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Lista de abreviaturas

AMPK proteina cinasa activada por AMP (por sus siglas en inglés)

BM membrana basal (por sus siglas en inglés)

CER  ceramidas (por sus siglas en inglés)

circRNA RNA circular (por sus siglas en inglés)

CIGMA modelo de evaluacion de infusion de glucosa continua (por sus siglas en inglés)
CIOMS Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (por sus siglas en inglés)
CRETI corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad e inflamabilidad (por sus siglas en inglés)
CRH Hormona liberadora de corticotropina placentaria (por sus siglas en inglés)
CWCS puntuacion de contexto ponderada acumulada (por sus siglas en inglés)

DAMPs proteinas de patrdn molecular asociadas al dafio (por sus siglas en inglés)

DMG diabetes mellitus gestacional

DNA Acido desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés)

DT2  diabetes tipo 2

ELISA ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

ESE endosomas de clasificacién temprana (por sus siglas en inglés)

ESCRT complejo de clasificacion endosomica necesarios para el transporte (por sus siglas en
inglés)

EVs  vesiculas extracelulares (por sus siglas en inglés)

FAK cinasa de adhesién focal activa (por sus siglas en inglés)
FFAs acidos grasos libres (por sus siglas en inglés)

GEO Gene Expression Omnibus

GH hormona del crecimiento (por sus siglas en inglés)
GLUT transportadores de glucosa (por sus siglas en inglés)

GSIS  secrecion de insulina inducida por glucosa (por sus siglas en inglés)



HOMA modelo de evaluacién homeostatico (por sus siglas en inglés)

HOMA-IR modelo de evaluacion homeostatico resistencia a la insulina (por sus siglas en inglés)
HOMA-%B modelo de evaluacién homeostatico célula B-pancredtica (por sus siglas en inglés)
hPL lactégeno placentario humano (por sus siglas en inglés)

HSL lipasa sensible a hormonas (por sus siglas en inglés)

HSP  proteinas de choque térmico (por sus siglas en inglés)

IADPSG Asociacion Internacional de Grupos de Estudio para la Diabetes (por sus siglas en inglés)
IEVs  vesiculas extracelulares grandes (por sus siglas en inglés)

IGF-1 factor de crecimiento tipo-insulina 1 (por sus siglas en inglés)

ILV vesiculas intraluminales (por sus siglas en inglés)

IncRNA RNA largo no codificante (por sus siglas en inglés)

INMEGEN |Instituto Nacional de Medicina Gendmica

IR receptor de insulina (por sus siglas en inglés)

ISIMatsuda indice de sensibilidad a la insulina en la curva de tolerancia oral a la glucosa

ISR receptor de insulina (por sus siglas en inglés)

IMC  indice de masa corporal

IRB subunidad B del receptor de insulina (por sus siglas en inglés)

ISEV  Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (por sus siglas en inglés)

KEGG Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (por sus siglas en inglés)

LPL lipoproteina lipasa

LSE endosomas de seleccidn tardia (por sus siglas en inglés)

miRNA micro-RNA

MMV membrana microvellositaria (por sus siglas en inglés)

MVB cuerpos multivesiculares (por sus siglas en inglés)

MVE endosomas multivesiculares (por sus siglas en inglés)

NEFAs acidos grasos no esterificados (por sus siglas en inglés)



NFkB factor nuclear potenciador de cadenas ligeras Kappa de las células Beta activadas (por sus
siglas en inglés)

NTA  analisis de rastreo de nanoparticulas (por sus siglas en inglés)

PGH hormona del crecimiento humano placentaria (por sus siglas en inglés)

OGTT Prueba de tolerancia oral a la glucosa (por sus siglas en inglés)

PLAP fosfatasa placentaria alcalina (por sus siglas en inglés)

PPAR receptores activados por proliferadores de peroxisomas (por sus siglas en inglés)
PPRE proliferador de peroxisomas de elemento de respuesta (por sus siglas en inglés)
RE reticulo endopldasmico

RNA Acido ribonucleico (por sus siglas en inglés)

ROS especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés)

RPBI residuos peligrosos bioldgicos infecciosos (por sus siglas en inglés)

RXR receptor de retinoides X (por sus siglas en inglés)

SASPs proteinas secretoras asociadas a la senescencia (por sus siglas en inglés)

SCTB sincitiotrofoblasto

sdg semanas de gestacién

sEVs vesiculas extracelulares pequefias (por sus siglas en inglés)

SNARE receptor soluble de la proteina de unidn al factor sensible a la N-etilmaleimida (por sus
siglas en inglés)

SNPs Polimorfismo de un solo nucledtido (por sus siglas en inglés)
SLC transportador de soluto (por sus siglas en inglés)

TNF-a factor de necrosis tumoral a (por sus siglas en inglés)

VLDLs lipoproteinas de muy baja densidad (por sus siglas en inglés)

WAT tejido adiposo blanco (por sus siglas en inglés)



Resumen

La diabetes mellitus gestacional (DMG) constituye la principal alteracién metabdlica durante el
embarazo afectando alrededor del 17% de los embarazos en México. La relevancia clinica de esta
patologia radica en las complicaciones a corto y largo plazo como obesidad, diabetes tipo 2 e
hipertension; que afectan a la madre y a su descendencia. El deterioro de la funcidn de las células
B pancreatica es un mecanismo clave relacionado con el desarrollo de la fisiopatologia de la DMG.
Los exosomas maternos y placentarios han sido considerados como potenciales reguladores de las
adaptaciones maternas y placentarias durante la hiperglucemia en el embarazo tanto fisioldgicas
como del desarrollo de DMG. Estudios realizados en mujeres embarazadas que desarrollan DMG
han asociado a los micro-RNAs (miRNA) exosomales con el desarrollo de dicha patologia. Hasta la
fecha, no se han reportado estudios que evalien el perfil de miRNAs presentes en exosomas
maternos y placentarios en etapas tempranas de gestacién de embarazos que desarrollan DMG
con base en el indice HOMA-%3.

El objetivo de este estudio consistié en caracterizar los perfiles de miRNAs exosomales maternos y
placentarios en etapas tempranas de la gestacion y determinar si este perfil varia con base en la
funcién de la célula B pancreatica en mujeres que desarrollardn DMG.

Se realizé un estudio analitico prospectivo anidado de casos y controles para identificar el perfil de
miRNA exosomales presente en etapas tempranas del embarazo (<18 semanas de gestacion) tanto
de mujeres con normoglucemia (n=62) como de aquellas que desarrollaron DMG (n=19) con base
en la funcién de la célula B pancredtica usando el indice HOMA-%p. Se aislaron exosomas séricos
maternos y placentarios de etapas tempranas del embarazo para obtener el perfil de miRNAs
empleando un andlisis por microarreglos en el que se identificaron aquellos miRNAs exosomales
expresados diferencialmente en cada subgrupo de estudio. Se realizd un anadlisis de rutas de
enriquecimiento de genes y analisis bioinformaticos para identificar las rutas metabdlicas y vias de
sefializacion potencialmente reguladas por los miRNAs exosomales maternos y placentarios
diferencialmente expresados entre subgrupos.

En el presente estudio, se demostré que el tamafio y la concentracién de los exosomas maternos
se incrementa en mujeres que desarrollaran DMG y varian de acuerdo con la funcién de la célula B
pancreatica, mientras que sélo se incrementa el tamano de los exosomas placentarios en las
mujeres que desarrollardan DMG. El andlisis bioinformatico de redes de expresién de los genes
regulados por los miRNAs exosomales maternos expresados diferencialmente en mujeres que
desarrollardn DMG se asocid con la resistencia a la insulina, la sensibilidad, la secrecién y la
funcion del tejido adiposo. Por otra parte, los miRNAs exosomales placentarios de etapas
tempranas de la gestacion en mujeres que desarrollaran DMG regulan a genes implicados en la
tolerancia inmunitaria al embarazo, el metabolismo y la sefializacion de los esfingolipidos, asi
como a las vias de sefalizacidn asociadas a mitégenos.



El perfil de miRNAs exosomales maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion estd
influenciado por la funcién de la célula B pancredtica en aquellas mujeres que desarrollardan DMG.
El presente estudio muestra la importancia de la caracterizacion del perfil de miRNAs exosomales
con base en su origen (maternos y placentarios), asi como la funciéon de la célula B pancredtica de
las mujeres embarazadas en etapas tempranas del embarazo (<18 semanas de gestacion) que
desarrollaran DMG.



Abstract

Gestational diabetes mellitus (GDM) represents the main metabolic alteration during pregnancy
affecting around 17% of pregnancies in Mexico. The clinical relevance of this pathology relies on
the short and long-term complications such as obesity, diabetes, and hypertension; that affect
mother and child. Pancreatic B-cell function impairment is a key mechanism related to the
development of GDM. Maternal and placental exosomes regulate maternal and placental
responses during hyperglycemia. Studies have associated exosomal micro RNAs (miRNAs) with
GDM development. To date, no studies have been reported that evaluate the profile of miRNAs
present in exosomes in early stages of gestation from pregnancies that develop GDM.

We assessed whether early pregnancy maternal and placental exosomal miRNA profiles vary
according to pancreatic B-cell function in women who will develop GDM.

An analytic prospective nested case-control study was used to identify exosomal miRNAs that vary
in early pregnancy stages (<18 weeks of gestation) from both women with normoglycemia (n=62)
and those that developed GDM (n=19) based on their pancreatic B-cell function using HOMA-%p
index. Early pregnancy maternal and placental serum exosomes were isolated to obtain miRNA
profiles. Gene target and gene enrichment pathway analysis were performed to identify metabolic
pathways regulated by early pregnancy maternal and placental exosomal miRNAs among
subgroups.

Early pregnancy stages maternal exosome size and concentration are modified in women who will
develop GDM and fluctuates according to pancreatic B-cell function, whereas only the placental
exosome size is modified. Gene target networks analysis of differentially expressed maternal
exosomal miRNAs in women who will develop GDM were associated with insulin resistance,
sensitivity, secretion, and adipose tissue function. Early-pregnancy placental exosomal miRNAs
regulate genes involved with immune tolerance to pregnancy, sphingolipd metabolism and
signaling as well as mitogen signaling pathways.

Early pregnancy maternal and placental exosomal miRNA profile is influenced by pancreatic B-cell
function in those women who will undergo GDM. The present study showcases the importance of
exosomal miRNA profile characterization by secretion origin (maternal and placental) as well as
the pregnant women’s pancreatic B-cell function in early pregnancy stages (<18 weeks of
gestation).



Introduccion

La diabetes mellitus gestacional (DMG) constituye la principal alteracién metabdlica durante el
embarazo. Se define como un tipo de diabetes diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del
embarazo que no era claramente una diabetes manifiesta antes de la gestacion [1].
Recientemente la prevalencia de DMG se ha incrementado a nivel mundial, con una prevalencia
global estimada del 14% [2]. La relevancia clinica de la DMG radica en su asociaciéon con
complicaciones maternas y fetales tanto a corto como a largo plazo. Las complicaciones maternas
a corto plazo de la DMG son el desarrollo de preeclampsia, eclampsia o resoluciéon del embarazo
por cesdrea. Ademas, las madres diagnosticadas con DMG tienen siete veces mds riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2 (DT2) y es mas probable que desarrollen hipertensidn, dislipidemia y
sindrome metabdlico a largo plazo [1, 3-8].

En un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion [9], se identificd en etapas tempranas
de la gestacion (antes de la semana 18) un menor indice HOMA-% (indice indirecto que estima la
funcionalidad de la célula B pancredtica calculado empleando la concentracidon de glucosa e
insulina en ayuno) en mujeres que desarrollan DMG; asi las mujeres que desarrollaron DMG
presentaron una menor respuesta de la célula B pancreatica en el primer trimestre del embarazo,
lo que las hace incapaces de compensar la necesidad de insulina en la etapa de resistencia
fisioldgica a esta hormona.

Estudios recientes sugieren que las vesiculas extracelulares (EVs por sus siglas en inglés), en
particular los exosomas, son actores potenciales que participan tanto en la progresién, asi como
en el desarrollo de la fisiopatologia de la DMG y de otras enfermedades relacionadas con el
embarazo, debido a su papel clave como mediadores de la comunicacion intercelular [10-13]. Las
EVs constituyen diversas poblaciones heterogéneas y se pueden clasificar segin su tamafio y
origen en cuerpos apoptoticos, microvesiculas y exosomas [14].

Los exosomas son pequefias vesiculas extracelulares de origen endosomal (con un didmetro
promedio de 30 a 150 nm) los cuales son secretados en el compartimento extracelular mediante
exocitosis de cuerpos multivesiculares (MVB) [14]. Los exosomas se pueden caracterizar por la
presencia de indicadores proteicos universales como algunas tretraspaninas (CD63, CD9, CD81) y
marcadores proteicos de biogénesis endosomal como Alix y TSG101 [14, 15]. Ademads, se ha
demostrado que diversos tejidos, incluida la placenta, producen exosomas derivados de las
membranas y especificamente pueden ser identificados con un marcador proteico especifico
como lo es la fosfatasa placentaria alcalina (PLAP por sus siglas en inglés, placental alkaline
phosphatase) [11, 16]. Durante el embarazo, los exosomas placentarios (PLAP+) permiten una
coordinacion adecuada de las funciones biolégicas entre la unidad fetoplacentaria y la madre [11,
12, 17).

Aunqgue los exosomas contienen una gran cantidad de biomoléculas citosdlicas (como lipidos,
proteinas, DNA y RNAs codificantes y no codificantes) provenientes de la célula de origen [14, 15];
la mayoria de los estudios asociados con el desarrollo de DMG se centran principalmente en los
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miRNAs exosomales; los cuales han demostrado su potencial para estimular o inhibir las funciones
fisioldgicas de la célula diana [18, 19].

Los miRNAs constituyen una familia de moléculas cortas de RNA no codificantes (con una longitud
promedio de 21 nucledtidos) que son importantes reguladores de la expresion génica
postranscripcional en las células [20]. Los miRNAs desempefian un papel crucial en el desarrollo
del embarazo y en el mantenimiento de las adaptaciones fisioldgicas maternas y fetales, mediante
la regulacién de una variedad de procesos fisioldgicos, como el crecimiento de la placenta, la
migracion de células endoteliales y la angiogénesis [20-22], la transferencia de informacion
genética a las células diana para regular el desarrollo fetal, la homeostasis metabdlica materna
[23], la comunicacién materno-fetal [24] y la supresidn de las sefales de las células T maternas
para garantizar la tolerancia inmunitaria durante el embarazo [25, 26]. Diversos estudios han
identificado perfiles de miRNAs en EVs especificos de tejidos maternos en DMG, principalmente en
las ultimas etapas del embarazo (>28 semanas de gestacion), asi como su papel potencial en la
mediacidn de la fisiopatologia de la intolerancia a la glucosa [10, 18, 27, 28].

Hasta el momento, no se cuenta con estudios que caractericen el perfil de miRNAs exosomales
tanto maternos como placentarios en las primeras etapas del embarazo tomando en cuenta la
funcionalidad de la célula B pancreatica en embarazos que desarrollaran DMG. Por lo tanto, la
presente tesis tuvo como objetivo caracterizar el perfil de miRNAs de exosomas maternos y
placentarios en etapas tempranas de la gestacién en aquellas mujeres que desarrollaran DMG con
base en la funcionalidad de la célula B pancreatica.



Marco Teodrico

Embarazo

El embarazo es un estado que involucra diversas adaptaciones fisiolégicas (anatdmicas,
hormonales, inmunoldgicas y metabdlicas) que son necesarias para asegurar un correcto aporte
de nutrimentos para un adecuado desarrollo y maduracién fetal [29, 30]. Dichas adaptaciones se
clasifican en dos fases: la fase anabdlica y la fase catabdlica [29, 31].

En particular, respecto al estado metabdlico de la madre durante el embarazo; este proceso
conlleva un desafio metabdlico notable, durante el cual el metabolismo de la madre tiene que
adaptarse para garantizar que los nutrientes estén disponibles para la unidad fetoplacentaria [32].
Estas adaptaciones metabdlicas estan influenciadas principalmente por dos factores: el estado
nutricional y metabdlico de la madre durante el embarazo y el efecto de las hormonas y factores
endocrinos producidos por la placenta [32].

Durante el embarazo, las demandas de nutrientes se incrementan a medida que avanza el estado
de gestacidn; alcanzando las mayores exigencias en el tercer trimestre. Por lo tanto, los cambios y
adaptaciones metabdlicas maternas prevén estas necesidades y durante las etapas tempranas del
embarazo comienza progresivamente un almacenamiento de nutrientes (estado anabdlico hasta la
semana 20 de gestacién) cambiando luego a un estado catabdlico a partir de la mitad del
embarazo tardio (alrededor de >20 semanas de gestacion hasta la resolucion del embarazo). Todas
estas adaptaciones tanto en su fase anabdlica como catabdlica ocurren a medida que la unidad
feto-placentaria consume vy utiliza las reservas de energia de nutrientes para garantizar el correcto
desarrollo, maduracion y crecimiento fetal [33]. En la fase anabdlica del embarazo, los nutrientes
se almacenan principalmente en la grasa corporal, mientras que el incremento fisioldgico a la
sensibilidad a la insulina induce la lipogénesis [33]. Mientras tanto, durante la fase catabdlica del
embarazo, la resistencia a la insulina es progresiva con un pico maximo entre las semanas 24 a 28
de gestacién (predominantemente resistencia a la insulina en musculo esquelético y tejido
adiposo), lo que favorece la lipdlisis para hacer frente a las crecientes necesidades maternas y
fetoplacentarias, ayudando con el aporte de nutrientes como la glucosa y los aminodacidos a la
unidad feto-placentaria [30, 33].

Fase anabdlica

Esta fase ocurre durante los primeros dos trimestres de gestacién (hasta la semana 20 de
gestacion), en donde ocurren diversas adaptaciones que tienen la finalidad de incrementar los
depdsitos lipidicos en tejidos maternos [29] (Figura 1A). En la Tabla 1 se muestran las principales
adaptaciones metabdlicas fisioldgicas que ocurren en esta etapa.

Fase catabdlica

Esta fase inicia a finales del segundo trimestre del embarazo (a partir de la semana 20 de gestacion
hasta la resolucién del embarazo) y se caracteriza por un metabolismo acelerado de los depdsitos



Tabla 1. Principales adaptaciones metabdlicas fisiologicas que ocurren en la fase anabdlica (<20 sdg)

Desarrollo de
hiperfagia

Incremento de lipogénesis
de novo

Incremento de la
sintesis de
glicerol-3-

fosfato

Sensibilidad a la
insulina

Adaptaciones de la
célula B-
pancredtica

Hipoaminoacidemia,

Glucosa en ayuno

La hiperfagia se
incrementa
progresivamente
a lo largo de la
gestacién y por
consecuente, se
promueve la
disponibilidad
de sustratos
metabdlicos
exdgenos
35].

(34,

La sintesis de acidos grasos y
glicerol se incrementan, asi
como la actividad de |la
lipoproteina lipasa (LPL) para
promover la distribucion de
grasa, hidrolizando tanto a
los quilomicrones ricos en
triacilglicéridos como a las
lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDLs) circulantes
en el plasma, liberando
acidos grasos y glicerol que
seran captados por el tejido

adiposo [36, 37].

Hay mayor
sintesis de
glicerol-3-fostato
en el tejido
adiposo

proveniente de

glucosa y de

glicerol, lo cual
favorece la
sintesis de

triacilglicéridos y
su acumulacion
en el tejido
adiposo [38].

La sensibilidad a la

insulina aumenta en los

tejidos periféricos
(tejido adiposo y
musculo  esquelético)

aproximadamente en
un 60%,

la unidad fetal-

influenciado
por
placentaria [39], debido
al incremento en los
receptores de insulina
en estos tejidos,
promoviendo la
lipogénesis, reduciendo
la oxidacidon de &cidos
grasos y la lipdlisis; y
generando un
incremento en los

depdsitos de grasa [29].

Las adaptaciones de

la célula B-
pancredtica son
clave en la

respuesta  a la

sensibilidad

materna a la
insulina. Estas
adaptaciones  son
mediadas por las

hormonas maternas
(prolactina) y
placentarias

(lactégeno humano
placentario); las
cuales estimulan
una hiperplasia de
la célula B-
pancreatica

incrementando  la
secrecion de

insulina [29].

Los aminoacidos son
requeridos tanto por
la madre como por

el feto como una

fuente energética,
que permite el
adecuado

crecimiento y

desarrollo fetal [40,
41).

se  observa

Principalmente
una
disminucion en las
concentraciones de
aminoacidos

gluconeogénicos

como: alanina,
serina, treonina,
glutamato y

glutamina [42, 43].

Las  concentraciones
de glucosa en ayuno
disminuyen debido al
incremento en el
almacenamiento  de
glucégeno en el tejido
hepatico, asi como en
el musculo
esquelético, al
incremento  en la
utilizacion de glucosa
periférica, a la
disminucion de la
gluconeogénesis

hepatica e incremento
de la utilizaciéon de
glucosa por parte de
la unidad feto-

placentaria [44-46].




de lipidos como consecuencia al incremento en la actividad lipolitica basal del tejido adiposo en
respuesta a la resistencia a la insulina fisioldgica [29] (Figura 1B). En esta etapa la resistencia a la
insulina fisioldgica (la cual alcanza un pico maximo entre la 24-28 sdg) y la hipoglucemia relativa
resulta en lipdlisis, permitiendo a la mujer embarazada preferir el uso de lipidos como sustrato
energético, preservando asi la disponibilidad de glucosa, aminodcidos y cuerpos cetdnicos para su
aporte a la unidad feto-placentaria y asi asegurar un adecuado crecimiento y desarrollo fetal [33,
47]. Cuando se ven alteradas cualquiera de estas adaptaciones fisioldgicas y la mujer embarazada
no es capaz de reaccionar adecuadamente a la resistencia a la insulina, es entonces cuando se
desarrolla hiperglucemia y consecuentemente diabetes gestacional [48]. En la Tabla 2 se describen
las principales adaptaciones metabdlicas fisiolégicas que ocurren en esta etapa durante un

embarazo normoevolutivo.

Fase Anabdlica <20 sdg e

o

A

hiperplasia O
hipertrofia
T tinsulina (40-80pmol/L)

Fase Catabdlica >20 sdg —

0QQO

* tinsulina (70-100pmol/L) 24-28 sdg resistencia a la insulina

Figura 1. Adaptaciones metabdlicas embarazo normoevolutivo y diabetes gestacional. A) Adaptaciones metabdlicas en relacion a
homeostasis de la glucosa en la fase anabélica <20sdg: hiperplasia e hipertrofia de la célula B pancreatica mediada en parte por accién
de hormonas placentarias, lo que ocasiona incremento en la secrecidon de insulina. Asi mismo, se desarrolla mayor sensibilidad a la
insulina en tejidos periféricos sensibles a esta hormona manteniendo asi la normoglicemia. B) Adaptaciones metabdlicas en relacién a
homeostasis de la glucosa en la fase catabdlica >20sdg: desarrollo progresivo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos y
compensacion de las células B pancreatica aumentando la secrecion de insulina con el objetivo de mantener la glucemia. Imagen
creada

en Biorender.com.



Tabla 2. Principales adaptaciones metabdlicas fisioldgicas que ocurren en la fase catabdlica (<20 sdg)

Resistencia a la insulina

Adaptaciones de la
células B-pancreatica

Incremento de la
gluconeogénesis
hepatica

Adaptaciones del tejido
adiposo y hepatico

Otras adaptaciones hepaticas

Hipoaminoacidemia

Durante el segundo vy

tercer trimestre de
gestacion disminuye
progresivamente la
sensibilidad a la insulina
en los tejidos periféricos
(tejido adiposo y musculo
esquelético); alcanzando
un nivel maximo de
resistencia en el tercer
trimestre de
[39].

resistencia a la

gestacion
En el higado, la
insulina
genera incremento en la
gluconeogénesis y la
cetogénesis para
mantener un  estado

normoglicémico.

En  respuesta a la
disminucién de la
sensibilidad materna a la
insulina, se desarrolla
hiperinsulinemia mediada
por hormonas maternas
(prolactina) y placentarias
(lactogeno humano
placentario); las cuales
estimulan la secrecién de
insulina y el incremento
de tamafio y nimero de
las células B-pancreaticas

(hipertrofia) [39].

La gluconeognesis es
una via metabdlica
que contribuye a la

homeostasis de la

glucosa durante al
embarazo, al
compensar la
resistencia a la

insulina en los tejidos
y mantener un estado
normoglicémico [39,

40].

Estudios realizados en esta
etapa describen que se
presenta  una  mayor
expresion y actividad de la
lipasa sensible a hormonas
(HSL) en el tejido adiposo
y una disminucién en la
actividad de la
lipoproteina lipasa (LPL) en
el tejido adiposo,
disminuyendo el depdsito
de lipidos en este tejido y
permitiendo que los 4cidos
grasos no esterificados
(NEFAs) vy el

puedan ser convertidos en

glicerol

el higado en acil-CoA y
glicerol-3-fosfato, para
posteriormente ser re-

esterificados [49].

En el tejido hepatico, los triacilglicéridos son
transferidos a las VLDL y posteriormente son
liberados a la circulacion materna, lo que
ocasiona que esta fase del embarazo se
caracterice por
materna [40, 49, 50].

glicerol puede ser empleado para la sintesis

hipertriacilgliceridemia

Alternativamente, el

de glucosa mientras que los NEFAs pueden ser
oxidados a Acetil-CoA para la produccién de
energia, asi como para la sintesis de cuerpos
cetdnicos que son empleados como sustrato
energético fetal y como sustrato para la
sintesis de lipidos esenciales para el
neurodesarrollo fetal [29, 51, 52]. En esta fase
el uso preferencial de glicerol como sustrato
gluconeogénico, es de gran importancia
durante periodos de ayuno materno debido a
que los sustratos gluconeogénicos son escasos
mientras que el aporte de glucosa es vital

para el desarrollo fetal [52].

En esta fase se acentia Ia
disminucién de las concentraciones
de aminoacidos, como resultado
del incremento de la
gluconeogénesis hepatica, asi como
del aumento en la transferencia de
aminoacidos de la placenta hacia el
feto, para permitir un adecuado
crecimiento y desarrollo fetal [29].
De igual manera, la concentracion
de proteinas séricas maternas
disminuye a partir de la semana 20
de gestacion de 46 a 38 g/l,
ocasionando una disminucion de la
presién oncética predisponiendo al

desarrollo de edema [40, 53].




La placenta como 6rgano metabdlico

La placenta actia como un reflejo metabdlico del estado de salud tanto del feto como de la
madre, respondiendo al entorno con el objetivo de mantener la viabilidad fetal [49]. La placenta
estd compuesta de distintos tipos de células epiteliales especializadas, denominadas
colectivamente células trofoblasticas, las cuales se encuentran situadas entre las células
mesenquimales y la vasculatura en la interfaz materno-fetal. La barrera placentaria estd
conformada por dos capas que regulan la transferencia de nutrientes entre la circulacién materna
y la circulacion fetal: el sincitiotrofoblasto (SCTB)-que recubre las vellosidades y constituye el
transporte del epitelio de la placenta con dos membranas polarizadas (la membrana
microvellositaria (MMV) hacia la circulacién materna, y la membrana basal membrana plasmatica
(BM) en el lado fetal-; y la membrana fetal endotelio capilar [50-52].

La glucosa es el principal sustrato energético de la unidad feto-placentaria; de hecho, en ausencia
de gluconeogénesis, el transporte placentario de glucosa constituye el Unico suministro para el
feto. En el transporte de la glucosa intervienen dos principales tipos de transportadores de solutos
proteicos: transportadores de difusion facilitada (GLUTs y SLC2), los simportadores acoplados a
sodio (SGLT, SLC5 y SCL50) [53]. En la placenta, GLUT1 es el principal transportador de glucosa, con
una proporcion 3 veces mayor en la MVM, incrementando su proporcion a lo largo de la gestacion
y asi asegurar el correcto crecimiento fetal [54]. La transferencia de glucosa hacia la unidad feto-
placentaria incrementa aproximadamente 8 veces conforme avanza el embarazo [55, 56]. En
embarazos complicados, en donde se presenta un ambiente hiperglucémico, se han observado
diversas alteraciones en la placenta tales como la mala perfusion vascular materna, trombosis
fetal, desequilibrio de moléculas vaso-activas, incremento de estrés oxidativo [57-59], incremento
en la masa y volumen placentario [60] asi como incremento en la expresion de GLUT 1 en la
membrana basal y en la membrana microvellositaria.

La placenta es fundamental en el desarrollo de la resistencia a la insulina durante el embarazo.
Entre las hormonas placentarias implicadas en esta compleja reorganizacién metabdlica, el
lactégeno placentario humano (hPL por sus siglas en inglés) desempefa un papel decisivo en la
regulaciéon del metabolismo de la glucosa materna. El hPL es secretado por la placenta y se
encuentra en la circulacion materna a partir de la sexta semana de gestacion, hasta alcanzar
niveles sanguineos mas altos en la segunda mitad del embarazo. El hPL es una hormona peptidica,
perteneciente a la misma familia de la hormona del crecimiento (GH por sus siglas en inglés) y de
la prolactina y, como esta ultima, ejerce una accidn lipolitica y efectos diabetogénicos, como el
incremento en la secrecién de acidos grasos libres (FFAs por sus siglas en inglés), lo cuales son
fundamentales como sustratos energéticos para la madre y contribuyen en parte con el desarrollo
de la resistencia a la insulina [46, 61]. Ademas, el hPL se ha asociado a mecanismos regulatorios de
hiperplasia e hipertrofia sobre la masa de las células B y la secreciéon de insulina [46, 61]. Los
embarazos que cursan con alteraciones metabdlicas, como obesidad y DMG, se han relacionado
con alteraciones en la secrecién de hPL. La presencia de obesidad durante el embarazo
frecuentemente se ha asociado con concentraciones séricas mas bajas de hPL, mientras que
embarazos que cursan con DMG se asocian a un aumento de los niveles sanguineos de hPL [62].



