebro de ratones la principal fuente de DHA para ser transportado a través de
la barrera hematoencefalica es la lisofosfatidilcolina (Nguyen et al. 2014). Asi pues,
decidimos analizar los niveles de lisofosfolipidos tanto en las madres como en los
recién nacidos en nuestro estudio. Observamos una tendencia a disminuir en los niveles
(en valor absoluto) de lisofosfolipidos en las madres diabéticas, especialmente en las
tratadas con dieta, lo cual esta en concordancia con Barber et al. que demostraron una
disminucién en los niveles de lisofosfatidilcolina en casos de obesidad y diabetes tipo 2
(Barber et al. 2012). No obstante, en los recién nacidos de nuestro estudio no se
observaron cambios en los niveles de lisofosfolipidos totales, lo cual podria indicar un
metabolismo alterado en las gestantes con GDM. Analizamos entonces los niveles de
DHA en lisofosfolipidos en suero materno y en suero venoso umbilical. Tanto en el
reclutamiento como en el parto, el % de DHA en lisofosfolipidos fue mayor en las
mujeres diabéticas tratadas con dieta, mientras que en los recién nacidos y en la
placenta, el % de DHA en lisofosfolipidos tendié a disminuir en los casos de GDM
(p=0.152). Ademas en concentraciones absolutas el DHA en liso-PL también tendié a
disminuir en nifios de madres con GDM. Asi pues, el transporte de DHA en liso-PL
parece estar alterado en la GDM y podria contribuir a la transferencia alterada de DHA
en la GDM. A pesar de todo ello, los valores de DHA en lisofosfolipidos fueron mucho
mayores en el cordon que en suero materno, lo cual pone de manifiesto del fenémeno

de biomagnificacion mencionado anteriormente.

5. ALTERACIONES EN LA ESTRUCTURA Y FUNCION
PLACENTARIAS

Existen varias medidas para valorar el estado placentario en la GDM. Nosotros
utilizamos el peso de la placenta tras el parto y la medida de su grosor en la ecografia
en el momento del reclutamiento y justo antes del parto. Las pacientes con GDM
presentaron placentas significativamente mayores en ambas medidas con respecto a

los controles (Figuras 37 y 38). Estos resultados coinciden con la bibiliografia en la que
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clasicamente se ha descrito que en las pacientes con GDM la placenta tiene un peso y
un tamafo mayor que en mujeres sanas (Gauster et al 2012), aun cuando han
conseguido un buen control glucémico (Taricco et al, 2003). En la ecografia que
realizamos a las pacientes unos dias antes del parto, se valoré el grosor placentario
maximo y encontramos también diferencias significativas entre los dos grupos de
diabéticas con respecto a los controles. El aumento del grosor en las placentas en estas
pacientes valorado en la ecografia del tercer trimestre, se ha descrito como un
marcador para realizar screening ecografico de la GDM (Perovic et al, 2012), junto a

otros parametros ecograficos.

El peso placentario nos proporciona una medida indirecta de la superficie
disponible para el intercambio de nutrientes, por lo que se considera que el peso de la
placenta es un determinante del peso y del crecimiento fetal (Roland et al, 2012), y esta
directamente implicado en el transporte de nutrientes al feto (Fowden et al, 2006).
Numerosos estudios muestran una estrecha correlacion entre el peso de la placenta y
el peso del recién nacido (Roland et al. 2012; Salafia et al, 2008; Wallace et al. 2012), y
la "placentomegalia” se ha correlacionado con la macrosomia (Gauster et al. 2012;
Jansson y Powell 2007) y con la adiposidad fetal (Friis et al, 2013). En nuestro estudio
corroboramos que el peso placentario se correlaciona con el peso del recién nacido
(r=0.546; p= 0.000) y con la medida de la circunferencia abdominal en la ecografia
realizada en el momento del parto (r= 0.409; p=<0.001), demostrandose asi la relacion
entre el peso placentario y la adiposidad fetal, tal y como ha sido propuesto en otros
estudios (Friis et al, 2013). Sin embargo, actualmente no se saben las razones del nexo
entre el elevado peso fetal y placentario, y no esta claro si la placentomegalia es la
causa o la consecuencia del excesivo crecimiento fetal y la excesiva acumulacion de

grasa (Hiden et al, 2009).

Todos estos datos evidencian alteraciones en la placenta que pueden afectar al
transporte de nutrientes al feto, por lo que en este estudio decidimos analizar los
niveles de expresion de proteinas transportadoras de acidos grasos en placentas de
mujeres con GDM, asi como la posible influencia del tratamiento (dieta o insulina)
sobre ellas. En la mayoria de los estudios realizados sobre alteraciéon en los

transportadores placentarios en casos de GDM, no separan los grupos de diabéticas en
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funcién de los tratamientos con dieta o con insulina, por lo que no podemos comparar

nuestros datos en la mayoria de los casos.

5.1 Transportadores placentarios de acidos grasos

En cuanto a las lipasas placentarias, existe gran controversia en la bibliografia en
cuanto su expresion y actividad en casos de GDM: En el presente estudio, los niveles de
LPL disminuyeron de forma significativa en los grupos de diabéticas en comparacién
con las controles, aunque no observamos diferencias entre las diabéticas tratadas con
dieta y tratadas con insulina (Figura 39A). Quiza la reduccion de LPL se deba al papel
modulador que tiene la placenta, ya que en este caso reduciria la expresién de LPL para
contrarrestar el exceso de grasa que se estaria depositando en los fetos, tal y como
reportaron previamente otros autores (Radaelli et al. 2009). Por el contrario, los niveles
de EL tendieron a aumentar, sobre todo en las GDM tratadas con insulina,
contribuyendo al aumento del transporte placentario lipidico y a la consiguiente
adiposidad fetal, tal y como propuso el grupo de Gauster et al. Estos autores ademas
realizaron un estudio in vitro con células endoteliales placentarias en las que
observaron que la insulina no regulaba la proteina EL, sino que lo hacia TNFa (Gauster
et al. 2011). Por otro lado, Radaelli et al. demostraron un aumento en los niveles de EL
en mujeres con GDM tratadas con insulina, por lo que la insulina podria estar jugando
en este caso un papel importante activando la liberacion de lisofosfolipidos para su
captacion placentaria. En este estudio también demostraron una disminucién en la
expresion de LPL en las mujeres GDM tratadas con insulina, lo cual concuerda con
nuestros resultados (Radaelli et al. 2009). No obstante, otros grupos han demostrado
que en casos de GDM la actividad de LPL no se ve alterada (Lindegaard et al, 2006;
Magnusson et al. 2004), aunque tampoco se tuvo en cuenta el tratamiento con dieta o
insulina. Asi pues, los resultados sobre expresion, actividad y efecto de la insulina sobre

estas lipasas placentarias son francamente contradictorios.

