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RESUMEN

HIPOTESIS Y OBJETIVOS: La gestacidn es un proceso en el que se coordinan y ordenan todos los sistemas

maternos bajo una estricta regulacion. Cualquier alteracién en estos procesos puede condicionar la
aparicidon de patologias del embarazo, como la diabetes gestacional o la preeclampsia, suponiendo un
riesgo tanto para madre como para el feto a corto y largo plazo. Nuestra hipétesis apunta a que
determinadas variaciones genéticas, tanto a nivel materno como a nivel placentario, podrian predisponer
a la mujer a desarrollar patologias del embarazo y como consecuencia, generar cambios en las estructuras
embrionarias que modifiquen las condiciones del entorno intrauterino y el correcto desarrollo
embriolégico y fetal. El objetivo general de nuestro estudio estd encaminado a ampliar el conocimiento
de los factores involucrados en el desarrollo de patologias del embarazo, asi como identificar posibles

biomarcadores de estas patologias que permitan el abordaje temprano de la enfermedad.

DISENO EXPERIMENTAL: Para alcanzar nuestro objetivo hemos realizado un estudio de genotipado y

determinacidn de los niveles plasmaticos de microRNAs en una cohorte de gestantes con diabetes
gestacional de inicio en primer o segundo trimestre de la gestacidn, con el fin de encontrar posibles
biomarcadores y/o dianas terapéuticas que permitan el diagndstico y el tratamiento tempranos de la
patologia. Por otro lado, hemos llevado a cabo un estudio de expresion génica en placenta de tercer
trimestre de gestantes con preeclampsia y gestantes control, a fin de profundizar en el conocimiento de

las adaptaciones fisioldgicas o patoldgicas que tienen lugar en la placenta.

RESULTADOQS: i) se han identificado 6 polimorfismos que presentan una mayor frecuencia del alelo de
riesgo en la cohorte de gestantes con diabetes gestacional, que son rs9379084 (RREB1), rs10814916
(GLIS3), rs11787792 (GPSM1), rs4402960 (IGF2BP2), rs1387153 y rs10830963 (MTNR1B). Ademas, se ha
visto como los polimorfismos rs1387153 y rs10830963 del receptor de melatonina 1B (MTNR1B) son mas
frecuentes en la cohorte de mujeres con diabetes gestacional de aparicion temprana, mientras que el
polimorfismo rs5219 de KCNJ11 presenta menor frecuencia del alelo de riesgo en la cohorte de gestantes

con diabetes de aparicion tardia.

ii) Se han identificado dos microRNAs cuyos niveles en el plasma materno se encuentran aumentados en
las mujeres con diabetes gestacional, que son mayores en la de aparicion tardia, respecto al grupo control,

el hsa-miR-206 y el hsa-miR-224-5p.

iii) El analisis de expresidn génica en placentas de tercer trimestre de gestaciones multiples no patoldgicas
muestra un aumento de la expresidén génica en la cara fetal de las placentas gemelares de GLUT1, CBS,

LPIN2, PI3K.



iv) El estudio de expresidn génica en placentas de tercer trimestre de gestantes con preeclampsia muestra
una disminucion en la expresidon de enzimas clave del metabolismo lipidico como son LCHAD, MCAD,
ACSS1, ACSL4, GPATA4, LPIN2 y ACACA, asi como cambios en la expresion de transportadores, viéndose
aumentada la de GLUT1, GLUT3, AQP1 y disminuida la de SLC38A2 y FATP2. Ademis, la expresion de ENG
y SFLT1 se encuentra aumentada en la cara fetal de las placentas con preeclampsia temprana, mientras

que la de PTN y PGF esta disminuida en la preeclampsia tardia.

CONCLUSIONES: Se han identificado los polimorfismos, rs1387153 y rs10830963 (MTNR1B), como
potenciales candidatos como biomarcadores de diabetes gestacional de aparicién temprana, y el hsa-miR-
206 circulante como potencial biomarcador de diabetes gestacional. Existe un comportamiento
diferencial entre las caras de la placenta que se encuentra perfectamente coordinado y que permite
acomodar los recursos maternos a la demanda energética fetal, como ocurre en las gestaciones
gemelares. El alterado balance de la angiogénesis que se presenta en la placenta en preeclampsia tiene
un diferente origen dependiendo del momento en el que se desarrolla. Asi, en preeclampsia de aparicidn
temprana el defecto estd asociado a un aumento de la expresion de factores antiangiogénicos, como
SFLT1, mientras que, en la preeclampsia de aparicidn tardia, la angiogénesis defectuosa podria estar
relacionada con la disminucion de los factores angiogénicos, PGF y PTN en la placenta. Ademas, en las
placentas con preeclampsia se observa un cambio en la expresion de transportadores y enzimas del
metabolismo lipidico que es mas evidente en la cara fetal de la placenta, y podria ser la consecuencia de
un posible mecanismo adaptativo para permitir asegurar una suficiente disponibilidad de ATP tanto para

la placenta como para el feto.
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1 INTRODUCCION




1.1 LA GESTACION.

La gestacion es un estado fisioldgico, en el cual, la mujer alberga en su interior un embridn en
continuo desarrollo hasta el momento del parto. En humanos la duraciéon de la gestacidon es de
aproximadamente 40 semanas desde la fecha de la ultima menstruacién, 9 meses o 38 semanas después

de la fecundacidn (Sadler, 2019).

1.1.1 Desarrollo embrionario.

La gestacién da comienzo con la fecundacion, proceso por el que se produce la fusion de los
gametos femenino y masculino originando asi el cigoto. En este momento se establece el nimero diploide
de cromosomas, quedando determinado el sexo del futuro bebé. Cuando el cigoto se encuentra en fase
bicelular se inicia un proceso de segmentacién por division mitética hasta alcanzar la estructura
denominada moérula, formada por 16 células aproximadamente. El cigoto se encuentra en estadio de
morula cuando alcanza el Gtero. En este momento las células sufren un proceso de compactacion que les
permite interaccionar, estableciéndose asi dos masas celulares diferenciadas que forman una estructura
denominada blastocisto. El blastocisto presenta una masa de células internas denominada embrioblasto,
situada en un polo del blastocisto, a partir de la que se desarrollaran los distintos tejidos embrionarios.
Rodeando al embrioblasto se encuentra una capa celular delgada y externa, denominada trofoblasto, a

partir de la cual se desarrolla la parte embrionaria de la placenta (Moore, Persaud, & Torchia, 2020; Sadler,

2019).

Gracias a la accién conjunta del trofoblasto y del epitelio endometrial del Gtero, se produce la
implantacion del blastocisto. Esta union se da con firmeza debido a la proliferacion rdpida del trofoblasto
que invade la pared uterina. El trofoblasto produce una serie de enzimas que erosionan el tejido materno
a fin de incluir al blastocisto en el endometrio, permitiéndole asi nutrirse a partir del tejido materno. Por
su parte, el estroma endometrial sufre un proceso denominado reaccién decidual, en el cual se producen
una serie de cambios celulares y vasculares en el endometrio. En respuesta a la reaccién decidual las
células de la decidua van a acumular mayor cantidad de glucégeno vy lipidos, que servira para sustentar
los requerimientos del embridén en los primeros dias de su desarrollo. Esta reaccion decidual permite
regular el proceso de implantacidn. No solo facilitando el aporte de nutrientes necesario, sino también
controlando la invasién del trofoblasto para que no se produzca una proliferacion descontrolada del

mismo (Cohen & Bischof, 2007; Gude, Roberts, Kalionis, & King, 2004).

El proceso de implantacion se completa en la segunda semana. Y a partir de entonces se produce
la diferenciacidn celular del embrioblasto. De la cuarta a la octava semana da comienzo la etapa de

organogénesis, conocida como periodo embrionario y a finales del segundo mes, es posible distinguir los
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principales caracteres externos del cuerpo. A partir de la novena semana de gestacién comienza el periodo
fetal, en el cual se produce la maduracién de tejidos y 6rganos y el rapido crecimiento de las estructuras
corporales del feto. Este crecimiento se da en primer lugar en longitud y en los dos ultimos meses se

produce la ganancia de peso del feto (Moore et al., 2020; Sadler, 2019).

En las primeras etapas de gestacidn, el desarrollo embrionario es lento en relaciéon con el
desarrollo de la placenta. La formacién de la placenta se da de forma activa en esta primera etapa,
permitiendo asi que se desarrolle como estructura de anclaje y comunicacién para dar soporte a la
demanda del embridn. Una vez que la placenta esta suficientemente formada permite el crecimiento del

embrion (Rama & Rao, 2003).

1.1.2 Laplacenta.

La placenta es un érgano transitorio de rdpido desarrollo y muy especializado, que esta localizado

en la interfaz materno-fetal (Rosenfeld, 2021). Cumple funciones indispensables para dar soporte a la

gestacion, permitiendo el anclaje y desarrollo del embriéon en un ambiente de proteccion (Forbes &

Westwood, 2010; Yong & Chan, 2020). Es una unidad auténoma y autosuficiente capaz de modular su

propio desarrollo. A través de la placenta se establece una unidn intima materno-fetal mediante la cual,
se produce el transporte de oxigeno y nutrientes al feto y la eliminacion de productos de desecho del

metabolismo fetal, ademas de actuar como una barrera de proteccion para el feto (Abascal-Saiz et al.,

2021; Myatt, 2002). Se trata de un organo metabdlicamente activo y con funcion endocrina siendo un

punto de secrecidon de numerosas hormonas, citoquinas y factores de crecimiento (Rama & Rao, 2003).

Es un érgano plastico capaz de acomodarse a las necesidades tanto del feto como de la madre a lo largo
del embarazo, gracias a que se encuentra sometido a una estricta regulacion. El primer trimestre es un
periodo critico para el desarrollo placentario y por ende embrionario y no es de extraiar, que existan

diferencias entre la placenta de primer trimestre y la placenta a término (Gude et al., 2004).

La placenta a término tiene forma discoidea con un didmetro de 15-25 cm, un peso aproximado
de 500 a 600 gy un espesor que ronda los 3 cm. En ella se pueden distinguir dos caras, como se observa
en la Figura 1. La cara materna que se encuentra en el lado opuesto a la insercidn del cordén umbilical,
donde se observan los cotiledones rodeados de la decidua basal, separados por surcos donde se
encuentran los tabiques deciduales; y la cara fetal, en la que se encuentra la insercidon del corddn
umbilical, de aspecto liso y brillante tras el alumbramiento. Se encuentra cubierta por la ldmina coridnica
y contiene numerosos vasos como las arterias y venas o los vasos coridnicos que irradian desde el corddn

umbilical (Sadler, 2019).
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1.1.2.1 Desarrollo de la placenta.