La variante de la hormona del crecimiento humano placentaria (PGH por sus siglas en inglés),
principalmente es expresada y secretada por las células del sincitiotrofoblasto placentario,
contribuyendo a la resistencia a la insulina reemplazando a la GH de la pituitaria en circulacion
materna, asi como facilitando la lipdlisis y la gluconeogénesis, con el objetivo de promover la
movilizacidon de sustratos energéticos presentes en las reservas maternas para asegurar un
adecuado crecimiento fetal [63]. Adem3s, la PGH, media la resistencia a la insulina mediante la
accion del factor de crecimiento tipo-insulina 1 (IGF-1 por sus siglas en inglés) [64]. A pesar de que
se conocen las acciones de la hormona PGH para favorecer la resistencia a la insulina, en estudios
realizados en embarazos que cursan con DMG no se ha demostrado la correlacién entre los niveles
de PGH y los niveles de insulina [65].

Tanto el tejido adiposo blanco (WAT por sus siglas en inglés) como la placenta actdan como
drganos endocrinos en mujeres embarazadas, que secretan adipocinas y citocinas como la leptina,
la adiponectina y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a por sus siglas en inglés) que contribuyen a
la reprogramacién metabdlica necesaria para el embarazo normoevolutivo [47, 66]. La secrecion
de leptina aumenta gradualmente a lo largo de la gestacién y se ha demostrado que existe una
resistencia a los efectos anorexigénicos de la leptina durante el embarazo [67]. La resistencia a la
leptina presente en el segundo y tercer trimestre del embarazo es importante para mantener una
mayor ingesta de energia para asegurar el crecimiento fetal [68]. La leptina también contribuye a
las adaptaciones del tejido adiposo, presentes durante la fase anabdlica del embarazo, para
prepararse adecuadamente para la movilizacién de lipidos durante la fase catabdlica en el
embarazo. Los embarazos con DMG y obesidad, se han asociado con una hiperleptinemia en
etapas tempranas de la gestacion, que se ha considerado como un predictor del riesgo para el
desarrollo de DMG [69]. Ademas, la hiperinsulinemia presente en la DMG podria estimular aun
mas la produccidn de leptina que a su vez potencia la inflamacion [70]; creando un circulo vicioso
que perpetua el estado inflamatorio y la exacerbacién de la resistencia a la insulina [66]. La
adiponectina es sintetizada casi exclusivamente por los adipocitos, pero también se expresa en el
sincitiotrofoblasto [71], ejerciendo un potente efecto sensibilizante a la insulina.

El papel que desempefia la placenta no es Unicamente la transferencia de solutos, es un érgano
central con funciones metabdlicas y enddcrinas con comunicacion cercana con las adaptaciones
metabdlicas y enddcrinas de la madre para asegurar un embarazo normoevolutivo. En la siguiente
tabla se enlistan las principales hormonas y citocinas que tienen un papel importante en
establecer y mantener un embarazo normoevolutivo.
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Tabla 3. Principales hormonas y citocinas placentarias importantes en las adaptaciones

metabdlicas durante el embarazo

Hormona Funcién
La secrecién de esta hormona peptidica estd incrementada en el embarazo
principalmente por accién de la placenta.
Actividad paracrina y enddcrina.
Leptina Hiperleptinemia en el embarazo relacionada con la hiperfagia, la resistencia a

Adiponectina

Grelina

Lactégeno placentario
humano (hPL)

Hormona de crecimiento
placentario (PGH)

Hormona liberadora de
corticotropina
placentaria (CRH)

Progesterona

Estrégenos
(17B-estradiol, estriol y
estrona)

TNFa
IL-6

lainsulina y el incremento de depdsitos lipidicos en el tejido adiposo.
Promotora de la angiogénesis placentaria y reguladora del transporte de
nutrientes.

El incremento en su secrecidon en el embarazo esta mediado por el tejido
adiposo blanco (WAT) materno y la placenta.

Actividad autocrina y paracrina en la placenta.

Regulacidn de homeostasis de la glucosa.

Favorece la oxidacion de acidos grasos.

Actividad anti-inflamatoria: inhibicién de la sefializacién de NFkB, y secrecidn
de TNFa por macrdéfagos.

Contrarresta la resistencia a la insulina en el tejido musculo esquelético y en el
tejido hepatico mediante la activacién de la via de sefalizacion del receptor
activado por proliferadores peroxisémicos tipo a (PPARa), asi como por la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK).

Inhibicidn de la apoptosis de la célula B-pancredtica mediada por ceramidas o
citocinas pro-inflamatorias.

La hipoadiponectinemia se ha asociado al desarrollo de DMG

Expresion y secrecion incrementada en el primer trimestre del embarazo
Favorece la captacion de la glucosa y la gluconeogénesis hepatica
Homeostasis del balance energético

Disminucion de la sensibilidad a la insulina

Induce sintesis y secrecion de Insulina

Favorece el incremento de la hiperplasia e hipertrofia en célula B-pancreaticas
Favorece la glucdlisis, lipdlisis y secrecion de FFA en la circulaciéon materna
Actividad paracrina y autdcrina

Regulacion de la gluconeogénesis y la lipdlisis materna

Promueve la resistencia a la insulina mediada por la accién de IGF-1

Mayor secrecion en el 3er trimestre del embarazo

Promueve la resistencia a la insulina mediante inhibicion del IRS-1

Regulacidn de la tolerancia inmunoldgica al embrazo

Favorece la resistencia a la insulina en tejido adiposo y musculo esquelético
Disminuye la expresién de IRS-1y GLUT4

Regulacidn de la sintesis de progesterona placentaria

Funcién vasodilatadora

Incrementa la secrecion de la insulina en el primer trimestre del embarazo
Favorece la resistencia a la insulina en las semanas 24-28 de gestacion
Promueve la resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa en etapas
tardias del embarazo (>24 semanas de gestacion)

Regulacidon de la captaciéon de FFA en el tejido adiposo blanco (WAT)
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Diabetes mellitus gestacional: prevalencia

La DMG se define como un tipo de diabetes diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del
embarazo que no era claramente una diabetes manifiesta antes de la gestacidn [1]. Constituye la
principal alteracion metabdlica en el embarazo [72, 73], y en nuestro pais, la prevalencia de DMG
se reporta entre el 8.7 al 17.7% [74].

Diabetes mellitus gestacional: factores de riesgo

Diversos factores de riesgo se han asociado con una mayor probabilidad de desarrollar DMG y se
contindan actualizando guias para la identificacion de estos factores de riesgo. Las directrices
actuales recomiendan una estrategia de deteccion selectiva en mujeres, con factores de riesgo
identificados de DMG [75]. En general, se pueden clasificar en factores de riesgo moderado y/o
alto; sin embargo, actualmente no ha habido un acuerdo internacional sobre qué factores de
riesgo pueden identificar mejor un riesgo para desarrollar esta patologia (Tabla 4).

Tabla 4. Factores de riesgo asociados al desarrollo de DMG [1, 75-79]

e Edad maternal avanzada >35 afios

e Sobrepeso u obesidad (IMC 225kg/m?2)

e Historia familiar de diabetes tipo 2 (familiar en primer grado)

e FEtnia: Africana, Latina, Caribefia, Sur de Asia, Medio Oriente

e Antecedentes de diabetes gestacional

e Antecedente de hiperglucemia

e Embarazo previo con producto macrosémico >4,000g

e Antecedente de muerte fetal

e Factores genéticos (polimorfismos de un solo nucledtido SNPs) en genes relacionados
con insulina, como: rs 2255372 (en TCF7L2), rs7903146 (en TCF7L2), rs5219 (en
KCNJ11), y rs1799884 (en GCK)

e Antecedente de sindrome de ovario poliquistico

e Tabaquismo

e Uso de cortiocoesteroides y/o antipsicoticos

e Sedentarismo

Diabetes mellitus gestacional: diagndstico

Tomando en cuenta los factores de riesgo antes mencionados, se recomienda que las mujeres con
al menos un factor de riesgo importante se realicen pruebas de deteccién de DMG, en el
momento de su primera evaluacidn médica prenatal. De hecho, la Asociacion Internacional para el
Estudio de la Diabetes en el Embarazo (IADPSG por sus siglas en inglés) ha propuesto una
estrategia para la deteccidn y diagndstico de los trastornos hiperglucémicos en el embarazo [79,
80] (como se muestra en la Tabla 5). El diagndstico de la DMG se establece entre las 24 y 28
semanas de gestacion realizando pruebas de tolerancia oral a la glucosa (OGTT por sus siglas en
inglés) con diferencias en los criterios de carga de glucosa, duracién y valores umbral diagndstico
[1, 72, 80] (Tabla 6).
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Tabla 5. Estrategia de deteccidn y diagndstico de desérdenes hiperglucémicos en el embarazo

segun la IADPSG 2010 en la primera visita prenatal [80]

Glucosa plasmatica en ayuno, hemoglobina glucosilada A1C o glucosa plasmatica al azar, en todas o en
aquellas mujeres embarazadas con factores de riesgo para DMG:
o Diagndstico de diabetes previa al embarazo:
Glucosa plasmatica en ayuno: 27.0mmol/I;
Hemoglobina glucosilada A1C: 26.5%
Glucosa plasmatica al azar: 211.1mmol/I (200mg/dl)
o Siel resultado no es compatible con diabetes previa al embarazo;
o Glucosa plasmatica en ayuno entre 25.1mmol/l y <7.0mmol/ se diaghostica DMG.
o Glucosa plasmatica en ayuno <5.1mmol/l ; se debe de realizar OGTT entre las semanas 24-
28 de embarazo para diagndstico de DMG.
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Tabla 6. Estrategias diagndsticas para la deteccion de DMG

Glucosa

Glucosa 2-h post-

Glucosa 3-hpost-

Valores alterados

L Carga de plasmaticaen  Glucosa 1-h post-carga de glucosa .
Criterio lucosa (g) ayuno mmol/| mmol/l (mg/dl) carga de glucosa carga de glucosa requeridos para
g g y g mmol/l (mg/dl) mmol/l (mg/dl) el diagnéstico
(mg/dl)
Estrategia de un paso
IADPSG 2010 [80] 75 >5.1(92) 10.0 (180) >8.5 (153) - 21
>5.1-6.9
> - - = >
WHO 2013 [81] 75 (92-125) 10.0 (180) >8.5-11 (153-199) 21
NICE [76] 75 >5.6 (100) - >7.8 (140) - >1
Canadian D'a?g‘]es Association 75 >5.3 (96) >10.6 (191) 9.0 (162) ; >1
Estrategia de dos pasos
e <7.8(141): normal
. . L e 7.8-11.9 (141-214): realizar
D A
Canadian |ak[)8e;;es ssociation 50 OGTT con carga de 75g de 1
glucosa
e >11.1(200): DMG
>130, 135, 0140 (7.2, 7.5, 0 7.8):

Carpenter y Coustan [1, 83] / .

NDDMG [L, 84] 50 realizar OGTT con carga de 100g 1
de glucosa

Carpenter y Coustan [1, 83] 100 >5.3 (96) 10.0 (180) >8.6 (155) >7.8 (140) >2
NDDMG [84] 100 >5.8 (105) 10.6 (190) >9.2 (165) >8.0 (145) 22
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Diabetes mellitus gestacional: fisiopatologia

Dos de los principales mecanismos fisiopatoldgicos que caracterizan a la DMG incluyen defectos
de la célula B pancredtica junto con una exacerbacién de la resistencia a la insulina. Hasta la fecha,
los estudios sugieren que estas alteraciones probablemente se desarrollaron antes de la gestacion
en la mayoria de los casos; y las mujeres con mayores factores de riesgo asociados a la DMG
(especialmente obesidad y antecedentes familiares de diabetes tipo 2) tienen riesgo de haber
desarrollado una o ambas de dichas alteraciones [78, 85]. La DMG se desarrolla como resultado de
una disfuncién de las células B paralela a un estado de resistencia crénica a la insulina fisioldgica
(con un pico alrededor de las 24-28 semanas de gestacion). Es importante sefialar que mas alla de
estos dos factores principales en la fisiopatologia de la DMG, otros érganos y mecanismos también
son claves en su desarrollo (Tabla 7) [86-90]. A continuacidn, se describen dos de los mecanismos
mayormente estudiados en la fisiopatologia de la DMG: a) la disfuncién de la célula B-pancreatica
y b) el desarrollo crénico de la resistencia a la insulina.

Tabla 7. Mecanismos fisiopatoldgicos asociados al desarrollo de DMG [91-95]

Organo involucrado Mecanismo fisiopatoldgico

Pancreas e Disfuncidén de la célula B-pancreatica
e Disminucién del nUmero y masa de la célula B-pancredtica
e Exacerbacion de la resistencia a la insulina
e Incremento de la tasa de gluconeogénesis
e Incremento de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés) y estrés oxidativo
e Lipotoxicidad
e Exacerbacion de la resistencia a la insulina
Musculo esquelético e Lipotoxicidad
e  Disfunciéon mitocondrial
e Incremento de la produccion de ROS y estrés oxidativo
e Exacerbacion de la Resistencia a la insulina
e Incremento en la tasa de lipdlisis
e Incremento en la secrecién de acidos grasos libres
e Incremento en la secrecién de leptina
e Estado pro-inflamatorio: polarizacion de macréfagos M1, incremento de
linfocitos T-helper y T-citotdxicos

e Incremento en las citocinas pro-inflamatorias: IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-1
e Hipertrofia del tejido adiposo
e Lipotoxicidad
e Reduccidn de la expansion del tejido adiposo
e Disminucidn en la secrecién de adiponectina
e Resistencia a la insulina
e Incremento en la secrecién de leptina placentaria
Placenta e Incremento en la tasa de transporte de nutrientes

e Crecimiento fetal exacerbado

e Incremento en la secrecién de citocinas pro-inflamatorias y quimiocina: TNF-a, IL-

6, IL-10, MCP-1

Higado

Tejido adiposo
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Diabetes mellitus gestacional: disfuncidn de la célula B-pancredtica

La funcién principal de la célula B pancredtica es almacenar y secretar insulina en respuesta a la
carga de glucosa. Cuando estas células pierden la capacidad de detectar adecuadamente las
concentraciones de glucosa en sangre y/o de secretar insulina en respuesta a este estimulo de
glucosa; se considera una disfuncién de la célula B-pancredtica. Se ha propuesto que la disfuncion
de estas células es el resultado de una produccidon y secrecidn excesiva y prolongada de insulina en
respuesta a un exceso crénico de nutrientes (principalmente glucosa) [91, 92]. La disfuncidn de la
célula B pancredtica es un componente clave de la alteracidon de todas las formas de estados
diabéticos. Puede expresarse como uno o dos de estos mecanismos: 1) incapacidad para preservar
y mantener suficiente masa de células B pancreaticas; y 2) que estas células sean capaces de
adaptarse y responder a cualquier estado de resistencia a la insulina presente. Clinicamente, la
alteracion principal de este fendmeno se caracteriza por el deterioro y la pérdida de la secrecidn
aguda de insulina inducida por glucosa (GSIS por sus siglas en inglés) [92].

En particular, en el caso del embarazo, en el que se desarrolla resistencia fisioldgica a la insulina;
las adaptaciones de la fase anabdlica de la célula B pancreatica se logran mediante el aumento de
la secrecién de insulina, como producto de una mayor masa celular para compensar el estado
fisiolégico de resistencia a la insulina que se presentara mas adelante [92]. Cuando estas
adaptaciones no logran establecerse durante la gestacidn, se puede desarrollar DMG.

En los embarazos que cursan con DMG, los dos principales mecanismos fisiopatolégicos que se
presentan son la disfuncion de la célula B pancredtica y el incremento de la resistencia a la insulina
en tejidos periféricos. La disfuncionalidad de la célula B pancredtica se puede presentar en dos
escenarios: 1) falla para mantener una adecuada masa celular y 2) inadaptacion celular para

compensar los estados de resistencia a la insulina [91, 93-95]. Clinicamente, la deficiencia de estos
mecanismos se presenta como alteracion y pérdida de secrecion de insulina estimulada por
glucosa y consecuente hiperglicemia. Por lo tanto, en la DMG, la disfuncién de la célula B
pancreatica se exacerba a mayor resistencia a la insulina; y una vez que la disfuncién de estas
células se instaura, se desarrolla un circulo vicioso caracterizado por una hiperglicemia tanto en
ayuno como en postprandio, mayor resistencia a la insulina en tejidos periféricos y el

favorecimiento de la disfuncidn progresiva de la célula B pancreatica [39, 91, 96].

Diabetes mellitus gestacional: indice HOMA-%

Como se menciond anteriormente, la disfuncion de la célula B-pancredtica es uno de los
mecanismos fisiopatoldgicos mas importantes en la DMG. Las mujeres que desarrollan DMG
presentan una disfunciéon crénica en célula B pancredtica entre las semanas 24-28 de gestacion, lo
cual representa un reto tanto para el diagndstico oportuno como para la prevenciéon de
complicaciones materno-fetales a corto y largo plazo. Por lo anterior, resulta relevante evaluar el
grado de funcionalidad de célula B pancreatica en etapas tempranas de la gestacion.

El indice HOMA2-%p es un indicador indirecto empleado para estimar la funcién de la célula B-
pancreatica con base en las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno; donde un valor del
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90-100% se considera normal, es decir una funcion adecuada de célula B pancreatica.
Dependiendo de la patologia estudiada, asi como de la poblacién en la que se realizan los estudios,
se han propuesto distintos puntos de corte para considerar los valores de este indice como alto
y/o bajo. En en particular, en embarazo ain no se ha llegado aldn a un consenso especifico de
puntos de corte debido a la carencia de estudios suficientes en distintas poblaciones con alto
riesgo de diabetes gestacional.

La relacién entre la glucosa y la insulina en el estado basal reflejan el balance entre la produccion
de glucosa hepatica y la secrecién de insulina, lo cual es mantenido mediante retroalimentacién
entre el higado y la célula B pancreatica [97, 98]. El indice HOMA2-% tiene un coeficiente de
correlacién de 0.87 con respecto al clamp hiperglucémico y al modelo de evaluacién de infusidn de
glucosa continua (CIGMA por sus siglas en inglés), los cuales son los estandares de referencia para
la evaluacién de la funcién de la célula B pancreatica [97, 99].

Este indice HOMA-2 es resultado de la actualizacién del modelo publicado en 1985 por David
Matthews et al [97], el cual consta de una serie de ecuaciones empiricas lineales que describen las
funciones de los drganos y tejidos involucrados en la regulacién de la glucosa, los cuales se
resuelven numéricamente en la siguiente formula HOMA-B = 20 x [insulina ayuno] (uU/ml)/
[glucosa plasmatica] en ayuno (mg/dl). En el modelo propuesto por Matthews et al en 1985,
correspondiente al HOMA-1, sobreestimaba o subestimaba los valores de HOMA-1R y HOMA-%3
en valores de hipo e hiperglicemia, debido a que estas ecuaciones se realizaron considerando un
comportamiento lineal. Para resolver este problema, Jonathan Levy et al en 1998 [100] publicaron
el modelo computacional actualizado, el HOMA-2, tomando en cuenta las variaciones en la
resistencia a la glucosa hepatica y periférica, los aumentos en la curva de secrecién de insulina
para concentraciones de glucosa en plasma superiores 10 mmol/L (>180 mg/dL) y la contribucién
de la proinsulina circulante. Esta nueva actualizacidon establece asi una relacién no lineal entre
glucosa e insulina (que se ajusta mejor a la realidad fisiolégica). El modelo HOMA-2 también se
recalibré para proporcionar valores de HOMA2_%p y HOMA2_%S del 100 % en adultos tomando
en cuentra concentraciones de insulina, insulina especifica o péptido C. En 2004, se lanzd una
implementacion del software HOMA, la HOMA-2 Calculator por la Universidad de Oxford, el cual
tiene la patente de dicho software y ofrece licencias para acceder al programa para uso comercial
y no comercial.

A pesar de que la relacién que potencialmente se tiene entre el HOMA-%p y el desarrollo de DMG
representa un area de estudio importante para comprender mejor la fisiopatologia de la DMG, se
ha abordado poco en estudios clinicos. Un estudio realizado por Endo y colaboradores en la
poblacién japonesa (considerada como de alto riesgo para el desarrollo de DMG), evalué
longitudinalmente el HOMA-% en los tres trimestres del embarazo. En dicho estudio, se observo
que las mujeres que desarrollan diabetes gestacional presentan menor indice HOMA-% promedio
en el primer trimestre de gestacidn en comparacion con los controles, independientemente de su
IMC [101]. Esto sugiere que las mujeres que desarrollan diabetes gestacional presentan en su
primer trimestre de gestacidon una menor respuesta por parte de la célula B pancreatica y cuando
se presenta la etapa de resistencia a la insulina fisioldgica (final del segundo e inicios del tercer
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trimestre) no son capaces de compensar estas adaptaciones. Lo propuesto por Endo et al
concuerda con el estudio realizado por Luo et al en 2023 [102] en poblacién China (etnia con alto
riesgo de desarrollo de DMG), en donde se observd que las mujeres que desarrollan DMG
presentan un indice HOMA-%[ inferior que las controles, asi como una menor secrecidon de
insulina y una disminucidn en el indice de sensibilidad a la insulina en la curva de tolerancia oral a
la glucosa (ISIvatsuda).

Aungue generalmente se ha postulado que la resistencia a la insulina y la disfuncion de la célula B
pancratica afectan la homeostasis de la glucosa y, en ultima instancia, conducen al desarrollo de
DMG; las contribuciones relativas de la funcién de la célula B pancreatica y la sensibilidad a la
insulina en la patogénesis de la DMG no son del todo claras y no se ha establecido cudl de los dos
mecanismos es el principal. Discrepancias que podrian ser atribuibles a diferentes poblaciones con
distintos grados de funcién de célula B pancredtica.

Diabetes mellitus gestacional: resistencia a la insulina

Cuando las células sensibles a la insulina ya no son capaces de mantener una respuesta adecuada
a la insulina; es entonces cuando se produce la resistencia a la insulina. Este fendmeno es el
resultado de un deterioro de la sefalizacion de la insulina, lo que provoca alteraciones en las
diferentes vias activadas por la insulina en las células. La interaccion de esta hormona con su
receptor (IR por sus siglas en inglés) deriva en su autofosforilacién en el dominio de cinasa de
tirosina de la subunidad B del receptor de insulina (IRB, por sus siglas en inglés); activando la
cascada de sefializacidon de la insulina dependiendo de la célula del tejido. Ademads, se tiene
evidencia de que los niveles de autofosforilacién del IRB son mas bajos en embarazos afectados
por DMG, que en embarazos con tolerancia normal a la glucosa, correlacionandose con una
disminucién del 25% en la captacion de glucosa en biopsias de musculo esquelético [103].

Uno de los principales defectos de la resistencia a la insulina es la translocacién insuficiente de los
transportadores de glucosa (GLUT) (por ejemplo, GLUT 4, el principal transportador presente en
las células del musculo esquelético y del tejido adiposo) a la membrana plasmatica de la célula;
generando asi una menor captacion de glucosa. En particular, algunos estudios han observado que
en la DMG la captacion de glucosa estimulada por la insulina se reduce hasta en un 54%, en
comparacioén con aquellos embarazos que no desarrollan esta patologia [96]. En un estudio que
evalud los mecanismos celulares subyacentes a la resistencia a la insulina relacionada con la DMG
[104], se observé que, en el Ultimo trimestre del embarazo, la abundancia del receptor de insulina
no se vio afectada, mientras que el nivel de IRS-1 (proteina importante para la sefializacion de la
insulina) disminuyé en el musculo esquelético entre un 30% a 50% y en un 52% en el tejido
adiposo de las mujeres diagnosticadas.

Se han propuesto varios mecanismos asociados con la resistencia a la insulina en embarazos que
cursan con DMG. Es decir, durante el embarazo, la combinacidon de alteraciones de la funcion de
los tejidos sensibles a la insulina, junto con adaptaciones hormonales, factores ambientales,
predisposicién genética, y alteraciones en las adaptaciones placentarias; se han relacionado con el
desarrollo de resistencia a la insulina (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Resistencia a la insulina en embarazos normo evolutivos y en DMG

Fase Catabdlica >20 sdg
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1 tinsulina (70-100pmol/L)

Fase Catabdlica >20 sdg

ansu.mggoo

~50-60%

24-28 sdg resistencia a la insulina

Figura 2. Adaptaciones metabdlicas embarazo normoevolutivo y diabetes gestacional. A) Adaptaciones metabdlicas en relacién a
homeostasis de la glucosa en la fase catabédlica >20sdg: desarrollo progresivo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos y
compensacion de la célula B pancredtica aumentando la secrecion de insulina con el objetivo de mantener la glucemia. B) Adaptaciones
metabdlicas en diabetes gestacional: en embarazos que cursan con diabetes gestacional, principalmente en la fase catabdlica se
presenta disfuncion de la célula B pancreatica caracterizada por disminucion en la secrecién de insulina en célula B pancreatica
(disminucién aproximada de un 50-60%), mayor incremento a la resistencia a la insulina en tejidos periféricos (en comparacion con
embarazos normoevolutivos) y consecuente hiperglucemia tanto en ayuno como en postprandio. Imagen creada en Biorender.com.
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Figura 3. Fisiopatologia de la diabetes gestacional
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Figura 3. Fisiopatologia de la diabetes mellitus gestacional: El desarrollo de la diabetes mellitus gestacional es multifactorial, en donde
una convergencia de factores y mecanismos de una inadecuada adaptacion en el embarazo favorecen su desarrollo. Clinicamente la
diabetes gestacional se presenta como resistencia a la insulina, disfuncidn de célula B-pancredtica, hiperinsulinemia, hiperglucemia en
ayuno y postprandio y un incremento en la secrecidn de acidos grasos libres.

Recientemente se ha demostrado que las vesiculas extracelulares (EVs por sus siglas en inglés)
desempenan un papel importante en la comunicacidon célula-célula y en la regulacién de la
fisiologia celular en la salud y la enfermedad; proponiéndolas como parte de los mecanismos
reguladores de procesos de homeostasis y/o desregulaciéon [13]. De particular interés, los
exosomas (EVs pequefias) han sido ampliamente estudiados en estados de embarazo
normoevolutivo y DMG; como medio para comprender como se desarrollan las patologias
metabdlicas relacionadas con el embarazo.

Vesiculas extracelulares

Segun la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV por sus siglas en inglés); una EV
se define como: “una particula liberada naturalmente por la célula que estan delimitadas por una
bicapa lipidica y no pueden replicarse (no contiene un ntcleo funcional)” [105]. De ahi que el
término EVs tenga en cuenta una poblacidén heterogénea de estructuras derivadas de células que
se caracterizan por tener una membrana con una bicapa lipidica y se dividen en dos categorias
principales: exosomas y microvesiculas o “ectosomas” [15, 105, 106]; aunque algunas
clasificaciones de EVs también incluyen a los cuerpos apoptdticos como una tercera clase
importante de dichas EVs [107-109]. La heterogeneidad de las EVs radica en las diferencias en sus
vias de biogénesis, secrecion y absorcidn [15]. Estas vesiculas se pueden encontrar en todos los
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fluidos bioldgicos y se ha demostrado que estdn involucradas en diversos procesos fisioldgicos y
patoldgicos. Ahora se consideran como un mecanismo complementario necesario para la
comunicacion intercelular, por lo que tienen la capacidad de entregar cargas moleculares
especificas (proteinas, lipidos o acidos nucleicos) a las células diana receptoras y regular la
fisiologia celular [13].

En general, las principales diferencias entre estas EVs radican en al menos tres vias de biogénesis y
tamanio: 1) la formacidn de vesiculas intraluminales dentro de cuerpos multivesiculares (MVB por
sus siglas en inglés), acompafiadas de proteinas de los complejos de clasificaciéon endosomal
necesarios para el transporte (ESCRT por sus siglas en inglés), que es caracteristico de la biogénesis
de exosomas (tamafio promedio 30-200 nm); 2) la formaciéon de vesiculas por gemacion y
desprendimiento de la membrana plasmadtica de la célula, proceso caracteristico de los ectosomas
(también llamados microvesiculas con un tamafo promedio de 100-1,1000 nm) vy; 3)
desintegracion de la membrana y liberacidon de EVs por parte de las células que se someten a
procesos de fagocitacidn celular y procesos apoptdticos, un proceso distintivo de la biogénesis de

los cuerpos apoptoéticos (tamafio promedio 1000 nm) [14, 15].

La heterogeneidad de la composiciéon del contenido y la biogénesis de las EVs a menudo se
superponen, lo que dificulta su diferenciacidn, por lo que pueden diferenciarse con base en su
densidad, biogénesis y composicidon, como se resume en la Tabla 8. Asi mismo, la recomendacién
de la guia MISEV 2018 [106] para la clasificacion de las EVs por tamafio establece dos categorias:
1) vesiculas extracelulares pequefias (SEVs por sus siglas en inglés) las cuales tienen un tamafio
promedio de <200 nm de didmetro y 2) vesiculas extracelulares grandes (IEVs por sus siglas en
inglés) de >100 nm de diametro.

Tabla 8. Clasificacion de las vesiculas extracelulares

Exosomas Microvesiculas Cuerpos apoptéticos
[14, 15,110, 111] [14, 15, 110, 111] [14, 15, 109-112]
Tamafio (nm) 30-200 100-1,000 >1,000
. . Gemacion de la )
Origen Endocitico L. Apoptosis
membrana plasmatica
. Esferoide, en ocasiones
Forma Esferoide . Fluctuante
irregular
Densidad (g/ml) 1.13-1.19 1.04-1.07 1.16-1.28
Tetraspaninas (CD9, CD63,
Marcadores CD81), proteinas del . -
.. . . Integrinas, flotillina-2, .
protéicos complejo ESCRT (Alix, Anexina V,

empleados para
su identificacidn

Contenido

TSG101), integrinas,

proteinas de choque térmico

(HSP)

Acidos nucleicos (DNA, RNA,

RNAs no codificantes),
proteinas, lipidos,
metabolitos

selectinas, ligando CD40,
fosfatidilserina

Acidos nucleicos (DNA,
RNA, RNAs no
codificantes), proteinas,
lipidos, metabolitos

fosfatidilserina

Fragmentos de DNA,
histonas, remanente
de cromatina,
proteinas degradadas
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Vesiculas extracelulares: papel en la comunicacién célula-célula

La principal funcién que tienen las EVs es mediar la comunicacidn célula-célula, ya que al ser
secretadas pueden modular la fisiologia celular través de tres mecanismos: 1) las EVs son capaces
de modular una sefalizacidn autocrina actuando sobre su célula de origen (como se observa en la
regulacién mediada por exosomas de la hematopoyesis y el desarrollo de leucemia al estimular la
leucemogénesis) [113]; 2) las EVs pueden participar en la sefializacién paracrina actuando sobre
las células vecinas (como se observa en la modulacién de la sensibilidad a la insulina mediada por
los miRNAs exosomales de los macréfagos del tejido adiposo) [114] y 3) las EVs regulan la
sefializacion endocrina al atravesar la barrera endotelial para llegar a las células diana (control de
la homeostasis de la glucosa mediado por miRNAs exosomales derivados de la célula B
pancreatica) [115].