En la bilbiografia apenas existen datos sobre los niveles de las proteinas
transportadoras de acidos grasos en placentas con GDM. En el presente estudio,
practicamente todas las proteinas transportadoras de acidos grasos analizadas (A-
FABP, FAT y FATP-1), tendieron a aumentar en los grupos de diabéticas, mostrando los
valores mas altos en las diabéticas tratadas con insulina (Figura 39B), lo cual sugiere
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una mayor transferencia de acidos grasos en la placenta que podria ser el responsable
del mayor peso placentario (Gauster et al. 2012) y de la mayor adiposidad de los recién

nacidos (Figura 38, Tabla 8).

En cuanto a FAT, que es un transportador de grasa bastante inespecifico y que
es muy abundante en tejido adiposo, existen pocos datos sobre sus alteraciones en
GDM. Radaelli et al. no encontraron cambios en la expresion de FAT en placentas de
mujeres GDM tratadas con insulina (Radaelli et al. 2009), aunque si se ha demostrado
un aumento de este transportador en placentas de mujeres obesas, por lo que también
estaria contribuyendo a la mayor transferencia de grasa al feto (Dube et al. 2012). Esta
proteina se expresa en la membrana microvellositaria (MVM) y basal (BM) de los
sincitiotrofoblastos y actua por tanto en la captacion y transferencia de acidos grasos al
feto, al igual que las proteinas transportadoras de acidos grasos FATP y FABPpm. En el
interior de las células los acidos grasos son transportados por proteinas FABP entre las
cuales se encuentra A-FABP (Gil-Sanchez et al. 2012). En nuestro estudio A-FABP se
correlaciond con FAT (r=0.441, p=<0.001), y con FATP-1 (r=0.267, p=0.036), lo cual
sugiere una actividad coordinada de estos transportadores para el trafico de acidos
grasos en la placenta. Radaelli et al. demostraron también en mujeres con GDM
(tratadas con insulina) un aumento en la expesion de A-FABP de dos a 4 veces superior
a las controles (Radaelli et al. 2009), lo cual sugiere el posible efecto de la insulina en la
activacion de la expresion de estos genes y su papel por tanto en la activacion de la

transferencia de lipidos al feto.

A diferencia de FATP-1, FATP-4 se ha relacionado con el transporte selectivo de
DHA (Larque et al. 2006). Cuando se analizaron los niveles de FATP-4 en las placentas
de las mujeres del presente estudio, observamos que, a diferencia del resto de
proteinas, este transportador tendio a ser menor en las mujeres diabéticas, hecho que
se describe por primera vez en estas pacientes. Esto podria explicar los bajos niveles de
LC-PUFA n-3 y DHA encontrados en el cordon de los nifios GDM de nuestro estudio
(Figura 11). FAPT-4 no se asocié con el %DHA de corddn, pero se correlacion6 con las
concentraciones de DHA en lisofosfolipidos en placenta (r=0.280, p=0.029) lo cual
sugiere que debe existir un mecanismo especifico de transporte de DHA esterificado en

lisofosfolipidos en el que podria estar implicado FATP-4.
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Dado el reciente descubrimiento del transportador de lisofosfolipidos, MFSD2A,
que podria actuar favoreciendo el transporte selectivo de DHA a través de la barrera
hematoencefalica de ratas (Nguyen et al. 2014), decidimos analizar sus niveles en las
placentas de nuestro estudio. De hecho, en la presente tesis se describen por primera
vez los niveles de MFSD2A en placentas de mujeres con GDM. Los niveles de MFSD2A
fueron significativamente menores en el grupo de mujeres con GDM. Este
transportador se correlaciond ademas con los niveles de DHA (en %) en el suero de
corddn (r=0.388, p=0.003). Por lo tanto, en este estudio demostramos por primera vez
el mecanismo implicado en los descensos de DHA en nifios de madres diabéticas,
mediado por MFSD2a. Es importante mencionar que el descenso de DHA en el
presente estudio tuvo repercusiones clinicas y los hijos de madres con GDM tuvieron
menor puntuacién del test de Bayleys y menor adaptacion de los ritmos circadianos de

temperatura y actividad motora a los 6 meses de vida ().

Numerosos estudios han establecido que el IMC materno (antes del embarazo y
durante éste), determina la macrosomia, presencia de nifios LGA y una excesiva
adiposidad fetal al nacer, con y sin presencia de GDM (Barnes et al, 2013; Black et al,
2013; HAPO 2010; Ouzounian et al. 2011), por lo que decidimos analizar si existian
asociaciones entre el peso materno (antes y durante el embarazo) y los transportadores
placentarios de acidos grasos. Los transportadores placentarios EL Y FAT se
correlacionaron con el IMC materno, antes del embarazo y durante este, lo cual pone
de manifiesto que la influencia del IMC materno sobre el peso al nacimiento podria

ejercerse por la mayor expresion de estos transportadores de grasa en la placenta.