El desarrollo de la placenta comienza tras la implantacion del blastocisto en el epitelio
endometrial, aproximadamente a partir de la segunda semana tras la fecundacién, a partir del trofoblasto.
Estas células sufren un proceso de diferenciacién dando lugar al citotrofoblasto, o trofoblasto velloso y el
sincitiotrofoblasto o trofoblasto extravelloso (Knofler, 2010). El citotrofoblasto es una capa celular
altamente proliferativa que dard lugar a las células que tras fusionarse generan el sincitiotrofoblasto. Este
ultimo es una masa multinucleada, que penetra en el tejido conjuntivo endometrial en un proceso de
invasién que se encuentra en cierto modo controlado por las células endometriales y su capacidad de
migracion le permite remodelar las arterias uterinas, facilitando asi el flujo sanguineo al feto (Gude et al.,
2004). A lo largo de la segunda semana se desarrolla el trofoblasto, creandose una red de comunicacion

entre la madre y el feto (Whitley & Cartwright, 2010).

Una de las caracteristicas principales de la placenta es su cardcter invasivo, particularmente en el
primer trimestre, llegando a considerarse un tejido pseudotumoral, cuyo proceso de division acelerado
debe estar altamente regulado. Una excesiva regulacion del proceso de invasidon del trofoblasto puede
promover el desarrollo de patologias del embarazo como la preeclampsia. Por el contrario, el hecho de
que se produzca un fendmeno de invasion descontrolado podria dar lugar a lo que se conoce como

coriocarcinoma o una neoplasia trofobldstica gestacional (Rama & Rao, 2003). Uno de los factores que

participan en la regulacion de la invasién es la concentracion de oxigeno. Al inicio de la gestacion el

ambiente en el que se desarrolla el embridon es claramente hipdxico y es esta situacién de privacién de



oxigeno la que promueve la invasion. Por el contrario, cuando la concentracién de oxigeno aumenta, la

invasion del trofoblasto se reduce notablemente (Knofler & Pollheimer, 2013).

Ademas del oxigeno, existen numerosas moléculas involucradas en los procesos de migracion e
invasién del trofoblasto como factores de crecimiento, citoquinas o moléculas angiogénicas. Estas
moléculas pueden ser secretadas tanto por las células del trofoblasto como por las células maternas. Las
células del trofoblasto estan dotadas de distintas proteasas que degradan la matriz extracelular
permitiéndoles su migracidn, en contrapunto, las células deciduales expresan distintas proteinas que
controlan la invasidn del trofoblasto. Un ejemplo claro de estos sistemas de invasién y contencidn es la
expresion de las metaloproteasas por el trofoblasto e inhibidores de proteasas por las células deciduales

entre otros (Cohen & Bischof, 2007).

A partir del primer trimestre, cuando ya se ha desarrollado por completo la placenta, ésta pierde
el fenotipo invasivo y cumple con funciones de soporte como el transporte de nutrientes o la actividad

metabdlica y endocrina (Rama & Rao, 2003).

1.1.2.2 Transporte de nutrientes en la placenta.

El crecimiento fetal esta relacionado con la disponibilidad de nutrientes de la madre y la capacidad
de la placenta para transportar estos nutrientes. La transferencia placentaria de sustratos de la madre al
feto esta modulada por la concentracién de sustrato en la sangre materna y fetal. Existen distintos tipos
de mecanismos de transporte de nutrientes en la placenta que dependerdn del tipo de molécula que se
transporte. Asi el transporte puede ser por difusion pasiva, difusidon facilitada, transporte activo,

endocitosis o exocitosis (Burton & Fowden, 2015).

En el intercambio de moléculas participa el sincitiotrofoblasto que constituye el epitelio
transportador de la placenta. Para que los nutrientes puedan acceder a la circulacion fetal, es necesario
que traspasen el epitelio capilar fetal, que actia también como barrera a través de la cual, son capaces

de circular moléculas como aminoacidos o glucosa (Brett, Ferraro, Yockell-Lelievre, Gruslin, & Adamo,

2014).
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Figura 2. Transportadores de nutrientes en la placenta a término. Adaptado de (Brett et al., 2014; Martinez & Damiano,

2017).

1.1.2.2.1 Transportadores de glucosa.

La glucosa es el principal sustrato energético para el feto. Ademas, a lo largo de la gestacion, los
requerimientos energéticos tanto de la madre como del feto e incluso de la placenta, varian, lo que
requiere la modulaciéon del intercambio de nutrientes. Los tejidos embrionarios tienen una baja actividad
gluconeogénicay la difusidn pasiva de glucosa no es suficiente para cubrir la demanda energética del feto.
Por ello es necesario el transporte de glucosa materna a través de la placenta. Los transportadores
encargados de cumplir con esta funcién son los denominados GLUT o SLC2 (del inglés solute carrier family

2).

En la placenta humana las isoformas mayoritarias de estos transportadores son GLUT1 y GLUT3
encontrando que su expresién en dicho drgano, varia a lo largo de la gestacién y en funcién de su

localizaciéon (James-Allan, Teal, Powell, & Jansson, 2020). La expresion de GLUT1 Y GLUT3 en el trofoblasto

estd regulada por la concentracidn de glucosa, por glucocorticoides e hipoxia. En células BeWo se ha visto
gue en condiciones de hipoxia la expresién de GLUT en la placenta y el transporte de glucosa, aumentan,
lo que parece estar mediado por HIF-1. Sin embargo, esta asociacidén no se ha encontrado en estudios con

explantes de placenta en condiciones de hipoxia (Baumann, Zamudio, & llIsley, 2007).




Segun los datos disponibles del centro nacional de informaciéon biotecnoldgica (NCBI), GLUT 1
se expresa fundamentalmente en placenta, si bien presenta diferencias en funcién de la zona, siendo
mayor la expresion en las microvellosidades del sincitio que en la membrana basal, lo que permite mayor
captacion de la glucosa materna. La expresién en la membrana basal aumenta a lo largo de la gestacion,

mientras que en las vellosidades permanece inalterada (Joshi et al., 2021).

Existe controversia respecto a la expresiéon de GLUT3 vy su localizacidn en la placenta, siendo
ademas su expresion dependiente del momento de la gestacion. Al contrario que GLUTI, la expresion de
GLUT3 en la placenta disminuye durante la gestacion, siendo menor en el tercer trimestre, por lo que en

la placenta a término se expresa mas GLUT1 que GLUT3 (Brown, Heller, Zamudio, & llsley, 2011; Xu et al.,

2015). La expresion de los transportadores GLUT en la placenta, en muchos casos se encuentra alterada

en las patologias del embarazo, afectando directamente al desarrollo fetal (Xu et al., 2015). Ademas, se

ha visto que las placentas procedentes de gestaciones por reproduccion asistida presentan mayor
expresion de GLUT1, GLUT3 y GLUTS respecto a las gestaciones por reproduccién natural (Dong et al.,
2019).

1.1.2.2.2 Acuaporinas.

Las acuaporinas (AQP) son proteinas transmembrana que forman canales idnicos y permiten el
paso de agua y moléculas polares a través de la membrana plasmatica. En la placenta humana se han
descrito 13 isoformas de acuaporinas. Las acuaporinas clasicas que permiten el paso de agua son la AQPO,
1,2,4,5,6y8.Lasacuaporinas 3, 7,9y 10, transportan agua y solutos no polares como la ureay el glicerol

(Ducza, Csanyi, & Gaspar, 2017). Por ultimo, la acuaporina 11, cuya funcién se ha descrito en los ultimos

afios, es una proteina de membrana del reticulo endoplasmatico, involucrada en el transporte de perdxido
de hidrégeno. Y la acuaporina 12 de la que aun no se conoce bien su funcién, aunque se ha relacionado

con el dafio pancreético en ratones (Galli, Hameed, Zbikowski, & Zabielski, 2021).

La expresion de estas isoformas y su distribucion es variable a lo largo de la gestacién. Las
acuaporinas juegan un importante papel en el balance de fluidos entre la madre y el feto, regulando la

homeostasis del agua durante el desarrollo fetal (Pérez-Pérez et al., 2020). Como comentamos

anteriormente a través de alguno de estos canales se permite el paso de glicerol que participa en el
balance energético fetal, ademds de activar distintas vias de transduccién de sefales (Martinez &
Damiano, 2017); en otros casos se permite el paso de urea, por lo que participan también de forma
indirecta en mecanismos de eliminacién. Ademads se ha visto que las acuaporinas pueden estar implicadas

en procesos de migracion y apoptosis del trofoblasto (Damiano, 2020; Nong et al., 2021).




La expresion de las acuaporinas en la placenta estd regulada por distintos factores como la
presion parcial de oxigeno, la presencia de hormonas, la presion osmatica o la temperatura, entre otros

(Y. Zhang, Ding, Shen, Wu, & Zhu, 2012). Se ha descrito que la alteracién en la expresidén de acuaporinas

en la placenta durante la gestacion esta relacionada con volimenes anormales de liquido amniético vy el

desarrollo de patologias del embarazo como la preeclampsia (Hua et al., 2013; Shao, Gao, Ying, Zhu, &

Hua, 2021).

1.1.2.2.3 Transportadores de acidos grasos y colesterol.

El transporte de acidos grasos de la madre al feto es indispensable para el correcto desarrollo
fetal. Los acidos grasos se translocan al sincitiotrofoblasto mediante proteinas de transporte FATP (del
inglés, fatty acid transport proteins) y translocasas de acidos grasos (FAT/CD36) (Figura 2). El transporte
de acidos grasos a la membrana basal del sincitiotrofoblasto también se lleva a cabo mediante proteinas
de unidon especificas de acidos grasos FABP (del inglés fatty acid binding proteins) (Kolahi, Louey,

Varlamov, & Thornburg, 2016). Se han descrito cinco isoformas de los transportadores FATP en la placenta

humana. FATP2 es la isoforma mayoritaria en la placenta a término, y se expresa tanto en la membrana
plasmatica del sincitio como en la membrana basal. Se ha visto que la expresién de FATP2 en la placenta

estd relacionada con el receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARy) (Mishima

Miner, Morizane, Stahl, & Sadovsky, 2011), hipoxia (Jadoon, Cunningham, & McDermott, 2015),

sobrepeso y obesidad (Lager et al., 2016).

Las translocasas de acidos grasos FAT/CD36 en la placenta, se localizan tanto en la cara materna

como en la membrana basal de la capa de sincitiotrofoblasto (X. Yang et al., 2019). CD36 es una proteina

integral de membrana de 88 kDa altamente glicosilada que, ademds de estar involucrada en el transporte
de acidos grasos, también se ha relacionado con procesos de angiogénesis, inflamacidn, arteriosclerosis y

enfermedades cardiovasculares (Duttaroy, 2009).