Los mecanismos por los cuales las EVs pueden interactuar con las células diana para influir en la
fisiologia de la célula receptora han sido ampliamente estudiados y son diversos; desde la fusidn
directa con la membrana plasmatica, la endocitosis mediada por balsas lipidicas, hasta la
internalizacién mediada por la interaccion del receptor [14, 15, 116-118]. La especificidad
mediante la cual las células diana interactdan con las EVs es Unica para cada tipo y condicion de
EV; y también esta determinado por interacciones distintas y especificas entre los receptores de la
membrana celular plasmatica de la célula diana y las proteinas enriquecidas en la superficie de la
membrana de las EVs, como: tetraspaninas e integrinas; asi como también lipidos, proteoglicanos
(sulfato de heparina) y lectinas [15, 107].

Exosomas: vesiculas extracelulares pequefias

Los exosomas son una subpoblacién de EVs pequefas de origen endosomal de aproximadamente
40-200 nm, con una densidad de 1.13-1.19 g/mL, los cuales pueden ser identificados gracias a sus
marcadores proteicos de membrana, asi como de biogénesis (los mads comunmente empleados
son: Alix, Tsg101, CD63, CD9 y CD81) [14, 15] (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacion de exosomas en embarazos con DMG: Imagenes representativas de exosomas provenientes de plasma de
embarazos normoevolutivos (Figura 4A) y con DMG (Figura 4B) con 24-28 SDG. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de
transmision evidenciando la forma esférica caracteristica de los exosomas [18]. En la Figura 4C se observa la caracterizacién de
exosomas empleando rastreo de nanoparticulas, Imagen representativa de caracterizacion de exosomas por tamafio (nm) y
concentracion (particulas/mL) de embarazos normoevolutivos y con DMG en las semanas 24-28 de gestacion [119].

Recientemente, se ha demostrado que diversos tejidos incluida la placenta producen exosomas
derivados de las células del cincitiotrofoblasto principalmente [10, 11, 16, 120]. Estas vesiculas
pueden transportar en su interior una amplia gama de biomoléculas como: acidos nucleicos (DNA
y RNA), metabolitos, especies lipidicas y proteinas citosodlicas, dependiendo de la célula de la cual
son secretados. Anteriormente, la funcidn que se le atribuia a estas EVs pequeias era la de
vehiculo de desechos celulares [121, 122]; sin embargo, gracias a investigaciones adicionales sobre
este tema, se ha demostrado que los exosomas sirven como un importante regulador de Ia
comunicacion célula-célula como un mecanismo funcional impulsado por componentes celulares
selectos y especificos [123-126].

Los exosomas han sido considerados como reguladores de procesos fisioldgicos y patolégicos en
enfermedades cardiovasculares, la progresién del cédncer, infecciones virales, enfermedades del
sistema nervioso, enfermedades metabdlicas y, mas recientemente, en el embarazo.

Exosomas: biogénesis

La biogénesis de los exosomas puede comenzar a partir de componentes extracelulares que
interactian con la membrana celular, asi como con las proteinas de la superficie celular;
ingresando a la célula a través de procesos endociticos y de invaginacion de la membrana
plasmatica. Esto conduce a la generacion de endosomas de clasificacion temprana (ESE por sus
siglas en inglés), con la consiguiente maduracién a endosomas de seleccion tardia (LSE por sus
siglas en inglés) y, en ultima instancia, al "paso de maduracién" final a MVB que contienen
vesiculas intraluminales (ILV por sus siglas en inglés) [15, 127-129].

La biogénesis de los exosomas requiere la formacién de MVB mediante la invaginacién de la
membrana limitante endosémica. Este proceso esta regulado por tres proteinas principales: las
proteinas Rab, las proteinas Sec-1, el receptor soluble de la proteina de unidn al factor sensible a
la N-etilmaleimida (SNARE por sus siglas en inglés) y las proteinas de la subunidad del complejo de
la cubierta [130].

La via exosomas-MVB comienza cuando se generan las vesiculas intraluminales (ILV) (con un
tamafio promedio de 30 a 100 nm, similar al tamafio de los exosomas) dentro del lumen de los
endosomas, durante su maduracion hasta convertirse en endosomas multivesiculares (MVE), un
proceso que involucra maquinarias de clasificacion particulares y especificas. El primer paso de
estas maquinaria es seleccionar primero la carga molecular en los microdominios de la membrana
limitante de las MVE con la consiguiente gemacién interna y fisidn de pequeiias vesiculas de
membrana [15, 130, 131]. A continuacidn, se describen los pasos para la biogénesis de los
exosomas (Figura 5):

23



1. Los lipidos y otras proteinas asociadas a la membrana se agrupan en microdominios de
membrana en la membrana limitante del endosoma multivesicular (MVE).

2. Estos microdominios participan en el reclutamiento de componentes solubles, tales como
proteinas citosdlicas y especies de RNA, que estdn destinadas a ser seleccionadas para su
internalizacién en EVs.

3. En conjunto, la formacién de estos microdominios agrupados junto con maquinarias adicionales
promueve la gemacién de la membrana seguida de un proceso de fision en la membrana limitante
del MVE hacia el lumen del MVE.

4. En este punto de la via, la carga molecular estd compuesta por proteinas de la superficie celular
“recicladas”, proteinas derivadas del citoplasma y acidos nucleicos como el RNA.

5. Los mecanismos de biogénesis de los exosomas se conocen ampliamente y en este proceso
participan principalmente subunidades del complejo de clasificacién endosémica necesaria para el
transporte (ESCRT), aunque en diferentes grados. Por ejemplo, se requiere ESCRT-Ill para la
escision de las vesiculas intraluminales (ILV) en el lumen de los MVE. Mientras tanto, la seleccién
de carga y la gemacion de membranas pueden ocurrir mediante mecanismos dependientes o
independientes de ESCRT. Por ejemplo; las proteinas de novo del complejo reticulo endoplasmico-
Golgi pueden clasificarse selectivamente en estas vesiculas a través de dos mecanismos distintos:
la maquinaria ESCRT (en particular con la participacidn de los complejos proteicos TSG101/Vps23
y/o AIP1/Alix/Vps31) [132]; o por una via dependiente de tetraspaninas/ceramidas [133].

6. Acoplamiento y fusion de MVB a la membrana plasmatica. Estos procesos estan regulados por
las proteinas SNARE, SNAP y Rab. El acoplamiento de los MVB a la membrana plasmatica estd
orquestado por exofilina, moléculas efectoras Rab27b y Rab27 y sinaptotagmina 4 [131, 134].
Simultaneamente, la fusidn con la membrana plasmatica y la liberaciéon de exosomas esta regulada
por la proteina R-SNARE YKT®6, la proteina v-SNARE VAMP7/TIVAMP, Rab11, Rab31 y Rab27a (con
doble funcién tanto en acoplamiento como en la fusién) [131, 134].

Exosomas en el embarazo

En el embarazo existe una comunicacion, para la regulacién e intercambio de nutrientes, entre la
madre y la unidad feto-placentaria. Esto es necesario para asegurar un desarrollo fetal adecuado y
mantener la homeostasis metabdlica, tanto en la madre como en la placenta y el feto. Uno de los
mecanismos propuestos para lograrlo es a través de EVs, particularmente por la accién de los
exosomas [12]. Se ha propuesto que estos exosomas (ya sean fetales, placentarios y/o exosomas
derivados de los érganos y tejidos maternos) pueden modular y/o causar adaptaciones fisioldgicas
maternas normales o enfermedades relacionadas con el embarazo [12, 135]. Estos exosomas
pueden identificarse mediante sus biomarcadores cldsicos, como se menciond anteriormente. Sin
embargo, los exosomas derivados de la placenta se pueden diferenciar de otras poblaciones de
exosomas, por la presencia de proteinas especificas de la placeta (como la fosfatasa alcalina
placentaria (PLAP)) y/o miRNAs exosomales derivados de la placenta (los tres grupos principales: la
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familia de miRNAs del cluster del cromosoma 14 (C14MC), la familia de miRNAs del cluster del
cromosoma 19 (C19MC) y la familia de miRNAs del grupo miR-371-3) [136-138].
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Estos tres subtipos de exosomas (embrionarios, placentarios y maternos) presentes en la
circulacion materna son potenciales indicadores para comprender y proporcionar un panorama
amplio sobre el desarrollo y crecimiento fetal, la funcidn placentaria y las adaptaciones fisioldgicas
maternas que conllevan a un embarazo normoevolutivo. Por lo tanto, la cuantificacién vy
caracterizacién de los exosomas placentarios en la circulacion materna podria usarse como un
indicador de la funcidn placentaria y el crecimiento fetal, como se ha demostrado en un estudio
donde estos subtipos de exosomas relacionados con el embarazo podrian ayudar a monitorear el
crecimiento fetal en estados de restriccion del crecimiento intrauterino [16]. Ademas, se ha
demostrado que los exosomas de origen fetal que cruzan a la circulacién materna pueden
funcionar para regular las sefales a los drganos maternos con el fin de establecer un entorno
adecuado para un embarazo y parto normoevolutivo [12, 140]. Estudios en modelos animales han
demostrado que los exosomas fetales tienen la capacidad de viajar desde la placenta a la
circulacion materna para interactuar y liberar su contenido en las células del cuello uterino y el
utero (decidua y miometrio); estimulando el parto mediante la liberacion de su contenido:
proteinas secretoras asociadas a la senescencia (SASPs por sus siglas en inglés) y proteinas de
patron molecular asociadas al dafio (DAMPs por sus siglas en inglés) que aumentan la inflamacion
que desencadenan la transicion de estas células inactivas a un estado de trabajo de parto [12,
140]. Se ha planteado la hipdtesis de que, en estados de parto prematuro, el contenido de estos
exosomas de origen fetal podria servir como un biomarcador potencial de trabajo de parto
inminente y ayudar a estudiar la fisiopatologia de esta enfermedad.

Ademds de los exosomas de origen fetal, los exosomas de origen materno también son
importantes durante el embarazo, especialmente durante las primeras etapas antes de la
implantacién [141]. Esta comunicacidn celular mediada por exosomas se establece incluso antes
de la implantacién; y consiste principalmente en una comunicacién intercelular entre el embrién
(en una fase de preimplantacién) y el endometrio materno [141]. En el proceso de implantacion
embrionaria en el endometrio, para garantizar una implantacién exitosa, se requieren de
interacciones sinérgicas entre el endometrio y el blastocisto dentro de la cavidad uterina. Los
exosomas liberados por las células endometrio-epiteliales juegan un papel importante en este
evento. Un estudio protedmico de estos exosomas derivados del endometrio-epitelial revelé que
la liberacidn de estos EV estd influenciada por el estado hormonal del ciclo menstrual y el estado
del embarazo e identific6 proteinas relacionadas con adaptaciones criticas durante la
implantacién, tales como: remodelacion de la matriz extracelular, migracidn, invasion y adherencia
[141]. Este estudio también demostrd la internalizacion de estos exosomas por células de
trofoblasto humano in vitro y la mejora de la capacidad adhesiva de estas células (respuesta
parcialmente mediada por la sefializacion de la cinasa de adhesién focal activa (FAK) [141].

Dado que estos exosomas pueden secretarse en el espacio extracelular, tienen el potencial de
regular y mediar la fisiologia materna y fetoplacentaria a través de varios mecanismos de
sefializacion, como: 1) sefializacion paracrina al interactuar y actuar sobre una célula objetivo
receptora vecina [114], 2) sefalizacién endocrina a través de la barrera endotelial para llegar a las
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células diana de diversos 6rganos [142] y/o 3) sefializacion autocrina, que actua sobre la célula de
origen [113].

miRNAs exosomales y diabetes mellitus gestacional

La presencia de DMG estd asociada con mayores niveles de secrecion de exosomas en la
circulacion materna. Se ha demostrado que los exosomas placentarios de embarazos con DMG
disminuyen la captacion de glucosa y la migracidén celular estimulada por la insulina in vitro en
células del musculo esquelético de pacientes normoglucémicos e hiperglucémicos [10] (Figura 6).
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Figura 6. Exosomas provenientes de embarazos con DMG disminuyen la migracion celular y captacion de glucosa mediada por
insulina. A) se observa que los exosomas provenientes de embarazos con DMG disminuyen la migracidn celular en condiciones basales
y con estimulo de insulina in vitro en cultivo primario de biopsias de musculo esquelético de mujeres con normoglicemia (barra blanca)
y con diabetes tipo 2 (barra negra). B) se observa el efecto de los exosomas para disminuir la captacion de glucosa en condiciones
basales y con estimulo e insulina in vitro en cultivo primario de biopsias de musculo esquelético de mujeres con normoglicemia (barra
blanca) y con diabetes mellitus tipo 2 (barra negra). Graficas obtenidas del estudio realizado por Nair et al 2018 [10].

Ademas, un estudio observd que, en pacientes con DMG, existe un incremento significativamente
marcado en la liberacidn de exosomas de las células trofoblasticas del primer trimestre
correlacionado con los niveles de concentracién de glucosa [143]; demostrando asi que la glucosa
es efectivamente un factor importante que regula la liberacién de estos exosomas. Este estudio
también demostré que, junto con una mayor liberacién de exosomas mediada por los niveles de
glucemia; la glucosa también aumenta la bioactividad de los exosomas. Un estudio realizado en
células trofoblasticas en etapas tempranas de la gestacidon que expusieron in vitro a un entorno
con alto contenido de glucosa, demostréd que la capacidad de estos exosomas derivados de
trofoblastos, para inducir la liberacién de citocinas de las células HUVEC, aumenta 3 veces en
comparacién con aquellos que estuvieron expuestos a un entorno normoglucémico, demostrando
que los exosomas de embarazos con DMG son capaces de inducir la liberacién de citocinas [143].

Si bien los mecanismos relacionados con la fisiopatologia de la DMG siguen sin elucidarse por
completo, diversos estudios han propuesto que el contenido presente en los exosomas podria ser
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parte importante de los mecanismos subyacentes a esta enfermedad. Se ha sugerido que los RNA
no codificantes [microRNA (miRNA), RNA circular (circRNA) y RNA largo no codificante (IncRNA)]
presentes dentro de exosomas podrian estar involucrados en la patogénesis y fisiopatologia de Ia
DMG; desempefiando principalmente un papel regulador cuando estas vesiculas son
internalizadas por sus células diana [11, 20, 27].

Aungue los exosomas contienen una amplia variedad de moléculas (metabolitos, proteinas, DNA,
lipidos, RNA), la mayoria de los estudios asociados con el desarrollo de diabetes gestacional se
centran en los miRNAs exosomales. Los miRNAs forman parte de la familia de RNAs no
codificantes cuya principal funcién es regulatoria [20]. Estos se encargan de la regulacién de
aproximadamente 60% de los genes y se estima que un sélo miRNA es capaz de regular hasta 200
MRNAs, lo cual representa su importancia para la expresidon génica y una desregulacién de la
expresion de estos miRNAs esta asociada al desarrollo de enfermedades metabdlicas, asi como
enfermedades metabdlicas desarrolladas durante la gestacion, como la DMG [144].

Hasta la fecha, unicamente cuatro estudios han caracterizado los perfiles de miRNAs exosomales
en mujeres con DMG (Tabla 9). En un estudio realizado en 2018 realizado por Nair et al., (Tabla 9)
en el que se aislaron explantes de vellosidades coriénicas y exosomas plasmaticos; se identificd un
conjunto de miRNAs sobre expresados en pacientes con diabetes mellitus gestacional y su
asociacién con la regulacién de la funcionalidad del musculo esquelético [10] . Este conjunto de
miRNAs se asocid con vias que regulan el metabolismo de los hidratos de carbono y la migracion
celular. Ademds, los exosomas placentarios que se aislaron de mujeres con diagnéstico de DMG,
alteraron la sensibilidad a la insulina y redujeron la absorcién de glucosa en células primarias del
musculo esquelético obtenidas tanto de pacientes con sensibilidad normal a la insulina como de
DT2. Este estudio también demostré que los exosomas placentarios aislados de mujeres
embarazadas con tolerancia normal a la glucosa incrementan la sensibilidad y la captacidn de
glucosa en respuesta al estimulo de insulina en biopsias de musculo esquelético obtenidas de
pacientes con DT2. Este estudio demuestra que los exosomas secretados en embarazos con DMG
asi como en embarazos normales son capaces de modificar e influir en los tejidos sensibles a la
insulina, como el musculo esquelético. Ademas, estos hallazgos sugieren que los miRNAs
provenientes principalmente de exosomas placentarios actlan potencialmente como un nuevo
mecanismo que regula la sensibilidad a la insulina en el musculo esquelético en embarazos que
cursan con DMG.

Otro estudio realizado en 2019 realizado por Gillet et al., (Tabla 9) que incluyé mujeres que fueron
evaluadas en las primeras etapas del embarazo y luego fueron diagnosticadas con diabetes
mellitus gestacional; evalud el perfil de expresion miRNAs especificos de exosomas en suero [28].
Este estudio evalud 17 miRNAs previamente asociados a exosomas y correlacionados con la
regulacion de la funcién placentaria (principalmente miRNAs del cluster de cromosomas 14y 19) e
identificd un conjunto de diez miRNAs sobre-expresados en las primeras etapas del embarazo en
aquellas mujeres que luego desarrollaran DMG. Estos miRNAs identificados estdn implicados
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principalmente en la diferenciacién y proliferacién del trofoblasto; transporte de glucosa en los
tejidos placentarios, asi como también en la secrecidn de insulina.

El dnico estudio que ha descrito el perfil de miRNAs exosomales en orina se realizé en 2020 por
Herrera-Van Dostdam et al., en poblacidn mexicana evaluando los tres trimestres del embarazo
[145]. Este estudio aisl6 exosomas placentarios urinarios de mujeres embarazadas y evalué la
expresion de un conjunto de miRNAs asociados a la placenta (con la mayoria de miRNAs evaluados
pertenecientes al cluster de miRNAs del cromosoma 19; cominmente denominados "trofomiRs").
Al evaluar la expresion de estos trofomiRs (miR516-5p, miR-517-3p y miR-518-5p) del grupo que
desarrolla DMG, se observd un incrementd a lo largo del primer y segundo trimestre del embarazo
y a medida que avanzaba el estado de gestacion, es decir, en el tercer trimestre de embarazo, los
niveles de expresion de estos miRNAs disminuyeron en comparacion con el grupo controles. El
estudio y la evaluaciéon de los trofomiRs (especies Unicas de miRNAs derivados de la placenta que
se conservan en primates y tienen funciones placentarias reguladoras especializadas) son cruciales
en el embarazo humano debido a su importante papel en la fisiologia y funcién de la placenta para
mantener un embarazo saludable. Dado que estos trofomiRs son secretados principalmente por
células del sincitiotrofoblasto, han sido propuestos como reguladores clave de funciones
placentarias, tales como: la secrecién hormonal esencial para el desarrollo fetal, el intercambio de
gases (oxigeno y CO;) materno-fetal, el suministro de nutrientes al feto en crecimiento, la barrera
inmunolégica y la proteccion del feto, y la eliminacidn de productos de desecho [146]. Estos
trofomiRs comprenden un vasto grupo de miRNAs expresados diferencialmente en la placenta
frente a otros tejidos como: el cluster de miRNAs del cromosoma 19 (C19MC), el cluster de
miRNAs del cromosoma 14 (C14MC), miR-141, miR-23a y miR-136 [136, 137, 146, 147].

El estudio mas reciente sobre el perfil de miRNA exosomal en la DMG se realizé en 2021 por Nair
et al [27]; evaluando los perfiles de miRNAs asociados a sEV durante los tres trimestres la
gestacion. Este estudio identificd6 2822 miRNAs; de los cuales, 563 miRNAs mostraron
significativamente un cambio durante el embarazo dependiendo del trimestre y 101 miRNAs se
expresaron diferencialmente entre los estados de diabetes gestacional frente a los embarazos
normales. Utilizando andlisis de modelos predictivos, se identificd a un conjunto de nueve miRNAs
por su capacidad para diferenciar a las mujeres embarazadas en las primeras etapas del embarazo
que desarrollaran DMG entre las semanas 24 y 28 de gestacién (Tabla 9, Figura 7). Ademas,
utilizando datos de la expresion de miRNAs a lo largo de la gestacidon tanto en estado patoldgico
como en embarazos normales; se identificaron tres principales procesos bioldgicos regulados por
exosomas: 1) regulacion de la respuesta celular al estimulo de la insulina, 2) regulacion de la via de
sefializacion del receptor de insulina y 3) homeostasis de la glucosa. También se identificaron tres
funciones moleculares reguladas por estos miRNAs: 1) unién a proteina, 2) unién al sustrato del
receptor de insulina (ISR) y 3) unién al receptor del IGF.
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Figura 7. miRNAs exosomales expresados diferencialmente en embarazos que cursan con diabetes mellitus gestacional a lo largo de
la gestacion. Se muestran los nueve miRNAs exosomales identificados que se expresan diferencialmente en embarazos con diabetes
mellitus gestacional a lo largo de la gestacion (primer, segundo y tercer trimestre del embarazo). En las graficas de barras se muestra la
expresion longitudinal del miRNA identificado mientras que en las graficas de lineas se observa la expresion del miRNA identificado
normalizado con el miRNA constitutivo RNU6B empleando el método ACT. Grupo DMG= circulo negro y linea negra, grupo embarazo
normoevolutivo= circulo blanco y linea gris. Graficas obtenidas del estudio realizado por Nair et al 2021 [27].
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Tabla 9. Estudios que evaltian asociacion de miRNAs exosomales con el desarrollo de DMG

Muestra -Semanas de Criterio diagndsticode DMG  Tamaifio de Etnia miRNAs sobre-expresados Método de Referencia
gestacion (sdg) muestra identificacion
-Edad
Exosomas -37-40 sdg 75g OGTT 12 mujeres con Caucasica, miR-125a-3p, miR-99b-5p, gPCR (Nair et al,
provenientes -18-40 afios DMG Australiana, miR-197-3p, miR-22-3p, miR- 2018) [10]
de plasma vy ADIPS y OMS 12 controles Asiatica, Medio 27b-3p, miR-200a-3p, miR-
placenta Oriente 141-3p
Exosomas -6-15wog sdg Prueba de dos pasos: 23 mujeres con Caucdsica miR-122-5p, miR-132-3p, miR- gPCR (Gillet et al.,
séricos -18-40 afios 1. 50g cargadeglucosa DMG 1323, miR-136-5p, miR-182- 2019) [28]
2. 75g OGTT 46 controles 3p, miR-210-3p, miR-29a-3p,
miR-29b-3p, miR-342-3p, miR-
Sociedad de Obstetras vy 520h
Ginecdlogos de Canada
Exosomas Estudio prospectivo e 75g OGTT 27 mujeres con Latinoamérica miR-16-5p, miR-222-3p, miR- qPCR (Herrera-Van
urinarios longitudinal (1°, 2° vy e Pruebade dos pasos: DMG (México) 518a-3p, miR-516b-5p, miR- Oostdam et
3° trimestre) 50g carga de glucosa 34 controles 517-5p al., 2020)
75g OGTT (sobre-expresado hasta el 2° [145]
trimestre y posteriormente
disminucidon en su expresion
en el 3° trimestre)
Exosomas Estudio retrospectivo 75g OGTT 8 mujeres con Asiatica hsa-let-7c-5p, hsa-miR-10a- RNASeq (Nair et al.,
plasmaticos longitudinal (1°, 2° y DMG (China, Filipinas), 5p, hsa-miR-16-2-3p, hsa-miR- 2021) [27]
3° trimestre) 14 controles Caucdsica, 16-5p, has-miR-92a-1-3p, hsa-
ADIPS y OMS Latinoamérica and miR-92b-3p, hsa-miR-151b,
Este Asidtico hsa-miR-423-5p, hsa-miR-
(India-Pakistan) 1919-5p
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Planteamiento del problema

La adaptacion metabdlica materna es clave para el correcto crecimiento y desarrollo del feto. Para
asegurar la homeostasis metabdlica y fisioldgica es esencial la comunicacién materno-fetal.
Recientemente, se ha demostrado que diversos tejidos incluida la placenta producen exosomas y
vesiculas extracelulares derivados de la membrana celular de las células del cincitiotrofoblasto,
cuya principal funcidn es permitir la comunicacidn intercelular.

La funcién y los efectos de los exosomas derivados de la placenta sobre el feto y la madre aun no
se han dilucidado por completo. Se sabe por estudios in vitro que la biogénesis, liberacion y
contenido de los exosomas provenientes de placenta puede modificarse en respuesta a cambios
en el entorno extracelular, como la hipoxia y las altas concentraciones de glucosa.

El perfil de miRNAs ha sido estudiado con diversas patologias metabdlicas, incluida la DMG; sin
embargo, poco se conoce sobre si este difiere en etapas tempranas de la gestacion y si varia
dependiendo de su origen (exosomas maternos o placentarios) tomando en cuenta el indice
HOMA-%p.

Por lo que la pregunta de investigacion es: ¢Existira variacion en el perfil de miRNAs de exosomas
maternos y placentarios provenientes de gestacién temprana de mujeres que desarrollan DMG
con base en el indice HOMA-%p?

Justificacion

En México, la DMG representa un problema de salud publica, con una alta incidencia (del 17-30%
dependiendo del criterio de diagndstico empleado) [148-150]. La DMG se asocia al desarrollo de
diversas complicaciones tanto maternas como fetales tales como macrosomia fetal, preeclampsia
y eclampsia en la madre, asi como riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas como diabetes
tipo 2 e incremento de riesgo cardiovascular a largo plazo tanto en la madre como en el producto
[1, 2].

Adicionalmente, las mujeres mexicanas presentan un mayor riesgo a desarrollar esta patologia en
comparacién con otras poblaciones, debido a que poseen diversos factores de riesgo asociados al
desarrollo de DMG. A continuacién se enumeran algunos de estos factores de riesgo: 1)
pertenecen a un grupo étnico de alto riesgo (SNPs en poblacidon mexicana con mayor
susceptibilidad para desarrollar DMG [151]; 2) la presencia de obesidad pregestacional, en donde
en México el 75.0% de las mujeres en edad reproductiva presentan sobrepeso u obesidad de
acuerdo a los datos de la ENSANUT 2021 [151]; 3) tienen cuando menos un familiar en primer
grado con diabetes tipo 2 (30.7% con un padre o madre con diabetes tipo 2 y 6% con ambos
padres con diabetes, segln los datos de la ENSANUT 2021 [151] y 4) antecedentes de embarazos
previos con desarrollo de DMG.

Las EVs, en particular los exosomas, tienen un papel importante en la comunicacidn célula-célulay
son importantes para la regulacidon de las adaptaciones del embarazo [11, 27, 93]. El estudio del
perfil transcriptémico presente en estas sEV pequefias representa una ventana para el estudio del
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estado en que se encuentra un proceso celular en especifico, ya sea evaluando estados de salud o
de enfermedad [124]. Particularmente en el estudio de exosomas, evaluar el perfil de miRNAs
presentes en dichas vesiculas permite estudiar y entender el perfil de expresidén y regulacién
génica tanto de las células de origen como de los potenciales blancos e identificar a las vias de
sefializacion que se pudieran estar regulando en las células a las cuales se internalizan dichas
vesiculas [11, 80, 124, 152]

A la fecha se carecen de estudios que evallen el perfil de miRNAs de los exosomas séricos en
etapas tempranas de la gestacidn y si este tiene alguna asociacién con base en el indice HOMA-
%pB. Es por esto por lo que es necesario evaluar y analizar el perfil de miRNAs exosomales de
origen materno y placentario en las etapas tempranas de la gestacidn para lograr un mejor
entendimiento de los procesos fisioldgicos asociados en mujeres que desarrollardn DMG.

Hipotesis
El perfil de los miRNAs provenientes de exosomas maternos y placentarios obtenidos en etapas

tempranas de la gestacidon de mujeres que desarrollardan DMG se ve influenciado con base en el
indice HOMA-%.

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el perfil de miRNAs de exosomas séricos (maternos y placentarios) presentes en
etapas tempranas de la gestacion (<18 semanas de gestacidon (sdg)) con base en el indice HOMA-
%P de mujeres que desarrollaran diabetes gestacional.

Objetivos especificos
1. Obtener las caracteristicas descriptivas de los subgrupos.
2. Caracterizar los exosomas placentarios y maternos presentes en etapas tempranas de la

gestacion provenientes de suero de mujeres con DMG (DMG+) y sin desarrollo de DMG
(DMG-) con base en el indice HOMA% bajo y alto.

3. Obtener el perfil de expresidon diferencial de miRNAs presentes en exosomas placentarios
y maternos en etapas tempranas de la gestacién provenientes de mujeres DMG+ y DMG-

con indice HOMA%p bajo y alto.

4. ldentificar aguellos miRNAs maternos y placentarios y asociar sus mRNAs blancos con vias
relacionadas al desarrollo de DMG con base en el indice HOMA%.
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Disefio experimental

Diagrama de flujo

Figura 8. Diseiio experimental: diagrama de flujo
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Figura 8. Diseiio experimental empleado en el estudio. Diagrama de flujo del disefio experimental empleado en los cuatro subgrupos
evaluados con base en el p50 del indice HOMA-%p (bajo y alto) y el diagnéstico (DMG y control). Imagen creada en BioRender.com
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Diseiio del estudio
Estudio retrospectivo cuantitativo, observacional, analitico, prospectivo parcial y descriptivo.