El IMC esta relacionado con variables biologicas especificas incluyendo factores
genéticos, nutricionales y endocrinos, que estan relacionados con el crecimiento fetal.
De hecho, sustancias liberadas por el tejido adiposo pueden afectar al crecimiento fetal
directamente o modificando las funciones placentarias. De hecho, en nuestro estudio
niveles mas bajos de adiponectina se asociaron con el IMC materno (r=-0.286,
p=0.024), pero estos valores no se asociaron con los transportadores de acidos grasos
ni con el peso placentario, por lo que esta adipoquina no puede ser el mediador del

IMC en los transportadores de acidos grasos.
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Algunos estudios proponen la placenta como el principal determinante del peso
de los niflos al nacer y del crecimiento fetal, teniendo un papel mas importante que el
propio IMC (Friis et al. 2013; Jansson y Powell 2007; Roland et al. 2012). En nuestro
caso, demostramos una asociacion positiva del transportador A-FABP y una asociacion
negativa del transportador MFSD2A con el grosor placentario (Tabla 13). Asi pues, el
cambio en la estructura de la placenta favoreceria la transferencia general de lipidos via
A-FABP, EL, FATP-1 y FAT pero disminuiria la transferencia de DHA probablemente
mediante MFSD2A y FATP-4. De hecho, MFSD2A es una proteina con un papel
relevante en la formacién del sincitiotrofoblasto, con lo que la estructura placentaria
estaria directamente implicada en su expresién. Asi pues, cambios en la estructura
placentaria provocan cambios en los transportadores de nutrientes, afectando asi al

crecimiento y desarrollo fetal.

5.2 Mediadores de la ruta de senalizacion de la insulina en
placenta

Aunque la insulina no puede activar la placenta, ni regular el transporte de
glucosa mediante la activacién de GLUT-1, si que puede unirse a su receptor especifico
IR presente en la membrana de los trofoblastos y activar sus rutas de sefalizacion
(Desoye et al. 1992), influyendo asi en el metabolismo placentario y en el transporte de
nutrientes al feto. La sensibilidad de la placenta a la insulina materna a lo largo del
embarazo es muy controvertida. Algunos estudios postulan que la placenta es mas
sensible a la insulina materna al principio de la gestacion, mientras que al final del
tercer trimestre pierde sensibilidad, quizd debido a cambios en la distribucion de sus
receptores entre el compartimento materno y fetal, ya que se ha visto que al final del
embarazo los receptores de insulina son méas abundantes en las células del endotelio
fetal (Desoye et al. 1997). De acuerdo con esto, un estudio reciente ha demostrado que
la respuesta a la insulina en etapas tempranas del embarazo se asocia fuertemente con
el peso de la placenta a término y con el volumen de esta a mitad de la gestacion
(O'Tierney-Ginn et al. 2015), sugiriendo que la insulina materna al inicio del embarazo
tiene un papel muy importante para el desarrollo de la placenta, mientras que al final
de éste tiene un papel menos relevante. En nuestro estudio, tanto la insulina como la

glucosa materna en el momento del reclutamiento se correlacionaron con el peso de la
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placenta a término (Figura 45), pero esta asociacion no se dio con la insulina en el
momento del parto, lo cual concuerda con los estudios anteriores. Ademas, el z-score
de la circunferencia abdominal fetal en el momento del parto se asoci6é con los niveles
de insulina en el reclutamiento, lo cual demuestra el importante papel que juega la
insulina en el desarrollo feto-placental, ain en etapas tempranas del embarazo, tal y

como fue propuesto por el grupo de Catalano y colaboradores(Catalano et al, 1995).

Otros estudios han mostrado una alta expresion del receptor de insulina en la
MVM del sincitiotrofoblasto a término lo que sugiere que la insulina materna podria
afectar también a la funcion trofoblastica in vivo al final del embarazo (Ramirez et al,,
2012). Ademas, Friis et al. describieron que la insulina materna al final del embarazo se
asociaba fuertemente con el peso de la placenta, poniendo de manifiesto el efecto de

esta hormona en etapas finales del embarazo (Friis et al. 2013).

Por todo ello decidimos analizar en placentas a término el estado de activacién
de las principales rutas de la insulina (PI3K-Akt-mTOR, MEK-ERK), mediante el estudio
del nivel de activacion de algunos de sus mediadores, tales como IRS1-2, Akt, ERK, y la
proteina ribosomal S6. Con ello podriamos evaluar la presencia de algun defecto en la
transmision de sefiales intracelulares en placentas de mujeres con GDM que pudieran
ser causantes de la resistencia a la insulina, asi como el posible efecto del tratamiento
(dieta-insulina) en la sefalizacion de la insulina en placenta y en la regulacién de los

transportadores de acidos grasos en la misma.

La ruta de PI3K-Akt ha sido ampliamente estudiada en casos de resistencia a la
insulina en tejidos periféricos, debido al importante papel que juega en el metabolismo
de la glucosa via activacion del transportador GLUT-4. Estudios previos en tejidos
periféricos han mostrado alteraciones en la ruta de la insulina en mujeres con GDM
(Catalano et al. 2002; Colomiere et al. 2010; Friedman et al. 1999), aunque en algunos
de ellos el tratamiento con insulina no fue capaz de solventar esa alteracién (Colomiere
et al. 2010; Tomazic et al. 2002). En nuestro estudio, los niveles de activacion de Akt (p-
Akt) y de ERK (p-ERK) fueron significativamente mayores en el grupo de mujeres
tratadas con insulina (Figura 46), mientras que en el grupo de mujeres tratadas con

dieta los niveles de p-Akt tendieron a disminuir, lo cual sugiere un estado de resistencia
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a la insulina en las placentas de estas pacientes, que es revertido mediante el
tratamiento con insulina exégena. Estos estudios concuerdan con otros realizados en
placentas, en los que en mujeres tratadas con dieta se observé un aumento en los
niveles de la subunidad reguladora de la PI3K (p85a), lo que se traduce en un bloqueo
de la ruta de sefalizacion de PI3K-Akt y en la existencia de resistencia a la insulina en
estas pacientes (Alonso et al. 2006; Colomiere et al. 2009). En cambio en las mujeres
tratadas con insulina los niveles de esta subunidad disminuyeron con respecto a las
tratadas con dieta, lo cual implica reactivacién de la via de Akt superando la resistencia
a la insulina, hecho que concuerda con nuestros resultados (Colomiére et al, 2009). El
hecho de que la insulina exdgena pueda revertir el estado de resistencia en placenta es
de gran relevancia, ya que en tejidos periféricos esto ocurre con mayor dificultad, tal y
como han postulado algunos estudios en los que se muestra como la resistencia a la

insulina puede llegar a ser irreversible (Tomazic et al,, 2002, Colomiére et al., 2010).