Las proteinas encargadas del transporte de colesterol en la placenta son las proteinas
transportadoras del casete de unién a ATP (ABC, del inglés ATP-binding cassette), es una superfamilia de
mas de 50 proteinas integrales, algunas de ellas con funciones diferentes. La expresion de las distintas
isoformas en la placenta varia a lo largo de la gestacidon, siendo ABCA1 la isoforma mayoritaria en la
placenta a término. ABCA1 se localiza en el endotelio y en las membranas apical y basal de la capa de

sincitiotrofoblasto (Fuenzalida et al., 2020). Estos transportadores no solo estan relacionados con el

transporte de colesterol sino también de otras moléculas como hormonas, productos metabdlicos y
farmacos, entre otros. Se ha visto que la expresidn de estos transportadores esta relacionada con la edad

gestacional (Imperio et al., 2019). Concretamente ABCA1 media el transporte de colesterol, fosfolipidos,
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vitaminas y otras moléculas lipdfilas y se encarga de la eliminacion del exceso de colesterol celular,
transfiriéndolo a las HDL, en un proceso mediado por la apoproteina Al, de ahi que se denomine ABC-A1.

Ademas, se ha visto que ABCA1 media procesos antiinflamatorios y antiapoptdticos (Chengmao et al.,

2017). La expresion del transportador ABCA1 estd regulada por el receptor nuclear LXR (receptor X
hepatico), del que se ha observado una menor expresion en la placenta en la preeclampsia (Kallol, Huang,

Miller, Ontsouka, & Albrecht, 2018).

1.1.2.2.4 Transportadores de aminodcidos.

Los aminodacidos son uno de los principales nutrientes de aporte al feto después de la glucosa. El
aporte de aminodcidos en la placenta esta mediado por transportadores acumulativos y por proteinas
transportadoras de aminodcidos. Los transportadores de aminodcidos se clasifican segun su afinidad por
el sustrato y su dependencia del sodio. Los transportadores del sistema A, que transportan aminoacidos
neutros, como alanina, glicina y serina, con un transporte dependiente de sodio, se denominan SNAT (del
inglés sodium-dependent neutral amino acid transporter) o SLC38A (de las siglas en inglés solute carrier
family 38). La familia de transportadores del sistema L transportan aminoacidos neutros de forma
independiente de sodio y favorecen el intercambio de aminoacidos no esenciales por aminoacidos
esenciales. Estos transportadores se denominan LAT (del inglés Large neutral amino acids transporter) o

SLC7A (Lager & Powell, 2012).

Los transportadores de aminodacidos que se encuentran de forma mayoritaria en la placenta a
término son por un lado SNAT2 (SLC38A2), localizado en el sincitio, y por otro lado LAT1 (SLC7A5) y LAT2
(SLC7A8), ambos en las microvellosidades de la membrana orientada hacia la madre, pero ademas LAT2

se localiza en la membrana basal (James-Allan et al., 2020). La regulacidn de estos transportadores esta

mediada por insulina y por la concentracién de aminoacidos intracelulares. Ademas, los transportadores
de la familia SNAT estan regulados por otros factores como hormonas liberadas por la placenta (IL-6,
factores de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF1), leptina o factores de necrosis tumoral (TNF-a)

entre otros (Aye, Jansson, & Powell, 2013). Aunque los transportades mencionados son los mayoritarios

en la placenta a término, también existe expresion de otros transportadores como SLC7A7 identificados
tanto en la membrana basal (lado fetal) como en las vellosidades del sincitio (lado materno). En concreto
SLC7A7 media el transporte de aminoacidos catidénicos o de L-aminodcidos grandes neutros, como la
lisina, arginina y ornitina. La expresidén de este transportador se ha relacionado con el desarrollo de

patologias como la preeclampsia o la restriccion del crecimiento intrauterino (Huang et al., 2018).

11



1.1.2.3 Metabolismo de la placenta

La placenta tiene sus propias demandas metabdlicas y su propio consumo de nutrientes podria
agotar el suministro de éstos al feto. Se estima que la placenta consume el 40% del oxigeno suministrado
a la unidad feto-placentaria. El metabolismo placentario es glucolitico, dada la alta disponibilidad de este
sustrato, ya que ademas del que llega de la circulacién materna, las secreciones endometriales son ricas
en carbohidratos y en glucdégeno. En el metabolismo placentario de la glucosa predomina la glucélisis
anaerdbica con formacidn de lactato, aunque los niveles de oxigeno favorecen la conversién de piruvato
en acetil-CoA. Esto permite el suministro de lactato al feto, ya que la placenta no puede utilizarlo. Otro
uso de la glucosa es a través de la via de las pentosas-fosfato, la cual estd estrechamente integrada con
las vias de los polioles. Es necesaria para la sintesis de nucledtidos a su vez muy necesarios, dado lo rapido
de la proliferacion celular. Ademas, la via de las pentosas-fosfato permite la regeneracién del glutation
reducido potenciando asi las defensas antioxidantes y manteniendo un control de los radicales libres. Esta
preferencia del metabolismo no oxidativo permite una mayor disponibilidad de oxigeno para el feto junto

con nutrientes, como el lactato (Burton & Fowden, 2015).

1.1.3 Metabolismo materno durante la gestacion.

Los tejidos embrionarios durante su desarrollo se encuentran en un continuo estado anabdlico. Las
estructuras fetales son capaces de sintetizar moléculas a partir de precursores, pero se requiere el
suministro externo de moléculas precursoras tales como monosacaridos, aminoacidos, acidos grasos o
glicerol entre otros. El aporte de nutrientes necesario para mantener el correcto desarrollo fetal lo
proporciona la gestante gracias a la placenta, como se ha comentado anteriormente (Herrera, 1978). Por
lo tanto, la madre es el soporte que garantiza el correcto desarrollo del feto, proporcionando un aporte
adecuado de nutrientes y un entorno intrauterino favorable. Esto se consigue gracias a cambios

anatomicos, fisioldgicos y metabdlicos que se producen en la gestante (Herrera, 1999).

Desde el punto de vista metabdlico de la madre, la gestacion se divide en dos etapas. Como se
puede ver en la Figura 3 hay una primera etapa que abarca los dos primeros trimestres de gestacion, en
la que la estructura feto-placentaria presenta un escaso crecimiento y el metabolismo materno es
fundamentalmente anabdlico. El objetivo de este anabolismo es aumentar las reservas maternas,
preparandose para la etapa siguiente (Herrera, 1988). Para ello se produce un aumento en la ingesta de
nutrientes en la gestante, o hiperfagia, un incremento en los niveles circulantes de insulina, asi como una
mayor sensibilidad a la insulina en los tejidos maternos. Todo ello promueve la captacién y

almacenamiento de sustratos, favoreciendo un aumento en las estructuras maternas (M. P. Ramos

Crespo-Solans, del Campo, Cacho, & Herrera, 2003). Esta reserva energética en la madre se produce
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fundamentalmente, a expensas del glucégeno hepatico, lo que favorece una hipoglucemia materna
(Herrera, 2000) y del tejido adiposo, en el que se produce un aumento de la sintesis y del almacenamiento

de lipidos, especialmente acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga (Hadden & McLaughlin,

2009; Herrera, Amusquivar, Lépez-Soldado, & Ortega, 2006). Ademas, durante la gestacion la mujer

presenta una marcada hiperlipemia, con altos niveles de triglicéridos y colesterol circulantes. La segunda
etapa, que abarca el tercer trimestre de gestacion, es el momento en el que se produce un crecimiento
acelerado de la estructura feto-placentaria y el metabolismo materno es fundamentalmente catabdlico

(Lain & Catalano, 2007).

Como se ha comentado anteriormente, estos cambios permiten garantizar la disponibilidad de
sustratos para el feto, ayudando a sostener su rapido crecimiento. El estado catabdlico de la madre se
produce gracias a una variacion en los niveles de insulina y a una respuesta tisular a la insulina menor de

lo habitual.

De esa manera, se evita la captacién excesiva de glucosa en los tejidos maternos, se favorece la
activacion de la lipdlisis provocando la liberacidon de 4cidos grasos (AG), que podran ser usados como
sustrato energético por los tejidos maternos, y de glicerol, que podria ser transformado en glucosa por
sintesis hepatica. También disminuye el acimulo de glucégeno, asi como la actividad de la lipoproteina

lipasa (LPL) (Herrera, 1999) y aumenta el catabolismo de proteinas.

En esta etapa ademds de producirse la movilizacién de nutrientes, se aumenta el transporte de
estos a través de la placenta y se activan algunas rutas metabdlicas como la cetogénesis y la

gluconeogénesis, a fin de garantizar la disponibilidad de sustrato para el feto. (Burton & Fowden, 2015;

Catalano, Huston, Amini, & Kalhan, 1999; Herrera, 2000; Herrera & Ortega-Senovilla, 2014; Herrera,

Palacin, Martin, & Lasuncion, 1985; P. Ramos & Herrera, 1995). Una suficiente disponibilidad de glucosa

para el feto es fundamental ya que, a pesar a ser su principal fuente energética, el feto no tiene capacidad

de llevar a cabo procesos gluconeogénicos (Langdown & Sugden, 2001). La cantidad de glucosa que le

llega al feto a través de la placenta varia en funcidn de las necesidades fetales y de la disponibilidad
materna. Si se produce un aumento en la glucemia materna el paso de este nutriente a través de la
placenta también se verd aumentado. Cuando al feto le llega una cantidad de glucosa alta se estimula la
secrecion de insulina por el pancreas fetal (Herrera, 1999), ya que ni la insulina materna ni la embrionaria
atraviesan la placenta. Con el avance de la gestacion la sensibilidad a la insulina de la madre cambia en
funcién a los requerimientos fetales, desarrollandose una resistencia a la insulina como se ha comentado
anteriormente, que se ve favorecida por el aumento de hormonas placentarias y maternas (estrégeno,
cortisol, progesterona, leptina, lactégeno placentario, hormona de crecimiento placentario), que
antagonizan la accidn de la insulina y un estado de inflamacién moderado del tejido adiposo (Herrera,

1999; Plows, Stanley, Baker, Reynolds, & Vickers, 2018; Poulakos et al., 2015). Las alteraciones en el
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metabolismo lipidico y glucidico materno pueden afectar tanto a la madre como al feto, pudiendo
contribuir al desarrollo de diabetes gestacional, restriccién del crecimiento fetal, hipertensidon o

preeclampsia (Alvino et al., 2008).