Para este estudio se emplearon las muestras de suero provenientes de mujeres embarazadas que
cumplieron con los criterios de inclusién y exclusiéon en el estudio previo antes mencionado por
nuestro grupo de investigacién en el laboratorio, los cuales se enlistan en el apartado
correspondiente a criterios de inclusidon y exclusién [9]. El diagndstico de estas mujeres
embarazadas se realizé de acuerdo con los criterios diagndsticos establecidos por la Asociacion
Internacional de Grupos de Estudio para la Diabetes (IADPSG) [80].

Universo del estudio

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

Criterios de inclusion y exclusidn

Criterios Caracteristicas

Inclusion  -Mujeres embarazadas clinicamente sanas mayores de 18 afios y menores de 35 afios, que
vivan dentro del area metropolitana y conurbada de la Ciudad de México sin importar el
numero de gestas previas, antecedentes heredofamiliares de primer grado y antecedente
de DMG en embarazo(s) previos.

-Mujeres embarazadas con producto Unico vivo que acepten seguir el control prenatal en la
institucion de salud participante.

-Mujeres con edad gestacional menor a 18 semanas, confirmada mediante ultrasonido.
-Que acepten participar libremente en el estudio mediante la previa firma del
consentimiento informado.

Exclusion -Mujeres que cursen con alguna patologia subyacente al embarazo, que requiera
tratamiento médico, tales como: diabetes mellitus, hipertensién arterial sistémica,
dislipidemia, sindrome de ovario poliquistico, enfermedades autoinmunes, tiroideas,
renales, neuroldgicas, virales activas (VIH, TORCH), VDRL positivo y cancer.

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

Tamafio de muestra

Las mujeres embarazadas pertenecientes a la cohorte [9], se dividieron de acuerdo con su
diagnéstico positivo de DMG y las que no desarrollaron esta patologia. A su vez, cada grupo se
subdividié de acuerdo con el indice HOMA-%p bajo (inferior a la mediana, correspondiente a los
valores inferiores al percentil 50 (<p50)) e indice HOMA-%B alto (superior a la mediana,
correspondiente a los valores superiores al percentil 50 (>p50)). Para cada grupo se calculd un
tamafio de muestra de 5 y se realizé una seleccidn aleatoria de las participantes de la cohorte de
acuerdo con el indice HOMA-%B que corresponda. Se recolectaron 5 muestras de suero de
mujeres embarazadas para realizar un pool por grupo de estudio. En cada estudio se realizaron
triplicados.
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Variables

A continuacidn, se enlistan y describen las variables utilizadas en el estudio:

Tabla 10. Variables del protocolo de investigacidn

Escala de

Variable Tipo Definicion Operacional e s Calificacion
Medicién
~ . .. Cuantitativa ~
Edad materna Control Edad en afos cumplidos de la participante. discreta afos
. - Cuantitativa
Peso actual Control Peso reportado en la primera visita. . kg
continua
. - Cuantitativa
Talla Control Talla reportada en la primera visita. ) m
continua
0.4 A n - Cuantitativa 2
IMC Control Relacién entre el peso / (talla)”2 en la primera visita. i kg/m
Edad gestacional 12 ) Semanas de gestacién por fecha de dltima menstruacion confirmada por Cuantitativa
. Independiente . . .. . semanas
visita ultrasonido en la primera visita. continua
. oa 2.5 . . 4 g . Cuantitativa
Glucosa Independiente Concentracién de glucosa sérica determinada mediante quimica sanguinea. S mmol/L
. I Concentracion de B-hidroxibutirato sérica determinada mediante Cuantitativa
B-hidroxibutirato  Independiente . X B . mM/L
colorimetria. continua
. ) Concentracion de insulina sérica determinada mediante ensayo por Cuantitativa
Insulina Independiente | L ; . mmol/L
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). continua
indice de resistencia a la insulina empleando las concentraciones de Cuantitativa Unidades con
HOMA-IR Independiente . . p ) '
glucosa e insulina en ayuno. continua decimales
indice para estimar la funcién de la célula beta pancreatica en funcién de Cuantitativa Unidades con
HOMA-%83 Independiente P . . . P ) .
las concentraciones de insulina y glucosa en ayuno. continua decimales
Diabetes Dependiente Diagndstico de diabetes gestacional segun los criterios que establece la Cualitativa Positivo /
gestacional P IADPSG dicotémica Negativo
Vesiculas extracelulares pequefias caracterizadas con base en los criterios o
: . Cualitativa Presente /
Exosomas maternos Independiente propuestos por las guias MISEV2018 presentes en el sobrenadante de los dicotdmica IR
exosomas placentarios seleccionados por inmunoprecipitacion
Vesiculas extracelulares pequefias caracterizadas con base en los criterios
. i , . o Presente /
Exosomas placentarios Independiente propuestos por las guias MISEV2018 seleccionados por Cualitativa Ausente
inmunoprecipitacion
. . Fold-change en la expresion de miRNAs exosomales obtenidos por Cuantitativa
mMiRNAs exosomales Independiente & P P Fold-Change

microarreglo

continua

Primera visita

Se realizd antes de las 18 semanas de gestacién. En esta visita se recolecté la siguiente
informacién:

. Edad materna
. Edad gestacional
. Medidas antropométricas: peso, talla y calculo de IMC

Se recolecté una muestra de sangre venosa (5 mL) en ayuno, en tubos con BD Vacutainer con
activador de coagulacién (tapén rojo).
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Segunda visita

Se realizd entre las 24 a 28 semanas de gestacidn. En esta visita se realizd lo siguiente:

Medidas antropométricas: peso, talla y calculo de IMC.
Edad gestacional
Prueba estandar de referencia diagndstica segun lo establece la IADPSG [80]

Métodos

Historia clinica: Se elabord la historia clinica ginecoldgica segun lo establece la NOM-004-SSA3-

2012, Del expediente clinico en su apartado 6.1 Historia Clinica, 6.1.1 Interrogatorio, 6.1.2

Exploracidn fisica y 6.1.3 Diagndsticos o problemas clinicos [153].

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

menstruacion normal en una mujer con ciclos menstruales regulares, sin uso de anticonceptivos

hormonales; con fecha de ultima menstruacion confiable, hasta el nacimiento o hasta el evento

gestacional en estudio. Se expresa en semanas y dias completos [154].

Medidas antropométricas:

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

Talla: Se indicé a la participante embarazada que se colocara erguida, descalza y con los
talones juntos empleando un estadimetro (marca SECA). La talla se registré en metros.
Cdlculo del indice de masa corporal (IMC): Se obtuvo por medio de la formula de Quetelet

(cociente entre el peso en kilogramos entre la estatura en metros al cuadrado). Se empled
la clasificacién propuesta por la Organizacidn Mundial de la Salud para la poblacién adulta.

Prueba estdandar de referencia diagndstica (curva de tolerancia oral a la glucosa con carga de

75q de glucosa): se realizé segun lo establece IADPSG [80], la cual consistio en:

1.

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

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

Después del consumo de la solucién, se realizaron dos tomas de muestra de sangre venosa
del antebrazo con un intervalo de 60 min entre cada toma hasta completar 120 min. Cada
muestra de sangre fue de aproximadamente 5ml.

El diagndstico de DMG se establecié segun los criterios mencionados por IADPSG [80].
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Obtencion de suero: Se centrifugaron los tubos BD Vacutainer (tapdn rojo) con activador de

coagulacién a 1,500xg por 10 min para la obtencidn de suero, el cual fue almacenado en alicuotas
de 500 ul en un ultracongelador a -70°C, hasta la realizacion de los analisis de quimica sanguinea,
determinacidn de B-hidroxibutirato, insulina y aislamiento de exosomas.

Quimica sanquinea: Las concentraciones séricas de glucosa, triacilglicéridos y colesterol total

fueron determinadas mediante autoanalizador Miura 200 y los kits Diagnostics Systems, DyaSys.

Determinacion de 8-hidroxibutirato: |la concentracion sérica de B-hidroxibutirato fue determinada

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

Determinaciéon de insulina: la concentracién sérica de insulina fue determinada mediante la

técnica de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) empleando el kit Human Insulin
EZH1-14K/EZHI-14BK, Merck Milipore.

Cdlculo de indice HOMA-IR y HOMA-%8: el modelo de evaluacidn homeostatico (HOMA por sus
siglas en inglés) es un método para la evaluacion y estimacién de la funcién de la célula B-

pancredtica (HOMA-%) y la resistencia a la insulina (HOMA-IR por sus siglas en inglés) obtenido a
través de las concentraciones en ayuno de glucosa e insulina. Los cdlculos del indice HOMA-IR y el
calculo del indice HOMA-%pB se realizaron con base en la férmula del modelo computacional
HOMA-2 Calculator propuesta por The University of Oxford Diabetes Trials Unit (Universidad de
Oxford, https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/download.php). (Referirse a la seccién Diabetes
mellitus gestacional: indice HOMA-% de la presente tesis, paginas 16-17).

Aislamiento de exosomas:

El aislamiento de exosomas en suero se realiz6 empleando el kit exoRNeasy Midi Kit (Qiagen
cat#77144). Para lo cual los sueros fueron filtrados empleando un filtro de 0.20 um vy
posteriormente mezclados con el buffer de unién (XBP). La mezcla se transfirié a las columnas de
afinidad exoEasy y se centrifugaron a 500 x g por 1 min. Posteriormente se afiadieron 3.5ml del
buffer de lavado (XWP) a la columna de afinidad y se centrifugd a 5,000 x g por 5 min. La columna
se transfirid a un tubo colector y se anadieron 500ul de buffer de elusion (XE) dejando incubar por
5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugaron las columnas a 500 x g por 1 min y se
recolectd la elusion de exosomas totales.

Caracterizacion de los exosomas por andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA):

Una vez extraidos los exosomas se suspendieron en solucion PBS para determinar su morfologia,
tamanfio y concentracién por medio de dispersion de luz dindmica, empleando el equipo NanoSight
NS300 (NTA). La técnica de NTA provee una visualizacién, estimacién del tamafio y concentracion
de las EVs en tiempo real; el equipo tiene un rango de deteccién de tamafio promedio entre 10 a
1000 nm de particulas en suspensién [155, 156]. El fundamento de dicha técnica se basa en la
caracterizacién de cada particula analizada individualmente; relacionando su grado de movimiento
de acuerdo con su movimiento Browniano y a su rango hidrodinamico, lo cual proporciona una
medicion exacta de su tamano y distribucién [155, 156]. Las particulas en la muestra a analizar se
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iluminan con un laser, el cual varia entre 635, 535 0 404nm y la dispersién de luz y el movimiento
que genera cada particula es detectada con una cadmara CCD, en donde el software del equipo
rastrea cada particula determinando su coeficiente de difusidon de su movimiento Browniano [155,
156]. Para el caso del empleo de NTA, el cdlculo del tamafio de cada particula se obtiene
empleando la ecuacién Stokes-Einstein [159,160]; en donde el tamafio de particula se calcula
como el camino promedio al cuadrado en dos dimensiones (x,y), tomando en cuenta
pardmetros como la constante de Boltzmann (Kg), la temperatura absoluta (T), el tiempo de
medicién (t), la viscosidad (17) y el didmetro hidrodindmico (d},). La ecuacién de Stokes-Einstein
gue se emplea en NTA es la siguiente:

X, KT
x,y) — Dt = B
4 Sﬂndh

Inmunoprecipitacion de exosomas PLAP+:

Los exosomas derivados de placenta fueron enriquecidos de la poblacion de exosomas totales
basados en su expresién de la enzima fosfatasa placentaria alcalina (PLAP+) de acuerdo con el
protocolo propuesto por Lai et al [157]. Se emplearon anticuerpos anti-PLAP conjugados con
perlas de proteina A-agarosa (SC-271431AC). Las perlas conjugadas con el anticuerpo se incubaron
con las muestras de exosomas séricos durante toda la noche a 4°C. Posterior a la incubacién las
muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 1 min a 4°C y el sobrenadante de cada tubo fue
almacenado obteniendo asi exosomas maternos (no derivado de tejido placentario). Los exosomas
PLAP+ unidos a las perlas fueron eluidos mediante la adicidn de una solucidon de glicina-acido
clorhidrico. El enriquecimiento tanto de exosomas totales como de PLAP+ fue validado mediante
la técnica de Western Blot, empleando anticuerpos anti CD63+ (para exosomas maternas) y PLAP+
(para exosomas de origen placentario).

Western Blot:

Los exosomas maternos y los placentarios fueron homogenizados en buffer de lisis (PBS 1X, NP-40
al 1%, deoxicolato de sodio al 0.5%, SDS al 0.1% y azida de sodio al 0.006%) y una mezcla de
inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Para la determinaciéon de CD63, PLAP y TSG101 se
colocaron 40 pg de proteina en un gel SDS-PAGE al 12%. El gel se sometié a una electroforesis de
70V por 30 min y posteriormente a 100 V por 150 min. Las proteinas se electrotransfirieron (100 V
por 120 min) a una membrana de PVDF, que posteriormente se colocé en solucion de bloqueo
(TBS [10 mmol/I Tris, 0.25 mol/lI NaCl, pH 7.6], 0.1% de albimina y 0.1% Tween 20) durante 1 h a
temperatura ambiente. Una vez bloqueada la membrana se incubé durante 16 h a 4 °C con los
anticuerpos primarios policlonales para la deteccién de CD63 (ab134045), PLAP (ab133602) y
TSG101 (ab125011) empleando las siguientes diluciones: 1:1000, 1: 30,000 y 1:1000,
respectivamente. Posteriormente, las membranas se lavaron y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente con una dilucién 1:3500 de un anticuerpo secundario anti-rabbit. Después
de revelarse con luminol, se procedié a la cuantificacion de las bandas obtenidas utilizando el
programa Image J (NCBI).
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Identificacion de los miRNAs presentes en los exosomas DMG- y DMG+:

Una vez aislados y caracterizados los exosomas maternos y placentarios, se realizo la identificacidon
de los miRNAs presentes en los exosomas DMG- (con indice HOMA-%p alto y bajo), DMG+ (con
indice HOMA-% alto y bajo). Para esta identificacidn se aislé el RNA total de estos exosomas
empleando el kit exoRNeasy Midi Kit (Qiagen cat#77144). La concentracion del RNA se cuantifico
mediante espectrofotometria empleando el equipo Nanodrop 2000. Posteriormente, el RNA se
hibridé empleando el chip de microarreglo GeneChip miRNA 4.0 Array (Applied Biosystems,
cat#902412) para determinacién de los miRNAs por cada subgrupo.

Anadlisis bioinformdtico de miRNAs:

La expresion diferencial de los perfiles de miRNAs exosomales (maternos y placentarios) entre los
subgrupos de estudio, se realizé utilizando el software Affymetrix Transcriptome Analysis Console
(TAC) versidn 4.0.1 (Affymetrix, Applied Biosystems). Brevemente, los datos sin procesar obtenidos
del escaner Affymetrix GeneChip se pre-procesaron (normalizacidn, control de calidad y analisis
estadistico) utilizando la consola de expresion Affymetrix. Los archivos resultantes se analizaron
para identificar los miRNAs expresados diferencialmente (DEmiRNAs) entre los subgrupos.
Posteriormente los DEmiRNA se identificaron utilizando la versidon 4.01 del software Affymetrix
Transcriptome Analysis Console (TAC) (Affymetrix, Applied Biosystems) de acuerdo con los
pardmetros estdndar del software. Los resultados se procesaron previamente con pardmetros
RMA+DABG-NONORM-Human-only. Para este propdsito se utilizaron la prueba t de Student, las
correcciones de pruebas multiples y la prediccion de la tasa de descubrimiento falso (false-
discovery rate). Aquellos genes con un valor de p < 0.05 y que mostraron al menos una diferencia
de 2 veces entre el grupo control y los subgrupos de contraste se consideraron estadisticamente
significativos y expresados diferencialmente. Los datos del microarreglo se depositaron en la base
de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con el nimero de acceso GSE243374.

Una vez que se identificaron los DEmiRNA para cada subgrupo, la prediccién de los genes blanco
para cada DEmiRNA identificado se realizé utilizando la base de datos TargetScanHuman 8.0 [158].
La puntuacidon de contexto ponderada acumulada (CWCS por sus siglas en inglés, cumulative
weighted context score) de TargetScanHuman de -0.7 o inferior se utiliz6 como punto de corte
para cada miRNA. Cada CWCS indica que un microRNA reprime un determinado blanco de mRNA
en al menos un 38%, en comparacion con el nivel inicial normal. Una vez que se identificaron los
genes diana, el andlisis de los datos de expresién génica se realizd utilizando la plataforma
ExpressAnalyst (//www.expressanalyst.ca). Se generaron redes de enriquecimiento global
funcional y estadistica de expresidn génica, utilizando la base de datos de la Enciclopedia de Genes
y Genomas de Kyoto (KEGG) para cada condicién de comparacion entre los subgrupos de control y
de contraste. Los andlisis de la via humana de KEGG 2021 se realizaron utilizando la plataforma
Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) [159].
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Anadlisis estadistico:

Para determinar la normalidad de las variables se emplea previamente la prueba estadistica de
Kolmogorov-Smirnov. En el analisis descriptivo las variables cuantitativas continuas se expresan
como promedios y desviaciones estandar (paramétricas) o como medianas y percentiles 25 y 75
(no paramétricas), dependiendo de su curva de distribucién. Para presentar las variables
dicotémicas se utilizan frecuencias y porcentajes. Se realizaron pruebas t de student o U de Mann
Whitney para muestras independientes segln el caso. Se realizaron pruebas de ANOVA de una via
con prueba de Tukey-Kramer post-hoc o prueba de Kruskal-Wallis segin el caso. Para los analisis
de correlacion se realizaro la correlaciéon de Pearson de dos colas o la correlaciéon de Spearman
segun el caso. En todos los anadlisis estadisticos se asumio una significancia estadistica si el valor de
probabilidad es < 0.05.

Aspectos éticos

Este trabajo mantuvo un apego estricto con el “Reglamento de la Ley General de la Salud en
Materia de Investigacion para la Salud” [160], la Declaracién de Helsinki [161] y los lineamientos
reportados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS)
[162].

Los aspectos éticos de la investigacidn en seres humanos dispuestos en el Titulo Segundo del
“Reglamento de la Ley General de la Salud en Materia de Investigacion para la Salud”, permitieron
clasificar a este proyecto como de riesgo minimo para los sujetos de investigacidon, como se detalla
en el articulo 17 indice Il del Capitulo I. Asi mismo, los datos clinicos, bioquimicos y
antropomeétricos por recabar de las participantes embarazadas también recaen en esta disposicion
del Capitulo IV en los articulos 42 al 56 del mismo reglamento [160].

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

Los datos clinicos e informacién colectada fueron de uso confidencial y exclusivo para ser
analizado por parte de los participantes de este proyecto con todo el manejo apegado a la “Ley
Federal de Proteccién de Datos Personales en Posesion de los Particulares” [163].

El protocolo de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN), con nimero de registro CEI 16/2023 (Anexo Il) y por el Comité de
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Etica de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México, con nimero de registro 102-010-02-18
(Anexo II).

Aspectos de bioseguridad

El personal encargado del procesamiento de los sueros fue debidamente capacitado y empled el
equipo de proteccion basico como bata, lentes de proteccidn, guantes y cubrebocas para evitar
una posible contaminaciéon y transmisién de infecciones virales transmitidas, por diferentes
agentes bioldgico-infecciosos. Todo el material utilizado en el sitio de procesamiento fue estéril y
desechable. Antes y después de cada procedimiento, se realizé la antisepsia de la superficie con
hipoclorito de sodio al 0.5% o alcohol al 70%, para eliminar cualquier residuo bioldgico.

El suero se mantuvo en ultracongelacion a -702C hasta su procesamiento. Los procesos de
centrifugacion de las muestras se realizaron con estrictas medidas de seguridad con la finalidad de
evitar derrames durante el proceso.

El material de desecho (gasas, guantes, puntas de micropipeta, tubos) se deposité en una bolsa de
polietileno roja la cual se verificd que no sobrepasara el 80% de su capacidad, mientras que los
objetos punzo cortantes se desecharon en recipientes de plastico de polipropileno rojo, los cuales
son rigidos, resistente a golpes o fracturas y fueron etiquetados con la leyenda “residuos
peligrosos punzocortantes biolégico-infecciosos”; verificando que su capacidad no sobrepasara el
80% de su capacidad. Tanto las bolsas de polietileno y los recipientes de polipropileno se
colocaron en un darea especifica en el laboratorio y no se almacenaron por mas de un mes [164].

Todo el personal del laboratorio participante adoptd las medidas preventivas para su proteccion
en el almacenamiento, transporte y manejo de substancias téxicas e infecciosas generadas por el
manejo de técnicas moleculares; tomando en cuenta los requisitos que sefialen las disposiciones
generales aplicables en la materia, en particular las normas oficiales mexicanas NOM-018-STPS-
2000 [164] y NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 [165].

Dado que el manejo y disposicién final de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos, se llevé a
cabo de acuerdo con los criterios de seguridad establecidos, este proyecto de investigacion no
implico riesgo ambiental, cumpliendo con todo lo establecido en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002 sobre Proteccién ambiental-Salud, ambiental-Residuos peligrosos, biolégico-infecciosos-
Clasificacidn y especificaciones de manejo [165].

Los residuos peligrosos bioldgicos infecciosos (RPBI) que se generaron de este proyecto en el
laboratorio como la sangre y los objetos punzocortantes, fueron identificados, envasados,
recolectados, transportados, desechados y destruidos de forma particular siguiendo las
indicaciones del INMEGEN [166] y con apego a la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 [165].

Los residuos quimicos fueron identificados y clasificados de acuerdo con los elementos normativos
aplicables con base en la NOM-052 SEMARNAT-2005 [167], que enlista los residuos peligrosos
para el ambiente por sus caracteristicas de corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad e
inflamabilidad (CRETI).
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Resultados
Caracteristicas clinicas de los subgrupos

Este andlisis comprendid un total de 81 participantes del estudio previo [9]; de las cuales 62
corresponden a mujeres que no desarrollaron diabetes mellitus gestacional (preDMG’) y 19
mujeres con diagndstico de esta patologia (preDMG?). Se procedid a realizar la divisidon de los dos
grupos experimentales con base en el p50 (percentil 50) del indice HOMA-%p, obteniendo: en el
grupo que no desarrollé diabetes mellitus gestacional (preDMG-) un valor de mediana p50 de
HOMA-%B de 129.98 y en el grupo que desarrollé diabetes mellitus gestacional (preDMG+) un
valor de HOMA-%[3 de 80.60. Los subgrupos fueron divididos en indice HOMA- B bajo (<p50) y alto
(>p50) para cada grupo experimental.

En la Tabla 11 se observa que del grupo preDMG-; 35 participantes fueron clasificadas en el
subgrupo HOMA-% B bajo y 27 participantes se clasificaron en el subgrupo HOMA-% B alto. El
grupo DMG+ estuvo conformado por 9 participantes pertenecientes al subgrupo HOMA-% B bajo y
10 participantes pertenecientes al subgrupo HOMA-% B alto. Se realizaron analisis ANOVA de 1 via
con correccién post-hoc de Tukey para evaluar diferencias entre los 4 subgrupos para las
caracteristicas descriptivas (Tabla 11). Se observaron diferencias en la edad y peso gestacional en
la primera visita, en donde el subgrupo DMG+ HOMA-% [ alto presentd mayor edad en
comparaciéon con los subgrupos DMG- HOMA-% B bajo y DMG- HOMA-% B alto. De igual manera
los dos subgrupos caracteristicos de DMG+ (DMG+ HOMA-% 3 alto y bajo) presentaron diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con los dos subgrupos que no desarrollaron esta
patologia. En relacién con la talla, el subgrupo DMG+ HOMA-% B bajo presenté diferencia
estadisticamente significativa respecto a los subgrupos DMG- HOMA-% B bajo y alto. Se observd
diferencia en el IMC, en donde el subgrupo DMG+ HOMA-% B alto mostrd discrepancia con el
subgrupo DMG- HOMA-% $ bajo.

Tabla 11. Caracteristicas descriptivas de la muestra de estudio DMG" y DMG* HOMA-% B bajo y alto

DMG DMG*
HOMA-%8 bajo HOMA-% alto HOMA-%p bajo HOMA-%p alto Valor p

(n=35) (n=27) (n=9) (n=10)
Edad (afios) 25.57 (£5.67) 26.52 (+3.93) 27.00 (+6.34) 31.60 (3.37)*¢ 0.013
Semanas de gestacion 12.7 (+2.6) 13.1 (+3.6) 12.7(%3.2) 13.2 (¥4.3) 0.975
Paridad 1(1-1) 1(1-1) 3 (1-4)2¢ 3 (2-3)2¢ 0.001
Peso (kg) 62.54 (£12.28) 70.53 (£14.69) 61.00 (+16.16) 77.32 (£18.06)? 0.011
Talla (m) 1.56 (+0.06) 1.58 (+0.06) 1.50 (+0.06)%¢ 1.57 (+0.08) 0.008
IMC gestacional (kg/m?) 25.51 (+4.49) 28.19 (£5.65) 26.95 (£6.75) 31.29 (£5.31)° 0.019

e Normopeso (n(%)) 20(57.14) 8(29.63) 4 (44.44) 1(10)

e Sobrepeso (n(%)) 8(22.86) 10 (37.04) 2(22.22) 4 (40)
e Obesidad I (n(%)) 6(17.14) 6(22.22) 1(11.11) 2 (20) 0.194

e Obesidad Il (n(%)) 1(2.86) 2(7.41) 2(22.22) 2(20)

e Obesidad lll (n(%)) - 1(3.70) - 1(10)

*p<0.05, prueba ANOVA de una via post-hoc de Tukey; 2p<0.05 vs DMG- HOMA bajo; °p<0.05 vs DMG* HOMA bajo, °p<0.05 vs DMG" HOMA alto
+ vs resto de categorias de IMC, prueba exacta de Fisher. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran
como media (£D.E.) para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.

En relacidn con las variables de la quimica sanguinea (Tabla 12), se observaron diferencias en las
variables glucosa, B hidroxibutirato, insulina, indice HOMA-IR y HOMA-% B. El subgrupo DMG+
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HOMA-% B alto presenté diferencias en la concentracion media de glucosa en comparacion con los
subgrupos DMG- HOMA-% [ bajo y DMG+ HOMA-% B bajo. En cuanto a la concentracién de B-
hidroxibutirato se observé un incremento en la concentracion entre el subgrupo DMG+ HOMA-% B
alto vs los subgrupos DMG- HOMA-% alto y DMG+ HOMA-% B bajo (Tabla 12); asi como también
en el grupo DMG+ HOMA-% [ bajo y los subgrupos DMG- HOMA-% 3 bajo y alto. Asi mismo, el
subgrupo DMG+ HOMA-% B alto presentd incremento en la concentracién de insulina en
comparaciéon con el subgrupo DMG+ HOMA-% (3 bajo (mediana 47.08 vs 17.54 respectivamente).
Al evaluar el indice HOMA-IR se observaron diferencias en tres grupos respectivamente DMG+
HOMA-% B bajo y alto y DMG- HOMA-% B alto. El subgrupo DMG+ HOMA-% [ alto presentd
incremento en el indice HOMA-% B en comparacién con los subgrupos DMG- HOMA-% [ bajo y
DMG+ HOMA-% [ bajo (mediana 146.5 vs 84.64 y 45.33 respectivamente). También se observaron
diferencias en relacién con el indice HOMA-% (3 en el grupo DMG+ HOMA-% [ bajo, el cual difirid
entre los grupos DMG- HOMA-% B bajo y alto al presentar el indice mds bajo de funcién de célula
B-pancredtica (mediana 45.33 vs 84.64 y 152.45 respectivamente).

Tabla 12: Andlisis de quimica sanguinea DMG"y DMG* HOMA-% B bajo y alto

DMG" DMG*
DMG HOMA-%B bajo DMG-HOMA-% alto DMG* HOMA-%p bajo DMG*HOMA-%B alto  Valor p
(n=35) (n=27) (n=9) (n=10)
Glucosa (mmol/L) 4.71 (+0.56)° 4.29 (+0.49) 4.82 (+0.43) 4,06 (+0.37)¢ 0.001
Triacilglicéridos (mmol/L) 1.48(+0.49) 1.46 (+0.40) 1.94 (+0.60) 1.81 (+0.94) 0.076
Colesterol total (mmol/L) 4.53(+0.87) 4.50 (+0.73) 4.65 (£0.58) 4.54 (£0.59) 0.974
B-hidroxibutirato (umol/L) 56.67 (8.64-60.51) 58.59 (9.96-58.59) 32.66 (15.37-40.34)>° 73.96 (66.75-79.96)°¢ 0.013
Insulina (pmol/L) 36.20 (21.62-50.55) 70.40 (54.20-96.20)? 17.54 (13.07-34.94)° 47.08 (34.22-56.30)° 0.001
HOMA-IR 0.93 (0.45-1.34) 2.08(1.21-2.55)? 0.44 (0.36-0.74)° 1.34 (1.05-1.84)¢ 0.001
HOMA-%p 84.64 (67.00-127.10) 152.45 (150.70-193.30)° 45.33 (31.52-67.00)*®  146.5 (104.75-192.85)>¢  0.001

*p<0.05, prueba ANOVA de una via post-hoc Tukey; *p<0.05, prueba Kruskal Wallis para muestras independientes post-hoc Dunn
2p<0.05 vs DMG- HOMA bajo; °p<0.05 vs DMG- HOMA alto; °p<0.05 vs DMG* HOMA bajo

Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las
variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.

