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RESUMEN

La prevalencia de diabetes mellitus gestacional (DMG) en México se ha
incrementado a través de los afios. A pesar de ser una enfermedad controlable y
que tiende a desaparecer al final de la gestacion, es un factor de riesgo que
predispone a madres gestantes y a su descendencia a desarrollar diabetes mellitus
tipo 2, afectando considerablemente su calidad de vida; destacando, ademas, los
importantes recursos econémicos que el sistema publico de salud requiere para su
atencion. La asociacion fisiopatolégica y los estudios epidemiolégicos que
demuestran la alta prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2, aflos o décadas
después de haber padecido diabetes gestacional, sugieren que ambas
enfermedades poseen una etiologia genética comun. Se ha identificado
recientemente un haplotipo de riesgo en el gen SLC16A11, el cual esta involucrado
en alteraciones del metabolismo lipidico y la resistencia a la insulina en la diabetes
tipo 2; sin embargo, contintia sin demostrarse la existencia de una posible alteracion
en la expresion de SLC16A11 que se correlacione con la diabetes mellitus

gestacional.

En el presente trabajo se evalué la expresion del gen SCL16A11 en muestras de
sangre periférica de madres diagnosticadas con diabetes DMG, asi como de
pacientes clinicamente sanas (CS) y de sangre de cordén umbilical de sus recién
nacidos utilizando la técnica de RT-PCR, PCR punto final y electroforesis en gel de
agarosa con el objetivo de observar si existe una alteracion en la expresion del gen
SLC16A11 durante la DMG. No se encontraron diferencias significativas entre el
grupo de madres diagnosticadas con DMG, CS y la expresién de SLC16A11 (p= 1),
ni entre el grupo de RN del grupo de madres diagnosticadas con DMG y CS (p=1),
por lo cual se sugiere que no existe una alteracion en la expresion de SLC16A11
gue se correlacione con la DMG en los tejidos estudiados.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se asocia a complicaciones clinicas
materno-neonatales, entre ellas, un mayor riesgo de padecer obesidad,
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 (DMT2), ademas del posible
nacimiento prematuro, macrosomia y muerte fetal. Los malos habitos alimentarios
y el sedentarismo de la poblacién en edad reproductiva estan relacionados con la
alta prevalencia de la DMG, sin embargo, pertenecer a un grupo étnico con una tasa
alta de DMT2 y un historial de DMG en un embarazo anterior son factores de riesgo

importantes.

En las dltimas dos décadas se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios
sobre la etiologia genética y epigenética de la DMG como respuesta a la alta
incidencia de esta enfermedad que afecta considerablemente la salud y calidad de

vida de las mujeres embarazadas y de su descendencia.

El gen SLC16A11, que codifica una proteina trasportadora de monocarboxilatos
unido a protones, esta involucrado en el metabolismo lipidico de los hepatocitos
humanos primarios. Recientemente, se ha identificado un haplotipo de riesgo del
gen SCL16A11 asociado con una disminucion de su expresion en células hepaticas
y una posible contribucion en el desarrollo de la DMT2 en una poblacion de
ascendencia nativo americana. Las alteraciones en el metabolismo lipidico y la
resistencia a la insulina, como resultado de la disminucion en la expresion de

SCL6A11, forman parte de la compleja fisiopatologia de la DMG y la DMT2.

El desarrollo fetal anormal causado por la DMG vy el alto riesgo de padecer DMT2
entre las mujeres embarazadas ha alentado los esfuerzos por dilucidar los
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de la DMG y es por ello que el
estudio de la expresién de los genes asociados a esta enfermedad resulta de gran
importancia en el sector salud, contribuyendo en su prevencion, diagnostico y

tratamiento
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1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccion a la diabetes mellitus gestacional

1.1.1 Definicion de diabetes

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad endocrino metabdlica,
poligénica, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de
diversos factores ambientales, que caracteriza a un grupo heterogéneo de
patologias cuya accion provoca hiperglucemia, causada por la destruccion
autoinmunitaria de las células 3 del pancreas, sin secrecion de insulina (tipo 1), por
la resistencia a la hormona o una alteracion en la secrecion de la misma (tipo 2 ), lo
gue se traduce en la intolerancia a la glucosa. (Parodi & Jose, 2016). Durante el
embarazo pueden presentarse un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia a consecuencia de defectos en la secrecion y/o
accion de la insulina, denominada diabetes mellitus gestacional (DMG), como se

explica a continuacion.

1.1.2 Definicion de diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional es un tipo de diabetes que se caracteriza por
presentar intolerancia a la glucosa que resulta en hiperglucemia de severidad
variable con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo (Baz, Jean-Pierre,
& Jean-Francois, 2016), detectada generalmente a finales del segundo trimestre (de
13 a 26 semanas completas de gestacidn) o principios del tercer trimestre (de 27 a
40 semanas) y que puede o no remitir después del parto. (Mclntyre, Catalano, Cuilin,
& et al, 2019)
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1.1.3 Epidemiologia

La epidemia de la diabetes mellitus es reconocida por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se calcula que en el mundo existen
mas de 180 millones de personas con diabetes y es probable que esta cifra aumente
a mas del doble para 2030. Hasta el 2019, 351,7 millones de personas en edad
activa (20- 64 afios) tenian diabetes diagnosticada o sin diagnosticar (International
Diabetes Federation, 2019).

Datos de las Encuestas Nacionales de Salud y Nutricion (ENSANUT) informan
que la diabetes en México ha seguido una tendencia ascendente y un rapido
aumento en la prevalencia en los ultimos afios, pasando de 4.6% en personas
mayores de 20 afios en 2000 hasta 10.4% en 2018, (ENSANUT, 2018)

La prevalencia de la DMG ha aumentado en la ultima década y varia entre las
diferentes poblaciones étnicas; en mujeres caucasicas es de 0.4%, en mujeres
negras de 1.5%, en mujeres asiaticas de 3.5-7.3%, en mujeres de la India de 4.4%
y en mujeres nativas de América de 16% (Gonzélez-Ruiz, Rodriguez-Bandala,
Salcedo-Vargas, et al. 2014).

En nuestro pais, la prevalencia se reporta entre el 8.7 a 17.7%. La mujer
mexicana tiene una mayor posibilidad de desarrollar DMG por pertenecer a un grupo
étnico de alto riesgo (mestizo-americana), el cual se incrementa si es mayor de 25
afos, presenta sobrepeso u obesidad, antecedentes familiares de DM, entre otros

factores de riesgo. (Quintero-Medrano, Garcia-Benavente, Valle-Leal, et al, 2018)

1.1.4 Criterios de diagnéstico

Desde 2013, la Organizacion Mundial de la Salud ha promovido y adoptado el
criterio de diagndstico para la DMG establecido en 2010 por la Asociaciéon
Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y Embarazo (IADPSG), el cual se
realiza en la primer consulta prenatal, mediante la prueba de tolerancia oral a la

glucosa (OGTT) tras un ayuno nocturno de 8 horas (se determina la glucosa
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plasmatica en ayunas y luego dos horas después de ingerir una solucién con 75 g
de glucosa) entre las semanas 24 y 28 de la gestacion (Organizacion Mundial de la
Salud, 2019). El diagnéstico se establece cuando uno de los valores plasmaticos se

encuentra elevado:
Valores de referencia:
* Glucosa plasmatica en ayuno - >92 mg/dl (5.1 mmol/L)
* Glucosa 1 horas post carga - >180 mg/dl (10.0 mmol/L)
* Glucosa 2 horas post carga - >153 mg/d (8.5 mmol/L)

Sin embargo, estos limites glucémicos son mas bajos que en otros criterios
(Tabla 1) y solo se requiere una lectura de glucosa anormal para el diagndstico, lo
que ha resultado en un aumento drastico en el nimero de casos de DMG y los
costos de atencidbn médica asociados a ésta (Plows, Stanley, Baker, et al. 2018).
Por esta razon, se ha discutido entre la comunidad cientifica sobre si los criterios de
la IADPSG deben modificarse para realizar las pruebas solo a mujeres en riesgo.
Por ejemplo, la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) recomienda el cribado
s6lo en pacientes de alto y medio riesgo (es decir, aquellas que son obesas, tienen
un fuerte historial familiar de DMT2, tienen un embarazo previo con DMG o
macrosomia, son intolerantes a la glucosa o tienen glucosuria y/o pertenecen a un
grupo étnico de riesgo) tan pronto como sea posible usando una OGTT de 75 gy
nuevamente a las 24-28 semanas de gestacion si el resultado de la prueba de

deteccidén original fue negativo (American Diabetes Association, 2019).
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Tabla 1
Diferentes criterios de diagnéstico para la diabetes gestacional
- Tipo de Momento de la Carga Umbral glucosa (mmol/L)
Criterio - Pasos
Embarazo gestacion Glc (9) A 1h 2h 3h
O'Sullivan,
Todos 24-28 semanas 2 100 5.0 9.2 8.1 6.9
1964
WHO, 1999 Todos 24-28 semanas 1 75 7.0 - 7.8 -
ADA, 2004 14-18 semanas
Altoy )
) para alto riesgo,
medio . 2 100 53 100 8.6 7.8
) 28-32 para medio
riesgo )
riesgo
NICE ) Tan pronto como
Alto riesgo ) 1 75 5.6 - 7.8 -
sea posible
IADPSG,
2010
Todos 24-28 semanas 1 75 5.1 10.0 85 -
WHO, 2013
ADA, 2016

Tabla 1. Diferentes criterios de diagndéstico para la diabetes mellitus gestacional. Se muestran
los criterios de diagnéstico utilizando la prueba de tolerancia a glucosa (OGTT) para la diabetes
mellitus gestacional de acuerdo a distintos estudios realizados por instituciones de salud a través de
los afios. IADPSG, Asociacion Internacional de Grupos de Estudio de Diabetes y Embarazo. WHO,
Organizacion Mundial de la Salud. ADA, Asociacion Americana de Diabetes. NICE, Instituto Nacional
para la Calidad de la Sanidad y de la Asistencia. Fuente: Plows, J., Stanley, J., Baker, P., et al.
(2018). The Pathophysiology of Gestational Diabetes mellitus. International Journal of Molecular
Sciences.

El uso de biomarcadores moleculares ha sido considerado como una alternativa
para el diagndéstico de la DMG. De acuerdo con los estudios de Zhiying, et al. (2020),
el contenido de microalbumina en orina (UmAIb) en el primer trimestre es inferior a
20 mg / 24 h. A medida que continda el embarazo, la UmAlb puede aumentar
ligeramente o permanecer en el rango normal, sin embargo, se observo que el nivel
de UmAIb durante la DMG es mas alto que en la gestacion normal. Se sugiere que

el aumento de la excrecion de UmAIb es una de las razones de la progresion de la
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DMG, por lo cual podria ser uno de los biomarcadores mas efectivos para su
diagndstico oportuno y, ademas, predecir el dafio renal, el cual representa la primera
manifestacion clinica del dafio microvascular renal relacionado con DMG. (Zhiying,
Yaping, & Mei, 2020)

El papel de las adipocinas como biomarcadores en mujeres diagnosticadas con
DMG en el segundo trimestre del embarazo contintda siendo motivo de debate. Si
bien algunos estudios informan mayores niveles de leptina y resistina en mujeres
con DMG, no existe suficiente evidencia que lo confirme. Del mismo modo, se ha
observado que los niveles de visfatina son significativamente menores, similares o
mayores en mujeres con DMG en comparacion con mujeres embarazadas sanas
con la misma edad gestacional. Por otro lado, la mayoria de los estudios muestran
gue los niveles de adiponectina y grelina se reducen en mujeres con DMG. (Lobo,
Torloni, & Mattar, 2019)

1.1.5 Complicaciones de la diabetes gestacional

Como menciona Parodi y Jose (2016), debido a las alteraciones metabdlicas
gue se producen cuando no existe un control glucémico adecuado, la DMG se
asocia a una mayor incidencia de resultados perinatales adversos. También se ha
reportado un aumento en la posibilidad de tener descendencia con malformaciones
congénitas de todo tipo, sobre todo relacionadas con la descompensacion de las
cifras de glucemia. La mujer diagnosticada con DMG tiene mayor riesgo de
presentar hipertensién gestacional, preeclampsia, parto por cesareay se asocia con
potenciales morbilidades. Asi mismo posee el doble riesgo de desarrollar DMT2
posteriormente durante el transcurso de su vida. Se estima que hasta el 70% de las
mujeres con DMG desarrollaran DMT2 dentro de los 22 a 28 afios posteriores al
embarazo. Los hijos de madres con DMG tienen mayor riesgo de presentar
complicaciones metabdlicas asociadas como hipoglicemia 20%, macrosomia 17%,
hiperbilirrubinemia 5%, sindrome de distrés respiratorio 5%, malformaciones

congénitas 5 a 12% y muerte neonatal. (Parodi & Jose, 2016)
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1.1.6 Regulacién tipica de la glucosa durante el embarazo

Durante el embarazo, existe una serie de adaptaciones metabdlicas cuyo
objetivo es el de mantener la homeostasis entre el feto y la madre, asegurando el
desarrollo fetal y las necesidades nutricionales de la madre a través de la regulacion
de la glucosa. Los niveles de glucosa en sangre en ayunas disminuyen en el primer
trimestre de la gestacion (posiblemente debido al efecto dilutorio por un aumento
del volumen plasmatico de la madre y por la alta demanda energética del feto),
permanecen constantes en el segundo trimestre y posteriormente disminuyen en el
tercero (Angueira, Ludvik, Reddy, et al. 2015). La sensibilidad a la insulina
disminuye durante el periodo de utilizacion de la glucosa para alcanzar al final de
ésta (de 34-36 semanas) un 50-60% del estado pregestacional (Baz, et al. 2016).
La tasa de gluconeogénesis hepatica en ayunas aumenta con el objetivo de
compensar la disminucién de glucosa en sangre, mientras que el aumento de los
niveles de acidos grasos contribuye a la disminucion de la sensibilidad a la insulina
para asegurar los niveles de glucosa en sangre necesarios durante los periodos de
mayor demanda energética fetal. Los niveles de glucosa en sangre en ayunas
durante la gestacién permanecen mas bajos que los niveles en ayunas en el estado
pregestacional, mientras que los niveles de glucosa postprandial se elevan en
relacion con el estado pregestacional (Angueira, et al. 2015). La produccién
enddgena basal de glucosa (principalmente en higado) aumenta en un 30% para
satisfacer las necesidades energéticas en ayunas del embarazo en mujeres sanas
al final de la gestacion, sin embargo, puede observarse también un considerable
aumento de los niveles de insulina en ayunas (Mclntyre, et al, 2019).