En cuanto a los substratos del receptor de la insulina (IRS) de este estudio, cuya
fosforilacion en residuos de Tyr es necesaria para la propagacion de la sefial de la ruta
de Akt, los niveles de fosforilacion en estos residuos (p-Tyr) mostraron una tendencia a
aumentar en las mujeres diabéticas, sobre todo en las tratadas con insulina, lo cual

concuerda con el incremento de p-Akt es estas mujeres.

Como se ha mencionado anteriormente, en el presente estudio los niveles de p-
ERK fueron significativamente mayores en las mujeres tratadas con insulina. Sin
embargo, en la bibliografia no hay estudios que hayan analizado esta ruta en placentas
de mujeres diabéticas. En un estudio reciente se ha demostrado la alteracion de la ruta
ERK en musculo esquelético de mujeres obesas, lo cual podria estar relacionado
también con la resistencia a la insulina presente en estas mujeres. (Ruiz-Alcaraz et al.
2013) No obstante, todavia no se conoce el significado y las consecuencias de
alteraciones en esta ruta de sefalizacion de la insulina en la placenta, por lo que seria

muy interesante su investigacion en profundidad.

El efector que se encuentra aguas abajo de mTOR, p-S6, tendié a aumentar en
las mujeres tratadas con insulina, debido al tratamiento con insulina exégena, o debido

al exceso de nutrientes que se da en estas mujeres. Esto podria deberse a que mTOR
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puede ser activado por glucosa y por aminoacidos ademas de insulina puesto que se
trata de un sensor de nutrientes (Jansson et al. 2012). Estudios recientes demuestran
una activacion de esta ruta en la placenta en casos de obesidad y GDM, con la
consecuente activacion del transporte de aminoacidos y el consecuente
sobrecrecimiento fetal (Jansson et al, 2013; Jansson et al. 2002). Sin embargo, a pesar
de que en los niflos de nuestro estudio observamos una mayor adiposidad fetal, p-S6

no se asocid ni con el peso ni con la adiposidad fetal.

5.3 Relacion entre la insulina y el metabolismo de lipidos

en la placenta.

Como se ha mencionado anteriormente, la obesidad materna esta fuertemente
correlacionada con el peso de los nifios al nacer (Black et al 2013; Catalano y
Ehrenberg 2006). No obstante, el BMI no es un efector, por lo que no se conocen los
mecanismos mediante los cuales el BMI materno puede afectar a la descendencia. En
nuestro estudio, los niveles placentarios de p-Akt y p-ERK se correlacionaron con el
peso de las madres, tanto antes del embarazo, como en el desarrollo de éste,
sugiriendo que el efecto del BMI materno sobre el desarrollo fetal es mediante la ruta
de sefalizacion de la insulina. No obstante, tanto el BMI como la GDM estarian

contribuyendo a la activacion de la ruta de la insulina.

En mujeres con GDM, los TG maternos durante el tercer trimestre de gestacion
parecen ser mejor predictores del peso de los nifios al nacer que los niveles de glucosa
y que el propio BMI (Kitajima et al. 2001; Knopp et al, 1992; Schaefer-Graf et al. 2008).
En nuestro caso, los niveles de TG en suero materno en el momento del reclutamiento
se asociaron tanto con p-ERK como con p-Akt, sugiriendo pues que esta alteracion
lipidica estd asociada al trastorno de la insulina materna pero también a nivel
placentario. Ademas, los TG del cordon en los nifios de nuestro estudio también se
asociaron con los niveles de p-Akt placentario, lo cual indica que esta via de
sefalizacion de la insulina juega un papel importante en el transporte de nutrientes al
feto. De todos estos resultados podemos deducir que la activacion de la ruta de la
insulina placentaria estd directamente implicada en el crecimiento fetal, mas que los

propios TG, o incluso que el BML
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En el presente estudio, como hemos comentado, la mayoria de los
transportadores lipidicos tendieron a aumentar en las mujeres diabéticas tratadas con
insulina, y ademas, la ruta de la insulina estaba activada en estas mujeres, por lo que
decidimos analizar si existia asociacion alguna entre los mediadores moleculares de la
ruta de la insulina y dichos transportadores lipidicos. Tanto los niveles de p-Akt como
de p-ERK se asociaron con la lipasa endotelial EL y con las proteinas transportadoras de
acidos grasos FAT y A-FABP (Tabla 17), lo cual pone de manifiesto el posible papel que
tiene la insulina al final del embarazo sobre la regulacion de estos transportadores. Esto
concuerda con algunos estudios in vitro que han demostrado que la insulina regula el
transporte de acidos grasos en placenta (Elchalal et al. 2005; Magnusson-Olsson et al.

2006).

Para confirmar la asociacion entre los mediadores moleculares de la ruta de la
insulina y los transportadores lipidicos, realizamos un estudio in vitro en el que
incubamos una linea celular de placenta (BeWo) con inhibidores de la ruta de Akt (LY) y
de ERK (PD) respectivamente, demostrando que el tratamiento de estas células con
estos inhibidores reducia drasticamente los transportadores de acidos grasos A-FABP,
FATP-1 y la lipasa placentaria EL, sugiriendo pues que la insulina estd involucrada
directamente en la regulacién de los transportadores placentarios de acidos grasos. Sin
embargo, el transportador MFSD2a no aumento en las células tratadas con insulina, lo
que indica que probablemente la regulacién de este transportador no dependa de la
insulina, sino que mas bien esta relacionado con la alteracion de la estructura de la
placenta que se observa en los sujetos con GDM. Esto concuerda con los niveles de
dicho transportador en las gestantes diabéticas tratadas con insulina, que son iguales
que los niveles en las gestantes tratadas con dieta, lo cual pone de manifiesto que en
condiciones fisiolodgicas la insulina no regula este transportador. Sin embargo, los
niveles de este transportador cayeron drasticamente en las células tratadas con
inhibidores, tanto de la ruta PI3K como de la ruta MER-ERK. Puesto que tanto la ruta
PI3K-Akt como la ruta de ERK controlan un gran ndmero de procesos celulares, su
inhibicion podria mediar la caida de estos transportadores a través de la funcion de
otras moleculas diferentes a la insulina, como podrian ser las citoquinas, que también

actlan a través de estas rutas intracelulares. En cualquier caso, serian necesarios mas
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estudios, para averiguar qué moléculas estan implicadas en la regulacion de este

transportador.