Caracteristicas clinicas de los subgrupos: generacion de pool

Posteriormente, se realizd la seleccion de muestras que conformaron cada pool en los subgrupos.
Esta seleccion fue aleatoria empleando un generador de numeros aleatorios dependiendo del
tamafio de muestra por subgrupo. Se generaron 3 pooles por cada subgrupo experimental y se
realizd analisis estadistico entre grupos para validar la correcta asignacion de las muestras en la
generacion de estos. Se realizaron andlisis ANOVA de 1 via con correccidn post-hoc de Tukey para
evaluar diferencias entre los pool para las caracteristicas descriptivas y metabdlicas por subgrupo
(Anexo lll). Para todos los subgrupos; no se observaron diferencias significativas entre los pool en
las variables descriptivas evaluadas (edad, semanas de gestacién, paridad, peso, talla, IMC) asi
como en las variables de quimica sanguinea evaluadas (glucosa, triacilglicéridos, colesterol total, B-
hidroxibutirato, insulina, HOMA-IR y HOMA-% B).
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DMG afecta la concentracion y tamafio de exosomas maternos y placentarios en el
primer trimestre de embarazo

Se realizé la caracterizacidon de exosomas maternos y placentarios (evaluar tamafio, distribucién y
concentracién) empleando la técnica de rastreo de nanoparticulas (NTA) con el equipo NanoSight
NS300. Con base en un estudio previo desarrollado por Salomon et al (33), se demostré que los
embarazos que desarrollaran diabetes gestacional presentan una mayor abundancia de exosomas
totales (de origen materno y placentario) en el primer trimestre, en comparacién con embarazos
gue no desarrollan DMG. Sin embargo, el mismo estudio (33) no muestra diferencias significativas
entre la distribucidon del tamafio de los exosomas totales en embarazos que desarrollaran DMG.
Por tal motivo, en este estudio se evaluaron diferencias entre la concentraciéon y tamafio de los
exosomas maternos y placentarios, con base en si pertenecieron al grupo que no desarrollé6 DMG
(control) y al grupo que si desarrollé6 DMG (Figura 9). En relacién con los exosomas maternos, se
observaron diferencias Unicamente en la concentracion (Figura 9A) en el grupo que desarrolla
DMG vs el control; pero no en tamafio (Figura 9B). El grupo que desarrolla DMG tuvo una
concentracién con una mediana de 4.02E+06 particulas/ml (3.17E+06 - 4.51E+06, IC 95%) vs el
grupo control que tiene una concentracién con una mediana de 9.42E+05 (6.50E+05 - 1.28E+06, IC
95%). En la Figura 9B se observa la distribucidon de tamafio de los exosomas maternos tanto para el
grupo control como en el grupo que desarrolla DMG; en donde no se observaron diferencias
significativas (mediana 134nm en el grupo control vs mediana 153.6nm en el grupo DMG). Al
evaluar si hay diferencias de concentracién de los exosomas placentarios se encontraron
diferencias significativas; en donde el grupo que no desarrolla DMG presentd un valor de mediana
de concentracion mayor con 6.83E+05 particulas/ml (4.08E+05 - 8.64E+05, IC 95%) vs una
concentracion mediana de 4.83E+05 particulas/ml (4.19E+05 - 6.28E+05, IC 95%) en el grupo que
desarrolla DMG (Figura 9C). También se encontraron diferencias significativas en el tamafio de
exosomas de origen placentarios (Figura 9D); donde el grupo que desarrolla DMG presenta una
mayor mediana en el tamafio de estas vesiculas extracelulares pequefias (mediana 128.7nm, 120.7
— 138.3nm 1C95%) en comparacién con el grupo control (mediana 114nm, 104.9 — 127.9nm
IC95%).
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Figura 9. Caracterizacion de exosomas séricos maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion por diagndstico
empleando NTA. A. Concentracion de exosomas séricos maternos en el grupo control vs el grupo que desarrolla DMG. B.
Concentracion de exosomas séricos placentarios en el grupo control vs el grupo que desarrolla DMG. C. Distribucién de tamafio de
exosomas séricos maternos en el grupo control vs el grupo que desarrolla DMG. D. Distribucion de tamafio de exosomas séricos
placentarios en el grupo control vs el grupo que desarrolla DMG. DMG= diabetes mellitus gestacional. * p<0.05 . *** p<0.0001. Prueba
T de Student muestras independientes.

indice HOMA-%PB afecta la concentracién y tamafio de exosomas maternos vy
placentarios en primer trimestre

Como se menciond previamente, los estudios que evalian exosomas sélo toman en cuenta el
diagndstico y no la funcionalidad de la célula beta. En este estudio primeramente se evalud la
concentracién y tamano de exosomas séricos maternos y placentarios, con base en el indice
HOMA-%p independientemente de si desarrollan o no DMG; con el objetivo de observar si existen
diferencias por el origen de los exosomas. En la Figura 10A y Figura 10B se muestran las
diferencias entre la concentracién y tamafio de los exosomas respectivamente con base en el
grado de funcionalidad de la célula B pancredtica; en donde se observan diferencias
estadisticamente significativas. El grupo que se caracteriza por presentar una buena funcién de
célula B pancredatica (HOMA-%p alto) tuvo una mediana de concentracidon de exosomas maternos
de 3.90E+06 particulas/ml (3.78E+06 - 4.05E+06, IC95%); siendo esta mayor que el grupo con un
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indice de HOMA-%pB bajo (mediana 1.98E+06 particulas/ml, 1.55E+06 - 2.45E+06 1C95%). Por otro
lado, el grupo que se caracteriza por presentar disfuncidon en la célula B pancreatica (HOMA-%3
bajo) presentd un mayor tamafio de exosomas de origen materno, con una mediana de 149.7 nm
(138.6 — 162.4nm, 1C95%) en comparacién con el grupo HOMA-%B alto que se caracterizd por
presentar una mediana de 138.4 nm (128.9-149.7nm, [C95%); siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (Figura 10C). Cuando se evalud la concentracién de exosomas
placentarios (Figura 10B), se observé una diferencia significativa en el grupo HOMA-%p alto que
presentd mayor concentracion de estas vesiculas extracelulares (mediana 7.99E+05 particulas/ml;
5.89E+05 - 9.76E+05 particulas/ml 1C95%) en comparacion con el grupo HOMA-%pB bajo (mediana
3.64E+05 particulas/ml; 2.99E+05 - 4.95E+05 particulas/ml 1C95%). Por el contrario, no se
observaron diferencias significativas en el tamafo de los exosomas de origen placentario en
ambos grupos (Figura 10D).
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Figura 10. Caracterizacion de exosomas séricos maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion con base en indice
HOMA-%B empleando NTA. A. Concentracion de exosomas séricos maternos en el grupo HOMA-%p alto (control) vs el grupo que
presenta disfuncién en la célula B pancreatica (grupo HOMA-%p bajo). B. Concentracién de exosomas séricos placentarios en el grupo
HOMA-%p alto (control) vs el grupo que presenta disfuncién en la célula B pancreatica (grupo HOMA-%B bajo). C. Distribuciéon de
tamafio de exosomas séricos maternos en los grupos grupo HOMA-%p alto y grupo HOMA-%p bajo. D. Distribucién de tamafio de
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exosomas séricos placentarios en los grupos grupo HOMA-%p alto y grupo HOMA-% bajo. * p<0.05 *** p<0.0001. Prueba T de Student
muestras independientes.

indice HOMA-%B y desarrollo de DMG afecta la concentracién y tamafio de

exosomas maternos y placentarios en primer trimestre

Con el fin de cumplir con el objetivo 2, correspondiente a la caracterizacion de los exosomas
placentarios y maternos presentes en etapas tempranas de la gestacidon provenientes de suero de
mujeres con (DMG") y sin desarrollo de DMG (DMG") con base en el indice HOMA% bajo y alto; se
determind si existian diferencias de concentracion y tamafio entre los exosomas de origen
materno y placentario por subgrupos. Los exosomas maternos se caracterizaron por inmunoblot
empleando marcadores proteicos de referencia para exosomas tales como CD63 y TSG101, asi
como marcadores protéicos de control negativo PLAP y albumina (Figura 11A) y empleando
analisis NTA para evaluar su tamafio y concentracion (Figura 11B). En cuanto a la distribucién de
tamafio en exosomas maternos (Figura 11C), Unicamente se observé diferencia significativa en el
subgrupo que desarrolla DMG y presenta un indice de HOMA-%p bajo, con una mediana de 169.1
nm (154.5-184 nm, 1C95%). En relacién con la concentracién de los exosomas maternos, se
observaron diferencias entre los subgrupos que desarrollan DMG, mientas que los subgrupos que
no desarrollan esta patologia no presentaron diferencias significativas entre ellos (Figura 11D). El
grupo que presentd mayor concentracion de exosomas maternos fue el grupo que desarrolla DMG
y tiene un indice de HOMA-%pB alto (mediana 5.84E+06 particulas/ml; 5.41E+06 - 5.98E+06
particulas/ml 1IC95%) y el grupo que presentd una concentracién menor fue el grupo control con
un indice HOMA-%B bajo (mediana 2.19E+06 particulas/ml; 1.89E+06 - 2.42E+06 particulas/ml
IC95%).

Los exosomas placentarios se caracterizaron por inmunoblot empleando marcadores protéicos de
referencia para exosomas tales como CD63 y TSG101, asi como el marcador de exosoma
placentario PLAP y marcador protéico de control negativo albumina (Figura 11E) y empleando
analisis de rastreo de nanoparticulas NTA para evaluar su tamafo y concentracién (Figura 11F).
Los grupos que presentaron diferencias significativas en cuanto a su distribucién de tamafo
fueron los que se caracterizan por presentar un indice de HOMA-%p bajo (Figura 11G). El grupo
que desarrolla DMG y tiene un indice de HOMA-%p bajo presenta una mediana mayor (130.6 nm,
121.2-141.7 nm IC95%) en comparacidn con el grupo control con indice HOMA-% bajo (112.3 nm,
100.1-120.8 nm 1C95%). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos con indice HOMA-%[ alto. Se observaron diferencias de concentraciéon en los exosomas
placentarios (Figura 11H), siendo el subgrupo control con indice HOMA-%B bajo el que menor
concentracién presentd, teniendo una mediana de concentracion de 1.15E+06 particulas/ml
(6.60E+05 - 1.30E+06 particulas/ml, IC95%).
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Figura 11. Caracterizacion de exosomas séricos maternos y placentarios en etapas tempranas del embarazo con base en el indice
HOMA-%p y el desarrollo de diabetes gestacional. A. Western blot representativo para marcadores enriquecidos en exosomas CD63,
TSG101 y marcadores negativos PLAP y alblimina en muestras de subgrupos de exosomas maternos en suero. B. Distribucion de
tamafio y concentracion de subgrupos de exosomas maternos en suero aislados utilizando NTA. C. Comparacién del tamafio de
exosomas séricos maternos en subgrupos con base en el indice HOMA-% B y el desarrollo de DMG. D. Comparacion de la distribucion
de concentraciones de exosomas séricos maternos con base en el indice HOMA-% B y el desarrollo de DMG. E. Western blot
representativo para los marcadores enriquecidos en exosomas CD63, PLAP, TSG101 y el marcador negativo Albiumina en muestras de
subgrupos de exosomas placentarios en suero. F. Distribucién de tamafio y concentracion de subgrupos de exosomas placentarios
séricos utilizando NTA. G. Comparacién del tamafio del exosomas séricos placentarios en subgrupos con base en el indice HOMA-% B y
el desarrollo de DMG. H. Comparacion de la distribucion de concentracion de exosomas placentarios séricos con base en el indice
HOMA-% B y el desarrollo de DMG.
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Perfil de miRNAs exosomales (maternos y placentarios) en etapas tempranas de la
gestacion

Se evaluo el perfil de miRNAs expresados diferencialmente entre los exosomas de origen maternos
y placentarios en etapas tempranas de la gestacidon (Figura 12), en donde se encontraron 32
miRNAs sobre-expresados y 5 miRNAs sub-expresados (Tabla A IV.lI Anexo IV). En la Figura 12A, se
muestran las expresiones promedio de los miRNAs encontrados diferencialmente expresados en
ambas subpoblaciones de exosomas (maternos y placentarios). Se identificaron seis miRNAs
expresados exclusivamente en los exosomas de origen materno, un solo miRNA expresado
exclusivamente en exosomas de origen placentarios y 30 miRNAs que comparten ambas
subpoblaciones de vesiculas extracelulares (Figura 12B).
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Figura 12. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion. A. Abundancia en la
expresion de miRNAs diferenciados diferencialmente entre exosomas maternos y placentarios (mayor abundancia se encuentra en
color rojo, mientras que la menor abundancia estda marcada en color verde). B. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de
expresion entre los exosomas maternos (exoMAT; azul) placentarios (exoPLAP;amarillo) y ambos.

Perfil de miRNAs exosomales (maternos y placentarios) en etapas tempranas de la
gestacion de embarazos normoevolutivos

Se evalud la expresion de miRNAs en el grupo que no desarrolla diabetes gestacional, se
identificaron miRNAs expresados diferencialmente entre los exosomas de origen materno y
placentario (Figura 13). Se encontraron 36 miRNAs sobre-expresados y 6 miRNAs sub-expresados
(Tabla A IV.II Anexo IV). En la Figura 13A, se muestran las expresiones promedio de los miRNAs
encontrados diferencialmente expresados en ambas subpoblaciones de exosomas (maternos y
placentarios). Se identificaron 15 miRNAs expresados exclusivamente en los exosomas de origen
materno, un solo miRNA expresado exclusivamente en exosomas de origen placentarios y 26
miRNAs que comparten ambas subpoblaciones de vesiculas extracelulares (Figura 13B).
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Figura 13. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion en embarazos que no
desarrollan diabetes gestacional. A. Abundancia en la expresién de miRNAs diferenciados diferencialmente entre exosomas maternos
y placentarios (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia estd marcada en color verde). B.
Diagrama de Venn que muestra la distribucion de expresidon entre los exosomas maternos (exoMAT; azul), placentarios (exoPLAP;
amarillo) y ambos.

Diabetes mellitus gestacional altera el perfil de miRNAs exosomales (maternos y
placentarios) en etapas tempranas de la gestacion

Se evalud la expresion de miRNAs en el grupo que desarrolla diabetes gestacional, se identificaron
miRNAs expresados diferencialmente entre los exosomas de origen materno y placentario (Figura
14). Se encontraron 36 miRNAs sobre-expresados y 5 miRNAs sub-expresados (Tabla A IV.III
Anexo V). En la Figura 14A, se muestran las expresiones promedio de los miRNAs encontrados
diferencialmente expresados en ambas subpoblaciones de exosomas (maternos y placentarios). Se
identificaron 7 miRNAs expresados exclusivamente en los exosomas de origen materno, ningun
miRNA expresado exclusivamente en exosomas de origen placentarios y 34 miRNAs que
comparten ambas subpoblaciones de vesiculas extracelulares (Figura 14B).
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Figura 14. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion en embarazos que
desarrollan diabetes mellitus gestacional. A. Abundancia en la expresién de miRNAs diferenciados diferencialmente entre exosomas
maternos y placentarios (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia estd marcada en color
verde). B. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de expresidn entre los exosomas maternos (exoMAT; azul), placentarios
(exoPLAP; amarillo) y ambos.

Comparacion del perfil de miRNAs exosomales (maternos y placentarios) en etapas
tempranas de la gestacién en embarazos con DMG y control

Con el objetivo de identificar diferencias entre los embarazos que desarrollan DMG y el grupo
control sin tener en cuenta el indice HOMA-%; se evalud la expresiéon de miRNAs maternos y
placentarios. Se identificaron miRNAs expresados diferencialmente entre los exosomas de origen
materno y placentario (Figura 15). Se identificaron 8 miRNAs sobre-expresados y 2 miRNAs sub-
expresados con relacién a lo exosomas de origen materno (Tabla A IV.IV Anexo IV). A su vez, se
identificaron Unicamente dos miRNAs sub-expresados en exosomas de origen placentario (Tabla A
.V Anexo IV). En las Figura 15A y Figura 15B, se muestran las expresiones promedio de los
miRNAs encontrados diferencialmente expresados en ambas subpoblaciones de exosomas
(maternos y placentarios) entre el grupo control y el grupo que desarrolla DMG. Se identificaron
10 miRNAs expresados exclusivamente en los exosomas de origen materno, y dos miRNAs
expresados Unicamente en los exosomas de origen placentario (Figura 15C).
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Figura 15. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion en embarazos que no
desarrollan DMG y aquellos que si desarrollan DMG. A. Abundancia en la expresion de miRNAs de exosomas maternos
diferencialmente expresados entre grupo control y DMG (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor
abundancia esta marcada en color verde). B. Abundancia en la expresién de miRNAs de exosomas placentarios diferencialmente
expresados entre grupo control y DMG (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia esta marcada
en color verde). C. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de expresion entre los exosomas maternos (exoMAT; azul) y
placentarios (exoPLAP); amarillo con la comparacion entre el grupo control y DMG.
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El indice HOMA-%p altera el perfil de miRNAs exosomales (maternos y placentarios)
en etapas tempranas de la gestacién

Tomando en cuenta que en las etapas tempranas de la gestacion aln no se ha desarrollado
diabetes gestacional; se realizé una comparacién del perfil de expresion diferencial de exosomas
maternos y placentario con base en el indice de funcionalidad de la célula B pancreatica. Se
identificaron miRNAs expresados diferencialmente entre los exosomas de origen materno y
placentario (Figura 16) con base en el indice HOMA-%p, ya sea si presentaban una adecuada
funcionalidad (HOMA-%pB alto) o si presentaban alguna disfuncién (HOMA-%B bajo). Tanto en
exosomas maternos y placentarios se observaron miRNAs sub-expresados entre estas dos
condiciones. Se identificaron 3 miRNAs sub-expresados en relaciéon con los exosomas de origen
materno (Tabla A IV.VI Anexo IV). A su vez, se identificaron Unicamente dos miRNAs sub-
expresados en exosomas de origen placentario (Tabla A I.VII Anexo IV). En la Figura 16A y Figura
16B, se muestran las expresiones promedio de los miRNAs encontrados diferencialmente
expresados en ambas subpoblaciones de exosomas (maternos y placentarios) entre el grupo
HOMA-%B alto y el grupo HOMA-%B bajo. Se identificaron tres miRNAs expresados
exclusivamente en los exosomas de origen materno, y dos miRNA de origen placentario (Figura
16C).
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Figura 16. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacién en embarazos con base en el
indice HOMA-%p (alto y bajo). A. Abundancia en la expresidn de miRNAs de exosomas maternos diferencialmente expresados entre
grupo HOMA-% alto y bajo (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia esta marcada en color
verde). B. Abundancia en la expresién de miRNAs de exosomas placentarios diferencialmente expresados entre grupo HOMA-%8 alto y
bajo (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia estda marcada en color verde). C. Diagrama de
Venn que muestra la distribucidon de expresion entre los exosomas maternos (exoMAT; azul) y placentarios (exoPLAP; amarillo) con la
comparacion entre el grupo HOMA-%p alto y bajo.

La funcionalidad de la célula B pancreatica y el desarrollo de DMG influencian la
expresion de miRNAs exosomales (maternos y placentarios) en etapas tempranas de
la gestacidn

Se dividid a las participantes en subgrupos con base en su grado de funcionalidad de la célula B
pancreatica y si desarrollaran DMG. Se realizd una comparacién del perfil de expresion diferencial
de exosomas maternos y placentario por subgrupos. Se identificaron miRNAs expresados
diferencialmente entre los exosomas de origen materno y placentario (Figura 17, Tablas 13 y 14)
con base en el indice HOMA-%p, ya sea si presentaban una adecuada funcionalidad (HOMA-%
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alto) o si presentaban alguna disfuncion (HOMA-%p bajo), asi como si desarrollaran DMG (control
y DMG).

En la Figura 17A y Figura 17B, se muestran las expresiones promedio de los miRNAs encontrados
diferencialmente expresados en ambas subpoblaciones de exosomas (maternos y placentarios)
por subgrupos de estudio. En la Figura 17C y Figura 17D se muestran los miRNAs que se
comparten entre subgrupos dependiendo del origen (materno o placentario). Se identificé un
miRNA (hsa-miR-6724-5p) en comun presente en los exosomas de origen materno para los
subgrupos que desarrollan DMG independiente de su indice de funcionalidad de la célula B
pancreatica. Este miRNA puede ayudar a identificar a las mujeres que desarrollaran DMG
independiente del grado de funcionalidad de la célula B pancreatica. Por otro lado, se identificé un
miRNA de origen materno en el grupo que desarrollard DMG con un indice HOMA-% bajo: hsa-
miR-455-3p. Este miRNA se encuentra sobre-expresado en relacion con los controles y pudiera
ayudar a identificar a las mujeres que desarrollaran DMG y que presenten un indice de HOMA-%
bajo (Figura 17C).

En relacién con la expresiéon diferencial en los exosomas de origen placentario comparando el
subgrupo HOMA-% alto control con los demas subgrupos fue la siguiente: en el subgrupo HOMA-
%pB bajo control se identificaron cuatro miRNAs sub-expresados, en el subgrupo HOMA-%[ alto
DMG se identificd un miRNA sobre-expresado y cuatro miRNAs sub-expresados y en el subgrupo
HOMA-%B bajo DMG se identific6 un miRNA sobre-expresado y ocho miRNAs sub-expresados
(Tabla 14).

Con respecto a los exosomas de origen placentario se identific6 un miRNA (hsa-miR-7704) en
comun entre subgrupos; el cual incrementa su expresion en los subgrupos conforme se altera la
funcionalidad de la célula B pancreatica y se desarrolla la DMG. También se identific6 un miRNA
(hsa-miR-3665) en comun en el grupo que desarrolla DMG independiente del indice HOMA-%; el
cual puede identificar aquellas mujeres en etapas tempranas del embarazo que desarrollaran
DMG. También resulta interesante resaltar, que con base en el indice de funcionalidad de la célula
B bajo se identificé un miRNA en comun (hsa-miR-4706) en los grupos que desarrollaran DMG y el
control. Este miRNA se encuentra mas expresado en el grupo que desarrollard DMG, sugiriendo
que este miRNA pudiera ser clave para identificar aquellas mujeres que desarrollaran DMG y que
presenten un indice de HOMA-%B bajo en etapas tempranas de la gestacidon (Figura 17D).
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Tabla 13. Perfil de miRNAs expresados diferencialmente en etapas tempranas de exosomas maternos entre subgrupos

Control HOMA-%p alto vs
Control HOMA-%p bajo

Control HOMA-% alto vs
preDMG HOMA-%p alto

Control HOMA-%p alto vs
preDMG HOMA-%p bajo

. Fold , . Fold Valor- . Fold Valor-
miRNA Change Valor- p ajustado MIRNA Change ajustadlfw miRNA Change ajustadi

hsa-miR-6511b-5p 2.36 0.0012 hsa-miR-4440 7.97 0.0355 hsa-miR-455-3p -2.26 0.0156
hsa-miR-6796-5p -2.13 0.0242 hsa-miR-4793-3p 4.07 0.0298 hsa-miR-6724-5p -3.25 0.0014
hsa-miR-6858-5p -2.6 0.0097 hsa-miR-1268a 2.13 0.0307
hsa-miR-4632-5p -2.75 0.0242 hsa-miR-6803-5p -2.0 0.011
hsa-miR-3907 -3.26 0.0047 hsa-miR-4497 -2.04 0.0347
hsa-miR-4486 -5.2 0.0259 hsa-miR-3656 2.1 0.0201

hsa-miR-6724-5p -2.15 0.0258

hsa-miR-4745-5p -2.21 7.06E-05

hsa-miR-663a -2.24 0.0041

hsa-miR-4487 -2.4 0.006

hsa-miR-7108-5p -2.75 0.0131

hsa-miR-8069 -2.77 0.013

hsa-miR-149-3p -3.3 0.0193

hsa-miR-6125 -5.23 0.0167
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Tabla 14. Perfil de miRNAs expresados diferencialmente en etapas tempranas de exosomas placentarios entre subgrupos

Control HOMA-%p alto vs
Control HOMA-%p bajo

Control HOMA-%p alto vs
preDMG HOMA-%p alto

Control HOMA-%p alto vs
preDMG HOMA-%8 bajo

. Fold . . Fold Valor- p . Fold Valor- p
miRNA Change Valor- p ajustado miRNA Change ajustado miRNA Change ajustado
hsa-miR-5787 -2.02 0.0193 hsa-miR-5189-3p 2.05 0.0008 hsa-miR-455-3p 2.16 0.0032
hsa-miR-7704 -2.16 0.0055 hsa-miR-6727-5p -2.09 0.0178 hsa-miR-2277-5p -2.01 1.08E-05
hsa-miR-4516 -2.16 0.0213 hsa-miR-3665 -2.79 0.0376 hsa-miR-6087 -2.13 0.0276
hsa-miR-4706 -2.23 0.0391 hsa-miR-7704 -3.3 9.02E-05 hsa-miR-6729-5p -2.54 0.0005
hsa-miR-5787 -5.7 8.34E-07 hsa-miR-6750-5p -2.86 1.29E-07
hsa-miR-1469 -2.93 2.53E-09
hsa-miR-7704 -3.25 0.0011
hsa-miR-3665 -3.49 0.011
hsa-miR-4706 -12.7 6.23E-06
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Figura 17. Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios en etapas tempranas de la gestacion en embarazos con base en el indice
HOMA-%B (alto y bajo) y si desarrollan o no DMG. A. Abundancia en la expresion de miRNAs de exosomas maternos diferencialmente
expresados entre subgrupos: grupo HOMA-%B alto control, HOMA-%B bajo control, HOMA-%B alto DMG y HOMA-%B bajo DMG (mayor
abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia estd marcada en color verde). B. Abundancia en la expresién de
miRNAs de exosomas placentarios diferencialmente expresados entre subgrupos: grupo HOMA-% alto control, HOMA-% bajo control, HOMA-
% alto DMG y HOMA-% bajo DMG (mayor abundancia se encuentra en color rojo, mientras que la menor abundancia estd marcada en color
verde). C. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de expresion entre los exosomas maternos entre subgrupos: grupo HOMA-%f alto
control, HOMA-%p bajo control (azul), HOMA-%p alto DMG (verde) y HOMA-%pB bajo DMG (amarillo). D. Diagrama de Venn que muestra la
distribucion de expresion entre los exosomas placentarios entre subgrupos: grupo HOMA-%p alto control, HOMA-%p bajo control (azul), HOMA-
% alto DMG (verde) y HOMA-% bajo DMG (amarillo).
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La secrecidon y sefializacion de insulina estan reguladas por miRNAs exosomales maternos
en etapas tempranas de la gestacidn en mujeres que desarrollaran DMG

Una vez que se caracterizd el perfil de miRNAs exosomales maternos y placentarios, se evaluaron los
genes blancos regulados por cada conjunto de miRNA expresados diferencialmente con base en la
funcionalidad de célula B pancreatica y el desarrollo de DMG. En el grupo que desarrollara DMG vy
presenta un indice HOMA-% B alto, se identificaron un total de 694 genes diana potencialmente
regulados por este conjunto de miRNA (Anexo V, Tabla V.I). De acuerdo con los analisis de las vias
candnicas mas significativas por KEGG Human 2021; la via de sefalizacion PI3K-Akt, la secrecién de
insulina y la via de sefializacidon Ras se encuentran entre las vias mds vinculadas con los genes regulados
de este conjunto de miRNAs exosomales maternos expresados en el subgrupo preDMG de alto indice
HOMA-% B (Figura 18A y Figura 18B). En el subgrupo preDMG con indice HOMA-%p bajo, se identifico
un miRNA exosomal (hsa-miR-455-3p) que regula potencialmente un total de 11 genes (Anexo V, Tabla
V.Il); y los principales procesos bioldgicos estadisticamente significativos que son regulados
potencialmente son: la regulacién de la lipdlisis en los adipocitos, la via de sefializacién de HeDMGehog,
la via de sefializacidn de adipocitocinas y sefializacion de PPAR (Figura 18C y Figura 18D). Por ultimo, se
evaluaron las vias metabdlicas y de sefializacidn reguladas por el miRNA exosomal materno expresado en
ambos subgrupos de preDMG independientemente de su funcionalidad de la célula B-pancredtica (hsa-
miR-6724-5p); de los cuales se identificaron un total de 50 genes regulados principalmente por este
miRNA (Anexo V, Tabla V.III). Principalmente, los procesos metabdlicos y de sefalizacion regulados por
estos genes fueron el metabolismo de la riboflavina y la tiamina, los lisosomas, la autofagia y las vias de
apoptosis (Figura 18E y Figura 18F).

La tolerancia inmune y procesos biosintéticos estdn regulados por miRNAs exosomales
placentarios en etapas tempranas del embarazo en mujeres que desarrollaran DMG

Asimismo, se realizaron redes de expresiéon de los genes regulados por miRNAs exosomales
placentarios,asi como analisis de los procesos metabdlicos y las vias de sefializacién reguladas por esta
subpoblacién de EVs. En mujeres con indice HOMA-% alto y que desarrollaran DMG, se identificd un
conjunto de dos miRNAs exosomales placentarios Unicos expresados diferencialmente entre subgrupos
(hsa-miR-5189-3p y hsa-miR-6727-5p); que regulan un total de 45 genes diana (Anexo V, Tabla V.IV).
Basado en los principales analisis de vias metabdlicas y de sefializacidon candnica, la via de sefializacién de
la oxitocina, la diferenciacidn de las células Thl y Th2, la via de sefializacién del receptor de lectina tipo
C, la sintesis, secrecién y accidn de la hormona paratiroidea, la diferenciacidon de las células Th17, la
citotoxicidad mediada por células asesinas naturales y las vias de apoptosis, se encuentran entre las vias
asociadas con la genes regulados de este conjunto de miRNAs exosomales placentarios expresados en el
subgrupo preDMG de alto indice HOMA-% [ (Figura 19A y Figura 19B ).