1.2 Patogénesis de la diabetes mellitus gestacional
1.2.1 El papel de la inflamacién en laresistencia a la insulina

La inflamacion cronica y la resistencia a la insulina en la obesidad

(considerado como factor de riesgo en la DMG) son el resultado de una actividad
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anormal del tejido adiposo, cuyas células (adipocitos, fibroblastos, células
endoteliales) se ha demostrado que expresan adipocitocinas o adipocinas (que
incluyen quimiocinas, citocinas proinflamatorias y hormonas) que actian como
mediadores de la inflamacion. Entre ellos, la proteina quimiotactica de monocitos 1
(MPC-1), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina (IL)-1, IL-6 e IL-8
se han descrito como promotores de la resistencia a la insulina durante la DMG
(Pantham, Aye, & Powe, 2015).

1.2.2. Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

El TNF-a es una citocina proinflamatoria expresada por monocitos y
macréfagos en el tejido adiposo, aunque, en menor medida, los adipocitos también
son capaces de sintetizarlo. La cantidad de macrofagos en el tejido adiposo se
correlaciona con la masa corporal y el tamafio de los adipocitos. Junto con el
elevado numero de macrofagos en el tejido adiposo, la obesidad induce un cambio
fenotipico en estas células de un estado de polarizacion antinflamatorio M2
(predominante en ausencia de obesidad) a un estado de polarizacion
proinflamatorio M1 (Jung & Myung-Sook, 2014) como resultado de la interaccion del
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR-1) en macréfagos, con el TNF-a
expresado en los adipocitos. Este cambio fenotipico induce en los macréfagos M1
la expresion de una mayor cantidad de TNF-a y otras citocinas proinflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 y quimiocinas MCP-1 y CCL3, ademéas de CXL9 y
CXCL10 (por exposicion a IFN-y, también secretado por el perfil M1), produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS), generacion de NO, cambios fagolisosomales
y un aumento en la expresion del MHC II, CD86 y de la presentacion antigénica
asociada con una respuesta de tipo Thl (Pantham, et al. 2015).

De acuerdo con Swirska, Zwolak y Dudzinska (2018), el TNF-a promueve la
resistencia a la insulina al suprimir la fosforilacion de tirosina del receptor de insulina
(IGF-1) y la unién del sustrato a la proteina adaptadora sustrato receptor de insulina-

1 (IRS-1) ya que inhibe la accion de la enzima tirosina cinasa. Ademas, disminuye
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la expresion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) (también conocido como
familia 2 de transportadores de solutos, transportador facilitador de glucosa
miembro 1, o SLC2A1) en el tejido adiposo, musculos esqueléticos y musculo
cardiaco. La actividad proinflamatoria del TNF-a en las células 3 del pancreas juega
un papel vital en su apoptosis, contribuyendo asi al desarrollo de la DMG. Durante
la gestacion, una elevada cantidad de TNF-a es secretada, particularmente en el 3°
semestre, tanto en mujeres normogestantes como en embarazos complicados por
DMG; sin embargo, niveles mayores de esta citosina pueden encontrarse en la
DMG. También se ha demostrado que el TNF-a no soélo se expresa en tejido

adiposo, sino también en la placenta (Swirska, Zwolak, Dudzifiska, et al. 2018).

En comparacion con el embarazo normal, la tasa de transporte intracelular de
glucosa durante la DMG se encuentra reducida en un 50%, sin embargo, la cantidad
del IRS-1 no se observa alterada. La alteracion en la expresion y/o fosforilacion de
reguladores en la sefializacion de la insulina como IRS-1, fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K) y GLUT4 por citocinas proinflamatorias como el TNF-a durante la DMG
(Plows, et al, 2018) (Figura 1), en combinacién con el aumento de los niveles de
hormona de crecimiento placentaria (GH-V), cortisol, progesterona, y acidos grasos
contribuyen a la aparicion de la resistencia a la insulina. La GH-V antagoniza la
accion de la insulina a través del aumento de la subunidad reguladora alfa de
fosfatidilinositol 3-cinasa (p85a), lo cual inhibe competitivamente a PI3K y la
actividad asociada a IRS-1, reduciendo la translocacion de GLUT-4 y el trasporte de
la glucosa en el musculo esquelético (Newbern & Freemark, 2011) mientras que los
acidos grasos saturados incrementan la concentracion de diacilglicerol, activan a la
proteina cinasa C (PKC) e inhiben la tirosina cinasa, IRS-1 y PI3K (Plows, et al.
2018).
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Figura 1
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Figura 1. Diagrama simplificado de la sefializacion de la insulina. La unién de la insulina al
receptor de insulina (IR) activa el IRS-1. La adiponectina promueve la activacion de IRS-1 a través
de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), mientras que las citocinas proinflamatorias activan
la proteina quinasa C (PKC) a través de la IkB cinasa (IKK), que inhibe el IRS-1. IRS-1 activa la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), que fosforila el fosfatidilinositol-4, 5-bisfosfato (PIP2) a
fosfatidilinositol-3, 4, 5-fosfato (PIP3). PIP3 activa Akt2, que promueve la translocacion de GLUT4 y
el transporte de la glucosa en la célula. Traduccidn: adiponectin (adiponectina), pro-inflamatory
receptor (receptor proinflamatorio), insulin receptor (receptor de insulina), glucose uptake
(internalizacién de glucosa), plasma membrane (membrana plasmatica), translocation
(translocacién), vesicle (vesicula). Fuente: Plows, J., Stanley, J., Baker, P., et al. (2018). The

Pathophysiology of Gestational Diabetes mellitus. International Journal of Molecular Sciences.

1.2.3 Presentacion de antigenos y el papel de las adipocitocinas en la diabetes

gestacional

Los linfocitos T CD4* reconocen antigenos peptidicos unidos a moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de clase I (MHC 1) de células
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presentadoras de antigeno (CPA). Los linfocitos T CD4* naive se diferencian en
varias subpoblaciones o perfiles de polarizacion, como Thl, Th2, Thl7 vy
reguladoras T (Treg). En general, la diferenciacion de células T esta regulada por
una variedad de citocinas, que incluyen IFN-y para Th1, IL-4 para Th2, IL-6 y TGF-
B para Th17,y TGF-B para Treg (Zhu & Paul, 2008). Los perfiles Thl y Th17 median
las respuestas proinflamatorias, mientras que los perfiles Th2 y Treg regulan las

respuestas antinflamatorias (Young, Jeong, Ham, et al. 2014).

En pacientes obesos se ha encontrado una regulacion ascendente de genes
relacionados al MHCII (p.ej. antigeno leucocitario humano HLA-DMB y -DPB) y el
transactivador de clase Il (CIITA), un regulador de la expresiéon de MHCII en tejido
adiposo. Los adipocitos comparten caracteristicas funcionales con los macréfagos,
tales como la fagocitosis y la expresion de MHCII, citocinas y moléculas co-
estimuladoras en respuesta al lipopolisacarido (LPS), lo cual sugiere un papel
directo de los adipocitos en la respuesta inmune al actuar como células
presentadoras de antigeno e influir en la polarizacion de los linfocitos T CD4*
(Hruskova & Biswas, 2013)

La leptina, adipocitocina secretada por el tejido adiposo y la placenta, cuya
concentracion asciende gradualmente alcanzando su maximo valor en la semana
28, regula la polarizacién a Thl y estimula la secrecién de IFN-y, lo cual induce la
expresion de CIITA y MHCII en adipocitos. Los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos,
las citocinas proinflamatorias o el ingreso de alimento en el organismo que aumenta
la glucosa circulante, inducen un aumento de insulina, la que a su vez estimula la
produccion de leptina. Como resultado, el aumento de leptina inhibe a la insulina y

disminuye el apetito. (Robledo, 2010)

De acuerdo con Hrsukova & Biswas (2013), durante la fase temprana de la
obesidad, los adipocitos actian como CPA con los linfocitos T CD4* liberando
leptina, que regula la polarizacion a Thl y la produccién de IFN-y. El IFN-y induce
la regulacion ascendente de CIITA y MHCIl en adipocitos que instigan la
presentacion de antigenos mediada por MHCII y una respuesta inflamatoria de tipo
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Th1l. Otros subconjuntos inmunes, como los linfocitos T CD8*, Th17 y los linfocitos
B (a través de la presentacion de antigenos a linfocitos T residentes del tejido
adiposo y anticuerpos patdégenos), pueden contribuir a la inflamacion. En la fase
posterior de la obesidad, los macréfagos del tejido adiposo (AMT) son reclutados en
respuesta a las quimiocinas (por ejemplo, CCL2), y el microambiente inflamatorio,
potencialmente a través de IFN-y e IL-17, los polariza a un fenotipo M1. Al liberar
citocinas inflamatorias como TNF e IL-1[3, asi como la presentacién de antigenos a
las células T, los AMT M1 amplifican ain mas la inflamacién del tejido adiposo, lo
gue conduce a la patogénesis. En condiciones de no obesidad, las células Th2 y T-
reguladoras (Treg) juegan un papel primordial. Estas células, a través de la
liberacién de IL-4, IL-13 y IL-10, mantienen los AMT en un fenotipo M2. Los AMT
M2, posiblemente a través de la liberacion de citocinas antinflamatorias, IL-10 y
funciones scavenger, mantienen la homeostasis en el tejido adiposo. Se ha descrito
que la IL-4 derivada de eosindfilos impulsa la polarizaciéon a M2 de ATM. También
se sugiere que la IL-10 derivada de linfocitos B contribuya a este medio (Hruskova
& Biswas, 2013). Con respecto a ello, Swirska, et al. (2018) se refiere a la
adiponectina como una adipocitocina con actividad antinflamatoria, que inhibe la
produccion de TNF-a estimulada por LPS en macréfagos, a través de la secrecion
de IL-10. La IL-10 también inhibe la secrecion de IL-1, IL-2, IFN-y al promover la
activacion de macrofagos M2. El aclaramiento de las células apoptoéticas por los
macréfagos M2 protege al organismo de una inflamacién sistémica. La expresion
de adiponectina en el tejido adiposo disminuye por la presencia de TNF-a e IL-6.
Esto explica por qué la concentracidon de adiponectina disminuye en estados
relacionados con inflamacién subclinica como la obesidad. (Swirska, Zwolak,
Dudzinska, et al. 2018)

1.2.4 Otras adipocitocinas implicadas en la diabetes gestacional

Quemerina: Ademas de las adipocinas clasicas, incluidas la adiponectina y la

leptina, se han evaluado otras adipocinas en el contexto de la DMG. Una de estas
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adipocinas es la quemerina. La quemerina es una adipocina que es secretada por
varios tejidos, especialmente el tejido adiposo blanco; regula la sensibilidad a la
insulina en los adipocitos y el musculo esquelético. Los niveles elevados de
quemerina se detectan en la obesidad y estan asociados con mudltiples
componentes de sindromes metabdlicos, incluido el indice de masa corporal (IMC),
triglicéridos, colesterol de alta densidad, hipertension, inflamacién y marcadores de
patologia hepatica. La quemerina también se expresa en la placenta humana. Los
niveles séricos de quemerina se correlacionan significativamente con los
marcadores sistémicos de inflamacion, como TNF-a, IL-6 y proteina C reactiva. En
general, estos hallazgos sugieren que los niveles de quemerina estan relacionados
con la adiposidad y el metabolismo de la glucosa. También representan un posible
vinculo entre la obesidad y el desarrollo de la DMG. (Gorkem, Kugukler, Togrul, et
al. 2016)

Visfatina: Se ha demostrado que la visfatina materna circulante ejerce una
amplia gama de efectos autocrinos y paracrinos durante el embarazo. Durante la
DMG, el fracaso para mantener los niveles normales de glucosa puede provocar
hiperglucemia a largo plazo, estimulando alin mas la secrecién de visfatina como
un intento de regular el metabolismo de la glucosa y los lipidos. Estos niveles
elevados de visfatina pueden ejercer otros efectos, como aumentar el riesgo de
preeclampsia y afectar la secrecidn de las adipocitocinas leptina y adiponectina. La
visfatina también podria promover la diferenciacion y maduracién de los
preadipocitos, promoviendo alin mas el transporte de glucosa, la lipogénesis y la
acumulacion en la grasa visceral. Acumulativamente, todos estos efectos
contribuyen al aumento de peso excesivo durante el embarazo, de acuerdo con los

aumentos de peso observados en mujeres con DMG. (Liang, Ying, Fang, et al. 2015)

Los factores de riesgo y las consecuencias de la DMG se encuentran resumidas en

la Figura 2.
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Figura 2. Factores deriesgo y consecuencias de la DMG. La DMG se asocia con un mayor riesgo
de complicaciones del embarazo y futuras complicaciones metabodlicas para la madre y su
descendencia. La obesidad es uno de los principales factores de riesgo de la diabetes gestacional.
La obesidad previa al embarazo esta relacionada con la inflamacién subclinica en tejido adiposo y
alteracion del microbioma intestinal. Fuente: Simjak, P, Cinkajzlova, A, Anderlova, K, et al. (2018).
The role of obesity and adipose tissue dysfunction in gestational diabetes mellitus. Journal of

Endocrinology.
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1.2.5 Adaptacion de las células B en el pancreas durante la diabetes

gestacional

La resistencia a la insulina durante la gestacion aumenta la demanda de
sintesis de insulina debido a diversos factores como el aumento de peso, la
produccion de hormonas placentarias y el incremento en la ingesta de alimentos. La
funcion principal de las células B en el pancreas es la de almacenar y secretar
insulina en respuesta a la concentracibn de glucosa en sangre. Los islotes
pancreaticos poseen la habilidad de adaptarse al aumento de la demanda de
insulina a través de la proliferacion de células  aumentando su masa hasta en un
50% (hiperplasia) por la accion de hormonas maternas y placentarias como los
lactégenos placentarios y la prolactina, que contribuyen a mejorar la secrecion de
insulina durante la gestacion (Zhang, Zhang, Pope, et al. 2010). Sin embargo, en la
DMG se observa una disfuncion de las células 8 en la cual pierden la hablidad de
detectar los niveles de glucosa en sangre o de secretar la insulina suficiente como
resultado de una produccion sostenida y excesiva de insulina durante la
hiperglucemia (hipertrofia), lo cual se describe como glucotoxicidad. (Plows, et al.
2018) (Figura 3).