La linea celular BeWo es un modelo clasico para estudiar el metabolismo y
funcién placentaria, tal y como ha sido demostrado en numerosos estudios de
captacion y transporte (Johnsen et al, 2009; Tobin et al, 2006; Tobin et al, 2009). En
nuestro caso demostramos ademas que la linea celular BeWo es un buen modelo para
el estudio de los efectos de la insulina, ya que esta hormona fue capaz de activar su
ruta de sefalizacion mediante fosforilacion de Akt, aunque lamentablemente no

pudimos detectar la expresién de FAT ni LPL, lo cual hubiera sido muy interesante.

Los resultados del estudio in vitro concuerdan con los de Wo et al que
demostraron la regulacion de FATP-1 por insulina via Akt en adipocitos y musculo
esquelético (Wu et al. 2006). Chabowski et al. también sugirieron la translocacién a la
membrana plasmatica de FAT, mediante la activacién de Akt, en cardiomiocitos
(Chabowski et al. 2004). Todos estos datos indican que el tratamiento con insulina en
mujeres con GDM supera la resistencia a la insulina placentaria y activa Akt y, por
consiguiente, A-FABP y FAT, contribuyendo asi al incremento del transporte lipidico en
la placenta, y por tanto a la adiposidad fetal presente en los hijos de estas mujeres.
Ademas, estos datos concuerdan con un estudio in vitro realizado en trofoblastos
humanos que demuestra que la insulina, junto con los acidos grasos, aumenta la
captacion y acumulacion de lipidos via Akt en estas células, medido mediante la
expresion de adipofilina, una proteina especifica de las vacuolas lipidicas (Elchalal et al.
2005). En otro estudio in vitro en trofoblastos de mujeres sanas, la estimulacion con
insulina junto con los acidos grasos aumentaba significativamente la expresion de A-
FABP, sugiriendo una vez mas el importante papel de la insulina en el trafico de acidos
grasos (Scifres et al. 2011). La expresion de A-FABP también puede incrementarse en
condiciones de hipoxia y/o mediante la via de PPARY (peroxisome proliferator-

activated receptor y) (Biron-Shental et al,, 2007).

En cuanto a la lipasa EL, existe controversia en la bibliografia en cuanto a su
regulacion: Radaelli et al. demostraron un aumento en la expresion de esta lipasa en

mujeres con GDM tratadas con insulina (Radaelli et al. 2009), mientras que Gauster et
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al. demostraron in vitro que no era la insulina, sino TNFa y leptina los encargados de su
regulacion en células endoteliales fetales (Gauster et al. 2011), sugiriendo que estas
citoquinas juegan un papel fundamental la regulacién del transporte lipidico en la
placenta, como ya fue propuesto en otro estudio en el que se demostré que elevados

niveles de leptina aumentaban la expresién de FAT (Mousiolis et al. 2012).

En nuestro estudio, sin embargo, no encontramos asociacion entre el nivel de
citquinas en suero materno o fetal y los niveles de transportadores de acidos grasos en
la placenta. De hecho, no encontramos diferencias en la mayor parte de las citoquinas
(@ excepcion de adiponectina) entre los tres grupos de estudio. Es posible que los
efectos de las citoqouinas sobre estos mediadores sea un efecto local debido a la

posible inflamacion de la placenta en la GDM.

En estudios in vitro, Lager et al. demostraron en trofoblastos primarios que IL-6
disminuia la expresién de LPL y FATP-4, mientras que no observaron ningun efecto con
TNFa (Lager et al. 2011). Sin embargo, IL-6 estimulaba la captacion de acidos grasos en
estas células. Magnusson et al. demostraron que ademas de la insulina, estradiol,
cortisol e IGF-1 eran capaces de disminuir o activar LPL, en funcion de los periodos de
incubacion, lo que dificulta la traslacion de los resultados de los estudios in vitro a los
modelos in vivo (Magnusson-Olsson et al 2006). Ademas, logicamente, algunos
estudios postulan que los propios lipidos pueden activar y regular su propio transporte
a través de la placenta (Johnsen et al. 2009; Magnusson-Olsson et al. 2007). En tejidos
periféricos también ha sido demostrado el papel regulador de las citoquinas sobre los
transportadores de acidos grasos como LPL (Mead et al. 2002). Ademas, en cultivos de
trofoblastos , PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor y) y estados de
hipoxia regulan la expresion de FATP-1, FATP-2 y FATP-4 (Mishima et al. 2011; Schaiff et
al. 2005), y en casos de GDM y de obesidad se ha demostrado una disminucién en la
expresion de este factor de transcripcion, lo que podria estar contribuyendo asi a las
alteraciones en el transporte lipidico que se producen en estas patologias (Holdsworth-

Carson et al. 2010; Lappas 2014).

Todos estos datos nos llevan a la conclusion de que la insulina juega un papel

importante en la regulacion del transporte lipidico en placentas, pero que no actla de
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forma individual, sino que forma parte de un mecanismo mucho mas complejo de
regulacion en el que participan también las citoquinas, los factores de crecimiento, el
estrés oxidativo y la hipoxia, asi como los propios acidos grasos. En cualquier caso, lo
que si parece quedar claro es que el papel de la insulina en un ambiente de

hiperlipemia como la GDM favorece el transporte alterado de lipidos hacia el feto

5.4 Transporte de glucosa en placenta

En la placenta humana el transporte de glucosa no depende de la insulina, a
diferencia de los tejidos periféricos, ya que este transporte es via GLUT-1, que es un
transportador independiente de insulina. En el presente estudio no obtuvimos
diferencias significativas en los niveles de este transportador entre los tres grupos de

estudio.