Por otro lado, el subgrupo preDMG con indice HOMA-% [ bajo presentd seis miRNAs de exosomas
placentarios Unicos, que potencialmente regulan un total de 129 genes (Anexo V, Tabla V.V). En el
subgrupo de preDMG con indice HOMA-% bajo, los principales procesos estadisticamente significativos
que se estan regulando son el metabolismo de los esfingolipidos y la via de sefializacién de IL-17 (Figura
19Cy Figura 19D).
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Finalmente, se realizd un andlisis de la vias y expresién génica de enriquecimiento con el miRNA
exosomal materno (hsa-miR-3665) expresado en ambos subgrupos de preDMG independientemente de
su funcionalidad B pancreatica. Se identificd un total de 31 genes que estaban regulados principalmente
por este miRNA (Anexo V, Tabla V.VI). El analisis de la via con el miRNA exosomal materno expresado en
ambos subgrupos de preDMG, independientemente de su funcionalidad B pancredtica asociada, fueron
las vias de senalizacion Wnt y mTOR (Figura 19E-F).
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Exosomas séricos maternos. Red de expresion génica (A) y analisis de vias y procesos metabdlicos (B) regulados por los miRNAs exosomales
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Figura 19. Redes de expresion y analisis de vias y procesos metabodlicos de los miRNAs expresados diferencialmente entre subgrupos. A-F:
Exosomas séricos placentarios. Red de expresion génica (A) y andlisis de vias y procesos metabdlicos (B) regulados por los miRNAs exosomales
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DMG independientemente del indice HOMA-%p. Analisis de redes de expresion génica realizados en la plataforma ExpressAnalyst. Andlisis de
vias y procesos metabdlicos realizados en la plataforma Enrichr empleando la base de datos KEGG2021 Human.
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Discusion

La principal alteracion metabdlica que se desarrolla durante el embarazo es la DMG, que afecta
alrededor del 15% de los embarazos en todo el mundo y se considera un importante problema de salud
publica mundial [168]. La relevancia de esta patologia recae en el desarrollo de complicaciones materno-
perinatales a corto y largo plazo, asi como incrementar el riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas a largo plazo como obesidad, sindrome metabdlico y diabetes tipo 2 (DT2) [6, 169].
Histdoricamente, los factores placentarios como el estradiol, la progesterona y el cortisol [170], asi como
la hormona del crecimiento placentario humano [171] y la prolactina [172], se han asociado con la
resistencia a la insulina en embarazos con DMG. Sin embargo, al evaluar la correlacién de estos factores
placentarios en circulacion, no se han encontrado fuertes correlaciones con la resistencia materna a la
insulina [173], lo que sugiere que otros mecanismos juegan un papel clave en el desarrollo de esta
patologia.

En particular, las EVs, en especifico los exosomas han sido postulados como mediadores clave de la
comunicacion célula-célula en el desarrollo de patologias metabdlicas incluyendo la DMG [10, 13, 18,
120, 174]. Las EVs se encuentran involucradas en la regulacion de procesos celulares como la regulaciéon
post-transcripcional génica, el metabolismo y el crecimiento celular; por lo tanto, son claves para
establecer una adecuada comunicacién intercelular [13]. Este efecto regulador estd mediado por la
heterogeneidad del contenido de las EVs, ya que transportan todo tipo de biomoléculas involucradas en
la sefializacién celular (proteinas, lipidos y acidos nucleicos) antes de ser secretados mediante exocitosis
[13]. Ademads, dado que el contenido de estas EVs es especifico del tipo de célula que la origina, sirven
como una “huella” de la célula secretora y su condicion metabdlica y/o fisioldgica.

Es de destacar que, entre las EVs, los exosomas se han estudiado ampliamente en enfermedades
metabdlicas en el embarazo como la DMG. En particular el contenido de estos exosomas incluye todo
tipo de RNAs no codificantes, como los miRNAs; los exosomas actuan como vehiculos que protegen a los
miRNAs de las ribonucleasas exdgenas, convirtiendolos en un mecanismo adecuado para transferir estos
miRNAs e influir en los procesos celulares en los tejidos diana [175, 176]. En particular en los estados de
diabetes, los exosomas han sido asociados con el desarrollo de esta patologia ya que se ha demostrado
que tienen efectos en el metabolismo de la glucosa, en érganos como los adipocitos, el higado, tejido
musculo esquelético y la célula B-pancreatica [18, 114, 177-179].

El mecanismo fisiopatolégico de la DMG se basa en cambios en la respuesta y sensibilidad a la insulina;
que comprenden defectos en el deterioro de la sefializaciéon de la insulina en los principales érganos
sensibles a esta hormona y de absorcién de glucosa, tales como el higado, el muisculo esquelético y el
tejido adiposo; asi como también la incapacidad de la célula B pancreatica para compensar el marcado
aumento de la resistencia a la insulina y la reduccién de la secrecién de insulina frente a un estimulo de
alta glucosa [47, 48, 91, 180].

Durante el embarazo, las EVs, incluidos los exosomas, se pueden encontrar en la circulacién sistémica
materna. El origen de estos exosomas se puede subdividir en dos categorias principales: exosomas de
origen materno (secretado por células de drganos maternos) y exosomas de origen placentario
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(secretado por células placentarias, principalmente células del sincitiotrofoblasto) [17, 143, 181-184]. Los
resultados presentados en el presente trabajo resaltan las diferencias en la concentracion de exosomas
maternos que ocurren exclusivamente en los subgrupos que desarrollardn DMG. Estas diferencias estdn
influenciadas por el grado de funcionalidad de la célula B pancreatica. Cabe destacar que el grupo que
mostrd el mayor tamafio de exosomas es el grupo predispuesto a desarrollar DMG con un indice HOMA-
%PB bajo. Estas diferencias observadas en concentracidon y tamafio en los subgrupos que desarrollaran
DMG pueden sugerir que la madre probablemente incremente respuestas fisiolégicas para poder
adaptarse a la etapa anabdlica del embarazo (<20 semanas de gestacidn). Por otro lado, las discrepancias
observadas en los exosomas placentarios, tanto en concentracion como en tamafio, se podrian explicar
debido a que en esta etapa del embarazo la placenta también puede presentar cierto grado de
incapacidad para adaptarse a la etapa anabdlica del embarazo, lo que sugiere una inadaptacion
placentaria. En general, los resultados presentados en el presente estudio concuerdan con los
observados por Salomon et al., en donde los embarazos que desarrollardan DMG tienen una mayor
concentracién de exosomas totales y placentarios al comienzo del embarazo (11-14 semanas de
gestacion) en comparacion con aquellas mujeres que no desarrollaran esta patologia [174]. El presente
estudio observé que tanto el tamafo como la concentracion de exosomas en el grupo de DMG
dependen del indice HOMA-%3; esto concuerda con otros estudios donde se ha demostrado que las
concentraciones de insulina y el indice HOMA-%B en estados de DT2 y prediabetes se correlacionan
positivamente con la concentracion de exosomas [185].

Los miRNAs exosomales se han asociado ampliamente con el desarrollo de DMG. Sin embargo, pocos
estudios evaluan los perfiles de los miRNAs exosomales en las primeras etapas de la gestaciéon [18, 27,
28]. Los resultados descritos en la presente tesis indican que los embarazos con un indice HOMA-% alto
que desarrollaran DMG en comparaciéon con los embarazos normoglucémicos presentan miRNAs
exosomales maternos involucrados en las vias de sefializacion de PI3K-Akt, secrecién de insulina, MAPK,
AMPK y Ras. Estos hallazgos concuerdan con Endo et al., en donde se sugiere que, a diferencia de los
embarazos normoevolutivos en donde se observa una mayor funcionalidad de las células B a medida que
avanza la gestacién; la disfuncién de las células B pancredticas ocurre en mujeres que desarrollan DMG
en un contexto de resistencia crénica a la insulina. Por lo tanto, la secrecidn de insulina en mujeres que
desarrollan DMG puede incrementar a lo largo del embarazo; sin embargo, la tasa de secrecidon de
insulina al comienzo del embarazo en mujeres que desarrollardn DMG es inferior en comparacién con
embarazos saludables [101]. Esto sugiere que estos miRNAs exosomales maternos identificados en las
primeras etapas del embarazo en el presente trabajo tienen el potencial de modular la resistencia a la
insulina en los tejidos sensibles a la insulina; como se ha observado en los miRNAs exosomales de
embarazos con DMG en etapas tardias en el embarazo que modulan la respuesta a la insulina,
demostrado por Nair et al [10].

La disfuncién de la célula B pancredtica en forma de alteracién de la secrecién de insulina y resistencia a
la insulina son dos caracteristicas principales del desarrollo de DMG [48]. La alteracidn en la sefializacion
de la insulina es fundamental para el desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos como el higado, el
musculo esquelético y el tejido adiposo. La resistencia a la insulina estd mediada por una red de procesos
de sefializacién celular altamente interconectada que regula y controla numerosos procesos en las
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células de los tejidos especificos sensibles a esta hormona, siendo esta respuesta tejido-especifica [186].
El receptor de insulina (IR) fosforila las proteinas sustrato del receptor de insulina (proteinas IRS) en
presencia de insulina, lo que conduce a la activacion de dos vias de seiializacion: la via fosfatidilinositol 3-
cinasa (P13K)-AKT/proteina cinasa B (PKB) , que esta a cargo de la mayoria de las acciones metabdlicas de
la insulina, y la via de la proteina cinasa activada por mitégenos Ras (MAPK), que controla la expresion
génica y trabaja en conjunto con la via PI3K para regular el desarrollo y la diferenciacion celular [186]. En
particular en el grupo que se caracteriza por un indice HOMA-%pB alto y que desarrollard DMG; los
miRNAs diferencialmente expresados identificados en este trabajo sugieren una supresién de la
sefalizacion a la insulina al ser blanco de genes que estdn involucrados en la sefializacién de PI3K-Akt,
MAPK, AMPK y Ras. Estos hallazgos sugieren que desde etapas tempranas de la gestacién los exosomas
maternos provenientes de este subgrupo en especifico, podrian tener un papel potencial en la mala
adaptacion a la fase anabdlica del embarazo caracterizada por un incremento en la secrecién y
sensibilidad a la insulina. Sin embargo, se requieren estudios que evalien en especifico estos miRNAs
exosomales de origen materno para elucidar el impacto que tienen en la sefializacién a la insulina en el
contexto de etapas tempranas del embarazo que desarrolla DMG.

Los miRNAs exosomales provenientes de embarazos con diagndstico de DMG al final del embarazo
pueden modular la respuesta del tejido metabdlico a la insulina, tal como lo demostré un estudio
realizado por Nair et al [10], donde se identificd un conjunto especifico de miRNAs exosomales que estdn
asociados con la sensibilidad a la insulina del musculo esquelético; especificamente, a la captacidon de
glucosa. Con base en el perfil de expresidon de genes potencialmente regulado por este conjunto de 13
miRNAs identificados en el presente trabajo, se puede plantear la hipdtesis de que es probable que en
este subgrupo de mujeres que desarrollaran DMG y presentan un indice HOMA-%pB alto en etapas
tempranas de la gestacidon, estos mecanismos clave en la fisiopatologia de la DMG regulados por estos
miRNAs exosomales maternos (vias de sefializaciéon de PI3K-Akt, secrecion de insulina, MAPK, AMPK y
Ras) ya se encuentran alterados en las primeras etapas del embarazo. Esto también puede sugerir que la
mujer embarazada que se enfrente a la resistencia fisiolégica a la insulina, entre las semanas 24-28 de
gestacion, y que no pueda compensar adecuadamente esta adaptacién, en consecuencia desarrollara
DMG.

Ademas, en el presente estudio, las mujeres que desarrollaran DMG y que presentan un indice HOMA-
%pB alto tienen dos miRNAs placentarios expresados de forma Unica en comparacidon con el grupo
normoglucémico. Estos dos miRNAs exosomales placentarios regulan potencialmente los procesos
bioldgicos implicados en la via de sefializacién de la oxitocina, la diferenciacion de las células Thl, Th2 y
Th17, asi como la citotoxicidad mediada por células natural-killer (NK) y la apoptosis. Mas alla de las
alteraciones metabdlicas clasicas, la patogénesis de la DMG implica una desregulacidon de los procesos
bioldgicos relacionados con el sistema inmunolégico, como alteraciones en la inmunidad adaptativa y las
células T reguladoras [187]. En los embarazos que desarrollan DMG, la hiperglucemia potencia e influye
significativamente un entorno proinflamatorio; estas condiciones son propensas para modular el
fenotipo de las NK y las citocinas que se encuentran en la unidad fetoplacentaria y en la circulacion
materna [188]. Este fendmeno se ha observado en estudios en los que la DMG aumenta la presencia de
poblaciones de células inmunitarias citotéxicas y secretores de citocinas en la interfaz materno-fetal
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[189]. Las células T son linfocitos que desempefian un papel importante en la inmunidad mediada por
células, particularmente en la respuesta inmune adaptativa, donde protegen al huésped contra
patdgenos [190]. Los fenotipos de células T incluyen células T helpers 1y 2 (Thl y Th2) y otros subtipos
funcionales como células Th17, Treg y células T citotdxicas (Tc) [190]. A las 28-34 semanas de gestacion,
las pacientes con DMG muestran una mayor proporcion de células T periféricas que expresan IL-13
(respuesta de tipo Th2), células Th17 y células Treg que expresan IL-10 en comparacion con embarazos
normoevolutivos [191]. Asi mismo, en embarazos que cursan con DMG existe una expansion y
proliferacion de células Thl7 que secretan IL-17 (una citocina que promueve la inflamacién y el
reclutamiento de neutrdéfilos) y expresan el factor de transcripcion RORyT [192]. Estudios recientes
también sugieren que en los embarazos con DMG existe una expansion y proliferacién de células Th17 y
una mayor proporcién de Thl:Treg y Th17:Treg, lo que constituye y favorece un entorno proinflamatorio
caracteristico de estadios de diabetes [192, 193]. El papel principal de las células Th17 es la secrecidn
pro-inflamatoria de IL-17, que aumenta la actividad fagocitica y citotéxica de los macrdéfagos vy
neutrofilos; y la evidencia sugiere que la relacidon de Treg/Th17 podria ser crucial para predecir el inicio
de una enfermedad metabdlica similar a la observada en DMG [194]. Los resultados identificados en este
trabajo sugieren que los miRNAs de exosomas placentarios en etapas tempranas del embarazo,
expresados en mujeres que desarrollaran DMG, podrian influir potencialmente en la respuesta inmune
materna y fomentar un entorno pro-inflamatorio que favorezca el desarrollo de resistencia a la insulina
y/o alteracion en la respuesta de la célula B-pancredtica, lo que posteriormente conduciria a la
progresion de la DMG.

Con respecto al subgrupo de mujeres que desarrollardan DMG y presentan una menor funcidon de la célula
B en las primeras etapas del embarazo (bajo indice HOMA-%pB), solo se expresé diferencialmente el
miRNA hsa-miR-455-3p en exosomas maternos. Este miRNA regula procesos bioldgicos como el ritmo
circadiano, la regulacién de la lipdlisis en los adipocitos, la via de sefializaciédn de adipocitocinas y la via
de sefializacién de los PPAR. Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)) son
factores de transcripcién activados por ligando que interactian con el receptor de retinoides X (RXR) y se
unen a los elementos de respuesta de la proteina del proliferador de peroxisomas de elemento de
respuesta (PPRE) en los promotores de genes diana [195]. La familia de los PPARs (PPARa, PPARB/S y
PPARy) controla la expresidon génica en los estados de inflamacidn, estrés oxidativo, sefializacién de la
insulina, el metabolismo de la glucosa y la adipogénesis [196, 197]. Ademas, PPARy puede disminuir la
produccién de citocinas inflamatorias como TNF-, IL-1 e IL-6 por monocitos y macréfagos [198-200]. La
expresion de PPARy se encuentra disminuida en tejido adiposo, placenta y células placentarias en
mujeres con embarazos diagnosticados con DMG [180, 201-203]. Por el contrario, un estudio realizado
por Gao et al [199] en poblacidn asidtica con embarazos con DMG entre las semanas 26 y 37 de
gestacion; evaluaron la expresion del mRNA y la proteina de PPARy en placenta y tejido adiposo; en
donde se observaron expresiéon reducida del mRNA de PPARy en estos drganos y se correlaciond
negativamente con los niveles de glucosa en una OGTT de 75 g. Estos resultados contradictorios en
PPARy podrian ser especificos de la etapa de embarazo y del tejido evaluado; lo que demuestra que el
papel que desempeiia PPARy en el desarrollo de DMG sigue siendo complejo.
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La lipdlisis es un mecanismo clave de los adipocitos que regula la sensibilidad a la insulina durante el
embarazo. En condiciones de embarazo normoevolutivo, la hipertrofia de los adipocitos es responsable
del almacenamiento de grasa. Durante el embarazo, la resistencia a la insulina fisioldgica permite una
lipdlisis controlada y bien regulada con el objetivo de mantener el suministro de nutrientes a la unidad
feto-placentaria [204]. En los embarazos con diagndstico de DMG, algunos estudios han propuesto y
respaldado la hipdtesis de que la hipertrofia del tejido adiposo subcutaneo y las tasas reducidas de
hiperplasia de este tejido provocan un incremento exacerbado de la secrecién de acidos grasos. Los sitios
ectdpicos (como el higado, el tejido adiposo visceral y el pancreas) tienen el potencial de captar esta
sobrecarga de acidos grasos y provocar insuficiencia de las células B pancreaticas [119, 205, 206]. Los
resultados identificados en el presente trabajo, podrian indicar que los procesos biolégicos en etapas
tempranas de la gestacién de mujeres que desarrollardan DMG podrian estar orientados a la disfuncién
de los adipocitos durante el embarazo debido a la desregulacion en la lipdlisis y la estimulacién de
hipertrofia y/o hiperplasia de los adipocitos, que consecuentemente conducen al desarrollo de
resistencia a la insulina y a la disfuncién de la célula B pancredtica [119, 199, 204]. Por ejemplo, la
sefalizacion de PPARYy en los adipocitos mejora la captura de glucosa en sangre, al aumentar la absorcién
de glucosa; en consecuencia, la disminuciéon de la expresion de PPARy en la DMG puede ayudar a
favorecer la intolerancia a la glucosa caracteristica de esta patologia [207].

De igual forma, se identificaron seis miRNAs de exosomas derivados de placenta expresados de forma
Unica en el grupo de DMG con un indice de HOMA% B bajo. Estos seis miRNAs regulan potencialmente
129 genes asociados con el metabolismo de los esfingolipidos y su via de sefalizacion. Los esfingolipidos
se han asociado con la disminuciéon de la sensibilidad a la insulina, favoreciendo el estado
proinflamatorio caracteristico de la diabetes tipo 2; también favorecen los estados de apoptosis y la
disfuncidn en dérganos, incluido el pancreas [208]. La apoptosis, la secrecion de citocinas celulares, el
trafico vesicular del reticulo endoplasmico (RE) al aparato de Golgi, procesos de autoinmunidad de los
islotes pancredticos (como los observados en diabetes tipo 1) y la expresion del gen de la insulina son
solo algunos de los procesos biolégicos que estan influenciados por metabolitos de esfingolipidos como
las ceramidas, los glicoesfingolipidos, la esfingosina 1-fosfato, y los ganglidsidos [209]. Los esfingolipidos
estan especialmente implicados en la lipotoxicidad de la célula B-pancreatica. Ademas, la sintesis de
novo de esfingolipidos ocurre en las membranas subcelulares junto con la produccién de vesiculas
secretoras, el trafico vesicular y los procesos de maduracién de los granulos vesiculares que contienen
insulina. La composicién de la membrana plasmatica de la célula estd mediada por la actividad de las
esfingomielinasas neutras, lo que afecta la excitabilidad de las células B y la exocitosis de la insulina;
mientras que otro glicoesfingolipido (sulfatida) determina la estabilidad de la insulina en los granulos
[209]. También resulta relevante resaltar que el metabolismo de los esfingolipidos en las membranas
celulares esta fuertemente relacionado con la regulacién de la apoptosis de las células B pancreaticas en
estados de resistencia a la insulina [209]. Ademas, este menor contenido de ceramidas en las placentas
afectadas con DMG se acompafia de aumento de los niveles de proteina de ASAH1 (enzima limitante de
la velocidad de degradacién del CER en esfingosina y acidos grasos); posiblemente contribuyendo a la
respuesta de disfuncion placentaria a la insulina, exacerbando la resistencia a la insulina en este 6rgano
[210]. A su vez, en la DMG, los esfingolipidos se han asociado fuertemente con la disfuncién placentaria.
Embarazos con DMG se caracterizan por presentar menor contenido de ceramidas en el trofoblasto de
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las vellosidades y las mitocondrias placentarias, asi como por concentraciones mas bajas de ceramidas
de cadena larga (CER) como C16:0—-CER, C18:0-CER y C24:0—CER [210, 211]. En este escenario, en el
presente trabajo se plantea la hipdtesis de que, en el caso de una disfuncién de la célula B pancreatica,
los miRNAs de exosomas placentarios podrian tener un papel importante en la regulacion de la
comunicacion materna de aquellos mecanismos fisiolégicos asociados con la disfuncidon de la célula
pancredtica y el desarrollo de disfuncion placentaria, que podrian ser actores clave en la patogénesis de
la DMG entre las 24 y 28 semanas de gestacion.

También se identific6 un miRNA exosomal materno Unico en el grupo que desarrollara DMG
independientemente de la funcion de la célula B pancreatica: el miRNA hsa-miR-6724-5p. Este miRNA
regula 50 genes asociados con las vias del metabolismo de la riboflavina y la tiamina, el funcionamiento
de los lisosomas, asi como regulacidon de autofagia y apoptosis. La tiamina (vitamina B1) y la riboflavina
(vitamina B2) son vitaminas esenciales que se requieren durante el embarazo y desempefian un papel
importante en el metabolismo de un sélo carbono necesario para la metilacion del DNA en el desarrollo
fetal (asegurar embriogénesis y crecimiento fetal adecuado) y tienen un papel importante como
cofactores en varios complejos enzimaticos implicados en el metabolismo energético. La tiamina actua
como cofactor en complejos enzimdticos involucrados en procesos metabdlicos que comprenden
hidratos de carbono y aminoacidos [212]. En estados diabéticos, la deficiencia de tiamina se ha asociado
con el grado de actividad de la enzima transcetolasa citosélica en los eritrocitos, asi como con un mayor
riesgo cardiovascular [213-216]. Ademas, la riboflavina actia como un cofactor importante para la
sintesis de energia aerdbica, el metabolismo mitocondrial y la oxidacion de acidos grasos [217, 218]. La
suplementacion con riboflavina en un modelo murino con diabetes ha demostrado que la riboflavina
puede actuar como un agente antioxidante contra el estrés oxidativo, en particular la peroxidaciéon
lipidica, la carbonilacion de proteinas y el dafio oxidativo del DNA; asi como aumentar los niveles de
calcio y la expresidon de GLUT-4, mejorando la captacion de glucosa y la sensibilidad periférica a la
insulina [219]. Los niveles subdptimos de riboflavina, se han asociado con aumento del peso corporal y la
deposicién de grasa, disminucidon de la expresiéon de GLUT-4 en el tejido adiposo y de la enzima
glucocinasa (GCK), y una mayor expresion de marcadores inflamatorios como el receptor C-C quimiocina
tipo 5 (CCR5), la IL-1B y el receptor tipo toll-4 (TLR4) [220]. Por lo tanto, podemos postular que la tiamina
y la riboflavina sirven como cofactores claves en la regulacién de la adaptacién metabdlica materna al
inicio del embarazo, principalmente el metabolismo de los hidratos de carbono, aminoacidos y acidos
grasos, metabolismo mitocondrial e incluso la disponibilidad de GLUT-4 en el tejido musculo esquelético
y el tejido adiposo (un proceso regulado por accién de la insulina); y que una desregulacién en su
metabolismo puede impactar negativamente durante el embarazo y potencialmente contribuir al
desarrollo de la marcada resistencia a la insulina observada en los embarazos con DMG en la fase
catabdlica.

La regulacion de la macroautofagia es esencial para mantener la funcidn de las células B pancreaticas en
respuesta al estrés celular asociado con la DT2 vy la etapa en la que se desarrolla la patologia [119, 221].
La autofagia es esencial para el desarrollo placentario, la implantacion y las adaptaciones maternas
durante el embarazo. Los trofoblastos extravellosos de placentas con DMG cultivadas en condiciones de
hiperglucemia parecen regular la autofagia y la apoptosis celular [222, 223]. Aunque muchos estudios
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sobre la autofagia se han centrado Unicamente en la placenta, no se puede menospreciar el papel que se
ha demostrado que tiene la autofagia en la funcion de las células B pancredticas en los estados con DT2.
Por lo tanto, los resultados de este trabajo sugieren que la autofagia es un mecanismo para regular las
adaptaciones maternas y placentarias en etapas tempranas del embarazo. La desregulacién de la
autofagia puede ser responsable de la mala adaptacidon de la funcién de la célula B pancreatica
observada en las primeras etapas del embarazo, que conducird a una mala adaptacion cuando se
produzca la resistencia fisiolégica a la insulina y se desarrolle DMG.

Por ultimo, se identificd un miRNA exosomal placentario expresado de manera Unica (hsa-miRNA-3665)
en etapas tempranas de embarazos que desarrollardn DMG independientemente de la funcion de las
células B pancredticas. Este miRNA regula principalmente las vias implicadas en las vias de seializacion
Wnt y mTOR. Las alteraciones y supresion de la via Wnt se han asociado con el desarrollo de DT2 [224].
La via de sefializaciéon Wnt se ha asociado con la homeostasis metabdlica, como el metabolismo normal
del colesterol [225], la secrecion y funcion de las incretinas [226], la inhibicidon de la adipogénesis [227,
228], la proliferacién de células B pancredticas [229-235] y la estimulacién de la glucosa en lasecrecion
de insulina (GSIS) [225]. La via mTOR es un regulador clave de procesos como la proliferacién y el
crecimiento celular Durante el embarazo, la via de mTOR es importante en la funcidén y crecimiento de la
placenta, debido a que regula la expresién de proteinas placentarias y el crecimiento celular de la
placenta respondiendo a la disponibilidad de nutrientes y a los estimulos de crecimiento [236]. La DMG,
preeclampsia y eclampsia se han relacionado con la alteracién de la sefializacién mTOR [236]. mTOR se
activa por fosforilacién a través del eje de sefalizacién fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K)/AKT; y las
proteinas p70S6K y 4EBP1 regulan el inicio de la traducciéon y la sintesis de proteinas. En condiciones
fisioldgicas, p70S6K también estd regulado por la via de ERK [237]. Un estudio realizado por Tsai et al
evalud la expresidn de proteinas relacionadas con la via de sefializacion de mTOR en placentas a término
de mujeres con diagndstico de DMG e identific6 una mayor expresién de mTOR fosforilado, 4EBP1
fosforilado y AKT fosforilado [236]. Nuestro estudio identificd dos vias principales de sefializacion que
sugieren que el deterioro de la sefializacion de mTOR y Wnt al comienzo del embarazo podria ser parte
de los mecanismos que desencadenan la patogénesis de la DMG, entre las semanas 24 y 28 de gestacion.
Por lo tanto, en etapas tempranas del embarazo, en mujeres que desarrollardan DMG, los miRNAs
exosomales placentarios tendrian el potencial de alterar la sefalizacion de mTOR en tejidos sensibles a la
insulina, regulando la resistencia a la insulina y la disfuncién placentaria en este érgano a través de la
desregulacion de la via Wnt.

El presente trabajo cuenta con varias fortalezas. Este es el primer estudio que evalla el perfil de miRNAs
exosomales en las primeras etapas del embarazo con base en la funcidn de la célula B pancreatica y el
origen de los exosomas (exosomas maternos y placentarios) en mujeres que desarrollaran DMG. Este
estudio es relevante porque ningun otro estudio ha evaluado el perfil de miRNAs exosomales maternos y
placentarios en las primeras etapas del embarazo. Las diferencias identificadas en este estudio ponen en
evidencia que este perfil de miRNAs exosomales no sdlo esta influenciado por el origen materno o
placentario; sino, ademas, que la funcién de la célula B pancredtica en etapas tempranas de la gestacion
también es un determinante de estas diferencias encontradas. El hallazgo de que estos dos factores (el
origen del exosoma y la funcidén de la célula B pancredtica) influyen en la expresién diferencial de
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miRNAs sugiere que el analisis del perfil de miRNAs exosomales podria ser de utilidad en la identificacién
de posibles biomarcadores de diagndstico temprano de DMG vy servir para comprender mejor los
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en el desarrollo de esta enfermedad. Una limitante de este
estudio es la ausencia de datos experimentales que demuestren que los miRNAs identificados alteran la
secrecién de insulina. Por lo tanto, Unicamente se puede formular hipdtesis sobre los mecanismos que
probablemente podrian ocurrir en el contexto de las adaptaciones tempranas del embarazo en los
embarazos que desarrollaran DMG.

Limitaciones

Este estudio exclusivamente caracteriza el perfil de miRNAs presentes en los exosomas de origen
materno y placentario, por lo que se limita a evaluar un solo componente del contenido de las vesiculas
extracelulares pequefias (proteinas, metabolitos, lipidos, DNA, mRNA y otros tipos de RNA no
codificantes) que pudieran estar influenciando en el desarrollo de DMG.

Esta tesis realizé la investigacion tomando en cuenta que hasta el momento se carecen de marcadores
tejido-especifico de exosomas de origen materno, limitando asi la identificacion de un perfil
caracteristico de los exosomas que son secretados por los tejidos sensibles a la insulina (célula B
pancreatica, tejido hepatico, musculo esquelético y tejido adiposo).