1.1.4 Gestaciones gemelares

En las Gltimas décadas la prevalencia de embarazos gemelares ha sido del 3 al 5% (Korb et al., 2020;

Laine et al., 2019), habiendo aumentado debido a la utilizacidn de las técnicas de reproduccion asistida,

principalmente a consecuencia del incremento de la edad materna (Okby, Harlev, Sacks, Sergienko, &

Sheiner, 2018). Se ha visto que las gestaciones gemelares tienen mayor riesgo de complicaciones

obstétricas y perinatales (Avnon, Ascher-Landsberg, Yogev, & Many, 2020).

GESTACION

Primera etapa Segunda etapa

UNIDAD FETO

PLACENTARIA PLACENTARIA

MOVILIZA
RESERVAS

AUMENTA LAS
RESERVAS

GARANTIZA EL APORTE DE NUTRIENTES AL FETO

Figura 3. Esquema de las adaptaciones metabdlicas maternas a lo largo de la gestacidn.
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Existen distintos tipos de gestaciones gemelares, las monocigdticas y las dicigbticas. Las
gestaciones dicigoticas que suceden en 70-75% de las gestaciones gemelares, son gestaciones dicoridnicas
y diamniéticas que se producen por la fecundacion de dos évulos por dos espermatozoides, el resultado
de ello son dos fetos con caracteristicas genéticas diferentes. Por su parte, las gestaciones monocigdticas,
se presentan en un 20-25% de las gestaciones gemelares, por lo que son menos frecuentes. En estos casos
el évulo es fecundado por un Unico espermatozoide y dard lugar a dos fetos de igual genotipo. Este
fendmeno se produce durante la divisidn celular tras la fecundacién y dependiendo del momento en el
que se produzca, dard lugar a los distintos tipos de gemelos monocigéticos: i) Dicoridnicos-diamnidticos,
en este caso se produce la formacién de dos embriones, dos placentas y dos cavidades amnidticas, por
una division celular que tiene lugar a las 72 horas de gestacién, ocurre en el 25% de los casos. ii)
Monocoridnicos-diamnidticos, se desarrollan dos embriones, una placenta y dos sacos amnidticos. La
division se da entre los dias 3-8 posteriores a la fecundacidn, ocurre en el 70-75% de los casos; iii)
Monocoridnicos-monoamnidticos se caracterizan por la formacién de dos embriones, una placenta y un

saco amniético. Se produce a los 8-13 dias. Ocurre en el 1-2% de las gestaciones gemelares (Redline, 2003;

Sociedad Espafola de Ginecologia y Obstetricia, 2016). Estas gestaciones presentan un alto grado de
complicaciones sobre todo a nivel del cordén umbilical y anomalias congénitas. Presentando casi un 50%

de mortalidad.

Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Fecundacion
Formacion del cigoto, division celular , implantacion
Diferenciacion celular, formacion del blastocisto (embrioblasto y trofoblasto)
desarrollo —
embrionario Periodo embrionario, organogénesis

Periodo fetal, maduracion de tejidos y organos y crecimiento de estructuras corporales

Periodo fetal, ganancia de peso

Diferenciacién celular, formacion del blastocisto (embrioblasto y trofoblasto) formacion citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto
[E—Y
placenta Trofoblasto: fenotipo invasivo
[RE—CY

Trofoblasto: perdida de fenotipo invasivo; la placenta cumple con funciones de transporte, metabolismo, etc

Anaboélico

(]

materno Catabélico

P

Figura 4. Esquema general de las etapas de la gestacion.

15



1.2 PATOLOGIAS DEL EMBARAZO.

Las patologias del embarazo son aquellas que aparecen por primera vez durante este periodo,
suponiendo un riesgo tanto para la madre como para el feto. Aunque estas patologias suelen concluir en
la mayoria de los casos después del parto, pueden condicionar la aparicion de enfermedades en la vida

futura tanto de la madre como del recién nacido (Aryan, Medzikovic, Umar, & Eghbali, 2020; Beetch &

Alejandro, 2021).

Aungue son varias las patologias que pueden aparecer durante el embarazo, la presente tesis se
centra en la diabetes gestacional y en la preeclampsia, ya que son enfermedades con una alta prevalencia

y su desarrollo supone un importante riesgo tanto para la madre como para el feto (Eckstein et al., 2021).

1.2.1 DIABETES GESTACIONAL.

La diabetes gestacional (DG), se ha definido como “cualquier grado de intolerancia a la glucosa que
se identifica por primera vez durante el embarazo”. Es un tipo de diabetes que no existia antes de la

gestacion (American Diabetes Association, 2021a) y que actualmente se diagnostica en el segundo o

tercer trimestre del embarazo. La diabetes gestacional es un importante problema de salud publica que

afecta a uno de cada siete embarazos en el mundo (Dtuski, Woliiska, & Skrzypczak, 2021). Segun la

International Diabetes Federation (IDF), la prevalencia de DG en 2021 en Espaiia era de un 32,8%, datos
que se pueden observar en la Figura 5, donde se encuentra representada la prevalencia de DG en el afio
2021 a nivel mundial. Las mujeres con antecedentes de DG tienen un riesgo del 60% de volver a

desarrollarlo en embarazos posteriores (Poulakos et al., 2015). El incremento en la prevalencia de la DG

se ha visto favorecido por el aumento de la obesidad, del sobrepeso y de los cambios en el estilo de vida

(Kopylov et al., 2020; Zera & Seely, 2021).

Prevalencia(%)
diabetes gestacional
en 2021

- 3%
- 34¢5%
- 510%
- 10-15%
- 15-¢20%
- 220%

- No estimates made/No data available

Figura 5. Prevalencia de diabetes gestacional en el aiio 2021. Datos tomados de la International Diabetes Federation (IDF).
Atlas de diabetes de la IDF 102 Edicién 2021.
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1.2.1.1 Fisiopatologia de la diabetes gestacional.

La diabetes gestacional estd estrechamente relacionada con la diabetes tipo 2 (DM2), ambas

tienen en comun la caracteristica clave de la patologia que es la resistencia a la insulina (Poulakos et al.

2015). En este caso, la DG se desarrolla a consecuencia de una falta de adaptacidn por parte de los tejidos

maternos a la resistencia a la insulina propia de algunas etapas de la gestacién (Leng, Zhang, Ren, & Li,

2019). Lo que sucede en mujeres con esta patologia es un proceso de hiperglucemia exacerbado, dado
que los tejidos no son capaces de captar glucosa por una resistencia a la insulina inadecuada. Esta
hiperglucemia estimula al pancreas a producir y secretar insulina provocando el estrés de las células beta

pancreaticas, lo que desemboca en la disfuncién de éstas (Dalfra, Burlina, Del Vescovo, & Lapolla, 2020;

Lorenzo-Almords et al., 2019). De esta forma, se genera un proceso ciclico de hiperglucemia, resistencia

alainsulinay disfuncién de células beta (Plows et al., 2018). En la mayoria de los casos, cuando se produce

el alumbramiento, este proceso remite. Sin embargo, en algunos casos la DG predispone a estas mujeres

al desarrollo de diabetes tipo 2 en el futuro (American Diabetes Association, 2021a), estimandose que, al

cabo de 20 aios, hasta el 70% de las mujeres que han padecido DG desarrollan diabetes tipo 2 en el futuro

(Dtuski et al., 2021).

1.2.1.2 Factores de riesgo y consecuencias asociados a la diabetes gestacional.

La diabetes gestacional es una enfermedad multifactorial que puede verse afectada por factores
epigenéticos como la metilacion o los microRNA, por factores genéticos como polimorfismos, etnia,
antecedentes familiares de diabetes o resistencia a la insulina, o enfermedades endocrinas como el
sindrome del ovario poliquistico. Ademas, hay una clara influencia del estilo de vida, el sobrepeso, la
obesidad, o la edad gestacional. Todos estos factores pueden contribuir a la alteracién del ambiente

intrauterino, condicionando asi la programacion fetal (Plows et al., 2018). El hecho de desarrollar diabetes

durante el embarazo conlleva riesgos tanto para la madre como para el feto, a corto y a largo plazo, como
se detalla en la Tabla 1. El riesgo estd asociado al nivel de glucemia, por lo que es importante controlarlos,

dado que cuanto mayor sean también lo sera el riesgo (American Diabetes Association, 2021b).

La hiperglucemia materna provoca un mayor aporte de nutrientes al feto, fundamentalmente
glucosa. La llegada de altos niveles de glucosa al feto estimula la produccidn de insulina fetal, que puede
producir hiperinsulinemia fetal, disfuncion de sus células beta y un proceso de resistencia a la insulina
antes del nacimiento. Asimismo, se produce un aumento en el tamafo de las estructuras fetales, dando
como resultado nifios macrosémicos. Esta macrosomia supone ademds un riesgo de distocia de hombro

y de parto por cesarea (Tabrizi et al., 2019). En el momento del parto el suministro de glucosa se detiene

y se produce una hipoglucemia severa que puede desencadenar en un shock hipoglucémico del recién
nacido, que puede producir lesiones cerebrales. Estos recién nacidos presentan mayor riesgo de muerte

fetal y tienen mayor riesgo de desarrollar obesidad y diabetes en su vida adulta.
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1.2.1.3 Diagnéstico.

El diagndstico de DG es complejo ya que es dificil distinguir entre una hiperglucemia detectada
por primera vez en el embarazo y una hiperglucemia previa pero no diagnosticada. Es importante ajustar
y unificar los criterios diagndsticos, ya que existe controversia en la utilizacién de los mismos (Pavic et al.,

2021; Zera & Seely, 2021). A lo largo de los afios se han utilizado distintos criterios diagndsticos, pero en

la actualidad existen dos estrategias principales de diagndstico establecidas por la ADA (American
Diabetes Asociation). El diagndstico de diabetes gestacional se realiza en un paso, con una prueba de
tolerancia oral a la glucosa (OGTT) de 75g de glucosa, y en dos pasos, afiadiendo un test de sobrecarga de

50g seguido de un OGTT de 100g para aquellas personas que den positivo en el anterior.