1.2.6 Diabetes mellitus gestacional y diabetes mellitus tipo 2

La resistencia a la insulina y la alteracion de la secrecién de dicha hormona
son condiciones metabdlicas que se presentan en mujeres que desarrollan DMG,
similares a aquellas observadas en la DMT2. Debido a que ambas enfermedades
comparten similitudes en cuanto a mecanismos fisiopatoldgicos se refiere, existe un
gran interés en hallar marcadores que conduzcan al entendimiento de un posible
origen comun. Las mujeres diagnosticadas con DMG también presentan un estado
inflamatorio que, junto a la resistencia a la insulina, pueden contribuir a una
alteracion en la transcripcion génica a nivel placentario cuyas consecuencias se
traducen en el desarrollo de multiples enfermedades metabdlicas en el transcurso

de la vida, tales como la intolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico y un alto
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riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares. También se ha observado que
las mujeres diagnosticadas con DMG presentan un riesgo siete veces mayor de

presentar DMT2 en el futuro (Zajdenverg & Negrato, 2017)
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Figura 3. Células B, glucosa en sangre y sensibilidad a la insulina durante el embarazo normal

y durante la DMG. Durante el embarazo normal, las células 8 experimentan hiperplasia e hipertrofia
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para cumplir con las demandas metabdlicas del embarazo. La glucosa en sangre aumenta a medida
que disminuye la sensibilidad a la insulina. Después del embarazo, las células $3, la glucosa en sangre
y la sensibilidad a la insulina vuelven a la normalidad. Durante la diabetes gestacional, las células 3
fallan en compensar las demandas de insulina del embarazo y, cuando se combina con una
disminucién en la sensibilidad a la insulina, esta resulta en hiperglucemia. Después del embarazo,
las células B, la glucosa en sangre y la sensibilidad a la insulina pueden volver a la normalidad o
puede permanecer alteradas en un camino hacia la DMG en el futuro embarazo o DMT2.
Traduccién: normal pregnancy (embarazo normal), beta cell structure/function (funcién/estructura
de las células beta), peripheral insulin sensitivity (sensibilidad a la insulina periférica), before
pregnancy (antes del embarazo), compensatory hyperplasia’hypertrophy of B-cells (hiperplasia/
hipertrofia compensatoria de las células B), during pregnancy (durante el embarazo), glucose
stimulated insulin secretion (secrecién de insulina estimulada por glucosa), after pregnancy (después
del embarazo), may be normal or undiagnosed high (puede ser normal o alta sin diagnosticar), may
be normal or already slightly impaired (puede ser normal o ya ligeramente deteriorada), inadequate
compensation (compensacion inadecuada), remains impaired (permanece deteriorada), may be
normal or remain slightly high (puede ser normal o permanecer ligeramente alta). Fuente: Plows, J.,
Stanley, J., Baker, P., et al. (2018). The Pathophysiology of Gestational Diabetes mellitus.
International Journal of Molecular Sciences.

1.3 El papel de la genética y la epigenética en la diabetes

gestacional

La evidencia actual sugiere que en el desarrollo de la DMG esta implicada
una combinacion de factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Los estudios
de asociacion del genoma completo o GWAS, por sus siglas en inglés Genome-
Wide Association Studies, han demostrado la asociacion entre algunos genes de
susceptibilidad a la DMT2 y la DMG, sugiriendo una similitud particular en la
arquitectura genética y metabdlica entre ambos tipos de diabetes. Dado que la
DMG, de manera similar a la DMT2, se caracteriza por la resistencia a la insulina,
se sabe que varios genes pueden estar implicados en un mayor riesgo de
desarrollar DMT2 y estos han sido estudiados también en pacientes con DMG. Los
estudios recientes GWAS enfocados en el metabolismo durante la gestacién han

demostrado un entrecruzamiento entre genes asociados con rasgos metabolicos
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caracteristicos de las poblaciones gestantes y no gestantes, asi como en genes
aparentemente unicos durante el embarazo. También se han identificado cambios
epigenéticos en pacientes con DMG, en donde la expresion génica se encuentra
alterada ante el estado metabdlico de la mujer embarazada. (Dalfra, Burlina, Del
Vescovo, & Lapolla, 2020)

1.3.1 Expresion génica

En organismos eucariotas, la informacion hereditaria esta codificada en moléculas
de &cido desoxirribonucleico (DNA), el cual se empaqueta dentro del nucleo celular
en estructuras denominadas cromosomas. Los genes son la unidad fisica basica de
la herencia y estan ordenados en los cromosomas. La expresion génica (Figura 4)
es el proceso biologico en el cual la informacion genética es utilizada para llevar a
cabo la sintesis de productos funcionales, dentro de los cuales incluyen las
proteinas y acido ribonucleico (RNA) funcional (por ejemplo, RNA de transferencia
o tRNA, microRNA, RNA de interferencia pequefio/corto, etc.). Los organismos
eucariotas y procariotas utilizan el proceso de la expresion génica para producir la
maquinaria macromolecular necesaria para la vida. Los genes juegan un papel
crucial en la diferenciacién celular, morfogénesis, adaptabilidad y la diversidad,

controlando la estructura y funcién de la célula (Chuan-Chen & Jau Chen, 2019).
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Figura 4. Expresién génica. La informacion genética (secuencia de bases) del DNA se copia, en
primer lugar, en una molécula de RNA mensajero (mMRNA) (transcripcidn). Los intrones (secuencias
no codificantes del gen) son escindidos del mRNA primario, mientras que los exones (regiones
codificantes del gen) se unen para generar mRNA maduro (splicing). El mRNA maduro codifica a la
proteina como una serie de codones contiguos y cada uno de ellos es reconocido por un RNA de
transferencia o tRNA, donde un extremo coincide con el cédigo genético en una secuencia
denominada anticodén, compuesta de tres nucleétidos. En el otro extremo del tRNA existe un enlace
covalente al aminoacido que corresponde con la secuencia del anticodén. Una vez leida la secuencia
del MRNA, cada tRNA entrega su aminoacido al ribosoma y se enlaza de forma temporal al codén
correspondiente de la molécula de mRNA. Una vez que se ha unido el tRNA, éste libera su
aminoacido y une a los deméas aminoacidos adyacentes para formar un polipéptido (traduccidn). Este
proceso continla hasta que la proteina se haya sintetizado. Traduccién: promoter (promotor),
genomic DNA (DNA gendémico), exon (exon), primary transcript (transcrito primario), transcription
(transcripcion), mature transcript (transcrito maduro), splicing (empalme), protein synthesis (sintesis
de proteinas). Fuente: Gene Expression. National Center for Biotechnology Information (NCBI)
[Internet], 2020.

1.3.2 Regulacién de la expresion génica

Los genes poseen dos estados (activos o inactivos) que dependen de si la

informacion esté siendo leida o no; por ello, el producto de la transcripcion de
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algunos genes puede ser traducido hasta que la secuencia de la proteina esté
completa. Ademas, se sabe gque algunos genes se expresan de manera continua,
mientras que la expresion de otros se encuentra regulada de forma espacio-
temporal (Ramirez-Clavijo & Montoya-Ortiz, 2013). Distintos pasos en el proceso de
la expresion génica pueden ser regulados; durante la transcripcion, las
modificaciones postranscripcionales (p. ej. splicing del RNA, capping Yy
poliadenilacion), la traduccion y las modificaciones postraduccionales (p. €j. splicing,
plegamiento y procesamiento de proteinas, la adicion de grupos funcionales como
la fosforilacién, acilacion, metilacion, etc.) (Chuan-Chen & Jau Chen, 2019). La
regulacion génica, en general, contempla los eventos asociados con el RNA y las
moléculas proteicas, los mecanismos epigenéticos y las vias de sefalizacion.
Pueden actuar en diferentes estadios durante la transcripcion o durante la
traduccion, dependiendo de como sea analizado el proceso (Ramirez-Clavijo &
Montoya-Ortiz, 2013).

1.3.3 Polimorfismos de un solo nucléotido en la regulacién génica

Un polimorfismo de un solo nucleétido (por sus siglas en inglés single
nucleotide polymorphism o SNP) consiste en una variacion que afecta a una sola
base (A, T, C, G) en una secuencia del DNA. Las mutaciones pueden alterar todos
los pasos de la expresion génica, dependiendo de su localizacibn gendmica.
Cuando se presentan entre elementos transcripcionales regulatorios pueden afectar
la expresién del Mrna o si se presentan en la secuencia codificante, pueden
conllevar al cambio de un aminoacido y, por lo tanto, a una alteracion en la actividad
de las proteinas (Robert & Pelletier, 2018). Las enfermedades comunes como la
obesidad, la DMT2 y el sindrome metabdlico, entre otras, poseen un origen
multifactorial en el los SNP juegan un papel importante en del desarrollo de estas

patologias (Ramirez-Bello, Vargas-Alarcon, & Tovilla-Zarate, 2013).
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1.3.4 Epigenética

La epigenética estudia los mecanismos que regulan la expresion de los genes
sin modificacion en la secuencia de DNA y establece la relacion entre los factores
genéticos y ambientales que determinan un fenotipo. Los mecanismos que
intervienen en la regulacion epigenética, como la metilacion del DNA, las
modificaciones postraduccionales de las histonas y la remodelacion de la cromatina
dependiente de ATP, influyen en el potencial de expresion genética del DNA al
modificar la accesibilidad que tiene la maquinaria transcripcional a este. (Bartova,
Krejci, & Harnicarova, 2008) Asi, un mecanismo epigenético puede ser entendido
como2bistemaa complejo para utilizar selectivamente la informacion genética,

activando y desactivando diversos genes funcionales. (Nakao, 2001)

1.3.5 Metilacion del DNA

La modificacion epigenética mas estudiada es la metilacion de las islas de
citosina- fosfatidil- guanina (CpG). La metilacion de DNA es una marca epigenética
hereditaria que implica la transferencia covalente de un grupo metilo a la posicién
C-5 del anillo de citosina por las DNA metiltransferasas (DNMT) (Figura 5). En las
plantas, las citosinas estdn metiladas en contextos simétricos (CG o CHG) o
asimétricos (CHH, donde H es A, T o C). En los mamiferos, la metilacién del DNA
ocurre en las citosinas en cualquier contexto del genoma. Sin embargo, mas del
98% de la metilacion del DNA ocurre en dinucleédtidos CpG en células somaticas,
mientras que hasta una cuarta parte de toda la metilacién aparece en un contexto
sin CpG en células madre embrionarias (Jin, Li, & Roberston, 2011). La metilacion
del DNA se presenta en los dinuclétidos CpG localizados en los promotores con el
objetivo impedir su reconocimiento por factores de transcripcion e inhibir el proceso

de transcripcion (Ramirez-Clavijo & Montoya-Ortiz, 2013).

La mayor parte de la metilacion del DNA es esencial para el desarrollo normal

y desempefa un papel de suma importancia en una serie de procesos clave que
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incluyen la impronta gendémica, la inactivacion del cromosoma X y la supresion de
la transcripcion y transposicion de elementos repetitivos y, cuando se desregula,

contribuye a enfermedades como el cancer. (Jin, Li, & Roberston, 2011)

Figura 5
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Figura 5. La secuencia objetivo principal para la metilacion del DNA en mamiferos son los
dinucleétidos 5’-CpG-3 ‘. En la célula normal, las islas CpG asociadas a promotores se encuentran
predominantemente no metiladas (gris) mientras que los sitios CpG dentro de los cuerpos genéticos
son escasos Yy generalmente metilados (rojo). El panel de la derecha expande la estructura molecular
del DNA en un sitio individual de CpG y muestra metilacién con una molécula de CHz en el carbono
5 de la citosina. Traduccién: promoter-associated CpG island (isla CpG asociada al promotor),
transcriptional start site (sitio de inicio transcripcional), methylated CpG site (sitio CpG metilado)
unmethylated CpG site (sitio CpG sin metilar), normal gene (gen normal), adenine (adenina), thymine
(timina), cytosyne (citosina), guanine (guanina). Fuente: Patterson, K, Molloy, L, Wenjia, Q, et al.

(2011). DNA Methylation: Bisulphite Modification and Analysis. Journal of Visualized Expermients.
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1.3.6 Modificaciones epigenéticas durante el embarazo

La epigenética es el mecanismo méas probable por el cual el ambiente
intrauterino afecta la salud y la enfermedad de la descendencia (Lehnen, Zechner,
& Haaf, 2013). Un medio intrauterino adverso afecta el desarrollo del feto
modificando la expresién en ambas células pluripotenciales y células terminalmente
diferenciadas, asociado con la regulacion negativa inducida epigenéticamente de
genes clave que controlan el desarrollo, diferenciacion y funcién de las células 3

(Fernandez-Morera, Rodriguez-Rodero, Menéndez-Torre, et al. 2010)

El establecimiento del epigenoma y las modificaciones epigenéticas durante
el desarrollo fetal estan influenciados por factores ambientales como la dieta,
especialmente durante las etapas prenatal y postnatal temprana debido a la ingesta
de alimentos ricos en donadores de grupos metilo. La herencia epigenética inducida
por la dieta es un fenébmeno que ha sido estudiado previamente y se ha reportado
que dietas con ingesta anormal de metionina pueden generar cambios epigenéticos
que se transmiten a la siguiente generacion. Diferentes componentes de la dieta
proporcionan grupos metilo, por ejemplo, el folato, necesarios para la sintesis de S-
adenosilmetionina, donador de los grupos metilo, necesarios para la metilacién del
DNA. Por tanto, es posible que factores ambientales que alteran dicha sintesis
puedan alterar los patrones de metilacién del genoma, influenciar el fenotipo en la

edad adulta y el impacto en la salud (Zhang, 2018)

Es claro entonces que la identificacion de los factores medioambientales que
alteran el desarrollo embrionario permitird la implantacibn de estrategias de
prevencion primaria para evitar su efecto. Entre los factores medioambientales, los
nutricionales parecen ser los mas importantes en cuanto a modificaciones
epigenéticas y las estrategias de intervencion en este campo serian econdémicas,
seguras Yy faciles de implementar, lo que las hace llamativas para realizar una
prevencion primaria de defectos congénitos y enfermedades tanto hereditarias

como esporadicas (Martinez-Frias, 2010).
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1.3.7 Las células de sangre periférica como modelo de estudio en la expresion
génica

Las fuentes de RNA derivadas de sangre humana tales como las lineas
celulares linfoblastoides humanas (LCL), células de sangre completa y células
mononucleares de sangre periférica (PMBC, por sus siglas en inglés peripheral
blood mononuclear cells) han sido utilizadas ampliamente por su accesibilidad,
practicidad e invasividad minima en el estudio de la expresion génica (Joehanes,
Johnson, Barb, et al. 2012) y, debido a su conexion sistémica con numerosos
tejidos, constituyen una recurso biologico valioso para la identificacion de
biomarcadores y el perfilado de vias de sefializacion. Estos biomarcadores pueden
ser utilizados extensamente en una gran variedad de aplicaciones; tales como el
diagnéstico, el seguimiento de la progresion de la enfermedad hasta la terapéutica,
el desarrollo de farmacos y la evaluacion de la respuesta del paciente al tratamiento

médico (Donohue, Gautam, Miller, et al. 2019).