Conclusion

Esta investigacion pone en evidencia el papel potencial de los miRNAs exosomales maternos vy
placentarios en la regulacién de la comunicacién entre la madre y la placenta durante el embarazo, sobre
todo en etapas tempranas de la gestacion (Figura 20). En general, en el presente estudio, los miRNAs
exosomales maternos regulan principalmente a genes relacionados con la regulacion de la glucosa, el
metabolismo, la secrecién y sefializacién de insulina. Por otro lado, los miRNAs exosomales placentarios
regulan genes implicados en la respuesta a la tolerancia inmunoldgica del embarazo y a las vias asociadas
con la disfuncién placentaria. Asimismo, los presentes hallazgos respaldan que los perfiles de miRNAs
difieren segln su origen (materno o placentario) y la funcién de las células B pancreaticas (evaluado
indirectamente mediante el uso del indice HOMA-%p) en etapas tempranas de la gestacidn. La presente
tesis enfatiza la importancia de los miRNAs exosomales que se encuentran relacionados en los procesos
metabdlicos y bioldgicos; los cuales estan influenciados desde etapas tempranas del embarazo por el
origen de su secrecion (exosomas maternos y/o exosomas placentarios) y el grado de funcionalidad de
las células B pancredticas evaluado por un indice indirecto (HOMA-% B) en aquellas mujeres que
desarrollan DMG. Esta investigacion proporciona informacion sobre el perfil de miRNAs entre los miRNA
exosomales maternos y placentarios y puede tener implicaciones para identificar posibles biomarcadores
u objetivos terapéuticos para esta patologia, principalmente en etapas tempranas de la gestacién. Se
requieren de mayores estudios futuros para determinar los mecanismos moleculares exactos que
conducen y regulan estas adaptaciones metabdlicas en la unidad materna y fetoplacentaria que
eventualmente resultaran en el desarrollo de DMG. Ademas, la investigacion del efecto de los exosomas
maternos y/o placentarios sobre las células B pancreaticas secretoras de insulina y otros tejidos diana
sensibles a la insulina, como el higado, los adipocitos y el musculo esquelético, puede ayudar a elucidar

71



sobre la fisiopatologia de la DMG vy la identificacién de biomarcadores y/o nuevos blancos terapéuticos.
Este nuevo conocimiento ayudard a comprender las adaptaciones metabdlicas maternas y placentarias al
embarazo, que son esenciales para el crecimiento y desarrollo fetal 6ptimos.
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Figura 20. En etapas tempranas de la gestacion, el perfil de miRNAs exosomales maternos y placentarios varia con base en el indice HOMA-
%P, regulando vias de sefalizacion y procesos moleculares distintos. En etapas tempranas de la gestacidén (<18 semanas de gestacion), las
mujeres que desarrollardan DMG presentan perfiles de miRNAs maternos y placentarios distintos dependiendo del indice de funcién de célula B
pancredtica (HOMA-%p) que presenten. Aquellas mujeres que presentan un indice HOMA-%p alto se caracterizan por tener concentraciéon de
insulina incrementada, en contraste con una normoglucemia y un indice de resistencia a la insulian HOMA-IR normal. En estas mujeres, los
miRNAs exosomales maternos regulan procesos de secrecion de insulina, asi como de vias de sefializacion asociados con esta hormona, como lo
son las vias de sefializaion PI3K-Akt y RAS. Los miRNAs exosomales placentarios en etapas tempranas de mujeres que desarrollardnn diabetes
gestacional y presentan un indice HOMA-%p alto, regulan procesos de apoptosis y procesos de tolerancia inmunoldgica al embarazo. Por lo que
se refiere a aquellas mujeres con un bajo indice HOMA-%p se caracterizan por presentar bajos niveles de insulina, indice HOMA-IR bajo y
normoglucemia. Sin embargo en estas mujeres, el exosoma materno identificado expresado diferencialmente en este grupo, regula procesos
fisioldgicos en los adipocitos (regulacion de lipdlisis, vias de sefializacién de adipocitocinas, PPAR y AMPK), asi como resistencia a la insulina. En
cambio, los exosomas de origen placentario regulan procesos asociados con el metabolismo y vias de sefializacion de esfingolipidos, los cuales
estan implicados en la funcién de la célula B pancreética; también estos miRNAs regulan la via de sefializaciéon p53 y procesamiento protéico en
reticulo endoplasmico, procesos asociados con la funcidén placentaria. Este estudio pone en evidencia que, desde etapas tempranas de la
gestacion, en mujeres que desarrollaran DMG, el perfil de miRNAs exosomales maternos y placentarios es distinto dependiendo del indice
HOMA-%p y que a su vez regulan procesos metabdlicos y vias de sefializacién distintos.
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Perspectivas y recomendaciones

Con base en los resultados discutidos en la presente tesis, los miRNAs identificados en exosomas
maternos como placentarios pueden ser empleados como biomarcadores ya sea de diagndstico,
prondstico o progresion de DMG en etapas tempranas de la gestacion. Los resultados presentados en
este trabajo abren paso a nuevas interrogantes, como es saber si dichos miRNAs, que fueron
identificados en etapas tempranas del embarazo, se mantienen a lo largo del mismo, o si en todo caso,
dicho perfil cambia con base en el indice HOMA-% presente en etapas tempranas de la gestacion. Para
esto se requieren nuevos estudios con cohortes que incluyan un tamaiio de muestra mayor y que incluso
sea comparable con otras poblaciones con alto riesgo de desarrollar DMG. Para demostrar si estos
miRNAs exosomales maternos y/é placentarios identificados en cada subgrupo evaluado (indice HOMA-
%B bajo o alto) que desarrollara DMG, alteran la secrecién de insulina y/o afectan la funcidn de la célula
B pancreatica y otros tejidos sensibles a la insulina es necesario realizar estudios experimentales in vitro
o in vivo.

Dado que el contenido de los exosomas es heterogéneo y depende de la célula que los secreta, es
necesario caracterizar y evaluar también el perfil protedmico, metaboldémico, lipidémico, gendmico, y
transcriptomico de estas vesiculas extracelulares pequenas para poder elucidar mejor el papel y el
impacto que tiene el contenido de estas vesiculas en la fisiopatologia de la diabetes gestacional. Por
ultimo, este trabajo de investigacion se enfoca Unicamente en caracterizar el perfil de miRNAs presentes
en los exosomas, los cuales constituyen un grupo de vesiculas extracelulares que han sido
principalmente asociados al desarrollo de patologias metabdlicas. Ahora queda abierta la posibilidad de
un estudio integral en donde se tomen en cuenta los demds grupos de vesiculas extracelulares tales
como los exdmeros, microvesiculas y/o cuerpos apoptdticos que complementen la informacion que se
tiene hasta el momento sobre la fisiopatologia de la DMG.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ciudad de México, a 0 e o

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

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

confidencialidad y respeto a mis datos personales.

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

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

programadas.

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

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

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

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

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

Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios.

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

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

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

Nombre de la participante: Firma:

Domicilio. | Teléfono

Nombre y firma del testigo o cdnyuge Firma:

Domicilio. | Teléfono

Nombre y firma del testigo o conyuge. Firma.

Domicilio. | Teléfono

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

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

c. ¢. p. Paciente o familiar  c. c. p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion)
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Anexo |l: Carta de aprobacidn por el Comité de Etica y Nimero de Registro

SALUD | |

. O ,..‘
Insutute Nacional de
) 3 Medicina Gendmica

Ciudad de México, 30 de junio de 2023
Dictamen No. 16/2023

Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genomica

El Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN),
con fundamento en lo dispuesto por los articulos 99, 100, 102 y 11 del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion en Salud, 41, fracciones | y [ll de la Ley de los
Institutos Nacionales de Salud, articulo 4°, fraccion |V del Estatuto Organico del INMEGEN y
de conformidad con su propio Manual de Funcionamiento, emite el presente documento.

Titulo de Proyecto

“Caracterizacion de exosomas provenientes de gestacion
temprana de mujeres que desarrollan diabetes gestacional
y su efecto en la secrecion de insulina en células beta.”

Investigador Responsable

Dra. Berenice Palacios Gonzélez

Documentos sometidos a
revision

- Protocolo,

Anexo 1- Proteccion de participantes
Anexo 2- DESGLOSE FINANCIERO
Anexo 3- Protocolo revisado

Anexo 4- Protocolo revisado

Cometarios al Proyecto de

El proyecto fue evaluado por tres miembros del comité de
Investigacion, los comentarios adicionales hechos por los
evaluadores fueron respondidos de forma adecuada por el

Investigacion investigador principal y revisados en las fechas 14 de abril
y 9 de junio de 2023 en segunda rewision.
Fecha de Elaboracion del
Dictamen 30 de junio de 2023

l Resolucion de la
Evaluacion

APROBADO

Durante la 5a. Sesion Conjunta del Comité Investigacion y del Comité de Etica en
Investigacion del INMEGEN, se revisaron las respuestas a los comentarios de los
revisores al protocolo No. 445, aceptandose las maodificaciones hechas al proyecto por
la investigadora quien respondid a todas las sugerencias realizadas, por lo que la

resolucion de la segunda ev

Dr. Alfredo Hidalg/Mirand

ion del proyecto es: Aprobado.

\

Presidente del Conité de Ipvestigacion del

Instituto Nacional de Medioina Genomica.

2023

Francisco
VILLA
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CDMX

CIUDAD DE MEXICO

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

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

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

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

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

ATENTAMENTE.

ISS, CAROLINA SALINAS OVIEDO , .
PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONs ECRETARIA DE SALUD
' SEDESA
CIUDAD DE MEXICO
DIRECCION DE EDUCACION
c.c.p. Archivo E INVESTIGACION

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

SECRETARIA DE SALUD
Direccion de Educacion e Investigacion

i on de Educacion Contil igaci
Jefatura de Unidad Departamental de Investigacion
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Anexo lll: Validacidn estadistica de seleccién de pool por subgrupos con base en el indice HOMA-%8 (bajo y alto) en

etapas tempranas de la gestacion

Tabla lll.I: Caracteristicas descriptivas por pool subgrupo: control HOMA-% B bajo

Control HOMA-%p bajo
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p
(n=5) (n=5) (n=5)
Edad (afios) 26.00 (+£5.05) 22.40 (£2.96) 23.67 (£8.96) 0.470
Semanas de gestacion 14.3 (£2.7) 14.4 (£2.0) 14.0 (£3.6) 0.921
Paridad 1(1-1) 1(1-2) 1(1-1) 0.619
Peso (kg) 55.2 (+5.93) 60.04 (£16.51) 55.9 (+12.43) 0.771
Talla (m) 1.54 (+0.07) 1.59 (+0.09) 1.51 (+0.07) 0.595
IMC gestacional (kg/m?) 23.51 (£3.95) 23.49 (£5.20) 24.53 (£5.57) 0.853
e Normopeso (n(%)) 4 (80) 4 (80) 3 (60)
e  Sobrepeso (n(%)) - - 1(20)
e Obesidad | (n(%)) 1(20) 1(20) 1(20) 1.000
e Obesidad Il (n(%)) - - -
e  Obesidad Ill (n(%)) - - -

Prueba ANOVA de una via; prueba exacta de Fisher. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.)
para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.

Tabla llLII: Andlisis de quimica sanguinea por pool subgrupo: control HOMA-% B _bajo
Control HOMA-%p bajo Valor p
Pool 1 Pool 2 Pool 3
(n=5) (n=5) (n=5)
Glucosa (mmol/L) 4.74 (+0.24) 4.89 (+0.47) 4.56 (+0.15) 0.192
Triacilglicéridos (mmol/L) 1.46 (+0.38) 1.40 (+0.42) 1.79 (+0.36) 0.351
Colesterol total (mmol/L) 4.57 (£0.99) 3.91 (+0.29) 5.07 (£1.12) 0.071
B-hidroxibutirato (umol/L) 56.67 (+0.87) 58.59 (+0.87) 32.66 ((+0.87) 0.935
Insulina (pmol/L) 54.56 (+12.27) 50.71 (£15.87) 64.67 (£8.93) 0.815
HOMA-IR 0.99 (+0.50) 1.34(£0.47) 0.62 (+0.36) 0.094
HOMA-% 116.81 (+27.87) 100.37 (£27.24) 94.76 (£58.54) 0.493

Prueba ANOVA de una via. Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las variables
paramétricas.

Tabla llL.11l: Caracteristicas descriptivas por pool subgrupo: control HOMA alto

Control HOMA-% alto
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p
(n=5) (n=5) (n=5)
Edad (afios) 24.60 (£3.21) 24.60 (£3.13) 28.60 (+4.28) 0.167
Semanas de gestacion 15.1 (+2.4) 14.3 (+4.4) 12.3 (¥4.4) 0.517
Paridad 1(1-1) 1(1-1) 1(1-2) 0.110
Peso (kg) 72.56 (£18.46) 75.28 (£22.21) 71.60 (+8.44) 0.942
Talla (m) 1.59 (+0.06) 1.59 (+0.04) 1.56 (+0.07) 0.609
IMC gestacional (kg/m?) 28.70 (£6.95) 30.04 (+9.37) 29.50 (+1.66) 0.953
e Normopeso (n(%)) 2 (40) 2 (40) -
e Sobrepeso (n(%)) - 1(20) 3 (60)
e Obesidad | (n(%)) 2 (40) - 2 (40) 0.174
e Obesidad Il (n(%)) 1(20) 1(20) -
e  Obesidad Ill (n(%)) - 1(20) -

Prueba ANOVA de una via; prueba exacta de Fisher. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.)
para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.
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Tabla lIL.IV: Analisis de quimica sanguinea por pool subgrupo: control HOMA-% B alto
Control HOMA-% alto
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p
(n=5) (n=5) (n=5)
Glucosa (mmol/L) 4.78 (+0.07) 4.54 (+0.49) 4.36 (+0.49) 0.291
Triacilglicéridos (mmol/L) 1.69 (+0.39) 1.39 (+0.29) 1.60 (+0.14) 0.291
Colesterol total (mmol/L) 4.60 (+0.39) 4.28 (+0.26) 4.84 (+0.35) 0.065
B-hidroxibutirato (umol/L) 67.23 (£11.96) 45.82 (+22.67) 38.14 (+28.89) 0.144
Insulina (pmol/L) 72.28 (+13.05) 60.48 (+26.33) 80.75 (+60.87) | 0.718
HOMA-IR 2.14 (+0.40) 1.39 (+0.95) 2.23 (+1.68) 0.460
HOMA-%pB 149.82 (+8.78) 159.16 (+16.00) 168.26 (+66.54) | 0.777

Prueba ANOVA de una via. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (£D.E.) para las variables
paramétricas.

Tabla lll.V: Caracteristicas descriptivas por pool subgrupo: preDMG HOMA-%B bajo

preDMG HOMA-%p bajo
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p
(n=5) (n=5) (n=5)
Edad (afios) 27.00 (+7.94) 24.50 (+2.12) 24.25 (+7.41) 0.983
Semanas de gestacion 12.2 (¥4.1) 12.6 (+2.1) 14.1 (£3.4) 0.544
Paridad 1(1-2) 3(3-4) 1(1-2) 0.551
Peso (kg) 69.00 (+14.24) 46.00 (+8.06) 66.88 (+18.71) 0.416
Talla (m) 1.49 (+0.02) 1.53 (+0.08) 1.52 (+0.05) 0.662
IMC gestacional (kg/m?) 31.02 (+5.62) 19.53 (+1.31) 29.04 (+8.51) 0.187
e Normopeso (n(%)) 1(20) 3 (60) 3 (60)
e Sobrepeso (n(%)) 1(20) 2 (40) -
e  Obesidad | (n(%)) 1(20) - - 0.706
e Obesidad Il (n(%)) 2 (40) - 2 (40)
e  Obesidad Ill (n(%)) - - -

Prueba ANOVA de una via; prueba exacta de Fisher. Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.)
para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.

Tabla Il1.VI: Analisis de quimica sanguinea por pool subgrupo: preDMG HOMA%p bajo

preDMG HOMA-%p bajo

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p

(n=5) (n=5) (n=5)
Glucosa (mmol/L) 4.89 (+0.50) 4.67 (+0.23) 5.05 (+0.45) 0.627
Triacilglicéridos (mmol/L) 2.13 (+0.53) 1.48 (+0.68) 2.02 (+0.59) 0.430
Colesterol total (mmol/L) 4.64 (+0.63) 4.69 (+0.66) 5.05 (+0.39) 0.533
B-hidroxibutirato (umol/L) 33.62 (+11.32) 17.77 (£3.39) 27.62 (+14.78) 0.341
Insulina (pmol/L) 21.15 (+9.11) 25.21 (+17.67) 25.07 (+13.06) 0.901
HOMA-IR 0.66 (+0.35) 0.26 (+0.14) 0.56 (+0.23) 0.311
HOMA-%B 45.78 (+16.43) 58.6 (+31.11) 46.43 (+23.94) 0.692

Prueba ANOVA de una via. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestacién 12.7£.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.) para las variables
paramétricas.
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Tabla llI.VII: Caracteristicas descriptivas por pool subgrupo: preDMG HOMA-% alto

preDMG HOMA-%8 alto
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p
(n=5) (n=5) (n=5)
Edad (afios) 28.00 (+4.36) 32.50 (+2.12) 29.00 (+4.24) 0.291
Semanas de gestacion 13.1 (+4.4) 10.1 (£3.1) 13.1 (£3.7) 0.881
Paridad 1(1-2) 3(3-4) 1(1-3) 0.539
Peso (kg) 75.03 (£17.22) 80.80 (+1.84) 79.92 (£12.94) 0.950
Talla (m) 1.56 (+0.07) 1.52 (+0.04) 1.54 (+0.06) 0.415
IMC gestacional (kg/m?) 30.45 (+4.54) 34,99 (+1.16) 33.45 (+3.62) 0.422
e Normopeso (n(%)) 1(20) - -
e Sobrepeso (n(%)) 3 (60) 2 (40) 2 (40)
e Obesidad | (n(%)) - 1(20) 1(20) 0.886
e  Obesidad Il (n(%)) 1(20) 2 (40) 2 (40)
e  QObesidad lll (n(%)) - - -

Prueba ANOVA de una via; prueba exacta de Fisher. Analisis realizados en el primer trimestre de la gestacion 12.7+.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.)

para las variables paramétricas y como mediana (p25-p75) para las variables no paramétricas.

Tabla 111.VIlI: Analisis de quimica sanguinea por pool subgrupo: preDMG HOMA% alto

preDMG HOMA-%p alto

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Valor p

(n=5) (n=5) (n=5)
Glucosa (mmol/L) 4.36 (£0.27) 4.06 (+0.65) 3.89 (+0.48) 0.331
Triacilglicéridos (mmol/L) 1.96 (+0.70) 1.60 (+0.91) 1.65 (+0.92) 0.770
Colesterol total (mmol/L) 4.65 (+0.60) 4.65 (+0.65) 4.83 (+0.80) 0.892
B-hidroxibutirato (pmol/L) 70.36 (+11.04) 77.31 (+4.36) 77.56 (+4.20) 0.246
Insulina (pmol/L) 44.12 (+9.09) 41.87 (+27.68) 44.13 (+17.52) 0.416
HOMA-IR 1.14 (¥0.17) 2.06 (+0.64) 1.63 (+0.63) 0.275
HOMA-% 114.6 (¥19.39) 219.66 (+121.72) 203.06 (+130.01) 0.264

Prueba ANOVA de una via. Andlisis realizados en el primer trimestre de la gestaciéon 12.7£.3.1 SDG. Los resultados se muestran como media (+D.E.) para las variables

paramétricas.
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Anexo IV : Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios diferencialmente expresados en embarazo en etapas

tempranas de la gestacion

Tabla IV.l Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios diferencialmente expresados en etapas tempranas de la

gestacion
miRNA Fold Change Valor P-ajustado
hsa-miR-4440 11.42 6.99E-07
hsa-miR-3665 10.68 2.55E-13
hsa-miR-4516 8.97 4.74E-15
hsa-miR-6089 8.29 8.86E-12
hsa-miR-6090 8.2 3.71E-14
hsa-miR-8069 7.58 1.96E-12
hsa-miR-4793-3p 7.31 1.77E-06
hsa-miR-6087 6.49 1.56E-10
hsa-miR-4466 6.28 1.46E-10
hsa-miR-6125 6.01 1.97E-12
hsa-miR-7704 5.94 3.61E-09
hsa-miR-4484 5.52 4.22E-10
hsa-miR-3960 5.21 3.46E-11
hsa-miR-6727-5p 5.07 3.60E-11
hsa-miR-6088 5.01 1.51E-10
hsa-miR-1915-3p 3.96 2.20E-11
hsa-miR-6869-5p 3.71 6.07E-11
hsa-miR-3196 3.62 8.03E-10
hsa-miR-6729-5p 3.45 6.80E-12
hsa-miR-4787-5p 3.05 3.56E-10
hsa-miR-762 3.05 3.70E-06
hsa-miR-3620-5p 2.87 2.89E-05
hsa-miR-6786-5p 2.81 1.03E-10
hsa-miR-3656 2.8 1.20E-07
hsa-miR-1237-5p 2.76 1.78E-07
hsa-miR-2861 2.66 6.42E-08
hsa-miR-638 2.32 0.0003
hsa-miR-6850-5p 2.16 2.16E-07
hsa-miR-6791-5p 2.14 3.93E-09
hsa-miR-6724-5p 2.1 4.55E-08
hsa-miR-6803-5p 2.1 1.84E-05
hsa-miR-455-3p 2.04 0.0117

hsa-miR-4668-5p -3.68 6.41E-08
hsa-miR-3128 -4.03 5.40E-08
hsa-miR-8084 -4.16 2.61E-08
hsa-miR-3201 -4.34 1.96E-08
hsa-miR-3613-3p -4.34 5.18E-09
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Tabla IV.II Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios diferencialmente en etapas tempranas de la gestacidon expresados en

embarazos que no desarrollan DMG

miRNA Fold Change Valor P-ajustado
hsa-miR-4440 43.23 3.43E-08
hsa-miR-4793-3p 19.92 4.08E-08
hsa-miR-3665 13.33 9.61E-09
hsa-miR-6089 12 8.35E-08
hsa-miR-6090 8.87 9.34E-09
hsa-miR-7704 7.6 8.39E-06
hsa-miR-6087 7.23 5.92E-07
hsa-miR-4516 7.22 3.86E-09
hsa-miR-8069 6.76 1.33E-06
hsa-miR-6727-5p 5.81 7.52E-08
hsa-miR-5093 5.44 0.0001
hsa-miR-4484 4.95 5.02E-06
hsa-miR-6088 4.81 2.53E-06
hsa-miR-3620-5p 4.72 9.96E-06
hsa-miR-6125 4.68 2.50E-07
hsa-miR-3960 4.65 5.84E-07
hsa-miR-4466 4.61 2.67E-06
hsa-miR-4507 4.35 8.75E-06
hsa-miR-1915-3p 3.94 2.54E-08
hsa-miR-3196 3.87 4.69E-06
hsa-miR-4787-5p 3.74 3.20E-06
hsa-miR-6729-5p 3.7 1.60E-07
hsa-miR-1228-5p 3.42 0.0002
hsa-miR-762 3.4 0.0006
hsa-miR-4486 3.26 0.0001
hsa-miR-6869-5p 2.92 5.99E-07
hsa-miR-2861 2.9 4.61E-07
hsa-miR-6786-5p 2.9 7.05E-06
hsa-miR-4532 2.73 0.0002
hsa-miR-3656 2.45 3.30E-05
hsa-miR-638 2.42 0.0061
hsa-miR-1268a 2.37 0.0001
hsa-miR-6791-5p 2.34 3.96E-07
hsa-miR-4632-5p 2.29 0.0002
hsa-miR-1237-5p 2.19 0.0003
hsa-miR-1469 2.01 0.0004
hsa-mir-7515 -2.32 1.16E-05
hsa-miR-3128 -2.81 8.45E-05
hsa-miR-8084 -4 6.69E-06
hsa-miR-4668-5p -5.1 5.67E-06
hsa-miR-3201 -5.8 2.32E-07
hsa-miR-3613-3p -6.86 9.13E-07
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Tabla IV.llI Perfil de miRNAs de exosomas maternos y placentarios diferencialmente expresados en etapas tempranas de la gestacién en

embarazos que desarrollan DMG

miRNA Fold Change  Valor P-ajustado
hsa-miR-4516 10.82 1.12E-09
hsa-miR-4466 7.79 4.47E-10
hsa-miR-6125 7.73 3.21E-11
hsa-miR-3665 7.25 4.79E-09
hsa-miR-8069 7.25 7.39E-11
hsa-miR-6090 6.78 2.14E-09
hsa-miR-6089 6.46 1.54E-09
hsa-miR-4484 5.79 1.40E-07
hsa-miR-6087 5.57 2.47E-09
hsa-miR-3960 4.93 5.35E-09
hsa-miR-6869-5p 4,51 2.31E-07
hsa-miR-6088 4.5 3.98E-09
hsa-miR-7704 3.81 3.84E-09
hsa-miR-1915-3p 3.44 1.60E-07
hsa-miR-3196 3.31 2.13E-07
hsa-miR-6727-5p 3.26 3.84E-06
hsa-miR-3656 3.21 4.74E-07
hsa-miR-6786-5p 2.99 3.04E-09
hsa-miR-6729-5p 2.94 7.75E-09
hsa-miR-149-3p 2.74 2.61E-07
hsa-miR-2861 2.67 7.12E-05
hsa-miR-6791-5p 2.63 2.20E-06
hsa-miR-4745-5p 2.51 8.08E-06
hsa-miR-6724-5p 2.49 3.97E-08
hsa-miR-4674 2.45 1.39E-07
hsa-miR-1237-5p 2.36 1.86E-06
hsa-miR-4787-5p 2.32 1.54E-07
hsa-miR-762 2.32 0.0002
hsa-miR-5189-3p 2.3 6.37E-06
hsa-miR-4497 2.26 2.05E-06
hsa-miR-6803-5p 2.19 0.0007
hsa-miR-101-5p 2.18 0.0041
hsa-miR-455-3p 2.17 0.0056
hsa-miR-638 2.08 0.0063
hsa-miR-6850-5p 2.07 2.14E-05
hsa-miR-6800-5p 2.06 0.0003
hsa-miR-4668-5p -2.89 5.80E-05
hsa-miR-3201 -3.06 0.0003
hsa-miR-3613-3p -3.73 6.74E-06
hsa-miR-8084 -5 6.07E-05
hsa-miR-3128 -5.45 1.33E-06
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Tabla IV.IV Perfil de miRNAs de exosomas maternos diferencialmente expresados en etapas tempranas de gestacion : control vs DMG

miRNA  Fold Change  Valor P-ajustado

hsa-miR-4440 24.46 0.0037
hsa-miR-4793-3p 13.49 0.0021
hsa-miR-5093 5.82 0.0183
hsa-miR-3620-5p 4.49 0.0182
hsa-miR-4486 3.68 0.025
hsa-miR-4507 3.51 0.0189
hsa-miR-4632-5p 2.83 0.0027
hsa-miR-1268a 2.52 0.0024
hsa-miR-149-3p -2.2 0.0189
hsa-miR-6125 -2.37 0.0092

Tabla IV.V Perfil de miRNAs de exosomas placentarios diferencialmente expresados en etapas tempranas de gestacion : control vs DMG

miRNA Fold Change  Valor P-ajustado
hsa-miR-7704 ‘ -2.25 0.0023
hsa-miR-5787 ‘ -2.27 0.0025

Tabla IV.VI Perfil de miRNAs de exosomas maternos diferencialmente expresados en etapas tempranas de la gestacion con base en el
indice HOMA-% : alto vs bajo

miRNA Fold Change  Valor P-ajustado

hsa-miR-4462 | 21 0.048
hsa-miR-4632-5p | -2.56 0.0427
hsa-miR-4486 | -4.21 0.0493

Tabla IV.VII Perfil de miRNAs de exosomas placentarios diferencialmente expresados en etapas tempranas de la gestacion con base en el
indice HOMA-% : alto vs bajo

miRNA  Fold Change  Valor P-ajustado
hsa-miR-638 | -2.18 7.17E-05
hsa-miR-4706 | -2.6 0.0004
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Anexo V : Genes potencialmente requlados por los miRNAs exosomales diferencialmente expresados en etapas tempranas
de la gestacion por subgrupos

Tabla V.l. Genes potencialmente regulados por el set de miRNAs exosomales maternos diferencialmente expresados en _mujeres con un
indice HOMA-% B alto y que desarrollara DMG

Gen blanco Nombre del gen Cumulative weighted Pocentaje de supresion del
context++ score (CWCS)  mRNA con base en CWCS

FLJ00104 HCG1980662; Uncharacterized protein

MUC19 mucin 19, oligomeric -7.11 99.28%

C100rf9l chromosome 10 open reading frame 91 -4.27 94.82%

BOK BCL2-related ovarian killer

-2.41 81.18%

PACS1 phosphofurin acidic cluster sorting protein 1 -2.2 78.24%

MEIS3 Meis homeobox 3 -1.96 74.30%

NFIC nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor) -1.9 73.21%

PCSK1N proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 inhibitor -1.88 72.83%

HES4 hairy and enhancer of split 4 (Drosophila) -1.79 71.08%

ZBTB7A zinc finger and BTB domain containing 7A -1.72 69.65%

FOXP4 forkhead box P4 -1.66 68.36%

SCRT1 scratch homolog 1, zinc finger protein (Drosophila) -1.63 67.69%

MKNK2 MAP kinase interacting serine/threonine kinase 2 -1.58 66.55%
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CYB561D1 cytochrome b561 family, member D1 -1.55 65.85%

RAB11B RAB11B, member RAS oncogene family -1.54 65.61%

TTYH3 tweety family member 3 -1.54 65.61%

IGF2 insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) -1.52 65.13%

host cell factor C1 (VP16-accessory protein) . 64.64%

ADAM?29 ADAM metallopeptidase domain 29

nucleus accumbens associated 1, BEN and BTB (POZ) domain containing

scavenger receptor cysteine rich domain containing (5 domains) 64.15%

CREB regulated transcription coactivator 1

NPTXR neuronal pentraxin receptor -1.46 63.65%

SLC8A2 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 2 -1.44 63.14%

KSR2 kinase suppressor of ras 2 -1.43 62.89%

POU2F2 POU class 2 homeobox 2 -1.42 62.63%

B3GALTS5 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 5 -1.41 62.37%

ZNF256 zinc finger protein 256 -1.41 62.37%

AL627309.1 Uncharacterized protein -1.4 62.11%

HSD11B2 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 -1.4 62.11%

|
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STK11 serine/threonine kinase 11 -1.39 61.84%

VWAL von Willebrand factor A domain containing 1 -1.37 61.31%

SHISA7 shisa family member 7 -1.36 61.04%

EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 -1.34 60.50%

PABPC1L2B poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2B -1.34 60.50%

SYNGR1 synaptogyrin 1 -1.33 60.22%

CXorf64 chromosome X open reading frame 64 -1.3 59.39%

RAB35 RAB35, member RAS oncogene family -1.28 58.82%

MARK2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 -1.27 58.53%

NDUFA11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 11, 14.7kDa -1.26 58.25%

C190rf26 chromosome 19 open reading frame 26 -1.25 57.96%

PRRG3 proline rich Gla (G-carboxyglutamic acid) 3 (transmembrane) -1.25 57.96%

HOXA7 homeobox A7 -1.24 57.66%

PCDH1 protocadherin 1 -1.24 57.66%

THRA thyroid hormone receptor, alpha -1.23 57.37%

LSP1 lymphocyte-specific protein 1 -1.22 57.07%

PPARD peroxisome proliferator-activated receptor delta -1.22 57.07%

Yo}
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TNFRSF4 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 -1.21 56.77%