Tabla 1. Consecuencias de la diabetes gestacional

EN EL RECIEN NACIDO
Hipoglucemia
Hiperinsulinemia
Hiperbilirrubinemia

EN LA MADRE

Sindrome respiratorio

. neonatal
Preeclampsia

A corto plazo

Cesdrea
Complicaciones del parto

Macrosomia
Distocia de hombro
Traumatismo en el parto

Fetopatia diabética
Aborto espontaneo
Parto prematuro

Muerte

Diabetes tipo 2
Hipertensién
Alargo plazo Obesidad
Enfermedades cardiovasculares
Diabetes gestacional

Diabetes tipo 2
Hipertension
Obesidad

Consecuencias maternas y fetales, a corto y largo plazo, del desarrollo de diabetes gestacional. Adaptado de (Catalano et al.,
1999; Dalfra et al., 2020; Dias, Pheiffer, Abrahams, Rheeder, & Adam, 2018; Kopylov et al., 2020)

Estas estrategias estan basadas en el trabajo de la Asociacidon Internacional de Grupos de Estudio
de la Diabetes y el Embarazo (IADPSG) siguiendo los criterios de O’Sullivan posteriormente modificados

por Carpenter y Coustan (American Diabetes Association, 2021a; Metzger et al., 2010; Moon & Jang,

2022). Es importante distinguir una diabetes previa de una diabetes gestacional ya que se ha visto que la
presencia de la hiperglucemia existente en el momento de la concepcién conlleva mayor riesgo de
malformaciones congénitas. Por otro lado, el riesgo que supone la DG tanto para la madre como para el

feto estd ligado a los niveles de hiperglucemia que se alcancen durante el embarazo, como mostro el

estudio “Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome” (HAPO) (Metzger et al., 2010; Metzger et al.,
2008), por lo que un diagndstico temprano permite minimizar los riesgos asociados a la enfermedad

(American Diabetes Association, 2021a).
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Dados los riesgos y consecuencias que genera la diabetes gestacional en la salud de la madre y del
feto, es fundamental el correcto diagndstico de la DG, por lo que seria de gran ayuda disponer de
biomarcadores que permitieran no sdélo el diagndstico temprano de la patologia sino conocer la

predisposicién al desarrollo de ésta (Leng et al., 2019).

1.2.1.4 Biomarcadores de diabetes gestacional.

Numerosos estudios han centrado su investigacidon en la identificacién de posibles biomarcadores
diagndsticos de la diabetes gestacional, dado que se trata de una patologia muy relevante que implica un
alto riesgo tanto para la madre como para el feto y su diagndstico temprano puede ser fundamental para
minimizar dichos riesgos. En estos estudios se han identificado marcas genéticas y epigenéticas que
podrian utilizarse como potenciales biomarcadores. Para ello se han llevado a cabo estudios de
genotipado de distintos polimorfismos en grupos de gestantes con y sin la patologia, asi como estudios
en los que se han determinado distintas marcas epigenéticas como la metilacidon, modificacién de histonas

o el silenciamiento génico mediado por microRNAs (Dalfra et al., 2020; Kim et al., 2017; Valencia-Ortega,

Saucedo, Sanchez-Rodriguez, Cruz-Duran, & Martinez, 2021; Wei et al., 2021). Otros estudios tratan de

profundizar en el conocimiento del por qué las mujeres que desarrollan diabetes gestacional presentan
un mayor riesgo al desarrollo de diabetes en su vida futura, intentando encontrar variantes genéticas
asociadas con dicho riesgo. Asi por ejemplo se ha encontrado como algunos polimorfismos como
rs7903146 en el gen TCF7L2 o rs8050136 en el gen FTO, parecen estar implicados en un mayor riesgo al

desarrollo de DM2 tras el parto, en mujeres que desarrollaron DG (Ekelund et al., 2012).

En los ultimos afios ha cobrado gran importancia el estudio de los microRNA y su papel en distintas
patologias. Los microRNA Tienen un papel fundamental en la regulacion de la expresidn de genes (Singh,

Maremanda, Li, & Rahman, 2020) y participan en procesos de regulacion de la proliferacion,

diferenciacidn, migracion y apoptosis celular (X. Zhao et al., 2020). Los microRNA interaccionan con el

extremo 3’-UTR del RNAm diana, y esta interaccién impide la traduccién o favorece la degradacion de

RNAmM (Guarino et al., 2018; L. Yang et al., 2019). Concretamente en relacion con la diabetes gestacional,

numerosos estudios han identificado microRNAs circulantes en la gestante que presentan una expresion
diferencial entre mujeres con DG y mujeres con gestaciones no patologias. La identificacion de estos
biomarcadores podria ayudar al diagndstico temprano. Asi, por ejemplo, en una revision bibliografica
actual se ha descrito como en el suero de gestantes con DMG se observa una disminucién de los niveles
de hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-29a y hsa-miR-222. Posteriormente se identificd el gen 1 inducido por
insulina (INSIG1), relacionado con la regulacion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 2 (PCK2), como

diana de miR-29. Lo que sugirio la regulacion negativa de la glucemia por parte de miR-29. Otros trabajos
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encontraron aumentados los niveles de hsa-miR-518, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-19a-3p,

hsa-miR-19b-3p y hsa-miR-20a-5p (Valencia-Ortega et al., 2021). Por otra parte, hsa-miR-92a-3p

vehiculizado por vesiculas extracelulares podria estar relacionado con el aumento a la sensibilidad a la

insulina del musculo esquelético en DMG (Nair et al., 2021).

1.2.2 PREECLAMPSIA.

La preeclampsia es una complicacién de la gestacién de caracter multisistémico que afecta del 5 al

7% de los embarazos anuales a nivel mundial (Jena, Sharma, Petitt, Maulik, & Nayak, 2020). El desarrollo

de preeclampsia supone una alta morbilidad y mortalidad tanto fetal como materna y contribuye a la
prematuridad del feto y a enfermedad cardiovascular de la madre a largo plazo, entre otras
complicaciones. La preeclampsia puede complicarse generando eclampsia. Aunque la tasa de aparicion
de preeclampsia es relativamente alta, afortunadamente en los ultimos afios se ha conseguido disminuir

los eventos de eclampsia (Nirupama, Divyashree, Janhavi, Muthukumar, & Ravindra, 2021). El Unico

tratamiento eficaz en ambos casos, hasta la fecha, es la induccién del parto (Guerby et al., 2021) aunque

se esta trabajando en nuevas estrategias terapéuticas que permitan retrasar la fecha prematura del parto.

1.2.2.1 Diagnéstico y sintomatologia.

La preeclampsia se caracteriza por la aparicién de hipertensién durante el tercer trimestre del
embarazo en mujeres que, previamente a la gestaciéon eran normotensas, y la presencia de proteinuria
en la mayoria de los casos. Los pardmetros clinicos utilizados para el diagndstico de preeclampsia se
especifican en la Tabla 2. La presencia de proteinuria como requisito para el diagnéstico utilizado
clasicamente, se ha eliminado cuando aparecen dafios en los érganos diana, como trombocitopenia,
deterioro de la funcidn hepatica, insuficiencia renal, edema pulmonar o alteraciones cerebrales o visuales

de nueva aparicion.

En lo referente al diagndstico de la enfermedad, no existen muchas alternativas a las
anteriormente mencionadas, encontrandose centrado principalmente en el diagndstico a partir de los

sintomas (Bakrania et al., 2020). Actualmente, aunque aun no se utiliza en la practica clinica, muchos

autores defienden el uso de los niveles del factor de crecimiento placentario (PIGF) y tirosin quinasa |
soluble similar a FMS (sFlt-1) como biomarcadores eficaces para el diagndstico de la preeclampsia (Stepan,

Hund, & Andraczek, 2020). Ademas, se ha visto que las gestantes con preeclampsia suelen presentar

hiperlipemia e hipertrigliceridemia. Si embargo, los niveles de colesterol no suelen mostrar un perfil

alterado (Alvino et al., 2008).
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La preeclampsia se considera grave cuando se presenta una presion arterial mayor o igual a 160 /
110 mmHg en dos ocasiones distintas, o cuando el recuento de plaquetas es de 1,1 mg/dl (97,2 umol/l),
o si se produce una duplicacién del nivel de creatinina sérica, edema pulmonar, alteraciones cerebrales o

visuales de nueva aparicién (Phipps, Thadhani, Benzing, & Karumanchi, 2019; Stepan et al., 2020).

Tabla 2. Sintomatologia y diagndstico de la preeclampsia

SINTOMAS [PARAMETRO] SINTOMATOLOGIA CLINICA
Hipertensién arterial [PAS 2 140mmHg o PAD 290 mmHg] Visién borrosa

Proteinuria [2 300 mg] Edema

Insuficiencia renal [Creatinina sérica > 1,1 mg/dL] Aumento rapido de peso
Trombocitopenia [<100.000 MI] Dolor de cabeza, abdominal

Aumento de enzimas hepaticas [Duplicacidn de niveles normales] Nauseas, vomitos

Criterios diagndsticos de preeclampsia, y sintomas relacionados.(American College of Obstetricians and Gynecologists, 2020;
Chaiworapongsa, Chaemsaithong, Korzeniewski, Yeo, & Romero, 2014, Founds, Tsigas, Ren, & Barmada, 2018; Hong, Kim, Cha, &
Park, 2021; Nirupama et al., 2021; Phipps et al., 2019; Williams, 2011).

1.2.2.2 Factores de riesgo y complicaciones.

Como factores de riesgo de preeclampsia se incluyen antecedentes familiares, predisposicién
genética, duracién de la convivencia sexual, tabaquismo materno, nimero de embarazos, edad materna,
uso de técnicas de reproduccidn asistida y afecciones médicas maternas como hipertensidn preexistente,
diabetes, enfermedad renal crénica y obesidad. También se asocian con un mayor riesgo de preeclampsia
las afecciones que se asocian con un aumento de la masa placentaria, como las gestaciones multifetales
y la mola hidatiforme y algunas alteraciones cromosémicas como la trisomia 13. Las complicaciones
derivadas de la patologia se recogen en la Tabla 3. La heredabilidad de la preeclampsia se estima del 55%,
con contribuciones genéticas tanto maternas como fetales (del 30-35% y del 20%, respectivamente)

(American College of Obstetricians and Gynecologists, 2020; Armaly, Jadaon, Jabbour, & Abassi, 2018;

Phipps et al., 2019).

1.2.2.3 Fisiopatologia y clasificacion.

Pese a que la etiologia de la preeclampsia no esta del todo clara, numerosos estudios asocian su

desarrollo a la disfuncidn de la placenta y de los tejidos maternos (Robillard et al., 2017) y apuntan a la

placenta como érgano central de la patologia (Bakrania et al., 2020; Myatt, 2002). La fisiopatologia de la

preeclampsia esta caracterizada por dos procesos, la placentacién anormal y el desarrollo del sindrome
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materno (Phipps et al., 2019). Ambos procesos conducen a la produccién de factores que activan el

endotelio materno produciendo en la gestante una inflamacion vascular generalizada.