Existe controversia en cuanto a los niveles de este transportador en casos de
GDM: Algunos estudios postulan un aumento en la expresién de GLUT-1 en la
membrana basal en mujeres embarazadas diabéticas en comparacion con controles
(Gaither et al. 1999; Jansson 2001), asi como un aumento de GLUT-1 en placentas de

mujeres no obesas con GDM tratadas con insulina (Colomiére et al,, 2009)

Por otro lado, algunos autores han descrito una disminucion en el transporte de
glucosa en placentas de mujeres con GDM (Challier et al. 1986; Osmond et al. 2000),
ademas de una reduccion de los niveles de GLUT-1 en trofoblastos humanos expuestos
a condiciones de hiperglicemia (Hahn et al 1998; llisley et al 1998) y de estrés
oxidativo (Araujo et al. 2013b; Lappas et al 2012) aunque en muchos casos esta
situacion se revertia cuando se eliminaba esta condicion de exceso de glucosa, por lo
que parece existir una cierta regulacion feed-back para limitar la transferencia de

glucosa al feto.

5.5 Transporte de aminoacidos en placenta

Los aminoadidos juegan un papel fundamental en la construccion de tejidos, y
son ademas sustratos energéticos de los fetos (Jansson 2001), por lo que las
concentraciones plasmaticas de aa son mucho mayores en la circulacion fetal que en la
circulacion materna (Young y Prenton 1969), lo cual sugiere un transporte activo a

traves del sincitiotrofoblasto. En el presente estudio, los diferentes grupos de aa en el
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suero materno se correlacionaron con los aminoacidos en suero de cordon (Tabla 21),
lo cual demuestra este transporte materno-fetal activo. Curiosamente, la correlacion
mas baja se dio en el grupo de los aminoacidos esenciales, lo cual demuestra que la
placenta podria modular este transporte en casos de GDM, afectando por tanto al

crecimiento fetal.

En el suero materno, desde hace muchos afos se ha plasmado la idea de que la
hiperaminoacidemia es una caracteristica de la resistencia a la insulina relacionada con
la obesidad (Felig et al 1969). Numerosos estudios proponen un aumento en los
niveles de aminoacidos ramificados, neutros y aromaticos en suero de sujetos obesos
con resistencia a la insulina, estando ademas estos niveles asociados con el indice de
resistencia a la insulina (HOMA) (McCormack et al. 2013; Newgard et al. 2009). En casos
de mujeres con GDM hay pocos resultados disponibles, pero se han observado
también niveles altos de lisina, tirosina (aromatico) y valina (ramificados) en suero
materno, estando estos niveles relacionados con la resistencia y secrecién de insulina
(Park et al 2015). En este estudio no se diferencid a las mujeres en funciéon del
tratamiento, por lo que no sabemos si la dieta, o la insulina, o ambas podrian contribuir
a estos niveles. No obstante, en otro estudio se describieron niveles altos de aa

aromaticos en mujeres con GDM tratadas con dieta (Pappa et al. 2007).

Sorprendentemente, en nuestro estudio, los niveles de aminoacidos en suero
materno tendieron a disminuir en las mujeres con GDM. De hecho, algunos ramificados
como isoleucina y leucina, y fenilalanina (aromatico) lo hiceron de forma significativa.
Algunos aa de nuestro estudio se asociaron inversamente con los niveles de insulina y
glucosa materna en el momento del parto (Tabla 18), lo cual explicaria los niveles mas

bajos de aa encontrados en el suero materno.

La GDM y la obesidad se suelen asociar con la activacion del transporte de aa,
pudiendo ser esta activacion uno de los responsables del sobrecrecimiento fetal. De
hecho, ha sido ampliamente documentado en la bibliografia que una activacion en el
transporte de aa en la placenta puede contribuir al acelerado crecimiento fetal
caracteristico de los embarazos complicados con diabetes (Jansson et al. 2012; Jansson

et al. 2002). Ademas, estos estudios sugieren que el incremento en el transporte
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transplacentario de aa se debe a la activacion de la via de mTOR, que puede ser
activada en placenta por aminoacidos, glucosa, y por otros factores de crecimiento
tales como insulina (Roos et al 2009b). Ademas, en placentas humanas se ha
demostrado que insulina e IGF1 (cuyos niveles estdn aumentados en casos de GDM),
activan la actividad de los transportadores de aa sistema A y sistema L via mTORCL, lo

que es critico para el transporte de aa al feto (Karl et al,, 1992; Roos et al. 2007).

El descenso de aa en suero materno también se observd en la placenta, y los
niveles de aa en este érgano se asociaron inversamente con los niveles de ERK
fosforilado. Este hecho pone de manifiesto la regulacion cruzada existente entre las
ruta de ERK 'y de mTOR, como fue propuesto por el grupo de Jeremia Winter et al, que
demostraron que p-ERK activaba mTOR mediante la fosforilacion directa de mTORC1
(Winter et al. 2010). Asi pues, la estimulacién de ERK por insulina en la placenta
favoreceria la sinteis proteica y el descenso de aminoacidos en este Organo,
promoviendo el mayor tamafio placentario y/o la transferencia de estos aminoacidos al
feto. De hecho, algunos aminoacidos de la circulacién materna se correlacionaron
inversamente con el grosor placentario, sugiriendo la sintesis proteica en este 6rgano
en casos de GDM, tal y como fue propuesto por el grupo de Perez et al. que sugieron
que la leptina, mediante la activacion de mTOR, activa la sintesis proteica en placentas
de mujeres con GDM, en comparacion con las controles (Perez-Perez et al. 2013).

Los niveles de aa en el recién nacido a penas se modificaron (Tabla 14), lo que
podria deberse al mayor crecimiento fetal que ocurre en la GDM propuesto en los
estudios anteriores. Ademas, los aminoéacidos en el feto estimulan la produccion de
insulina (Milner et al, 1972) contribuyendo también de esta forma sobrecrecimiento
fetal en casos de GDM. De hecho, en nuestro estudio encontramos una asociaciacion
positiva entre los aminoacidos totales y la insulina del cordon, corroborando el papel

insulinogénico de los aminoacidos.