1.3.8 Factores genéticos de riesgo en la diabetes gestacional

La DMG, en la mayoria de los casos, expresa las mismas caracteristicas
clinicas que la DMT2, incluida la insuficiencia de secrecion de insulina en relacién
con el aumento de la resistencia a la insulina y es ampliamente reconocido que la
mayoria de las mujeres con DMG desarrolla DMT2 posparto. La DMG se ha
asociado con una serie de factores genéticos que han demostrado que confieren
riesgo para desarrollar DMT2. (Papadopoulou, Lynch, Shaat, & et al., 2011). La
mayoria de los loci polimorficos de estos genes parecen afectar la funcion de las

células B pancreaticas (Rosik, Szostak, Machaj, et al. 2019) (Tabla 2).
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Tabla 2

Polimorfismos genéticos predisponentes a DMG

Gen Polimorfismo Cromosoma Alelo afectado Odd Ratio
TCF7L2 rs34872471 10 1.14 (1.06-1.24)
rs7903146 10 T 1.15 (1.06-1.24)
GCK rs1799884 7 T 1.29 (1.17-1.42)
GCKR rs780094 2 T 0.76 (0.66-0.87)
HNF4A rs4812829 20 A 1.28 (1.07-1.44)
KCNJ11 rs5219 11 T 1.15 (1.06-1.26)
CDKAL1 rs7754840 6 T 1.40 (1.13-1.72)
rs7756992 6 G 1.38 (1.26-1.52)
SLC30A8 rs13266634 T 0.74 (0.65-0.83)
PPARG rs1801282 3 G 0.72 (0.56-0.93)

FTO rs9939609 16 A

rs8050136 16 A 1.12 (0.90-1.40)
IRS1 rs1801278 2 T 1.42 (1.15-1.75)
MTNR1B rs10830963 11 G 1.24 (1.14-1.35)
MTNR1B rs1387153 11 T 1.26 (1.12-1.43)

Tabla 2. Polimorfismos genéticos predisponentes a DMG. En los ultimos afios, los loci en los
genes responsables de la secrecion de insulina, la resistencia a la insulina y el metabolismo de la
glucosa se han asociado con el riesgo de padecer DMG. Se muestran los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs) de cada gen, el cromosoma, el alelo afectado y la razén de posibilidades (odd
ratio). Fuente: Rosik, A, Szostak, B, Machaj, F, et al. (2019). The role of genetics and epigenetics in

the pathogenesis of gestational diabetes mellitus. Annals of Human Genetics.

Algunos de los genes asociados a la DMG y su papel en el metabolismo de la

glucosa se describen a continuacion:

TCF7L2: El gen TCF7L2 se encuentra en el cromosoma 10g25.2 — g25.3,
contiene 20 exones y tiene herencia autosomica dominante. TCF7L2, también
conocido como TCF-4, es un factor de transcripcion expresado en tejido adiposo,
higado y en células de los islotes pancreaticos (Weedon, 2007). Segun los estudios

de Papadopoulou, et al. (2011), los polimorfismos de un so6lo nucleétido (SNPs)
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rs7903146 (C es alelo sin riesgo y T es alelo de riesgo), rs12255372 (G es alelo sin
riesgo y T es alelo de riesgo), y rs7901695 (T es alelo sin riesgo y C es alelo de
riesgo) se asocian con DMG, cuyos alelos son los mismos asociados con un alto
riesgo para desarrollar DMT2 en una poblacion de madres nacidas en Suecia.
(Papadopoulou, Lynch, Shaat, et al. 2011). Los portadores de los alelos de riesgo
presentan un aumento en la expresion de TFC7L2, lo que conlleva a una alteracion
en la conversion de proinsulina a insulina, disminuyendo los niveles de secrecion de

insulina en sangre (Zhou, Park, Su, et al. 2014).

GCK: Se encuentra en el cromosoma 7pl3, contiene 15 exones y tiene
herencia autosémica dominante. La glucocinasa (GCK) es la enzima responsable
de regular la captacion y almacenamiento de glucosa. El receptor GCK (GCKR)
juega un papel importante en el metabolismo de la glucosa y los lipidos. GCKR
modula la glucocinasa, que cataliza la fosforilacion hepatica de glucosa, que
conduce a la sintesis de glucégeno y triglicéridos; en pancreas, esta enzima
participa en la secrecion de insulina mediada por glucosa. Los polimorfismos en
GCKR estan asociados con el aumento de los niveles de glucosa vy triglicéridos en
ayunas (Tarnowski, Malinowski, Pawlak, et al. 2017). Se ha reportado que los
polimorfismos GCKR rs780094 y GCK rs1799884 estan asociados con dislipidemia
y DMT2 (Wieczorek, Safranow, Tarnowsk, et al. 2018). El estudio de Wieczorek et
al. en 2018 sobre la relacion de estos polimorfismos con la DMG revela que no
existe un efecto significativo en los parametros clinicos evaluados en mujeres
gestantes, sin embargo, sugieren una posible asociacion con el aumento de masa

corporal (Wieczorek, et al. 2018).

SCL30AS8: Se ubica en el cromosoma 8g24.11 y contiene 13 exones. La
proteina codificada por este gen (ZNT8 o transportador de zinc 8) es un
transportador de salida de zinc involucrado en la acumulacion de zinc en las
vesiculas intracelulares. Este gen se expresa a un alto nivel solo en el pancreas,
particularmente en los islotes de Langerhans. La proteina codificada se co-localiza
con insulina en los granulos de la via secretora de las células INS-1 secretoras de

insulina. Existen variantes alélicas de este gen que confieren susceptibilidad a la
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diabetes mellitus, no dependiente de insulina (NIDDM). Se han encontrado varias
variantes de transcripcidon que codifican diferentes isoformas para este gen.
(Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for
Biotechnology Information, 2020). En el estudio de Dereke, et al. (2016), se encontrd
que el alelo C R325W estaba asociado con un mayor riesgo de desarrollar DMG,
mientras que el alelo T R325W se asocié con una disminucion de riesgo (Dereke,

Palmquvist, Nilsson, et al. 2016).

IRS1: Esta localizado en el cromosoma 2q36.3 y contiene 3 exones. IRS1
actia como una proteina de acoplamiento entre el receptor de insulina y multiples
proteinas que contienen homologia Src-2- (SH2-) en la cascada de sefializacién de
insulina, que desempefia un papel clave en la modulacion de la respuesta de los
tejidos a esta hormona. Hasta la fecha se han identificado varias variantes genéticas
en el IRS1 humano, que estaban asociadas con la resistencia a la insulina y la
susceptibilidad a la diabetes, particularmente la variante Gly (972) Arg (rs1801278).
Ademas, se ha encontrado que las variantes Pro512Ala y Gly972Arg IRS1 se
asociaron con antecedentes familiares y edad temprana de diabetes. Estudios
previos informaron que las variantes genéticas (rs2943641; rs2943650) en IRS1 se
asociaron con resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia 'y DMT2. (Juyi,
Shan, Xiufang, et al. 2020)

FTO: Se localiza en el cromosoma 16q12.2 y contiene 16 exones. Este gen es
una proteina nuclear de la superfamilia de oxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato
de hierro no-hemo y relacionada con AlkB, pero se desconoce la funcién fisiologica
exacta de este gen. Los estudios en ratones y humanos indican un papel en los
sistemas nervioso y cardiovascular y una fuerte asociacion con el indice de masa
corporal, el riesgo de obesidad y la DMT2. (Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US), National Center for Biotechnology Information, 2020). Un estudio
reciente identificd rs1421085 como una variante causal de obesidad, que influye en
la expresion de IRX3 y IRX5 en preadipocitos, cambiando la funcién de los
adipocitos humanos para la utilizacion de combustible mediante termogénesis

mejorada para funcionar como sustrato de almacenamiento. (Saucedo, Valencia,
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Guiterrez, et al. 2017). Los resultados del estudio de Saucedo, et al. (2017)
demostraron niveles mas altos de TNF-a y niveles mas bajos de adiponectina
asociadas con FTO rs8050136 y el alelo de riesgo A rs9939609 en el grupo de
mujeres diagnosticadas con GDM con respecto al grupo control (Saucedo, et al.
2017).

Dentro de los genes asociados con la DMG y la DMT2 se encuentra el gen
SLC16A11, miembro de la superfamilia de transportadores de solutos (SLC, por sus
siglas en inglés, solute carrier), el cual ha sido objeto de estudio recientemente
debido a su participacion en el metabolismo de los acidos grasos y su implicacion

en la resistencia a la insulina.

1.4 El gen SLC16A11

SLC16A11 se localiza en el cromosoma 17p13.1 y contiene 5 exones. Es
miembro de la familia SLC16 (o transportador de monocarboxilatos, MCT), un grupo
de 14 transportadores de solutos que esta definido por dos secuencias altamente
conservadas. Los miembros de la familia SLC16 median el transporte de distintos
sustratos, utilizando 2 mecanismos diferentes. La primera clase de SLC16
(categoria I) contiene a los miembros SLC16A1, SLC16A3, SLC16A7 y SC16A8, los
cuales se ha demostrado su interaccion con las proteinas chaperonas basignina
(BSG) y embigina (EMB), importantes en la localizacion de estos transportadores
en la membrana plasmatica. Transportan acidos monocarboxilicos simples, tales
como lactato, piruvato y cuerpos cetonicos, a través de un mecanismo de
acoplamiento a protones (H*). En contraste, la segunda clase de SLC16 (categoria
II) que incluyen a SLC16A2 y SLC16A10, transportan monocarboxilatos hidréfobos
largos, tales como triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) y aminoacidos aromaticos, a
traves de difusion facilitada. A diferencia de los miembros de la categoria |,
SLC16A2 y SLC16A10 no interactuan con BSG o EMB (Rusu, Hoch, Mercader, et
al. 2017) (Tabla 3).
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Tabla 3

Categorizaciéon de los miembros de la familia SLC16

Categoria Miembros Sustratos primarios Mecanismo Proteinas
auxiliares
I SLCA1, SLC16A3, SLC16A7 Piruvato, lactato, cuerpos ceténicos = Acoplado a H* BSG, EMB
SLC16A8 Lactato
Il SLC16A2 T3, T4 Difusion Sin interaccion
SLC16A10 Aminoécidos aromaticos facilitada
SLC16A6 B-hydroxibutirato -
categorizar SLC16A9 Carnitina No acoplado a

H*
SLC16A4, SLC16A5 -
SLC16A11, SLC16A12
SLC16A13, SLC16A14
Tabla 3. Categorizaciéon de los miembros de la familia SLC16. Se muestran los miembros de la
familia SLC16 con sustratos de transporte, mecanismo y proteinas auxiliares. SLC16A11 (negrita)
es un miembro de la familia sin categorizar. Fuente: Rusu, V, Hoch, J, Mercader, JM, et al. (2017).

Type 2 Diabetes variants disrupt function of SLC16A11 through two distinct mechanisms. Cell.

Los analisis bioinformaticos y los ensayos de transporte de sustratos en el
estudio de Rusu, et al. (2017) establecen que SLC16A11 es un transportador de
monocarboxilatos acoplado a protones (H*), perteneciente a la categoria | (Rusu, et
al. 2017).

1.4.1 SLC16A11 como factor genético de riesgo para la diabetes

En 2014, el Consorcio de Genética de Diabetes Tipo 2 de la Iniciativa Slim en
Medicina Gendmica para las Américas (SIGMA) identific6 una asociacion
significativa en todo el genoma de un haplotipo en el cromosoma 17p13.1 con un

mayor riesgo de desarrollar DMT2. Este haplotipo de riesgo es altamente prevalente
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en poblaciones con antecedentes de nativos americanos (por ejemplo, mestizos
mexicanos), en quienes las variantes de riesgo estan presentes en mas del 25% de
esta poblacion y con una frecuencia del 10% en Asia, mientras que en muestras
europeas y africanas es raro encontrar el haplotipo de riesgo. EIl conjunto del
haplotipo asociado incluye cuatro variantes sin sentido y una variante silenciosa en
SLC16A11 (V113l, L187L, D127G, G340S y P443T) (Valdes, Bello-Chavolla,
Martagon, et al. 2019) (Figura 6) con los polimorfismos rs117767867 (G337A),
rs13342692 (A380G), rs13342232 (T561C), rs75418188 (G1018A) y rs75493593
(C1327A), denominado haplotipo “5 SNP”, asociado con un mayor riesgo de DMT2
en la poblacién mexicana (Kimura, Kobayashi, Asari, et al. 2018), asi como varias

variantes no codificantes en regiones reguladoras cercanas al gen SLC16A11.

Figura 6
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Figura 6. Haplotipos de SLC16Al1l1 y sus frecuencias en distintas poblaciones.
Representaciones gréficas de los haplotipos SLC16A11 construidos a partir de los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) silentes (amarillo) y cuatro sin sentido (rojo), asociados con DMT2, con
frecuencias de haplotipos derivadas del Proyecto 1000 Genomas y muestras SIGMA. AFR, africano
(n=5185); ASN, asiético oriental (n= 5286); EUR, europeo (h= 5379); MXL, muestras de mexicanos
de Los Angeles (n= 566). Odds ratio 1.28 (1.19- 1.37), P= 1.1x1012. Traduccion: SLC16A11
haplotypes (haplotipos de SLC16A11), haplotype frequencies (frecuencias de haplotipos), missense
(sin sentido), silent (silente), reference (referencia), genomes (genomas). Fuente: SIGMA Type 2
Diabetes Consortium (2014). Sequence variants in SLC16A11 are a common risk factor for type 2
diabetes in Mexico. Nature.

Los individuos portadores del haplotipo de riesgo desarrollan DMT2 2.1 afios
antes (P= 3.1 x 10?%) y con un IMC inferior de 0.9 kg m? (P= 5.2 x 10%%) que los no
portadores. (SIGMA Type 2 Diabetes Consortium, 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Los casos con el haplotipo de riesgo desarrollan DMT2 mas jévenes audn sin
obesidad. a) Distribucion de la edad de inicio en los casos de la DMT2 segun el genotipo en
rs13342232, agrupados cada 5 afios sin limites superiores indicados. (portadores n= 1,126; no
portadores n= 594) b) Distribucién del IMC en casos de diabetes tipo 2 para portadores y no
portadores de rs13342232, agrupados cada 2.5 kg m2 con limites superiores indicados (portadores
n= 2,161; no portadores n= 1,647). Valores P de la prueba t de dos muestras entre portadores de
haplotipos de riesgo de diabetes tipo 2 y no portadores de DMT2. Traduccion: carriers (portadores),
non carriers (no portadores), density (densidad), age of onset (years) (edad de inicio en afios), body
mass index (indice de masa corporal). Fuente: SIGMA Type 2 Diabetes Consortium (2014).
Sequence variants in SLC16A11 are a common risk factor for type 2 diabetes in Mexico. Nature.