Tabla 3. Consecuencias de la preeclampsia

MATERNAS

FETALES

A corto plazo

Coagulopatias
Desprendimiento de placenta
Fallo hepatico

Fallo renal

Fallo respiratorio y edema pulmonar
Edema cerebral y convulsiones
Ictus

Infarto agudo de miocardio
Eclampsia

Sindrome de HELLP

Muerte

Oligohidramnios

Nacimiento prematuro

Restriccion de crecimiento fetal
Trastornos del desarrollo neurolégico
Muerte perinatal

Muerte fetal

A largo plazo

Depresiodn, ansiedad y demencia
Dislipidemias

Enfermedad cardiovascular
Enfermedad hepatica

Enfermedad cardiovascular
Enfermedad inflamatoria
Enfermedad metabdlica
Trastorno endocrino

Enfermedad isquémica
Enfermedad renal
Sindrome metabdlico y DM2

Complicaciones maternas y fetales, a corto y largo plazo, relacionadas con el desarrollo de preeclampsia. (American College of
Obstetricians and Gynecologists, 2020; Chaiworapongsa et al., 2014; Founds et al., 2018; Nirupama et al., 2021; Phipps et al.,
2019; Williams, 2011)

Esta inflamacién va a dar lugar a una disfuncién endotelial materna causante de los sintomas
caracteristicos de la enfermedad como la hipertension y la insuficiencia organica de la que deriva el resto
de los sintomas como la proteinuria. Todo ello surge a consecuencia de un defecto en la remodelacién de
las arterias espirales, encargadas de una perfusion adecuada del flujo sanguineo uteroplacentario. El

defecto en la remodelacién genera hipoxia placentaria (Hong et al., 2021). En funcién del momento en el

gue se presenta la sintomatologia, la enfermedad se clasifica en dos categorias. Preeclampsia de aparicidon
temprana (PE, de las siglas en inglés early-onset preeclampsia) y preeclampsia de aparicién tardia (PL, de

las siglas en inglés late-onset preeclampsia) (Figura 6).

En la preeclampsia temprana la sintomatologia aparece antes de la semana 34 de gestacion. Este
tipo de preeclampsia estd relacionada con problemas en el proceso de placentacién. La preeclampsia de
aparicidon temprana se asocia a una hipoxia placentaria que surge a consecuencia de la invasién anormal
del trofoblasto, generando defectos en el desarrollo de las arterias espirales de la placenta. Cuando los
sintomas se presentan a partir de la semana 34 de gestacion se considera preeclampsia de aparicidén

tardia.
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Figura 6. Esquema general de las etapas de la gestacion. Diagndstico y clasificacién de preeclampsia (PE y PL).

En este caso, el desarrollo de la patologia se asocia con el sindrome materno, pero no existe
defecto en la placentacién, sin embargo, se produce una mala perfusién placentaria causada por el
hacinamiento de las vellosidades terminales cuando el crecimiento placentario excede los limites. Esta
mala perfusidon desencadena los procesos anteriormente mencionados provocando daio al endotelio

materno (Aneman et al., 2020; Hong et al., 2021; Jena et al., 2020; Phipps et al., 2019). La preeclampsia

de aparicidon temprana tiene una prevalencia del 10% del total de las gestaciones complicadas con
preeclampsia. Este tipo de preeclampsia suele ser mds grave y estd asociada a un fallo multisistémico

severo (Armaly et al., 2018; Lisonkova et al., 2014; Tarca et al., 2019).

Las gestantes con preeclampsia presentan un estado proinflamatorio mediado por el aumento
del factor de necrosis tumoral (TNF-a), e interleuquina 6 (IL6) y la disminucién de interleuquina 10 (IL-10),
asi como un efeto pro-oxidativo en el que se elevan los niveles de especies reactivas de oxigeno vy
disminuyen las moléculas antioxidantes como la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), la superdxido dismutasa
(SOD), o la glutatién peroxidasa (GPx). Ademds, en la preeclampsia se desarrolla un evento anti-
angiogénico, con niveles elevados de sFlt-1 (tirosina quinasa soluble similar a fms) y endoglina soluble
(sEng) y niveles disminuidos de moléculas pro-angiogénicas como el factor de crecimiento placentario
(PIGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o el 6xido nitrico (NO). Ademas, en estas
gestantes se ha descrito el aumento del autoanticuerpo agonista del receptor de angiotensina Il tipo 1

(AT1-AA), la activina A y el factor inducible de hipoxia (HIF) (Aneman et al., 2020; Armaly et al., 2018;

Guerby et al., 2021; Hong et al., 2021; Jena et al., 2020).

Dada la alta prevalencia de estas patologias y el riesgo asociado, son un importante problema de
salud a nivel mundial. Por ello, es de enorme interés el profundizar en el conocimiento de las mismas a

fin de encontrar posibles biomarcadores y dianas terapéuticas que permitan el abordaje temprano de la
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enfermedad minimizando los riesgos que suponen tanto para la madre como para el feto y el recién

nacido, a corto y largo plazo.

El presente estudio pretende profundizar en el conocimiento de la fisiopatologia de la
preeclampsia, centrandose en la placenta como érgano principal de la patologia. Por otro lado, el estudio
de la diabetes gestacional va dirigido a la identificacion de posibles biomarcadores diagndsticos que
permitan realizar un cribado para una identificacidn y clasificacién precoz de la enfermedad, a fin de

abordarla en estadios tempranos, minimizando asi el riesgo que supone.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVO
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En base a los antecedentes mencionados, nuestra hipdtesis apunta a que determinadas
variaciones genéticas, tanto a nivel materno como a nivel placentario, podrian predisponer a la mujer a
desarrollar patologias del embarazo y que su identificacion se podria utilizar como biomarcador
prondstico o diagndstico de las patologias obstétricas mas prevalentes como la preeclampsia o la diabetes

gestacional.

Para alcanzar esta hipdtesis, el objetivo general de nuestro estudio consiste en la identificacion
de factores que podrian estar involucrados en el desarrollo de patologias del embarazo, asi como
identificar posibles biomarcadores que permitan el abordaje temprano de la enfermedad. Dado que el

objetivo perseguido es muy amplio, se ha desglosado en los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1: Establecer la relacién existente entre el momento en el cual se desarrolla la diabetes
gestacional y ciertas variaciones genéticas, a fin de poder encontrar posibles biomarcadores de
predisposicion al desarrollo de la enfermedad. Este estudio se realizd, en colaboracion con el Hospital
Universitario La Paz de Madrid, en un grupo de mujeres con diabetes gestacional de aparicién temprana
(primer trimestre de gestacion) y otro de apariciéon tardia (segundo trimestre de gestacion), asi como en

mujeres sin diabetes gestacional utilizadas como grupo control. Para llevar a cabo este objetivo se realizo:

1.1. Un analisis de genotipado en de sangre materna, a fin de encontrar variantes genéticas
predisponentes al desarrollo de la enfermedad que permitan el diagndstico precoz.
1.2. La caracterizacion de microRNAs en plasma como posibles biomarcadores de diabetes

gestacional.

Objetivo 2: Estudiar el nivel de expresion de ciertos genes en placenta humana de tercer
trimestre. Dada la asociacién de algunas patologias del embarazo con cambios en la estructura y funcion
de la placenta, se plantea hacer un estudio de caracterizacion de la expresidon génica en placenta humana
de tercer trimestre procedente de partos no patoldgicos o de gestaciones complicadas con preeclampsia.
Para conocer mejor el comportamiento de la placenta como drgano, se compararon diferentes partes de
ésta, diferenciando entre cara maternay cara fetal. Este estudio se realizd, en colaboracién con el Hospital
Universitario La Paz de Madrid, en un grupo de mujeres con preeclampsia de diagndstico temprano
(anterior ala semana 34 de gestacidn) y otra de diagndstico tardio (posterior a la semana 34 de gestacion),
asi como en mujeres sin preeclampsia utilizadas como grupo control. Dicho estudio se abordd de la

siguiente manera:

2.1. Estudio de expresion génica en distintas partes de la placenta tanto de gestaciones simples
como de gestaciones multiples en mujeres sanas.
2.2. ldentificacidn del efecto de la preeclampsia, y del momento de su desarrollo, sobre la

expresion génica en distintas partes de las placentas procedentes de gestaciones simples.
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3 MATERIALES Y METODOS
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En este apartado se describen los métodos generales de analisis de los distintos estudios incluidos
en la tesis. Para facilitar la lectura y comprensidn, las poblaciones analizadas, la toma de muestras y los

criterios de inclusién se describen en cada uno de los estudios.

3.1 Secuenciacion de DNA para el analisis de genotipado.

3.1.1 Aislamiento de DNA.

La obtencion de ADN se llevd a cabo a partir de 500 ul de sangre periférica conservada en EDTA
utilizando el kit Gentra Puregene Blood Kit de QIAGEN vy siguiendo las instrucciones del fabricante. La
sangre fue recolectada de 74 mujeres: 19 con diabetes gestacional de primer trimestre, 14 con diabetes

gestacional de segundo trimestre y 41 controles.

3.1.2 Panel de genotipado.

Se estudiaron un total de 482 genes en un panel personalizado (MonDIABV4; SeqCap EZ-Capture,
Roche) en el que se incluyeron las secuencias codificantes y los limites de intrones/exones (+/- 20 pares
de bases, pb). Los genes incluidos estaban bien relacionados con la etiologia de diferentes formas de
disglucemia o asociados a ellas, o bien relacionados con la homeostasis de la glucosa. La secuenciacion se
llevd a cabo mediante tecnologia llumina, utilizando la plataforma HiSEQ 4000. En el Tabla 4 se incluye el

listado completo de los genes.

Las CNV (variable copy number) génicas e intragénicas se excluyeron con la herramienta

bioinformatica VarSeq CNV Caller (VarSeq V2.2.3; Golden Helix, MT, EE. UU.)(lacocca et al., 2017). Todas

las variantes notificadas se refieren al genoma de referencia humano GRCh37. Las variantes resultantes
se filtraron y priorizaron segun la evaluacion de la calidad de la secuencia (Q mayor de 30; cobertura
media superior a 90x, porcentaje la secuencia con cobertura mayor a 20x mayor del 80%). Asi mismo se
eliminaron todos aquellos con una frecuencia en la poblacién menor del 1% en bases de datos de

poblacién EXAC, gnomAD, 1000G o ESP6500.

Este estudio se realizd6 en colaboracién con el INGEMM —(Instituto de genética médica

y molecular) del IdiPaz.
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3.2 Identificacion y analisis de miRNA en plasma de mujeres con y sin diabetes

gestacional.