Para controlar la GDM es necesario lograr un buen control glucémico, para
evitar en la medida de lo posible efectos adversos, tanto en las madres como en los
nifos. En la siguiente figura mostramos a modo de resumen los posibles mecanismos

implicados en la alteracion de la transferencia de nutrientes al feto en casos de GDM, y
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que contribuyen, por tanto, a la programacién fetal de la obesidad en la descendencia.
(Figura 54). En el reclutamiento puede observarse un ambiente uterino de
hiperlipidemia e hiperinsulinemia caracteristico de GDM y obesidad, que se traduce en
una alteraciéon de la estructura placentaria con una activacién de las principales rutas de
la insulina en la placenta. Esto tiene como consecuencia la activacién del transporte
placentario de lipidos hacia el feto, aumentando por tanto la adiposidad fetal y
disminuyendo los niveles de TG en sangre de cordon. Ademas, la activacién de las vias
de la insulina en placenta disminuye los niveles de aa placentarios, probablemente
debido a la sintesis de proteinas en este 6rgano, lo cual explicaria el aumento del peso
de la placenta en casos de GDM y de obesidad. Por tanto, y para cerrar el circulo, la
resistencia a la insulina en etapas tempranas del embarazo alteran la estructura
placentaria mediante las vias de sefalizacibn de la insulina, teniendo como
consecuencia final el aumento de adiposidad en los recién nacidos, contribuyendo a la

programacion fetal de la obesidad.
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Figura 54. Mecanismo mediante el cual GDM y obesidad alteran el transporte de nutrientes al
feto, promoviendo la adiposidad fetal en los recién nacidos y por tanto la programacion fetal de
la obesidad.
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Por otro lado, en el presente estudio hemos demostrado que los bajos niveles
de DHA en niflos de madres con GDM podrian ser debidos a la disminucién en la
expresion de MFSD2A, un transportador que realizaria un transporte selectivo de DHA
y otros LC-PUFAs hacia el feto. Dada la importancia que estos acidos tienen para el
correcto neurodesarrollo de los fetos, seria de gran interés estudiar la regulacion de
este transportador de forma pormenorizada, para poder disefiar farmacos especificos
que favorezcan su expresion. En este contexto perderia importancia la suplementacion
con LC-PUFAs durante el embarazo, ya que estos no podrian atravesar la placenta y
conseguir el adecuado desarrollo de los fetos, como ha sido sugerido recientemente en

un estudio de suplementacion con LC-PUFAs en embarazadas con GDM.

CONSIDERACION GENERAL

Numerosos estudios han mostrado presencia de macrosomia y nifios grandes
para su edad gestacional (LGA) en embarazos con glucemias bien controladas, lo cual
indica que otros factores, ademas de la glucosa, estan contribuyendo al transporte
alterado de nutrientes. En el presente estudio hemos demostrado que el tratamiento
con insulina al final del embarazo podria activar el transporte de nutrientes hacia el
feto, promoviendo la adiposidad fetal, contribuyendo asi a la programacion fetal de la
obesidad de estos nifios. Sin embargo, un tratamiento temprano con insulina o con
dieta quiza podria reducir esta activacion del transporte lipidico y disminuir los riesgos,
ya que al controlar las glucemias en etapas tempranas, el feto estaria expuesto menor
tiempo a un ambiente de hiperglicemia y de hiperlipidemia. En la actualidad se esta
tendiendo hacia un diagnostico y tratamiento temprano de la GDM, ya que se ha
demostrado que mejoran los resultados obstétricos y disminuyen macrosomia y
adiposidad fetal. Nuestros resultados bioquimicos apoyan este tipo de intervencion
temprana para reducir una programacion adversa de la obesidad y neurodesarrollo en

estos ninos.
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Las mujeres con diabetes mellitus gestacional, a pesar de tener un control
glucémico entre los valores de referencia, conseguido mediante el tratamiento
con dieta o con insulina, presentanron mayores niveles de glucosa y de insulina
en suero que las mujeres sanas. Tanto los niveles de insulina como de glucosa
en el reclutamiento se correlacionaron con el peso de la placenta y con la
circunferencia abdominal fetal ( z-CA), lo cual demuestra su importante papel

en el desarrollo fetoplacentario en etapas tempranas del embarazo.

Las concentraciones de TG y AG maternos fueron significativamente mayores en
las diabéticas, especialmente en las tratadas con insulina. Sin embargo, en
sangre fetal estas concentraciones aparecen disminuidas, lo que podria apoyar
un transporte alterado de lipidos a través de la placenta y/o mayor adiposidad

fetal y z-CA en los recién nacidos.

En embarazadas con GDM tratadas con dieta se observa cierta resistencia a la
insulina en la placenta, mientras que con el tratamiento con insulina exégena se
recupera la capacidad de respuesta a la insulina en este 6rgano, observandose
una activaciéon en las rutas de ERK y Akt en las placentas de estas mujeres, lo

cual afecta a la estructura placentaria.

La GDM promueve un aumento en la expresion de los transportadores
generales de lipidos FAT, A-FABP y FATP-1 en la placenta mediante la activacién
de las rutas de Akt y ERK, tal y como ha sido demostrado tanto in vivo como in
vitro. Esto favoreceria que la insulina promoviera un mayor transporte de grasa

al feto.

En esta tesis, se demuestra por primera vez el papel de la proteina
transportadora MFSD2A en el transporte selectivo de DHA en la placenta, asi
como el importante papel de los lisofosfolipidos para el transporte de esta
molécula. El transporte selectivo de DHA a través de la placenta se encuentra
disminuido en mujeres con GDM, debido a un descenso en la expresion de los
transportadores MFSD2A y FATP-4, lo que podria afectar al neurodesarrollo de

los nifos.
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6. Se observa un descenso de los niveles de aminoacidos tanto en suero materno
como en placentas de mujeres con GDM. La activacion de la ruta de ERK en la
placenta favorece la sintesis proteica y el descenso de aminoacidos en este
organo, promoviendo el mayor tamafo placentario para regular la transferencia

de los mismos al feto.