Sin embargo, en el estudio de Huerta-Chagoya, Vazquez-Cardenas, Moreno-
Macias, et al. (2015) no se encontrd asociacion para el haplotipo SLC16A11 con la
DMG, que recientemente se identific6 como un contribuyente importante para el
riesgo de DMT2 en la poblacion mexicana. A pesar de que la frecuencia de las
variantes de riesgo SLC16A11 en los casos de DMG fue similar a la de los casos
SIGMA T2 sélo para mujeres (P> 0.1), no se encontr6 diferencia estadistica para
las variantes de riesgo SLC16A11 entre los casos de DMG y los controles (P> 0.1)
(Huerta-Chagoya, Vazquez-Cardenas, Moreno-Macias, et al. 2015) (Tabla 4).
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Tabla 4

Frecuencias alélicas de las variantes genéticas asociadas con el riesgo de DMG y rasgos
metabdlicos relacionados en mujeres mexicanas, asi como los loci SLC16A11

DMG (N=342/408) SIGMA DMT2 (N=4366/3848)
Gen SNP Al Casos @ Controles Valor Casos @ Controles = Valor P
SLC16A11 rs13342232 G 0.367 0.365 0.4|3866 0.351 0.283 6.91>;10‘
rs13342692 C 0.365 0.367 0.5345 0.350 0.283 1.31)210‘
rs11776786 T 0.353 0.355 0.6461  0.328 0.263 6.22>;1O'

rs754718188 T 0.354 0.359 0.5565 @ 0.330 0.264 4.41>;10‘

rs75493593 T 0.356 0.357 0.7619  0.330 0.264 3.1;;10‘

Tabla 4. Frecuencias alélicas de las variantes genéticas asociadas con el riesgo de DMG y
rasgos metabdlicos relacionados en mujeres mexicanas, asi como los loci SLC16A11. A1,
frecuencia reportada del alelo. Valor P de los casos exactos de chi o prueba de Fisher versus
comparacion de frecuencias de alelos de controles. N es el tamafio de la muestra de controles /casos
utilizados en los andlisis. Fuente: Huerta-Chagoya, A, Vazquez-Cardenas, P, Moreno-Macias, H, et
al. (2015). Genetic Determinants for Gestational Diabetes mellitus and Related Metabolic Traits in
Mexican Women. PLOS One.

SLC16A11 se expresa mayormente en tiroides, higado y glandula salival. Las
variantes asociadas a la DMT2 conducen a una menor expresion de SLC16A11 en
el higado y también interrumpen la interaccion entre SLC16Al11 y la BSG. Juntos,
estos efectos variantes dan como resultado una menor cantidad de SLC16A11 en

la membrana celular, reduciendo asi su funcién (Valdes, et al. 2019).

De acuerdo con los estudios de Valdes, et al. (2019), la supresion de
SLC16A11 en hepatocitos humanos primarios altera el metabolismo de los &cidos
grasos Y los lipidos, lo que conlleva un aumento en los niveles intracelulares de
acilcarnitina, diacilglicerol y triacilglicerol. Estos cambios metabdlicos también se
observan en modelos experimentales de lipotoxicidad y resistencia a la insulina y
como parte de la fisiopatologia de la DMT2 (Valdes, et al., 2019) (SIGMA Type 2
Diabetes Consortium, 2014).

36



Evaluacion de la expresion del gen SLC16A11 en madres diagnosticadas con diabetes mellitus gestacional y en sus recién
nacidos

1.5 Fundamentos de las técnicas en el laboratorio de biologia
molecular

1.5.1 Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

El método de un solo paso para el aislamiento de RNA descrito por Piotr
Chomczynski y Niccoletta Sacci en 1986 se utiliza fundamentalmente para purificar
el RNA total, aunque también se pueden purificar el DNA y las proteinas a partir de
células y tejidos de origen animal y vegetal, o de bacterias y levaduras
(Chomczynski & Sacci, 1987). EI RNA se purifica en tres pasos: un paso de lisis
celular y homogenizacion con la solucion caotrépica de tiocianato de guanidina
(solucién de Chomczynski) con Fenol; adicion de Cloroformo, el cual produce la
formacién de dos fases, una acuosa, que contiene el RNA, y una organica, que
contiene el DNA y las proteinas; y un ultimo paso de precipitacion con alcohol iso-
propilico. El DNA y las proteinas se pueden purificar, después de formadas las dos
fases, por precipitacién secuencial, primero del DNA con alcohol etilico a partir de
la interfase; y luego de las proteinas con alcohol iso-propilico, a partir de la fase
organica (Winkler LTDA, 2017). La simplicidad y rapidez del método permiten el
procesamiento simultaneo de gran nimero de muestras, y la pureza del RNA y DNA

obtenido permite su uso posterior en cualquier aplicacion en biologia molecular.

Un pH 6ptimo juega un papel critico en el proceso de separacion del DNA,
ya que éste se encuentra disuelto en la fase organica bajo condiciones acidas (pH
1-6) o en la fase acuosa a pH neutro (pH 7). El principal inconveniente de este
método es que el fenol y el cloroformo son productos quimicos peligrosos (Ali,
Pontello, & Tavares, 2017).

1.5.2 Reaccién en cadena de la polimerasa punto final (PCR convencional)

La PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction o Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, es una técnica de biologia molecular basada en una

reaccion enzimatica in vitro de la DNA polimerasa sintetizada por la bacteria
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Thermus aquaticus (Taq polimerasa), que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de DNA gendmico durante varios ciclos repetidos, en los que

la secuencia diana es copiada fielmente (Tamay de Dios & Ibarra, 2013).

Generalmente, la PCR punto final inicia con la desnaturalizacion o separacion
de la doble hélice del DNA mediante el calentamiento de la muestra a una
temperatura entre 94 y 96 °C para romper los puentes de hidrogeno que las unian,
de esta manera cada cadena queda como molde para la sintesis de una nueva
cadena complementaria de DNA. Una vez separadas las cadenas del DNA, se
alinean los iniciadores a sitios especificos complementarios de las cadenas
sencillas de la region que se va a amplificar, para que esto suceda se baja la
temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite la unién (alineamiento) de los
iniciadores. Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5’ a 3’ para lo
cual se incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C, porque es la temperatura
Optima a la cual la DNA polimerasa se une a los iniciadores y comienza la
replicacion. Estas tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extension
del DNA, se repiten sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica
simultdneamente la region de interés de las dos cadenas complementarias. Los
productos generados aumentan su concentracion de manera exponencial porque
cada nueva copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes, dando origen a
millones de copias del fragmento seleccionado (Instituto Nacional de Ecologia y
Cambio Climético, 2018). El producto de la PCR punto final es posteriormente
visualizado en un gel de agarosa y proporciona evidencia cualitativa de la presencia
de esa secuencia de DNA en la muestra.

1.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR)

Se utiliza para la deteccion y amplificacion de RNA. Permite estudiar la
expresion de determinados genes (su traduccion a proteinas). En primer lugar, se
extrae el RNA total de las células en estudio y se separa la fraccion correspondiente

al RNA mensajero (mRNA). Tras purificarlo, el mMRNA se transcribe a DNA mediante
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una enzima transcriptasa inversa: por cada molécula de mRNA se sintetiza una
molécula de DNA complementario (cDNA) monocatenario, que posteriormente sufre
la conversion a una molécula bicatenaria utilizando una DNA polimerasa (la rTth
DNA polimerasa de Thermus thermophilus es un enzima recombinante y
termoestable que actla como transcriptasa inversa, como DNA polimerasa y
también posee una funcion RNasa H, que degrada la porcion de RNA del hibrido).
A partir de aqui se aplica la técnica de PCR lo que permite una deteccion de la
expresion de mRNa mucho mas sensible que con Northern blot o con hibridacion in
situ. (Garcia-Rojo & Morillo-Castro, 1999)

1.5.4 Electroforesis en gel de agarosa

Se denomina electroforesis a la técnica mediante la cual se separan las
biomoléculas en disolucién cuando se ven sometidas a un campo eléctrico. Se trata
de una técnica fundamentalmente analitica, aunque también se puede realizar con

fines preparativos (Herraez, 2012).

El principio de la electroforesis consiste en la migracion proporcional de las
moléculas a través de un gel u otro tipo de matriz porosa, segun su peso molecular
o tamafio; movimiento generado por el campo eléctrico. La mayoria de las
biomoléculas poseen una carga eléctrica cuya magnitud depende del pH del medio
en el que se encuentran; como consecuencia, pueden desplazarse cuando se
someten a un campo eléctrico hacia el polo de carga opuesta al de la molécula. A
diferencia de las proteinas, que pueden tener una carga positiva 0 negativa, los
acidos nucleicos solo poseen carga negativa, debido a su esqueleto de fosfatos.
Por lo tanto, en una electroforesis, los acidos nucleicos migraran hacia el polo
positivo, es decir, el &nodo. En el caso de las proteinas, que suelen ser de carga
neutra, se realiza pretratamiento con detergentes, como el dodecilsulfato de sodio
(SDS), que les confiere carga negativa; con ello se homogeneizan las proteinas de
la muestra y todas migraran hacia el polo positivo; sélo se separaran por tamafio
(L6pez de la Mora & Sandoval, 2016).
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Se suelen emplear geles de agarosa (concentracion entre 0,3% y 2%), mas
porosos que los de poliacrilamida. Las caracteristicas mecanicas de estos geles
hacen aconsejable la realizacién de la electroforesis en horizontal, habitualmente
“submarina”. Las muestras se aplican en pocillos practicados dentro del gel. La
movilidad en electroforesis depende exclusivamente de la longitud de la molécula
(medida habitualmente como numero de pares de bases, pb): la electroforesis
separa los fragmentos de DNA de acuerdo con su longitud en pb. De forma similar
al caso de proteinas en SDS-PAGE, se suelen aplicar patrones en uno de los
pocillos para hacer una curva de calibrado de tamafos. El avance del frente de
electroforesis se observa gracias a colorantes como azul de bromofenol, bromuro
de etidio y xileno cianol, afiadidos a la muestra, para posteriormente detectar la
presencia del DNA a través de un transiluminador UV (Herraez, 2012).

1.5.5 Analisis del estado de metilacién de genes especificos de interés por
conversion con bisulfito de sodio

La conversion de bisulfito, desarrollada por Frommer, McDonald, Millar, et al.,
(1991) contintia siendo el estandar de oro en el analisis de metilacién del DNA al
proporcionar un enfoque cualitativo, cuantitativo y eficiente para identificar las 5-
metilcitosinas con una resolucion de soélo un par de bases. El tratamiento con
bisulfito de sodio convierte las citosinas no metiladas en uracilos que se convierten
en timinas en la posterior amplificacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), mientras que las citosinas metiladas permanecen sin cambios.
Esto da como resultado la conversion de la informacién epigenética generalmente
indetectable en informacion de secuencia detectable a una resolucion de par de
bases. El estado real de metilacién puede determinarse mediante secuenciacion
directa después de la amplificacion por PCR o mediante secuenciacion de
clonacion. En comparacién con otras técnicas, el analisis de metilacion del DNA
basado en bisulfito tiene una mayor precisién cuantitativa, sensibilidad de deteccion,
alta eficiencia y un amplio espectro de analisis de muestras (Leontiou, Hadjidaniel,
Mina, et al. 2015)
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Sin embargo, los protocolos de conversion de DNA clasicos requieren mucho
tiempo, a menudo requieren mas de 16 h para completarse, y requieren multiples
pasos de cambio de tubo que aumentan el riesgo de contaminacion y error humano.
Los protocolos clasicos también corren el riesgo de perder mas del 75% del DNA
inicial durante la purificacion y a través de roturas de cadena sencilla que ocurren

durante los largos pasos de incubacion (Hernandez, Yat Tse, Pang, et al. 2019)

Limitaciones del método: a menudo se requiere una PCR anidada para superar
el problema de la amplificacion inespecifica; el disefio y la amplificacion del cebador
a menudo son probleméticos debido a la complejidad reducida del DNA; y la
amplificacion de fragmentos largos de DNA tratado con bisulfito es dificil (el limite
es de 100 a 300 pb en la mayoria de los casos). (Kurdyukov & Bullock, 2015)

De acuerdo con Reinders y Paszkowski (2010) se requieren tres pasos de
reaccion para convertir la citosina en uracilo (Figura 8). Primero, el DNA
desnaturalizado de cadena sencilla (ssDNA) reacciona con el bisulfito en
condiciones acidas (pH 5.2) produciendo sulfonato de citosina (paso 1), que se
desamina para formar sulfonato de uracilo (paso 2). Es en este paso de reaccion el
grupo metilo de 5-metilcitosina protege la base de la conversion. Después de la
purificacion de DNA para eliminar cualquier bisulfito de sodio residual, el DNA se
trata con un alcali (p. ej., NaOH 3.0 M) para desulfonar el sulfonato de uracilo, lo
gue resulta en la recuperacion de los bases de uracilo (U) convertidas (paso 3).
Posteriormente, se lleva a cabo la amplificacion mediante PCR, donde las moléculas
de uracilo (U) son amplificadas como timinas (T), mientras que las 5Mc son
amplificadas como citosinas (Figura 9). Los productos de PCR resultantes pueden

clonarse y secuenciarse (Reinders & Paszkowski, 2010).
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de la metilacion del DNA

con bisulfito de sodio incluye cuatro etapas principales como se muestra; desnaturalizacion,

conversion con bisulfito, amplificacion por PCR y analisis. En el panel derecho se representan las

modificaciones a la molécula de citosina que ocurren durante la conversion

de bisulfito. Traduccién:

denaturation (desnaturalizacion), bisulphite conversion (conversién con bisulfito), PCR amplification

(amplificacion por PCR), direct sequence (secuencia directa), clone

& sequence (clonar y

secuenciar), sulphonation (sulfonacién), hydrolic deamination (desaminacién hidrolitica), alkali

desulphonation (desulfuracién alcalina). Fuente: Patterson, K, Molloy, L,

Wenjia, Q. et al. (2011).