La determinacion de los niveles de miRNAs circulantes se llevo a cabo en el plasma de las gestantes

obtenido a partir de sangre recogida con EDTA. El flujo de trabajo, empleado fue el siguiente:

—
Seleccion
miRNAs
frlie i i
de hemdlisis. SECUENCIACION o i B
TOMA DE MUESTRA TOMA DE MUESTRA
PRIMER TRIMESTRE PRIMER TRIMESTRE
Etapas del proceso D D
Etapas del proceso Etapas del proceso
GESTANTES 1. Ext i6nd iRNA GESTANTES
CONTROL (N=7) EeAUHCOIIICEIIE S CONTROL (N=30) 1. Extraccion de miRNAs
DG1 (N=7) 2. Control de calidad DG1 (N=14 i
3. Preparacion de la libreria ( ) g sosnscrpelon
DG2 (N=7) N Secfl’]enciacién DG2 (N=16) 3. Amplificacién qPCR
5. Andlisis de resultados 5. Andlisis de resultados

Figura 7. Esquema de flujo de trabajo empleado para el analisis de miRNAs circulantes en plasma de gestantes
con y sin diabetes gestacional. Las muestras utilizadas en el estudio son muestras de plasma recolectadas en primer trimestre
de gestacion de gestantes normoglucémicas (control) mujeres que fueron diagnosticadas de diabetes gestacional en primer
trimestre (DG1) y mujeres diagnosticadas de diabetes gestacional en segundo trimestre (DG2)

3.2.1 Aislamiento de miRNA para la secuenciacidn.

Previo al aislamiento del RNA y con intencion de asegurar que las muestras no se encuentren
hemolizadas, se llevo a cabo la determinacidn de la absorbancia de las muestras a 414nm. A esta longitud
de onda la hemoglobina presenta un pico de absorbancia y su determinacidn permite garantizar la calidad
de las muestras analizadas, ya que la hemdlisis indicaria la contaminacién del plasma con los miRNAs de

las células sanguineas.

El proceso de aislamiento de miRNAs se realizd a partir de 200 pl de plasma, para ello se utilizo el
Kit miRNeasy Serum/Plasma Advance (QIAGEN, ref: 217204), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para poder validar el éxito del aislamiento, se incluyé en cada una de las muestras un pool de miRNAs
sintéticos denominados Spike-in (UniSP101, UniSP115, UniSP133, UniSP135, UniSP137, UniSP138§,
UniSP140, UniSP142). El producto de aislamiento se almacena a -802C. La pureza y el rendimiento del
mismo no se puede determinar dada la baja concentracién de miRNAs en plasma. El protocolo de

extraccién detallado se especifica a continuacion:
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Aislamiento de miRNA (Kit miRNeasy Serum/Plasma Advance)

e Mezclar 200 pl de plasma con 60 pl de solucién RPL.

e Agitar durante 5 seg e incubar 3 min a temperatura ambiente.

e Afiadir 1 pul de Spike-in y 20 ul de la soluciéon RPP, homogeneizar e incubar 3 min.
e Centrifugar 3 min a 12000 g.

 Transferir el sobrenadante, transparente e incoloro, a un tubo limpio y mezclar con un volumen de
isopropanol.

¢ Transferir la mezcla a una columna RNAeasy UCP MinElute Column.

e Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido.

e Lavar la columna con 700 ul de solucién de lavado RWT.

e Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido.

¢ Afiadir a la columna 500 pl de solucion RPE.

e Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido.

¢ Afiadir a la columna 500 pl de etanol 80 %.

e Centrifugar 2 min a 8000 g. Descartar eluido.

e Secar la columna centrifucando la columna vacia a 5 min a velocidad maxima (12000 g en nuestro caso)
e Incubar la columna con 20 pl de agua libre de RNAsas 1 min a temperatura ambiente.
e Centrifugar 1 min a velocidad maxima (12000 g) para eluir.

Posteriormente y previo a la secuenciacion, se llevo a cabo el control de calidad de las muestras.
Para ello se determinaron los niveles de expresién de hsa-miR-451a y hsa-miR-23a-3p mediante RT-qPCR.
Su presencia seria indicativa de la posible hemdlisis en las muestras de plasma, provocando la
contaminacién con miRNA celular. Del mismo modo se analizaron miRNAs enddgenos, hsa-miR-103a-3p,
hsa-miR-191-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-30c-5p. A todo ello y con el animo de validar la
extraccién y retrotranscripcidén, posteriormente a estos procesos se analizaron los Spike-in UniSP6,
UniSP100, UniSP101. Estos analisis mostraron que todas las muestras seleccionadas para el estudio
cumplian con los criterios de calidad establecidos que aseguran unos resultados éptimos en el proceso de

secuenciacion.

3.2.2 Secuenciacion de miRNAs.

Una vez comprobada la calidad de las muestras y de las extracciones, se procedio a crear la libreria
para la secuenciacion. La libreria se prepard siguiendo el protocolo QIAseq miRNA Library Prep kit. La
secuenciacion se llevd a cabo mediante la tecnologia Ilumina, utilizando el equipo NextSeq500, llegandose
a alcanzar los 12 millones de lecturas por muestra. Después de mapear los datos y contar las entradas
relevantes en mirbase_20, se calcularon los nimeros de miRNA conocidos. Al realizar la comparacion
estadistica de los grupos, se incluyeron todos los miRNA independientemente de la cantidad de lecturas

realizadas.
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Los niveles de expresidon, habitualmente, se miden como etiquetas por millon de lecturas
asignadas (TPM), utilizandose como unidad de medida de expresién, en el cual, el nimero de lecturas
para un miRNA particular, se divide por el nimero total de lecturas mapeadas y se multiplica por 1 milldn
(Etiquetas por millén, TMM). Este es un procedimiento de normalizacién simple que corrige la
profundidad de secuenciacién y proporciona una medida de cantidad muy transparente para cada especie
de RNA. El andlisis estadistico de los resultados se muestra mas adelante en el apartado (3.4.2). Donde se

detalla el analisis de la expresién diferencial entre los grupos para cada miRNA.

3.2.3 Validacién de los niveles de miRNA de plasma. Aislamiento de miRNA y analisis por

RT-qPCR.

Para llevar a cabo la validacidén de los miRNA seleccionados, en base a los criterios anteriormente
mencionados, se aislan a partir del plasma de un mayor nimero de gestantes y a continuacién se procede
a su retrotranscripcion para poder asi analizarlos por RT-qPCR. Los resultados obtenidos se procesan para
obtener una cuantificacion relativa en cada muestra y posteriormente se lleva a cabo el andlisis estadistico
en el que se establecen las diferencias existentes entre los grupos. Los métodos utilizados se detallan a

continuacion.

3.2.3.1 Aislamiento de miRNA en plasma de mujeres.

El aislamiento de miRNA se realizd a partir de 200 ul de plasma utilizando el kit miRNeasy
Serum/Plasma Advanced (QIAGEN, ref:217204) siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo
detallado se especificé en el apartado 3.2.1. Para poder validar el aislamiento se incluyd en cada una de
las muestras 1 pl de un pool de miRNA sintéticos a distintas concentraciones comercializado por QIAGEN,
RNA Spike-in kit, UniRT (Ref: 339390) este fue previamente reconstituido en 80 pl de agua libre de RNAasa.
Dicho kit incluye: UniSp2 (0,2 fmol/ ul), UniSp4 (0,002 fmol/ pl), UniSp5 (0,00002 fmol/ pl).

3.2.3.2 Retrotranscripcion de miRNAs para la obtenciéon de DNA copia (cDNA)

Tras el aislamiento y dada la baja concentracion e inestabilidad de los miRNA, todas las muestras
se sometieron a un proceso de retrotranscripcion para obtener cDNA con el que poder trabajar de forma
estable. La retrotranscripcion se llevé a cabo utilizando el kit miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN, ref:339340),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Al no poder cuantificar los niveles de miRNA que se encuentran en el producto de aislamiento
debido a su baja concentracidn que escapa al nivel de deteccidn del espectrofotémetro se retrotranscribid

el mismo volumen, 2 pl, del producto de aislamiento de cada muestra. Dicho volumen, se mezclé con 2 pl
32



de 5x miRCURY RT Reaction Buffer, 1 pl de 10x miRCURY RT (que contiene enzima, magnesio, dNTPs y
primer), 0,5 pl de un Spike-in (UniSp6, que contiene 12 fmol de un miRNA sintético, que permitira validar
la retrotranscripcion) y 4,5 ul de agua libre de RNAasa. Esto supone un volumen final de 10 ul, que seran
sometidos en el termociclador, Eppendorf Mastercycler Gradient 5331, a 42 °C durante 60 minutos e
inmediatamente después 5 minutos a 95 C. El cDNA obtenido se diluyé con una proporcion 1/10 en agua

destilada libre de RNAsas y se almacend a -20 oC.

3.2.3.3 Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

Para la validacion de los resultados obtenidos del estudio de secuenciacidn se seleccionaron
aquellos miRNA de interés en base a los criterios anteriormente mencionados y se utilizaron los primers
proporcionados por QIAGEN (Tabla 5) para su validacion mediante RT-gqPCR. Se escogieron como
housekeeping, dos miRNAs que no mostraban ninguna variacidn de expresidn en los distintos grupos tras
la secuenciacion. Para validar que tanto el aislamiento como la retrotranscripcién se habia producido de
manera uniforme en todas las muestras, se analizaron los miRNA sintéticos (Spike-in) incluidos en ambos
procesos. Los primers disefiados por QIAGEN con este fin, son los siguientes: UniSp2, UniSp4, UniSp5 y

UniSpé6.

Tabla 5. Listado de primers utilizados para el analisis de microRNA.

Nombre del GEN N2 de producto Funcidn
UniSp2 miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00203950 Spike-in
UniSp4 miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00203953 Spike-in
UniSp5 miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00203955 Spike-in
UniSp6 LNA PCR primer set, UniRT YP00203954 Spike-in
hsa-let-7g-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00204565 constitutivo
hsa-let-7d-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00204124 constititutivo
hsa-miR-1299 miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP02114891 miRNA diana
hsa-miR-200a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00204707 miRNA diana
hsa-miR-206 miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00206073 miRNA diana
hsa-miR-224-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00204641 miRNA diana
hsa-miR-23b-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00205873 miRNA diana
hsa-miR-885-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay YP00204136 mIRNA diana

De izquierda a derecha se muestra el nombre del miRNA, el nimero de producto del catdlogo de la casa comercial (Qiagen) y la
funcién que realiza dentro del estudio.

La reaccion de amplificacion incluye, 5ul de buffer 2x miRCURY SYBR Green, 1 ul de primer, 1 pl
de agua destilada libre de RNAsas, y 3 ul de cDNA diluido 1/10. Lo que supone un volumen final de 10 pl,

que se someterd en el termociclador, CFX96 Real-Time PCR Detection System de Bio-Rad, a un primer ciclo
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de 2 minutos a 9592C y a continuacidon 40 ciclos, que constan de dos etapas, una primera de
desnaturalizacion de 10 seg a 95 2C, y una segunda etapa de anillamiento y elongacion de 60 seg a 562C.