7. El peso pregestacional y la GDM de las mujeres influye en los niveles de glucosa
y de insulina maternos, en la respuesta a insulina de la placenta asi como en la
mayor circunferencia abdominal fetal (CA), promoviendo los efectos adversos

de la diabetes en la descendencia.
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ANEXO

ANEXO

Estimado Participante,

El siguiente cuestionario nos permitira conocer sus habitos dietéticos con especial hincapié en la
ingesta de acidos grasos de cadena larga. Las cuestiones se refieren al mes pasado de su

embarazo. Por favor, lea detenidamente las preguntas y marque las casillas correspondientes.
¢Como rellenar el cuestionario adecuadamente ?

e Refleje en cada pregunta, si usted consumié el citado alimento y con qué frecuencia
(no dude en escribir al lado si necesario).

e En caso de que usted consuma algun alimento de ese tipo regularmente que no
esté listado, por favor, indiquelo en la parte inferior de la pregunta en la columna
"otros” y con qué frecuencia

e Siusted no consume el alimento de la pregunta, marque la columna “No consumo”.

Por favor considere que:

¢ No piense Unicamente en los alimentos que usted consume en casa, sino también
en los consumidos en el trabajo, restaurantes o con amigos.

e En cualquier caso, sus datos seran estrictamente considerados como confidenciales.
Si tuviera algun problema o pregunta respecto al cuestionario, usted siempre puede

consultarnos en el teléfono:

Muchas gracias por su participacién y apoyo!

Atentamente,
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Cuestionario dietético - semana 38 (Parto)

1. | ;Con qué frecuencia utiliza las siguientes grasas o aceites para cocinar platos
calientes (tales como pescado, carne, verduras) o preparar platos frios
(como ensalada)?

No veces/dia veces/semana veces porcién | cantidad
uso / mes
1 [23] 1 2-3 | 46 | 1-3

Mantequilla o o| o o o o o tsp.

Manteca o o o o o o o tsp.

Aceite de palma o de o o o o o o o Thsp.

coco

Aceite de girasol o ol o o o o o Tbsp.

Aceite de oliva o ol o o) o) o o Tbsp.

Mayonesa o (o] o (o] (o] o o Tbsp.

Otros: o (o] o o (0] o o Tbsp.

2. | ;Qué grasa usa preferiblemente para untar (ejemplo en tostadas)?

No veces/dia veces/semana veces porcién | cantidad
uso / mes
1 [23] 1 [23] 46 | 13

Mantequilla (o) o (o) (o] (o] (o) o) tsp.

Margarina (o) o (o) o o (o) (o) tsp.

Foiegras o paté (o) o (o) o o (o) (o) tsp.

3. | ¢Con qué frecuencia consume pescado?

2-3xpor | 1xpordia | 5-6xpor | 2-4xpor 1 x por 1-3xpor No
dia semana semana semana mes consumo

4. |;Con qué frecuencia consumio los siguientes tipos de pescado y especifique

cuales en el espacio en blanco?

a) Pescado Blanco: Bacalao, Rodaballo, Merluza, Marisco, Lucio, Lenguado, Dorada,

Mero, Sepia/Pulpo, Vieiras, Camarones, Perca, Surimi (cangrejo)

No

consumo

veces/dia

veces/sema

na

veces/mes

Racion

1

2-3 1

2-3

4-6 1-3

filete ~ 100 g
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Pescado Blanco

(o)

o) (o]

(o] o)

¢Como prepara o come el pescado preferentemente?

(o) Plancha, cocido, horno

(o) Empanado vy frito

o Lata

o Sopa

b) Pescado Medio graso, Merluza, Lubina, Anchoas, Boquerones, Emperador, Sardinas,

Trucha
No veces/dia veces/sema veces/mes Racion
consumo na
1 2-3 1 2-3 4-6 1-3 | filete ~ 100 g
Pescado medio o o o o o o o
graso
¢Como prepara o come el pescado preferentemente?

o Plancha, cocido, horno

o Empanado y frito

o Lata

o Sopa

c¢) Pescado graso, Caballa, Salmon, Atun, Arenques, Angulas

No veces/dia veces/sema veces/mes Racion
consumo na
1 2-3 1 2-3 4-6 1-3 | filete ~ 100 g

Pescado graso o o o o o o o

¢Como prepara o come el pescado preferentemente?

o Plancha, cocido, horno

o Empanado vy frito

o Lata

o Sopa
5. | ¢Con qué frecuencia consumio frutos secos como snack y subraye cuales?

No vecles/ veces/ semana veces/ Racion Cantidad
consumo dia mes
11231 23 4-6 1-3
Pistachos, Nueces, 0 o 0 0 0 o o 1 Punado
Avellanas = 10g E—
Almendras,
Anacardos, Nueces 1 pieza =
de Macadamia, o 0,0 o0 o o o 1,59 E—
Castafas
Cacahuetes 0 ol o 0 0 o o 1 Puiado
= 10g —
Pipas de girasol, ~
semillas de o |olo|o|l o | o o | !Punado
= 10g

calabaza
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6. |;Toma habitualmente los frutos secos tostados y salados?

Si o
No (o)
No sé o

7. | ¢Con qué frecuencia consume los siguientes alimentos?

No veces/ dia veces/ semana | veces/mes Cantidad
consumo
1 2-3 1| 2-3 4-6 1-3
Huevos (o) o (o) (o) o o o
Filetes de Pollo Pieza =
(o) (o) (o) (o) (o) 100g
Pollo asado 0 0 o o 0 0 0 Pieza =
100g
Pechuga de pavo 0 0 o 0 0 0 0 ROSSJ;\ =

¢Ha estado consumiendo hasta la semana 16 de embarazo uno o mas de los siguientes
preparados regularmente (unas pocas veces por semana o diariamente)?

Acido Félico

Complejos multivitaminicos jcual?

Preparados de aceite de pescado, -capsulas

Iodo

Leche Puleva omega-3

Gestagyn plus

Natalben

Hierro

Huevos omega 3

Otros:

196




ANEXO

197