DNA Methylation: Bisulphite Modification and Analysis. Journal of Visualized Expermients.
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Figura 9. Amplificacion por PCR del DNA convertido con bisulfito. Un dsDNA hipotético se
muestra la plantilla (arriba), con el estado de metilacion indicado por la citosina o 5-metilcitosina.
Inmediatamente después de la conversion, las dos cadenas ya no se complementan entre si debido
a conversiones de citosina que crean una discordancia U — G. Se proporcionan los origenes de las
secuencias especificas de la cadena, asi como la orientacién de plantilla introducida después de la
amplificacién por PCR (centro). Dentro las alineaciones (abajo), los estados de metilacién se infieren
al detectar transiciones de C a T (donde Y = C o T), asi como las transiciones de G a A (donde R =
G o A) como resultado de la amplificacion por PCR. Debido a esta complejidad, el analisis de
secuenciacion de bisulfito generalmente compara las lecturas de secuenciacion con cada cadena
original por separado. +: Cadena inicial; -: Cadena amplificada; as: Antisentido; ref: Referencia; s:
Sentido. bis. Traduccién: sense strand (cadena sentido), antisense strand (cadena antisentido),
bisulfite conversion (conversion con bisulfito), PCR amplification (amplificacion por PCR), alignments
(alineaciones), consensus (secuencia de consenso). Fuente: Reinders, J, Paszkowski, J. (2010).
Bisulfite methylation profiling of large genomes. Epigenomics.

1.5.6 Kits comerciales de conversion con bisulfito de sodio

Los kits de conversion con bisulfito disponibles comercialmente mejoran la
recuperacion del DNA convertido mediante el uso de una incubacion mas corta,
pasos y procedimientos alternativos de purificacion. Estos kits también facilitan la

implementacion eficiente de la reaccion de conversion, mejorando asi los resultados
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posteriores con técnicas basadas en PCR. Existen muchas consideraciones para

seleccionar un kit, que incluye costo, rendimiento, eficiencia y tiempo. (Hernandez,
Yat Tse, Pang, et al. 2019) (Tabla 5)

Proveedor

Zymo DNA
Methylaion Gold
Kit (D5005 &
D5006)

Qiagen EpiTect
Bisufite Kit
(59104)

Zymo
DNA
Methylation
Direct Kit
(D5020 &
D5021)
Zymo
EZ DNA
Methylation-
Lightning
Kit (D5030 &
D5031)
Epigentek
BisulFlash DNA
Modification Kit
(P-1026-050)

Epigentek ¥
Methylamp
DNA Isolation &
Modification Kit
(P-1002-40)

Cantidad de
DNA requerido

500 pg- 2ug

(6ptimo 200-
500 ng)

1ng-2ug

50 pg- 2 pg
(6ptimo 200 -
500ng)

100 pg - 2 pg
(6ptimo 200 -
500ng)

0.2ng-1

Mg (6ptimo
200-500 ng)

1 ng-1 pg.
(6ptimol
50-200 ng)

Cantidad de
DNA obtenido

@)

210 ml
>99%
>75%

20 ml
>99%
NA

10 ml
>99.5%
>80%

10 ml
>99.5%
>80%

>90%
>99.9%

8-18 pL
>99.9%
>90%

Tabla b

Tiempo

)

2,5

Comparacion de algunos kits comerciales para la conversién de bisulfito

Notas
adicionales

El DNA
modificado
puede ser

almacenado a -

20° C hasta por 1

mes

Protocolo para
muestras FFPE

Protocolo para
muestras FFPE

Para
almacenamiento
a largo plazo a
-70°C

Protocolo para
cantidades
pequefias de
DNA 0.2 ng/50
células
Protocolo para
células de
adhesion,
plasma, sueroy
fluidos biolégicos

# de

reacciones/costo

3
50 rxns (2.7)

200 rxn (2.3)

48 rxns (4.4)

50 rxns (3.6)
200 rxns (2.5)

50 rxns (3.6)
200 rxns (2.5)

50 rxns (2.2)

40 rxns (5.0)

Tabla 5. Comparacién de algunos kits comerciales para la conversiéon de bisulfito. (1) Arriba:

volumen de salida; Medio: eficiencia de conversion esperada; Abajo: recuperacion esperada. (2)

Duracion aproximada del proceso de conversion en horas. (3) Namero de reacciones para cada kit

y costos de reaccidn en dolares estadounidenses (entre paréntesis), derivados de la pagina web del

proveedor (conversion de moneda si es necesario) (Anexo). Abreviaturas: rxns: Reacciones. FFPE:
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Embebida en parafina-fijada en formalina. Fuente: Hernandez, H, Yat Tse, M, Pang, S, et al. (2013).

Optimizing methodologies for PCR-based DNA methylation andlisis. Biotechniques.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DMG es uno de los problemas sanitarios con mayor prevalencia en la
poblacidbn mexicana, relacionada con factores de riesgo preponderantes en niveles
socioeconémicos bajos. La obesidad gestacional, como consecuencia de patrones
dietéticos inadecuados y la falta de actividad fisica, condiciona el desarrollo fetal de
forma critica, alterando la composicién corporal y metabdlica en la homeostasis de
la glucosa e insulina, cuyas consecuencias se expresan durante la infancia y en la
edad adulta. Estudios recientes correlacionan el desarrollo de la DMG no sélo al
estado de obesidad materno, sino también a factores genéticos de riesgo que

juegan un papel importante en la etiologia de la DMT2.

La evidencia actual demuestra que el haplotipo de riesgo “5 SNP” esta
relacionado con la disminucién en la expresion del gen SLC16A11 y su interaccion
con la proteina chaperona BSG, resultando en la alteracién del metabolismo lipidico
como parte de la fisiopatologia de la DMT2, sin embargo, a pesar de las similitudes
etiologicas de la DMG y la DMT2, no existen estudios recientes que correlacionen
el estado de expresion del gen SLC16A11 como un factor genético de riesgo en el
desarrollo de la DMG en madres y en la predisposicion de su descendencia a
padecer DMT2 en la poblacion mexicana. Por lo tanto, en el siguiente trabajo se
plantea la evaluacion de la expresion de SLC16A11 en pacientes diagnosticadas

con DMG, clinicamente sanas y sus recién nacidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la expresion de SLC16A11 en células de sangre periférica de madres
diagnosticadas con diabetes mellitus gestacional y en sangre de cordon umbilical
de sus recién nacidos, para saber si existe una correlacion entre la expresion de
SLC16A1ly la DMG.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar la extraccion y purificacion de DNA y mRNA a partir de muestras de
sangre de recién nacidos obtenidas del cordon umbilical y por puncion
venosa de las madres diagnosticadas con DMG y clinicamente sanas.

e Evaluar la presencia del gen SLC16A11 en el DNA purificado de las muestras
de sangre de los binomios madre/recién nacido (M/RN) utilizando la técnica
de PCR punto final.

e Evaluar el estado de metilacion de las muestras de DNA de los binomios
madre/recién nacido mediante la técnica de conversion con bisulfito y PCR
punto final

e Evaluar los resultados obtenidos de las pruebas de PCR punto final mediante
la técnica de electroforesis en gel de agarosa, comparando la presencia de
fragmentos amplificados del gen SLC16A11 en DNA de los binomios con
tratamiento y sin tratamiento con bisulfito.

e Evaluar la expresion del gen SLC16A11 en cada binomio a nivel de mRNA

mediante la técnica de RT-PCR punto final y electroforesis en gel de agarosa
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4. HIPOTESIS

Existe una subexpresion del gen SLC16A11 en madres diagnosticadas con diabetes

mellitus gestacional, asi como en sus recién nacidos.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron en el estudio pacientes que firmaron el consentimiento
informado, diagnosticadas con DMG, sin antecedentes familiares de diabetes o
alguna otra enfermedad metabdlica y pacientes clinicamente sanas que hayan

tenido un desarrollo adecuado de la gestacion.
5.2 Criterios de exclusién

Se excluyeron del estudio aquellas pacientes con antecedentes familiares de
diabetes y/o enfermedades metabdlicas, pacientes VIH (+) y pacientes que no

firmaron el consentimiento informado.

5.3 Criterios de eliminacion

Se eliminaron del estudio aquellas pacientes que expresaron su decision de
no seguir participando, ademéas de eliminar aquellas muestras sanguineas
identificadas incorrectamente, con un volumen insuficiente, hemolizadas o sin
EDTA.

5.4 Coleccion de muestras

Se trabajo con 30 muestras de sangre de pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusién, tomadas de 14 madres y sus respectivos recién nacidos (16).

Las muestras provenientes de las madres fueron obtenidas mediante puncion
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venosa, anticoaguladas con EDTA (tubo vacutainer color morado) y las muestras
de sangre de los recién nacidos se obtuvieron postparto mediante puncion del
cordon umbilical. Las muestras fueron obtenidas gracias al apoyo del personal
médico del Hospital de Gineco-Obstetricia del Centro Médico Nacional La Raza del
IMSS. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Oncologia Gendmica

del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

5.5 Extraccién y purificacién de acidos nucleicos

Se purificaron acidos nucleicos a partir de leucocitos de células de sangre
periférica (peripheral blood cells o PBC, por sus siglas en inglés) de pacientes
diagnosticadas con DMG, pacientes clinicamente sanas y de las células de sangre
del cordén umbilical de sus recién nacidos, segun lo describe Chomczynski y Sacci
(Chomczynski & Sacci, 1987). Se centrifugo la sangre anticoagulada con EDTA por
15 min. 22400 x g a 4°C, desechando el plasma sin remover la capa leucocitaria.
Posteriormente se afadio buffer de lisis de eritrocitos (RCLB, por sus siglas en
inglés) en frio, se homogeneiz6 por inversion del tubo y se refrigerd por 5 min a -
20°C. Después se agitd por inversion suave y se centrifugd por 2 minutos a 22400
X g a 4° C. Se elimind el sobrenadante por inversion del tubo, sin remover el botén.
Se repitio la adicién de RCLB y la centrifugacién hasta obtener un boton de color
blanco. Después de los lavados, se procedié a realizar la adicién del reactivo
TRIzol™ Reagent de Thermo Fisher Scientific (Cat. No. 15596026), homogenizando
por pipeteo y dejando incubar por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
agrego cloroformo acido y se dejo incubar a temperatura ambiente por 3 min.
Después se centrifugo por 15 min. a 12,000 x g a 4°C y transcurrido este tiempo se
observo la formacion de fases. La fase acuosa (superior) se transfirid a un nuevo

tubo de centrifuga, sin alterar la interfase.
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5.6 Purificacion del DNA

Se agrego etanol absoluto frio al tubo que contenia la fase organica y la
interfase, se homogenizé por inversion y se dejo incubar por 3 min. a temperatura
ambiente. Se centrifug6 por 5 min. a 22400 x g, se elimind el sobrenadante y se
agrego buffer de citratos, dejando en agitacion por 20 min. Posteriormente, se
centrifugo por 15 min. a 22400 x g, se elimino el sobrenadante y se repitio la adicién
del buffer de citratos, la agitacién y la centrifugacion, hasta obtener el aclaramiento
del boton. Después, se agrego etanol al 75% y se dejo en agitacion por 15 min. a 2
X g. Transcurrido este tiempo, se centrifugd por 5 min. a 22400 x g y se recupero el
botdn, eliminando la mayor cantidad de etanol posible del tubo. Se afiadié buffer de
lisis nuclear (BLN) y proteinasa K, homogeneizando en vortex y se dejaron actuar

toda la noche a 56°C.

Al dia siguiente se afiadi6 acetato de amonio y se dej6 actuar por 30 min a -
20°C, después se centrifugb a 43904 x g por 30 min. Se recupero el sobrenadante
y se le agreg6 isopropanol frio, dejando reposar por 12 hrs. a -20°C. Transcurrido
este tiempo, se centrifug6 a 43904 x g por 15 min y posteriormente se recupero el
botdén decantando el sobrenadante. Se agreg6 etanol frio al 70% y se resuspendi6
el botén. Se centrifug6 a 12600 x g por 5 min y se repitieron los lavados dependiendo
del tamafio del botdn. Posteriormente, se decanto6 el sobrenadante, procurando no
despegar el boton y se dejo secar en termoblock a 56°C. Se resuspendio el botén

en agua libre de nucleasas y se almacen6 a -20°C.

5.7 Purificacion del RNA

Se adicion6 etanol al 70% al tubo que contenia la fase acuosa obtenida a
partir del paso de lisis celular con TRIzol™ y cloroformo acido, homogeneizando en
vortex y agitando el tubo por inversion para dispersar cualquier precipitado que se
formase después de afiadir el etanol. Se transfirieron 700 yL de la muestra a una

columna de silice spin cartdrige con tubo colector del kit PureLink RNA® Mini Kit de
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Thermo Fisher Scientific (Cat. No. 12183020) y se centrifug6é a 12,000 x g por 15
segundos a temperatura ambiente. Se elimind el contenido del tubo colector y se
repitio el procedimiento hasta procesar toda la muestra. Los pasos de lavado y
eluciéon para la purificacion del RNA total se llevaron a cabo de acuerdo con el
protocolo descrito en el inserto del kit. EIl RNA obtenido fue resuspendido en agua

libre de RNAsas y conservado a -20°C hasta su procesamiento.

5.8 Conversion con bisulfito

Para evaluar el estado de metilacién del gen SLC16A11, el DNA extraido y
purificado de los binomios madre/recién nacido se cuantificé por espectrofotometria
UV/VIS a 260/280 nm y se sometidé a conversion con bisulfito con el kit EZ-DNA
Methylation-Lightning™ (Cat. No. 5030) de Zymo Research, utilizando 500-700 ng

de DNA de acuerdo con el protocolo descrito en el inserto del Kit.

5.9 Disefio de oligonucledtidos

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas como el Primer-BLAST del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, por sus siglas en inglés) se
llevaron a cabo los disefios de distintos oligonucledtidos especificos para la
secuencia del gen SLC16A11.

5.10 Amplificacién del gen SLC16A11

Los distintos oligonucle6tidos fueron estandarizados utilizando como control
positivo muestras de DNA de una linea celular HELA. Para la amplificacion de la
secuencia del gen SCL16A11 se realizo la técnica de PCR punto final, utilizando
100 ng de DNA purificado anteriormente para el grupo control (sin tratamiento con
bisulfito) y 1 uL del DNA previamente tratado con bisulfito, oligonucleétidos sentido-

antisentido especificos para la secuencia de DNA con y sin tratamiento con bisulfito,
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master mix y agua libre de nucleasas para un volumen total de reaccion de 25 uL
en un tubo para PCR. Como controles negativos se utilizaron tubos con los reactivos
de la PCR (master mix), oligonucleotidos sentido/anti sentido especificos para la
secuencia del DNA tratado y sin tratamiento con bisulfito y agua libre de
endonucleasas, exceptuando la adicién de las muestras de DNA en ambos tubos.
Las condiciones del programa introducidas en el termociclador se indican a

continuacion:

Figura 10
35 ciclos
94°C 94°C 72°C 72°C
. " 58°C 7'
5 30 / 30" \
30" w0

Figura 10. Programa de amplificacién de lasecuencia del gen SLC16A11 utilizado en latécnica
de PCR punto final. Se muestran las condiciones de temperatura (°C), tiempo en minutos ('),
segundos (") de cada fase (desnaturalizacién, hibridacién y elongacion) para cada ciclo del programa
de PCR punto final.