ZNF469 zinc finger protein 469 -1.21 56.77%

FGFRL1 fibroblast growth factor receptor-like 1 -1.2 56.47%

REPIN1 replication initiator 1 -1.2 56.47%

C170rf103 chromosome 17 open reading frame 103 -1.17 55.56%

ARAF v-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog -1.16 55.25%

BCL2L1 BCL2-like 1 -1.15 54.94%

SLC22A13 solute carrier family 22 (organic anion/urate transporter), member 13 -1.15 54.94%

KMT2D lysine (K)-specific methyltransferase 2D -1.14 54.62%

SCAMP4 secretory carrier membrane protein 4 -1.14 54.62%

CCL22 chemokine (C-C motif) ligand 22 -1.13 54.31%

Clorf200 chromosome 1 open reading frame 200 -1.12 53.99%

EHD2 EH-domain containing 2 -1.12 53.99%

PIANP PILR alpha associated neural protein -1.12 53.99%

BCAM basal cell adhesion molecule (Lutheran blood group) -1.11 53.67%

FAM127C family with sequence similarity 127, member C -1.11 53.67%

Yo} |
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RNF34 ring finger protein 34, E3 ubiquitin protein ligase -1.11 53.67%

SYP synaptophysin -1.11 53.67%

MFI2 antigen p97 (melanoma associated) identified by monoclonal antibodies 133.2 and -1.09 53.02%
96.5

SLC45A3 solute carrier family 45, member 3 -1.09 53.02%

CLCN6 chloride channel, voltage-sensitive 6 -1.08 52.70%

ELAVL3 ELAV like neuron-specific RNA binding protein 3 -1.08 52.70%

leucine-rich repeat LGI family, member 3

RP11-463J10.2 Uncharacterized protein

nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)

TEX35 testis expressed 35 -1.07 52.37%

CLIP3 CAP-GLY domain containing linker protein 3 -1.06 52.04%

RAB3IL1 RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 -1.06 52.04%

SMARCD1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily -1.06 52.04%
d, member 1

CMTM1 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 1 -1.05 51.70%

MDGA1 MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 1 -1.05 51.70%

CEP170B centrosomal protein 170B -1.04 51.37%

FOXO06 forkhead box O6 -1.04 51.37%
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TNFRSF12A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A -1.04 51.37%

CMIP c-Maf inducing protein -1.03 51.03%

MRPL36 mitochondrial ribosomal protein L36 -1.03 51.03%

VAMP2 vesicle-associated membrane protein 2 (synaptobrevin 2) -1.03 51.03%

ACKR2 atypical chemokine receptor 2 -1.02 50.69%

IGSF8 immunoglobulin superfamily, member 8 -1.02 50.69%

AP003068.23 Uncharacterized protein -1.01 50.35%

APOD apolipoprotein D -1.01 50.35%

GPC1 glypican 1 -1.01 50.35%

OTOS otospiralin -1.01 50.35%

RAP1GAP2 RAP1 GTPase activating protein 2 -1.01 50.35%

ZYX zyxin -1.01 50.35%

KRT76 keratin 76 -1 50.00%

PACSIN1 protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 1 -1 50.00%

RPH3AL rabphilin 3A-like (without C2 domains) -1 50.00%

AC016559.1 Uncharacterized protein -0.99 49.65%

C8orf82 chromosome 8 open reading frame 82 -0.99 49.65%
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GRIN1 glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 1 -0.99 49.65%

SOX13 SRY (sex determining region Y)-box 13 -0.99 49.65%

ZNF70 zinc finger protein 70 -0.99 49.65%

ARHGDIA Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha -0.98 49.30%

EGR4 early growth response 4 -0.98 49.30%

NRSN2 neurensin 2 -0.98 49.30%

RASD family, member 2 49.30%

ADAMTS4 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 4 48.95%

SCGB1A1 secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin)

CCDC167 coiled-coil domain containing 167 -0.96 48.59%

48.59%

indolethylamine N-methyltransferase

LYPLA2 lysophospholipase I1 -0.96 48.59%

RSPO4 R-spondin 4 -0.96 48.59%

TMEM120B transmembrane protein 120B -0.96 48.59%

AC135983.2 Protein LOC100996413 -0.95 48.24%

BSPH1 binder of sperm protein homolog 1 -0.95 48.24%

1

o

2



CLSTN1 calsyntenin 1 -0.95 48.24%

KRT80 keratin 80 -0.95 48.24%

SH2B1 SH2B adaptor protein 1 -0.95 48.24%

SORCS2 sortilin-related VVPS10 domain containing receptor 2 -0.94 47.88%

AC138655.1 CDNA: FLJ23120 fis, clone LNG07989; HCG1987724; Uncharacterized protein -0.93 47.51%

NUDT18 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 18 -0.93 47.51%

PRKACA protein kinase, cCAMP-dependent, catalytic, alpha -0.93 47.51%

SLC7A8 solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, L system), member 8 -0.93 47.51%

XKR7 XK, Kell blood group complex subunit-related family, member 7 -0.93 47.51%

CTD-2162K18.4 Uncharacterized protein -0.92 47.15%

FAM?222B family with sequence similarity 222, member B -0.92 47.15%

HES3 hairy and enhancer of split 3 (Drosophila) -0.92 47.15%

MYRF myelin regulatory factor -0.92 47.15%

SPINT1 serine peptidase inhibitor, Kunitz type 1 -0.92 47.15%

HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog -0.91 46.78%

PLBD2 phospholipase B domain containing 2 -0.91 46.78%

PYY peptide YY -0.91 46.78%
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SH3GL1 SH3-domain GRB2-like 1 -0.91 46.78%

UBALD1 UBA-like domain containing 1 -0.91 46.78%

C170rf107 chromosome 17 open reading frame 107 -0.9 46.41%

DLX3 distal-less homeobox 3 -0.9 46.41%

ERI1 exoribonuclease family member 3 . 46.41%

GPR3 G protein-coupled receptor 3 -0.9 46.41%

potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 1

TMEM184B transmembrane protein 184B . 46.41%

CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)

DAGLA diacylglycerol lipase, alpha -0.89 46.04%

GRASP GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-associated scaffold protein -0.89 46.04%

LCN15 lipocalin 15 -0.89 46.04%

PIN1 peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1 -0.89 46.04%

TRAPPC9 trafficking protein particle complex 9 -0.89 46.04%

C150rf37 chromosome 15 open reading frame 37 -0.88 45.66%

GNG7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7 -0.88 45.66%

MAP1A microtubule-associated protein 1A -0.88 45.66%
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PPP1R9B protein phosphatase 1, regulatory subunit 9B -0.88 45.66%

SH3PXD2B SH3 and PX domains 2B -0.88 45.66%

ZNF268 zinc finger protein 268 -0.88 45.66%

DPF3 D4, zinc and double PHD fingers, family 3 -0.87 45.29%

HPD 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase -0.87 45.29%

PPCS phosphopantothenoylcysteine synthetase -0.87 45.29%

SMIM21 small integral membrane protein 21 -0.87 45.29%

CIC capicua transcriptional repressor -0.86 44.90%

FGF17 fibroblast growth factor 17 -0.86 44.90%

IL2RG interleukin 2 receptor, gamma -0.86 44.90%

KRT82 keratin 82 -0.86 44.90%

SLC6A17 solute carrier family 6 (neutral amino acid transporter), member 17 -0.86 44.90%

ZNF830 zinc finger protein 830 -0.86 44.90%

C2orf53 chromosome 2 open reading frame 53 -0.85 44.52%

HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 -0.85 44.52%

MBD3L1 methyl-CpG binding domain protein 3-like 1 -0.85 44.52%

MEX3B mex-3 RNA binding family member B -0.85 44.52%
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ZNF837 zinc finger protein 837 -0.85 44.52%

ANAPC2 anaphase promoting complex subunit 2 -0.84 44.14%

COMMDS5 COMM domain containing 5 -0.84 44.14%

FBXL16 F-box and leucine-rich repeat protein 16 -0.84 44.14%

HDGFL1 hepatoma derived growth factor-like 1 -0.84 44.14%

KIF21B kinesin family member 21B -0.84 44.14%

MOB3B MOB kinase activator 3B -0.84 44.14%

RHOG ras homolog family member G -0.84 44.14%

SERINC4 serine incorporator 4 -0.84 44.14%

STX1B syntaxin 1B -0.84 44.14%

TMEM88 transmembrane protein 88 -0.84 44.14%

BARX1 BARX homeobox 1 -0.83 43.75%

C5orf45 chromosome 5 open reading frame 45 -0.83 43.75%

HSPB7 heat shock 27kDa protein family, member 7 (cardiovascular) -0.83 43.75%

ISM1 isthmin 1, angiogenesis inhibitor -0.83 43.75%

LYSMD3 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 3 -0.83 43.75%

NXPH4 neurexophilin 4 -0.83 43.75%
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RP1 retinitis pigmentosa 1 (autosomal dominant) -0.83 43.75%

TBC1D3F TBC1 domain family, member 3F -0.83 43.75%

WNK2 WNK lysine deficient protein kinase 2 -0.83 43.75%

GSX1 GS homeobox 1 -0.82 43.36%

LHX6 LIM homeobox 6 -0.82 43.36%

RAB15 RAB15, member RAS oncogene family -0.82 43.36%

SPACA7 sperm acrosome associated 7 -0.82 43.36%

TMEM43 transmembrane protein 43 -0.82 43.36%

TSKU tsukushi, small leucine rich proteoglycan -0.82 43.36%

AC007405.2 Uncharacterized protein -0.81 42.96%

ALG13 ALG13, UDP-N-acetylglucosaminyltransferase subunit -0.81 42.96%

C7orf26 chromosome 7 open reading frame 26 -0.81 42.96%

CLCN2 chloride channel, voltage-sensitive 2 -0.81 42.96%

HCN2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 -0.81 42.96%

RANBP3 RAN binding protein 3 -0.81 42.96%

RING1 ring finger protein 1 -0.81 42.96%

S100A5 S100 calcium binding protein A5 -0.81 42.96%
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SSBP3 single stranded DNA binding protein 3 -0.81 42.96%

AHDC1 AT hook, DNA binding motif, containing 1 -0.8 42.57%

CALN1 calneuron 1 -0.8 42.57%

COL20A1 collagen, type XX, alpha 1 -0.8 42.57%

DUS1L dihydrouridine synthase 1-like (S. cerevisiae) -0.8 42.57%

GMEB1 glucocorticoid modulatory element binding protein 1 -0.8 42.57%

HMGAL high mobility group AT-hook 1 -0.8 42.57%

LCEl1C late cornified envelope 1C -0.8 42.57%

MPV17 MpV17 mitochondrial inner membrane protein -0.8 42.57%

PDIA2 protein disulfide isomerase family A, member 2 -0.8 42.57%

PRPF3 pre-mRNA processing factor 3 -0.8 42.57%

SEPTS septin 5 -0.8 42.57%

TANGO2 transport and golgi organization 2 homolog (Drosophila) -0.8 42.57%

TPCN1 two pore segment channel 1 -0.8 42.57%

ZFP41 ZFP41 zinc finger protein -0.8 42.57%

ALX4 ALX homeobox 4 -0.79 42.17%

C100rf82 chromosome 10 open reading frame 82 -0.79 42.17%
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CNTFR ciliary neurotrophic factor receptor -0.79 42.17%

DNAJC5G DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 5 gamma -0.79 42.17%

FAM43B family with sequence similarity 43, member B -0.79 42.17%

G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase -0.79 42.17%

ISLR2 immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 2 -0.79 42.17%

NAB2 NGFI-A binding protein 2 (EGR1 binding protein 2) -0.79 42.17%

PAQR4 progestin and adipoQ receptor family member IV -0.79 42.17%

RP11-162A12.2 Uncharacterized protein -0.79 42.17%

TGFBL1I1 transforming growth factor beta 1 induced transcript 1 -0.79 42.17%

CCL1 chemokine (C-C motif) ligand 1 -0.78 41.76%

COL11A2 collagen, type XI, alpha 2 -0.78 41.76%

ERF Ets2 repressor factor -0.78 41.76%

HIPK2 homeodomain interacting protein kinase 2 -0.78 41.76%

NKIRAS2 NFKB inhibitor interacting Ras-like 2 -0.78 41.76%

NTN5 netrin 5 -0.78 41.76%

SLCO2A1 solute carrier organic anion transporter family, member 2A1 -0.78 41.76%

STXBP1 syntaxin binding protein 1 -0.78 41.76%
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UBE2V1 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 -0.78 41.76%

Al1BG alpha-1-B glycoprotein -0.77 41.36%

ANXA2 annexin A2 -0.77 41.36%

CCRN4L CCR4 carbon catabolite repression 4-like (S. cerevisiae) -0.77 41.36%

CLDN8 claudin 8 -0.77 41.36%

EFNA2 ephrin-A2 -0.77 41.36%

GSK3A glycogen synthase kinase 3 alpha -0.77 41.36%

KCNAB2 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 2 -0.77 41.36%

MIXL1 Mix paired-like homeobox -0.77 41.36%

PPP5C protein phosphatase 5, catalytic subunit -0.77 41.36%

SLC39A2 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 2 -0.77 41.36%

YJEFN3 YjeF N-terminal domain containing 3 -0.77 41.36%

AC117395.1 LOC646903 protein; Uncharacterized protein -0.76 40.95%

DBH dopamine beta-hydroxylase (dopamine beta-monooxygenase) -0.76 40.95%

DNAJB2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2 -0.76 40.95%

EFHD1 EF-hand domain family, member D1 -0.76 40.95%

F8AL coagulation factor V1ll-associated 1 -0.76 40.95%
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F8A3 coagulation factor V1ll-associated 3 -0.76 40.95%

FTSJ2 FtsJ RNA methyltransferase homolog 2 (E. coli) -0.76 40.95%

GGT6 gamma-glutamyltransferase 6 -0.76 40.95%

MOB3A MOB kinase activator 3A -0.76 40.95%

PPP6R1 protein phosphatase 6, regulatory subunit 1 -0.76 40.95%

RHOXF2B Rhox homeobox family, member 2B

RP11-625H11.1 Uncharacterized protein 40.95%

SERPINAL serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1 40.95%

TINAGL1 tubulointerstitial nephritis antigen-like 1

TNNI1 troponin | type 1 (skeletal, slow) -0.76 40.95%

AL645730.2 -0.75 40.54%

CPLX1 complexin 1 -0.75 40.54%

Flz1 FLT3-interacting zinc finger 1 -0.75 40.54%

LIME1 Lck interacting transmembrane adaptor 1 -0.75 40.54%

MVB12A multivesicular body subunit 12A -0.75 40.54%

PDLIM7 PDZ and LIM domain 7 (enigma) -0.75 40.54%

SCN1B sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit -0.75 40.54%
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synaptotagmin V 40.54%

XK, Kell blood group complex subunit-related family, member 9

AL133373.1 Uncharacterized protein

C6orfl23 chromosome 6 open reading frame 123 40.13%

EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic) -0.74 40.13%

FAM228A family with sequence similarity 228, member A -0.74 40.13%

GRIN2D glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 2D -0.74 40.13%

MOB3C MOB kinase activator 3C -0.74 40.13%

MYO1G myosin IG -0.74 40.13%

POLR2J2 DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB11-bl -0.74 40.13%

PSG5 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5 -0.74 40.13%

SLC4A2 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 2 -0.74 40.13%

TMEMSC transmembrane protein 8C -0.74 40.13%

ABCG4 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 4 -0.73 39.71%

C220rf26 chromosome 22 open reading frame 26 -0.73 39.71%

CYTH1 cytohesin 1 -0.73 39.71%

FAM214B family with sequence similarity 214, member B -0.73 39.71%
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FOSL1 FOS-like antigen 1 -0.73 39.71%

IRF2BPL interferon regulatory factor 2 binding protein-like -0.73 39.71%

MSI1 musashi RNA-binding protein 1 -0.73 39.71%

PAHTM prolyl 4-hydroxylase, transmembrane (endoplasmic reticulum) -0.73 39.71%

PPP2R4 protein phosphatase 2A activator, regulatory subunit 4 -0.73 39.71%

RCVRN recoverin -0.73 39.71%

SLC25A45 solute carrier family 25, member 45 -0.73 39.71%

U2AF1L4 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1-like 4 -0.73 39.71%

USP11 ubiquitin specific peptidase 11 -0.73 39.71%

ZBTB3 zinc finger and BTB domain containing 3 -0.73 39.71%

BICD2 bicaudal D homolog 2 (Drosophila) -0.72 39.29%

C19orf77 chromosome 19 open reading frame 77 -0.72 39.29%

CAPS calcyphosine -0.72 39.29%

CREB3L1 CAMP responsive element binding protein 3-like 1 -0.72 39.29%

CTD-2140B24.4 Zinc finger protein 268 -0.72 39.29%

FBRS fibrosin -0.72 39.29%

IFI35 interferon-induced protein 35 -0.72 39.29%
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LCE1A late cornified envelope 1A -0.72 39.29%

LDOC1 leucine zipper, down-regulated in cancer 1 -0.72 39.29%

NGF nerve growth factor (beta polypeptide) -0.72 39.29%

P2RX7 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 7 -0.72 39.29%

PLCB2 phospholipase C, beta 2 -0.72 39.29%

RAB37 RAB37, member RAS oncogene family -0.72 39.29%

RNF207 ring finger protein 207 -0.72 39.29%

S100A1 S100 calcium binding protein Al -0.72 39.29%

SLC16A2 solute carrier family 16, member 2 (thyroid hormone transporter) -0.72 39.29%

TMEM143 transmembrane protein 143 -0.72 39.29%

UBE2M ubiquitin-conjugating enzyme E2M -0.72 39.29%

BLOC1S1 biogenesis of lysosomal organelles complex-1, subunit 1 -0.71 38.87%

CYP2W1 cytochrome P450, family 2, subfamily W, polypeptide 1 -0.71 38.87%

FCER1G Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; gamma polypeptide -0.71 38.87%

GNB3 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 3 -0.71 38.87%

IQSEC2 1Q motif and Sec7 domain 2 -0.71 38.87%
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KRTAP17-1 keratin associated protein 17-1 -0.71 38.87%

MARVELD1 MARVEL domain containing 1 -0.71 38.87%

MSN moesin -0.71 38.87%

RHOB ras homolog family member B -0.71 38.87%

RP11-204N11.1 Uncharacterized protein 38.87%

SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 3

SLC29A1 solute carrier family 29 (equilibrative nucleoside transporter), member 1

TBC1D28 TBC1 domain family, member 28 38.87%

TMEM229B transmembrane protein 229B

TPRXL tetra-peptide repeat homeobox-like -0.71 38.87%

TRPV2 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 2 -0.71 38.87%

ZNF474 zinc finger protein 474 -0.71 38.87%

AC026202.1 Uncharacterized protein -0.7 38.44%

ATXN2 ataxin 2 -0.7 38.44%

C1lorf106 chromosome 1 open reading frame 106 -0.7 38.44%

CARM1 coactivator-associated arginine methyltransferase 1 -0.7 38.44%

CSF1R colony stimulating factor 1 receptor -0.7 38.44%
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DTX4 deltex homolog 4 (Drosophila) -0.7 38.44%

FAMB84A family with sequence similarity 84, member A -0.7 38.44%

GPR37L1 G protein-coupled receptor 37 like 1 -0.7 38.44%

LASP1 LIM and SH3 protein 1 -0.7 38.44%

MICAL3 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 3 -0.7 38.44%

NRGN neurogranin (protein kinase C substrate, RC3) -0.7 38.44%

PCP4 Purkinje cell protein 4 -0.7 38.44%

PHF15 PHD finger protein 15 -0.7 38.44%

PRSS46 protease, serine, 46 -0.7 38.44%

SDHAF1 succinate dehydrogenase complex assembly factor 1 -0.7 38.44%

SLC3A2 solute carrier family 3 (amino acid transporter heavy chain), member 2 -0.7 38.44%

SUFU suppressor of fused homolog (Drosophila) -0.7 38.44%

TNK1 tyrosine kinase, non-receptor, 1 -0.7 38.44%

XCL2 chemokine (C motif) ligand 2 -0.7 38.44%
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Tabla V.Il. Genes potencialmente regulados por el set de miRNAs exosomales maternos diferencialmente expresados en_mujeres con un
indice HOMA-% B bajo y que desarrollaran DMG

Gen blanco  Nombre del gen Cumulative weighted Pocentaje de supresion del
context++ score (CWCS) MRNA con base en CWCS

jumping translocation breakpoint -0.76 40.95%

TSPAN18 tetraspanin 18 -0.65 36.27%

Homeobox protein Hox-C4 -0.59 33.57%

PRKAB2 protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit -0.52 30.26%

C3orf38 chromosome 3 open reading frame 38 -0.51 29.78%
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Tabla V.IIl. Genes potencialmente regulados por el miRNA (hsa-miR-6724-5p) exosomales maternos diferencialmente expresados en
mujeres que desarrollaran DMG

Gen blanco Nombre del gen Cumulative weighted Pocentaje de supresion del
context++ score (CWCS) mRNA con base en CWCS

BOK BCL2-related ovarian killer -1.4 62.1%

HMGAL1 high mobility group AT-hook 1 -1.12 54.0%

GATAG GATA binding protein 6 -1 50.0%

CHTF8 CTF8, chromosome transmission fidelity factor 8 homolog (S. cerevisiae) -0.94 47.9%

ANG angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 -0.89 46.0%

NME3 NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 3 -0.85 44.5%

CRYGS crystallin, gamma S -0.83 43.7%

SNX12 sorting nexin 12 -0.82 43.4%

RBMXL3 RNA binding motif protein, X-linked-like 3 -0.81 43.0%

RIC3 RIC3 acetylcholine receptor chaperone -0.81 43.0%

GAREML GRB2 associated, regulator of MAPK1-like -0.79 42.2%

CBX7 chromobox homolog 7 -0.77 41.4%

DAPK?2 death-associated protein kinase 2 -0.76 41.0%

NCALD neurocalcin delta -0.75 40.5%

REPIN1 replication initiator 1 -0.75 40.5%
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SLC41A1 solute carrier family 41 (magnesium transporter), member 1 -0.74 40.1%

TREML4 triggering receptor expressed on myeloid cells-like 4 -0.74 40.1%

STAC SH3 and cysteine rich domain -0.73 39.7%

C16orf45 chromosome 16 open reading frame 45 -0.73 39.7%

FOXK1 forkhead box K1 -0.72 39.3%

ring finger protein 44

YKT6 v-SNARE homolog (S. cerevisiae)

RP11-849H4.2 Putative short transient receptor potential channel 2-like protein

BCL2L1 BCL2-like 1 -0.71 38.9%

PSAPL1 prosaposin-like 1 (gene/pseudogene) -0.7 38.4%
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Tabla V.IV. Genes potencialmente regulados por el set de miRNAs exosomales placentarios diferencialmente expresados en_mujeres con

un indice HOMA-% B alto y que desarrollaran DMG

Cumulative weighted Pocentaje de supresion del

Gen blanco - Nombre del gen context++ score (CWCS) MRNA con base en CWCS

RADIL Ras association and DIL domains -1.18 55.86%

IL2RG interleukin 2 receptor, gamma -1.04 51.37%

TBX1 T-box 1 -1.03 51.03%

CRHR2 corticotropin releasing hormone receptor 2 -1.01 50.35%

TOR4A torsin family 4, member A -0.99 49.65%

DNAJC4 DnalJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 4 -0.89 46.04%

KCNJ12 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12 -0.86 44.90%

REPIN1 replication initiator 1 -0.83 43.75%

DYDC1 DPY30 domain containing 1 -0.81 42.96%

MSTN Myostatin -0.79 42.17%

ATP5G2 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C2 (subunit 9) -0.78 41.76%

LCE2C late cornified envelope 2C -0.77 41.36%

PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 -0.77 41.36%

MGRN1 mahogunin ring finger 1, E3 ubiquitin protein ligase -0.76 40.95%
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DDX49 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 49 -0.75 40.54%

RPUSD4 RNA pseudouridylate synthase domain containing 4 -0.75 40.54%

CASR calcium-sensing receptor -0.74 40.13%

VIMP VCP-interacting membrane protein -0.74 40.13%

transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 5 39.71%

FCER1G Fc fragment of IgE, high affinity 1, receptor for; gamma polypeptide 39.29%

tensin like C1 domain containing phosphatase (tensin 2) 39.29%

chemokine (C-X-C motif) receptor 1
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Tabla V.V. Genes potencialmente regulados por el set de miRNAs exosomales placentarios diferencialmente expresados en_mujeres con
un indice HOMA-% B bajo y que desarrollaran DMG

Cumulative weighted Pocentaje de supresion del

Gen blanco  Nombre del gen context++ score (CWCS) mRNA con base en CWCS

MUC19 mucin 19, oligomeric -2.26 79.12%

BAX BCL2-associated X protein -1.46 63.65%

MAPK4 mitogen-activated protein kinase 4 -1.35 60.77%

C8orfg82 chromosome 8 open reading frame 82 -1.3 59.39%

CERS1 ceramide synthase 1 -1.26 58.25%

TAPBP TAP binding protein (tapasin) -1.21 56.77%

RHOG ras homolog family member G -1.17 55.56%

TPPP tubulin polymerization promoting protein -1.1 53.35%

FEZF2 FEZ family zinc finger 2 -1.04 51.37%

IFITM2 interferon induced transmembrane protein 2 -1.03 51.03%

AP000350.4 Uncharacterized protein -1.02 50.69%

CTF1 cardiotrophin 1 -1 50.00%

C150rf37 chromosome 15 open reading frame 37 -0.99 49.65%

S100A7A S100 calcium binding protein A7A -0.98 49.30%

ZNF726 zinc finger protein 726 -0.97 48.95%
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JUND jun D proto-oncogene -0.92 47.15%

PITX1 paired-like homeodomain 1 -0.92 47.15%

Clorf53 chromosome 1 open reading frame 53 46.78%

myeloid zinc finger 1 . 46.41%

sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit

C11orf96 chromosome 11 open reading frame 96

Cl4orf2 chromosome 14 open reading frame 2 45.29%

DDX39B DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39B

AMIGO3 adhesion molecule with Ig-like domain 3 44.52%

PCBP3 poly(rC) binding protein 3

VMAZ21 vacuolar H+-ATPase homolog (S. cerevisiae) 44.52%

SH3GL1 SH3-domain GRB2-like 1

dystrophin related protein 2

CCDC12 coiled-coil domain containing 12 -0.81 42.96%

PDDC1 Parkinson disease 7 domain containing 1 -0.81 42.96%

PPIAL4C peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4C -0.8 42.57%

Cl7orf72 chromosome 17 open reading frame 72 -0.79 42.17%
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PPIAL4A peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4A

PPIAL4D peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)-like 4D

AC097381.1 -0.78 41.76%

DEGS2 delta(4)-desaturase, sphingolipid 2 41.76%

NRGN neurogranin (protein kinase C substrate, RC3) -0.78 41.76%

FAM43B family with sequence similarity 43, member B -0.77 41.36%

STXBP1 syntaxin binding protein 1 -0.77 41.36%

ZDHHC19 zinc finger, DHHC-type containing 19 -0.77 41.36%

ATP8B3 ATPase, aminophospholipid transporter, class I, type 8B, member 3 -0.76 40.95%

CAPN1 calpain 1, (mu/l) large subunit -0.76 40.95%

JTB jumping translocation breakpoint -0.76 40.95%

SLC12A5 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), member 5 -0.76 40.95%

CACNB1 calcium channel, voltage-dependent, beta 1 subunit -0.75 40.54%

CYB5R3 cytochrome b5 reductase 3 -0.75 40.54%

LRRC3 leucine rich repeat containing 3 -0.75 40.54%

RNF166 ring finger protein 166 -0.75 40.54%

Clorf200 chromosome 1 open reading frame 200 -0.74 40.13%
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retina and anterior neural fold homeobox

TNFRSF12A  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A

AL049840.1 Uncharacterized protein; cDNA FLJ53535

FAM114A1 family with sequence similarity 114, member Al 39.71%

LAMTOR4 late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 4

nudE neurodevelopment protein 1

sphingosine kinase 2 39.71%

DMPK dystrophia myotonica-protein kinase -0.72 39.29%

RHPN1 rhophilin, Rho GTPase binding protein 1 -0.72 39.29%

SOX12 SRY (sex determining region Y)-box 12 -0.72 39.29%

UBE2D4 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 4 (putative)

PPP2R5B protein phosphatase 2, regulatory subunit B', beta 38.87%

GLTPD2 glycolipid transfer protein domain containing 2

HIST2H3C histone cluster 2, H3c

MAF1 MAF1 homolog (S. cerevisiae) -0.7 38.44%
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Tabla V.VI. Genes potencialmente regulados por el miRNAs exosomal placentario (hsa-miR-3665) diferencialmente expresados en
mujeres que desarrollaran DMG

Cumulative weighted Pocentaje de supresion del

Gen blanco Nombre del gen context++ score (CWCS) MRNA con base en CWCS

WNT9A wingless-type MMTV integration site family, member 9A -2.3 79.7%

fucosyltransferase 6 (alpha (1,3) fucosyltransferase)

CXorf36 chromosome X open reading frame 36

RP11-67H2.1 Uncharacterized protein -1 50.0%

SCGB2B2 secretoglobin, family 2B, member 2 -0.93 47.5%

PPAN-P2RY11 PPAN-P2RY 11 readthrough -0.92 47.1%

TNFRSF1B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B -0.87 45.3%

wingless-type MMTYV integration site family, member 3

opiate receptor-like 1

SPRR2E small proline-rich protein 2E -0.78 41.8%

collagen-like tail subunit (single strand of homotrimer) of asymmetric

coLQ acetylcholinesterase

-0.76 41.0%

PLIN1 perilipin 1 -0.74 40.1%

PRM2 protamine 2 -0.74 40.1%

SUV39H1 suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila) -0.73 39.7%
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C160rf13 chromosome 16 open reading frame 13 -0.72 39.3%
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