Para el estudio de la expresion del gen SLC16A11 se utilizé el RNA total
purificado y cuantificado previamente de las muestras de sangre de cordén umbilical
de los recién nacidos y de puncion venosa de sus madres, realizando la técnica de
RT-PCR con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription™ de Thermo Fisher
Scientific (Cat. No. 4368814), agregando 1 ug de RNA total, master mix, retro-
transcriptasa y de agua libre de RNAsas para un volumen total de reaccion de 20
ML en un tubo para PCR, manipulando reactivos y muestras en hielo. Las
condiciones del termociclador y el procedimiento se realizaron de acuerdo al

protocolo descrito en el inserto del kit. Una vez obtenido el cDNA por RT-PCR, se
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cuantifico por espectrofotometria UV/VIS a 260/280 nm y se procedi6 a realizar la
técnica de PCR punto final; para ello se utilizaron 100 ng de cDNA, master mix,
oligonucledtidos especificos sentido-antisentido y agua libre de nucleasas para un
volumen de reaccion total de 25 pL. Los controles negativos se prepararon
utilizando master mix, oligonucleétidos especificos sentido-antisentido y agua libre
de nucleasas Las condiciones del programa introducidas en el termociclador fueron

las indicadas en la Figura 11.

Figura 11
35 ciclos
94°C 94°C 72°C 72°C
7' 45" 60°C / 45" 7 \
45" =

Figura 11. Programa de amplificacion de la secuencia de cDNA de SLC16A11 utilizado en la
técnica RT-PCR. Se muestran las condiciones de temperatura (°C), tiempo en minutos ('), segundos
(") de cada fase (desnaturalizacién, hibridacion y elongacion) para cada ciclo del programa de PCR

punto final.

5.11 Electroforesis en gel de agarosa

Para el analisis de los productos del DNA amplificado se utilizaron geles de
agarosa al 2% con buffer TBE, tefildos con bromuro de etidio. Los productos de las
PCR punto final se corrieron en camara de electroforesis con buffer TBE a 100v por
30 minutos, migrando en paralelo a los controles negativos, ubicados en los dltimos
2 carriles de cada gel. El revelado de los geles se llevéd a cabo mediante la

exposicion a la luz UV.
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Tabla 6

Interpretacion de los posibles resultados a obtener de la conversién con bisulfito y de las

pruebas de PCR punto final de los binomios M/RN.

Muestra DNA M/RN  Tratado con bisulfito  Sin tratamiento con Interpretacion
(T) bisulfito (NT)
(+) ) Metilado
) (+) No metilado
Resultados (+) (+) Contaminacién de DNA
) ) DNA degradado o

insuficiente, mal disefio de

oligonucledtidos, etc.
Tabla 6. Interpretaciéon de los posibles resultados a obtener de la conversién con bisulfito y
de las pruebas de PCR punto final de los binomios M/RN. Se muestra la combinacién de
resultados de amplificacién por PCR punto final de los fragmentos de SLC16A11 sin tratamiento con
bisulfito (NT) (grupo control), tratado con bisulfito (T) para cada una de las muestras de DNA de
madres diagnosticadas con DMG, clinicamente sanas y sus recién nacidos (binomio M/RN).
Abreviaturas: M/RN: madre/recién nacido

6. RESULTADOS

Se comprobd la integridad del DNA por espectrofotometria UV/VIS a 260/280
nmy electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, para la evaluacion del estado
de metilacion del gen SLC16A11 se utilizaron muestras de DNA de los binomios
madre/ bebé sin conversién con bisulfito como control positivo de la amplificacion
del fragmento de SLC16A11 mediante la técnica de PCR punto final, obteniéndose
los resultados presentados en la Figura 12. De las 15 muestras de DNA materno
evaluadas, en 14 de ellas se encontrd un patron de resultados negativos (-) para el
DNA tratado con bisulfito (T) al observarse la ausencia de bandas de amplificacion
de un peso molecular aproximado de 400 pb, correspondientes al fragmento de
SLC16A11. Por otro lado, se obtuvieron resultados positivos (+) en las muestras de

DNA sin tratamiento con bisulfito (NT) donde se presentaron bandas de
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amplificacion del peso molecular esperado; por lo cual, los resultados (-) y (+) para
DNA T y NT se interpretaron como un estado no metilado de SLC16A11 en el
93.33% de las muestras evaluadas. La muestra de DNA materno restante presenté
un resultado positivo (+) para el DNA T y negativo (-) para el DNA NT,
interpretdndose como un estado metilado de SLC16Al1ll en el 6.67% de las
muestras analizadas de DNA materno (Figura 12, inciso b). La interpretacion de los

resultados obtenidos se encuentra resumida en la Tabla 6.

Por otro lado, en las 15 muestras de DNA de los recién nacidos se presento
un patron de resultados (-) para DNA T y (+) para DNA NT, por lo cual se encontré
un estado no metilado de SLC16A11 en el 100% de los casos, mientras que del
total de muestras de DNA de los binomios madre/ recién nacido (n= 30) se encontrd

gue solo el 3.33% presentd metilacion de SLC16A11.

Figura 12

a) M RN M RN M RN (-)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

T
SR G te
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Figura 12. Productos de la amplificacién del DNA de los binomios madre/ recién nacido por
PCR de punto final. Las imagenes corresponden a los resultados en gel de electroforesis al 2% con
buffer TBE y tefiido con bromuro de etidio. Flecha naranja: Longitud molecular aproximada del
fragmento amplificado del gen SLC16A11 en pares de bases (bps). a), b), c), d), e), f): DNA materno
(M) tratado (T) y no tratado con bisulfito (NT), DNA de su recién nacido (RN) tratado (T) y no tratado
con hisulfito (NT), recién nacido gemelar (RNG) controles negativos (-) para DNA T y NT. Cuadro
inferior morado: resultados de la prueba de PCR punto final del DNA T y NT con bisulfito, de los
binomios M/RN. La presencia de bandas de una longitud molecular aprox. de 400 pares de bases
(bp) en cada carril se considera como resultado positivo (+), mientras que la ausencia de bandas con
esta longitud molecular se considera como un resultado negativo (-). Abreviaturas: DMG: madre con
diagnéstico de diabetes mellitus gestacional; CS: madre clinicamente sana, M/RN: Madre/Recién

nacido.

Para la evaluacion de la expresion génica de SLC16A11 se comprobo la
integridad del cDNA mediante espectrofotometria UV/VIS a 260/280. Como control
positivo se llevd a cabo la amplificacion mediante PCR punto final de un fragmento
de SLC16A11 (sin tratamiento con bisulfito) y de un fragmento de cDNA del gen
RPS18 como control enddgeno obteniéndose los resultados mostrados en la Figura
13. De las 26 muestras de los binomios M/RN y en los controles positivos se
obtuvieron bandas de amplificacion de cDNA en el 100% de los casos (resultados

positivos.

Figura 13
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Figura 13. Productos de la amplificacion del cDNA de los binomios madre/ recién nacido por
RT-PCR. Las imagenes corresponden a los resultados en gel de electroforesis al 2% con buffer TBE
y teflido con bromuro de etidio. Flecha naranja: Longitud molecular aproximada del fragmento
amplificado del gen SLC16A11 en pares de bases (bps). a), carril 1: marcador de peso molecular.
Carriles 2-11: binomios de cDNA materno y de recién nacido (M/RN) respectivamente. Carril 12:
control negativo. Carril 13: control positivo. b), carril 1. marcador de peso molecular. Carriles 2-11:
binomios M/RN de cDNA. Carril 12: control negativo. c) bandas de amplificacién de un fragmento de
cDNA del gen RPS18 (control endégeno). Grupo DMG: Madres diagnosticadas con DMG y sus

recién nacidos. Grupo CS: Madres clinicamente sanas y sus recién nacidos.

Las variables somatométricas/ control glucémico fueron analizadas con la
prueba t de Student y las variables de los resultados del estado de metilaciéon y
expresion de SLC16A11 fueron analizadas con la prueba exacta de Fisher
considerando valores de p<0.05 como estadisticamente significativos para ambas
pruebas. Todos los valores de p representan pruebas hipotesis de una cola. La
edad promedio de las madres fue de 31.88 + 4.25 afios. No se encontraron
diferencias significativas entre el indice de masa corporal (IMC) de las madres con
diagnéstico de DMG (31.91 + 4.07 kg/m?) y el grupo de madres CS (28.94 + 4.26
kg/m?) p= 0.085, ni entre el control glucémico (HbA1c) del grupo DMG (5.33 + 1.13)
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y el grupo de madres CS (5.00 = 0.87), p= 0.26. Las mediciones somatométricas de
los RN de madres diagnosticadas con DMG (peso: 2.92 + 0.51 kg, talla: 47.46 +
2.60 cm) y los RN de madres CS (peso 3.15 + 0.91 kg, talla: 48. 5 + 4.32) no
mostraron diferencias significativas (p= 0.30). El andlisis del estado de metilacion
de SLC16A11 no mostré diferencias significativas entre el grupo de madres
diagnosticadas con DMG, CS y el estado de metilacion de SLC16A11 (p= 0.33) ni
entre el grupo de RN del grupo de madres diagnosticadas con DMG y CS (p=1). El
analisis de expresion génica de SLC16A11 no mostré diferencias significativas entre
el grupo de madres diagnosticadas con DMG, CS y la expresion de SLC16A11 (p=
1), ni entre el grupo de RN del grupo de madres diagnosticadas con DMG y CS (p=
1)

7. ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo se evalué la expresion génica de SLC16A11 en
células de sangre periférica (leucocitos) de madres diagnosticadas con DMG, CS 'y
en células de sangre de cordon umbilical de sus recién nacidos, donde no se
encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre la DMG y la expresion
de SLC16A11, posiblemente debido a que, como se ha reportado en la literatura, la
proteina codificada por SLC16A11 se encuentra relativamente en pocos tejidos, con
altos niveles detectados en tiroides, glandulas salivales y hepatocitos (Williams,
Jacobs, Moreno-Macias, et. al. 2014). Si bien, la presencia de bandas de
amplificacion en los controles positivos utilizados en la PCR punto final y el analisis
de expresiéon mediante RT-PCR en el presente trabajo sugieren que SLC16A11 se
expresa en los tejidos estudiados, sus funciones en ellos contintan sin dilucidarse.
La mayoria de los estudios que evaltan la expresion de la proteina MCT humana
se han realizado para MCT1, MCT2, MCT4 y escasamente en MCT11 (SLC16A11).
Como mediadores de la translocacion acoplada a H+, de L-lactato, piruvato y
cuerpos cetonicos a través de las membranas celulares, MCT1-MCT4 y MCT11

apoyan el mantenimiento del equilibrio energético y la homeostasis del pH, ademas
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de la cooperacion metabdlica entre diferentes tejidos con distintos perfiles
energéticos (Fisel, Schaeffeler, & Schwab, 2018) por lo cual, la expresion de
SLC16A11 en leucocitos podria encontrarse aumentada en procesos de estrés
metabdlico, inflamatorio (obesidad) y por lo tanto, diabetes. SLC16A11 ha sido
categorizado como un transportador acoplado a H+ de piruvato (Rusu, et al. 2017)
y, recientemente, en los estudios de Ainbinder, et. al (2021) se demostro
experimentalmente el papel del MCT11 en la regulacion de los niveles de lactato en
hepatocitos residentes de la zona pericentral (con bajo aporte de oxigeno) de
ratones knockout-SLC16A11 al observar una reduccion significativa de dicho
sustrato después de la administracion de glucosa oral en ayunas, sugiriendo que
MCT11 puede ser el transportador primario responsable del transporte de lactato en
esta region hepatica (Ainbinder, Zhao, & Glover, 2021). De acuerdo con Schurr
(2017) el lactato es el producto final de la glucdlisis tanto en condiciones aerobias
como anaerobias (Schurr, 2017) y un importante metabolito utilizado como fuente
de energia en una gran variedad de tejidos. Los niveles de lactato en circulacién
fetal son significativamente méas altos que en la circulacibn materna.
Aproximadamente un 25% del CO: producido por el feto proviene de la oxidacion
del lactato en la placenta, lo cual sugiere su importancia como sustrato energético
para el desarrollo fetal (Li-Na, Xiao-Bo, Kahindo, et al. 2020). La evidencia actual
indica que el lactato actia también como molécula sefializadora y posee un efecto
inmunomodulador, por ejemplo, en la supresion de la respuesta pro-inflamatoria de
los macrofagos M1 al promover la polarizacion a M2, dependiente del transporte de
MCT (Caslin, Abebayehu, Pinette, & Ryan, 2021) por lo que la expresion de
SLC16A11 en leucocitos durante el embarazo normal y la DMG podria contribuir
indirectamente a disminuir la resistencia a la insulina, favoreciendo la liberacion de

citocinas anti inflamatorias.

De acuerdo con Brooks, (2018) el lactato, como sustrato mitocondrial
predominante, aumenta los niveles de acetil coenzima A (acetil-coA) y malonil-CoA,
inhibiendo la enzima carnitina palmitoil transferasa (CPT-1) y, por ende, el

transporte de acidos grasos a través de la membrana mitocondrial y la B-oxidacion
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de estos. Ademas, el lactato es el principal precursor de la gluconeogénesis,
aumentando el nivel de glucosa en sangre e inhibe la lipdlisis en tejido adiposo
blanco a través de la unién con el receptor GPR81 (Brooks, 2018). Por lo cual, la
acumulacion intracelular de acidos grasos y diacilglicerol que inhiben la accion del
IRS-1 y contribuyen al aumento de la resistencia a la insulina podrian depender de
los niveles de expresion de genes MCT y de los niveles de lactasemia relacionados
con la alta demanda energética y la glucdlisis durante la gestacion. Por otro lado, el
transporte de lactato a través de MCT en leucocitos y su actividad como
inmunomodulador al favorecer un perfil anti inflamatorio podria justificar la expresion
de SLC16A11 en estas células durante la DMG y el embarazo normal. Sin embargo,
como se ha reportado en la literatura, las variantes genéticas de riesgo identificadas
en el locus de SLC16A11 que contienen cis-eQTL (locus de rasgos cuantitativos de
expresion) y estan asociadas a la subexpresion de SLC16A11 y en la alteracion de
la interaccién con su proteina chaperona (BSG) (Rusu, Hoch, Mercader, et al. 2017)
han sido evaluadas en hepatocitos primarios. En los estudios de Zhao, Feng, Zang
et al. (2019) en modelos de ratones knockout se demostrd que la manipulacion de
los niveles de expresion de SLC16A11 eligiendo como blanco el primer exén de
SLC16A11 utilizando los sistemas CRISPR/Cas (por sus siglas en inglés
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) en
hepatocitos, no causaban una alteracién significativa en la homeostasis del
metabolismo en general; mientras que el haplotipo de riesgo causante de las
mutaciones en SLC16A11 conllevaba a la regulacion positiva de la lipina 1, a una
acumulacion intracelular excesiva de acilcarnitina y lipidos (diacilgliceroles y
triacilgliceroles) y, consecuentemente, resistencia a la insulina, similar a la
fisiopatologia observada en individuos diagnosticados con DMT2 (Zhao et al, 2019),
sin embargo, aun se desconoce el mecanismo bioguimico que conecta la funcién
de SLC16A11 con dichos procesos metabdlicos. Ademas, otros miembros de la
familia relacionados, incluidos SLC16A1 y SLC16A13 también se expresan en el
higado, lo que plantea la cuestion de por qué la funcion SLC16A11 es distinta. Una

posibilidad es que SLC16Al1l posea una afinidad diferente para sustratos
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compartidos, lo que sugiere que cada miembro de la familia es dominante bajo
diferentes condiciones. Otra posibilidad es que SLC16A11 pueda transportar un
sustrato aun no identificado por otros miembros de la familia SLC16. (Rusu, et al.,
2017)

Los SNP que crean sitios CpG pueden ser objetivos de modificaciones
epigenéticas, asi como la pérdida de estos sitios evitara la metilacion del DNA. Un
ejemplo reportado en la literatura sobre las consecuencias de un polimorfismo que
da como resultado un CpG en la region promotora es el gen NDUFBS6, el cual ilustra
esta interseccion entre la regulacidn genética y epigenética. NDUFB6 es una
proteina de cadena respiratoria con expresion disminuida en DMT2. En biopsias
musculares de pacientes ancianos, la expresion de NDUFB6 se correlaciona
inversamente con el grado de metilacion del DNA, lo que sugiere que la presencia
de un sitio CpG confiere un mayor riesgo de una disminucion en la expresion (y, por
lo tanto, riesgo de enfermedad) que no poseer tal sitio. (Handy, Castro, & Loscalzo,
2011).

A pesar de la asociacion genética entre la DMG y la DMT2, como se ha
estudiado en el trabajo de Huerta Chagoya et. al. (2015), en donde variantes de
riesgo de genes tales como TCF7L2 y KCNQ1 se encuentran entre los loci mas
fuertemente asociados en ambas enfermedades y, en los estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés Genome Wide Association
Studies) del consorcio de diabetes tipo 2 SIGMA sobre la alta prevalencia del
haplotipo de riesgo de 5 SNP de SLC16A11 en el de desarrollo de DMT2 en una
poblacién de ascendencia nativo-americana, SLC16A11 no mostré una relaciéon
estadisticamente significativa entre los casos de pacientes diagnosticados con DMG
y los controles; en consecuencia se observaron frecuencias alélicas similares para
las variantes de riesgo de SLC16A11 en dichos estudios. Este hallazgo sugiere que,
ademas de las variantes genéticas comunes de la DMT2, otros factores de riesgo
genéticos y ambientales pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la

DMG (Huerta-Chagoya, Vazquez-Céardenas, Moreno-Macias, et al. 2015).
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Como ya se menciono6 anteriormente, se ha demostrado en estudios previos
GWAS que la asociacion de la DMT2 en la poblacion nativo-americana esta
condicionada por la presencia del haplotipo de riesgo en SLC16A11 (y
consecuentemente, la pérdida de sus funciones metabdlicas) y que no existe
evidencia, hasta el momento, de que la supresion de SLC16Al1ll altere el
metabolismo en tejidos con una alta demanda energética y donde dicho gen se
encuentra altamente expresado, como lo menciona Zhao et al. en 2019 en modelos
de ratones knockout. Las limitaciones y contradicciones subyacentes de tales
estudios y del presente podrian radicar en los modelos experimentales utilizados.
Los estudios de asociacion de todo el genoma han descubierto hasta ahora muchos
loci genéticos fuertemente asociados con DMT2. Sin embargo, contintan habiendo
desafios para traducir estas sefiales de asociacibn en mecanismos moleculares
debido a la compleja fisiopatologia de la DMT2, la DMG y la genética humana.
Aunqgue los estudios que utilizan muestras bioldégicas humanas proporcionan pistas
importantes que implican una participacion funcional y un posible mecanismo de las
variantes de DNA asociadas a la enfermedad, estos resultados carecen de
evidencias experimentales que son capaces de proporcionar causalidad directa, ya
gue es imposible realizar estudios de ganancia o pérdida de funcion con seres
humanos (Zhao et al, 2019).

Los resultados del analisis con muestras humanas también son complicados
por la gran variabilidad individual debido a las perturbaciones de diferentes
antecedentes genéticos de la poblacion estudiada. Por lo tanto, en muchos casos,
es fundamental aplicar mas estudios en animales con una modulacién directa de la
proteina diana y sus efectos para probar la hipotesis (Zhao et al. 2019). Se hace
evidente, por lo tanto, la necesidad de continuar dilucidando la funcién y los
mecanismos de regulacion genética y epigenética de SLC16A11 en distintos
modelos experimentales y una aproximacion cientifica distinta a la estudiada hasta

el momento.

La variabilidad fenotipica a nivel poblacional e individual esta determinada en

gran medida por variaciones genéticas. Los estudios de variaciones genéticas
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utilizando GWAS ha generado una gran cantidad de datos para permitir una mejor
comprension de la variabilidad fenotipica interindividual existente. Sin embargo, la
mayoria de estas variaciones no logran obtener una traduccion clinica, con pocas
excepciones como el glaucoma exfoliativo, la degeneracion macular relacionada
con laedady la DMT1. (Manolio, 2013). El problema se ha atribuido frecuentemente
a que una gran cantidad de SNP exhiben sus efectos mediante la interaccion con
mecanismos epigenéticos, que incluyen la metilacion del DNA, los factores de
trascripcion y los micro RNA (miRNA). La interaccion de los SNP con estos factores
epigenéticos da como resultado la expresion preferencial de 1 alelo, por lo que esto

conduce a una expresion génica alelo-especifica (Benitez, Cheng, & Deng, 2017).

Sin embargo, los SNP cerca o en sitios CpG pueden crear o suprimir la metilacién
del sitio CpG, lo que conduce a una alteracion en la expresion de los genes.
Ademas, también se ha demostrado que los cambios en la metilacion de un sitio
CpG pueden influir en los niveles de metilacion de los sitios CpG flanqueantes. Se
cree que los patrones de segregacion y prevalencia de SNP en diferentes grupos
étnicos infligen un fenotipo complejo a través de diferentes exposiciones
ambientales y modulaciones epigenéticas. Estas interacciones entre los SNP y la
susceptibilidad a la enfermedad podrian evaluarse en diferentes grupos étnicos.
(Huang, Shu, & Cai, 2015)

Es importante considerar ademas que, de acuerdo con los estudios de Tan,
Hu, You et al. en 2019, en una muestra de pacientes diagnosticadas con DMG y
controles de la poblacién china, se encontr6 que el alelo A de SLC16A11
rs13342232 esta asociado con un nivel mayor de glucosa plasmatica en ayunas,
mayor insulina sérica en ayunas y mayores niveles de HOMA-IR (por sus siglas en
inglés, Evaluacion del Modelo Homeostatico de Resistencia a la Insulina) con
analisis de regresion lineal (Tan, et al. 2019). Esto contrasta con los datos de control
glucémico obtenidos de los pacientes del presente trabajo, donde no se observaron

diferencias significativas entre los grupos de madres diagnosticadas con DMG y CS.
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En general, en estudios previos se ha informado de un fendmeno casi
universal segun el cual el riesgo de DMG aumenta linealmente con la edad, y solo
el grado de riesgo de DMG difiere de un estudio a otro. El mecanismo exacto de la
asociacion entre la edad materna y la DMG no se ha demostrado claramente; el alto
nivel de resistencia a la insulina, los altos niveles de adipocinas circulantes y
marcadores inflamatorios, asi como el estrés oxidativo, pueden explicar en parte
este fendmeno. No obstante, se ha documentado que la prevalencia de DMG
alcanza su punto maximo en mujeres de 30 a 34 afios y luego disminuye después
de los 35 afios (Yueyi, Xingua, Lilan, et al. 2020). La edad promedio de las madres
en el presente trabajo fue de 31.88 + 4.25 afios, por lo cual se infiere que la edad
puede ser un factor importante de riesgo en el desarrollo de la DMG y, como se ha
estudiado recientemente por Shiau, Wang, Liu, et al. en 2020 en la asociacion de
perfiles de metilacion altos y una aceleracion en el envejecimiento prematuro
epigenético del DNA en nifios de 3-10 afios de edad, descendientes de mujeres que
desarrollaron DMG; ademas de presentar un mayor porcentaje de grasa corporal,
presion sistélica/ diastélica elevadas y un aumento en la circunferencia abdominal
en comparacion con nifios de cuyas madres fueron clinicamente sanas, de menor
edad al momento de la gestacion y provenientes de un mejor ambiente
socioeconémico (Shiau, et al. 2020). Ademas, varios estudios clinicos que han
investigado la metilacion global del DNA en la DMT2 mostraron niveles mas altos
de metilacién global del DNA en diferentes tipos de células sanguineas periféricas
de pacientes diabéticos. El analisis de la metilacion global del DNA en leucocitos es
un método bien utilizado en estudios epidemiolégicos para mostrar asociaciones
entre la metilacion global del DNA y la enfermedad. Sin embargo, sigue siendo dificil
saber si los cambios en la metilacion global del DNA de los leucocitos asociados
con una alteracion metabdlica (p. ej., diabetes) también reflejan cambios de
metilacion en otros tejidos. (Reichetzeder, Dwi Putra, & Pfab, 2016). Es importante
considerar futuros estudios donde se consideren distintos tipos celulares, tales
como tejido hepatico o adiposo con el objetivo de evaluar si existe una regulacion

epigénetica tejido-especifica de SLC16A11l en aquellas células cuya demanda
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energética es considerablemente mayor. Como lo menciona Agarwal, Morriseau,
Kereliuk, et al. (2018), una gran parte del conocimiento reciente acerca de los
efectos de la obesidad materna y la diabetes durante el embarazo en la epigenética
humana se han derivado del estudio de células nucleadas de sangre periférica
debido a su accesibilidad; sin embargo, muchas marcas epigenéticas pueden diferir
entre células de forma tejido-especifica, siendo relevantes para la salud y el

desarrollo de enfermedades Agarwal, Morriseau, Kereliuk, et al. 2018).

Existe también la posibilidad de que el diagnéstico y tratamiento oportuno de
la DMG en las pacientes del presente trabajo disminuyeran el riesgo de presentar
una alteracién en la expresion de SLC16A11, ya que no se observaron diferencias
en las variables somatométricas y de control glucémico en los grupos de madres
diagnosticadas con DMG, CSy sus recién nacidos. Otras variables a considerar son
la modalidad de tratamiento de la DMG (p.ej. dieta e insulina), criterio de
diagnostico, ademas de factores de riesgo, como el tabaquismo durante el
embarazo, las cuales podrian alterar el estado de metilacion. Curiosamente, en los
estudios de Blazevic, et al. (2017) sobre la alteracion de los patrones de metilaciéon
del DNA del gen transportador de serotonina fetal (SLC6A4) y la regulacion de su
expresion en la placenta durante la DMG, se encontr6 un fendémeno de
hipometilacion en el grupo de madres diagnosticadas con DMG que corresponden
con una regulacion positiva de los niveles de mRNA de SLC6A4 placentario,
apoyando la nocién de una capacidad inherente de la placenta para adaptarse a

distintos cambios ambientales (Blazevic, Horvaticek, Kesic, et al. 2017).

La falta de evidencia de que exista una alteracion en la expresién de
SLC16A11 y en la regulacion epigenética por metilacién del DNA, en células de
sangre periférica de madres con DMG y en sangre de cordon umbilical de su
descendencia, sugiere que no existe relacion entre la expresion de SLC16A11 vy la

DMG en los tejidos estudiados.
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8. CONCLUSIONES

1. Se realizo la extraccion y purificacion de DNA y mRNA de las muestras
de sangre periférica de madres diagnosticadas con DMG, clinicamente
sanas y de sangre de cordén umbilical de sus recién nacidos, sin
embargo, se infiere que posiblemente no sean los modelos de estudio
mas apropiados para el estudio de la expresion de SLC16A1l en el
contexto de la DMG

2. Los binomios de madre/recién nacido de ambos grupos (DMG y CS)
expresan SLC16A11 en los tejidos estudiados

3. No se observo una alteracion en la expresion del gen SLC16A11 en los
binomios madre/recién nacidos de ambos grupos (DMG y CS)

4. No se observo metilacion del gen SLC16A11 en el 93% los binomios
madre/recién nacido de ambos grupos (DMG y CS), por lo cual es posible
que este no sea un mecanismo de regulacion de la expresién de
SLC16A11.

5. No existe relacion estadisticamente significativa entre la expresion del
gen SLC16A11 y la DMG en los tejidos estudiados.

9. PERSPECTIVAS

Se podria considerar en futuros estudios la evaluacion de la existencia de
otros mecanismos de regulacidén epigenética que alteren la expresion de SLC16A11
durante la DMG, tales como miRNA y union a factores de transcripcion. Por otra
parte, la evaluacion del estado de metilacion en una poblacion de gran variabilidad
genética y fenotipica, los patrones de segregacion y prevalencia de los SNP en las
poblaciones puede afectar los resultados de expresion de SLC16A11, por lo cual,
seria conveniente realizar los estudios en pacientes que pertenezcan a distintos
grupos étnicos. También es importante la evaluacion de estas interacciones en

diferentes tejidos (p.ej. hepatocitos o tejido adiposo) en donde se han demostrado

66



Evaluacion de la expresion del gen SLC16A11 en madres diagnosticadas con diabetes mellitus gestacional y en sus recién
nacidos

niveles mas altos de expresion de SLC16A11, en cuyo caso, podria demostrar un
fendmeno de regulacion génicay epigenética tejido-especifica en relacién con dicho
gen, lo cual constituye un campo de investigacion de interés para el diagnéstico
oportuno, prevencion y tratamiento de la DMG.

Se sugiere también realizar futuros estudios donde se compare la expresion y el
estado de metilacion del gen SLC16A11 en pacientes diagnosticadas con DMG sin
control glucémico, pacientes diagnosticadas con DMG con tratamiento oportuno,
pacientes CS y sus recién nacidos. Ademas, podria considerarse un monitoreo y
seguimiento continuo de las variables somatométricas, control glucémico y dieta de

los recién nacidos.
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