Por ultimo, se realiza un analisis de curva de melting desde 60 a 95°C.

3.2.3.4 Cuantificacion relativa de los niveles de miRNA circulantes en plasma.

Para poder realizar la cuantificacidn relativa de los niveles de miRNAs en las distintas muestras, se
analizaron los niveles de dos miRNAs constitutivos seleccionados, a los cuales se van a referir los niveles
de expresion del resto de miRNAs. Los resultados obtenidos seran analizados por el método de Livak
(Pfaffl, 2001). Se realizd la media geométrica de los valores de expresion de los genes constitutivos y se
analizd la expresidon en base a ellos. El tratamiento estadistico de estos datos se especifica en el apartado

3.4.3.

3.3 Analisis de cuantificacion de mRNA en placenta de tercer trimestre

El analisis de expresidn génica en placenta de tercer trimestre tiene por objetivo la cuantificacion
de productos génicos, RNA mensajero y proteinas, de algunos genes de interés. Para ello es necesario,
por un lado, aislar el RNA total del tejido, retrotranscribirlo y posteriormente analizarlo especificamente
por RT-gPCR. Por otro lado, es necesario aislar la proteina del tejido y analizarla especificamente mediante

western-blot.

Los resultados obtenidos en todos los casos son procesados de manera que se obtiene una
cuantificacion relativa de todos ellos. Las diferencias existentes entre los resultados obtenidos en los
distintos grupos seran analizadas estadisticamente. El estudio se realizé siguiendo las pautas de MIQE
para garantizar la calidad de la cuantificacién y posterior comparacion (Minimum Information for

Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin et al., 2009).

3.3.1 Aislamiento de RNA de placenta de tercer trimestre

Se realizd el aislamiento de RNA de placenta a partir de 25-30 mg de tejido. El método de
extraccidn escogido garantiza la preservacion de la integridad del RNA en comparacién con otros métodos

(Saben et al., 2014). El tejido se homogeneizd con 1 ml de Qiazol en el TissuelLyser LT (Qiaguen) mediante

dos ciclos de 4 minutos a 50 Hz, asegurando la completa disgregacién del tejido. Tras una incubacién de
5 minutos a temperatura ambiente se afiadié 200 ul de cloroformo que dejamos reposar 2-3 minutos a
temperatura ambiente posteriormente se agitd en vortex 15 seg para obtener el homogenado. Dicho

homogenado se centrifugd a 12.000g y a 4°C, durante 15 minutos, con el objetivo de separar fisicamente
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el RNA de otras macromoléculas presentes en la placenta. El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion
(aprox. 500 ul), en el que se encuentra el RNA, se mezclé con 600 ul de etanol al 70% frio y posterior

elucion.

Para asegurar una pureza adecuada en el proceso de aislamiento se utilizé el kit de aislamiento y
purificacién de QIAGEN, RNeasy Mini Kit. El sobrenadante del homogenado, mezclado con etanol frio al
70%, se transfirio a la columna del kit y se centrifugd 15 seg a 8.000g en la microcentrifuga eppendorf, de
esta manera el RNA quedara fijado a la matriz de la columna. Se elimind el eluido y se afiadieron 350 pl
de solucion RW1 a la columna, que posteriormente se centrifugd 15 seg a 8.000g. Sometemos a la
muestra, una vez fijada a la columna, al tratamiento con DNAsas para eliminar la posible contaminacion
con DNA en el aislamiento. Para ello incubamos con DNAsa reconstituida en el momento de la utilizacidn,
segln las especificaciones del protocolo, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Trascurrido este
tiempo se aiadid 350 ul de RW1 y se centrifugd durante 15 seg a 8.000g. Posteriormente se afiadieron
500 pl de solucidn RPE y se centrifugd 15seg a 8.000g, repetimos este paso, pero esta vez centrifugamos
2 minutos. Estas etapas posteriores al tratamiento con DNAsa son etapas de lavado, que aseguran la
eliminacion de impurezas. Por ultimo, centrifugamos la columna vacia a velocidad maxima durante 1
minuto, para eliminar los posibles restos de etanol que pudieran quedar, y se eluyé con 40 ul de agua

destilada estéril libre de RNAsas, centrifugando durante un minuto a 8.000g.

Determinacion de la pureza y el rendimiento del aislamiento de RNA.

Una vez aislado el RNA del tejido, comprobamos la concentracion de RNA obtenida y su pureza.
Para ello analizamos por espectrofotometria la absorbancia que presentan los productos de aislamiento
obtenidos para cada muestra. El equipo utilizado para la lectura de absorbancia es el espectrofotémetro
de UV-visible, de GE Healthcare, NanoVue Plus. Para valorar la pureza se determind la absorbancia a 230,
260 y 280 nm y se analizo el ratio 260/280 y 260/230. Considerandose dptimos resultados del ratio
260/280 que se encuentran entre 1.8y 2.0, y entre 2.0 y 2,2 para el ratio 260/230.

A continuacién, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1,4% para comprobar la
integridad del RNA de las muestras tras el aislamiento. Para el analisis se cargaron 2 ul RNA aislado por
muestra. Para su visualizacién se reveld con 2 pl PRONASAFE Nucleic Acid Staining de Condalab, en el

transiluminador ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).
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3.3.2 Retrotranscripcion del RNA aislado para la obtencion de DNA copia (cDNA)

Tras el aislamiento y dada la inestabilidad del RNA, sometimos a todas las muestras a un proceso
de retrotranscripcién para obtener cDNA con el que poder trabajar de forma estable. Dado que el nimero
de muestras a procesar era elevado, se prepararon 4 tandas de muestras, en cada una de las tandas se
incluyd un control negativo, un pool de todas las muestras de RNA que actuaria como control interno y
ademads alguna de las muestras repetidas para validar la reproducibilidad en cada proceso de
retrotranscripcidn. En cualquier caso, el nimero de muestras incluidas por tanda de retrotranscripcion
constaba del mismo nimero de muestras de cada grupo, luego los grupos estaban representados de

forma homogénea entre las distintas tandas.

Se retrotranscribieron 3ug de RNA utilizando el kit de retrotranscripcion de Thermoscientific,
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit. Lote 00501295. 30-07-2019. Siguiendo las
especificaciones del fabricante. Utilizando por cada reaccién: 1ul de RAMDOM primers, 4ul Reaction
buffer, 1ul Ribolock, 2ul dNTPs (10mM) y 1ul Revertaid. Se ajusté el volumen de RNA aislado con agua
destilada libre de RNAsas, hasta conseguir un volumen final de 11 ul, que contuvieran de forma exacta 3
pg de RNA. Los ciclos de retrotranscripcion se llevaron a cabo en un Termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient 5331. El programa utilizado consta de tres etapas: una etapa inicial de 5 minutos a 25°C, seguida
de 60 minutos a 42°C y 5 minutos a 70°C. El cDNA resultante se diluyé en proporcién 1/30 con agua

destilada estéril y se almacend a -20°C.

3.3.3 Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

El estudio de expresion génica se realizd mediante RT-gPCR que nos permite identificar de forma
especifica la cantidad de mRNA de interés presente en el tejido de partida. Para el analisis se utilizd,
QUANTIMIX EASY KIT 1000 (10606), Biotools. En cada reaccidn se anadio: 7,5 ul QUANTIMIX; 2,5 ul de
agua destilada estéril; 2 pl de una mezcla de PF (1 uM) y PR (1 uM). El termociclador utilizado para el
estudio fue el CFX96 Real-Time PCR Detection System de Bio-Rad. El programa utilizado consta de una
etapa de desnaturalizacion previa a 95°C durante 9 min, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
10 s, anillamiento cuya temperatura fue optimizada en cada caso (las temperaturas de anillamiento se
muestran en la Tabla 6) y elongacidn a 72°C durante 45 s. Tras los ciclos de PCR se realizd una curva de

melting.

Para cada gen estudiado se seleccionaron los primers mas adecuados. Estos primers se disefiaron
utilizando el programa gratuito primer-BLAST y en algunos casos se obtuvieron de referencias

bibliograficas. Las propiedades termodinamicas de los primers se analizaron utilizando el programaBeacon
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Designer™, comprobando que no se producian estructuras secundarias por complementariedad que
mermaran la eficiencia del primer, generando dimeros. Se comprobd que la temperatura de anillamiento
de los primers era adecuada, asi como el tamafio del fragmento obtenido, y la inexistencia de uniones

inespecificas con otras regiones del genoma.

Los primers seleccionados se pusieron a punto en cada caso, optimizando la temperatura de
anillamiento mediante la elaboracidn de una RT-gPCR en gradiente, en la que se analizaron distintas
temperaturas de anillamiento. El andlisis del producto de la PCR en gradiente se realizd6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, revelado con PRONASAFE Nucleic Acid Staining de Condalab, en el

transiluminador ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).

Esto nos permite comprobar que el tamafio del fragmento obtenido es el esperado y seleccionar
la temperatura de anillamiento éptima en la que se obtiene mayor rendimiento y mayor especificidad,
evitando escoger temperaturas de anillamiento a las que pueda producirse la unién inespecifica del
primer. Las secuencias de primers utilizadas, asi como su temperatura de anillamiento y la eficiencia los

mismos se muestran en la Tabla 6.

Una vez seleccionada la temperatura de anillamiento de cada pareja de primers se procedié al
analisis de la eficiencia de cada una de ellas. Para analizar la eficiencia de los primers seleccionados, se
elabord una recta de calibrado con distintas diluciones de un pool de cDNA de todas las muestras, cada
dilucion fue amplificada y analizada. La amplificacién de distintas cantidades de cDNA nos permite, por

un lado, observar el nivel global de expresidn del gen que estamos analizando en las muestras de estudio.

Con el resultado de dichas amplificaciones de concentraciones decrecientes se obtiene una recta
cuya pendiente se utiliza para calcular la eficiencia de la amplificacion mediante la férmula (E=10 -
Ypendiente)(pfaff], 2001). De esta manera podemos optimizar la cantidad minima y maxima de cDNA que
podemos usar para el analisis de expresion, asegurando que amplificamos una cantidad detectable del
mismo. Si la eficiencia se acerca al 100 %, podemos afirmar que en cada ciclo de PCR se duplica el material
genético de partida de forma proporcional. El calculo de la eficiencia y la optimizacién de la temperatura

de anillamiento de cada pareja de primers nos permitird llevar a cabo un adecuado uso de los datos.
3.3.4 Cuantificacion relativa del nivel de mRNA.

Para poder realizar la cuantificacidn relativa de la expresién génica, se analizo la expresién de dos
genes constitutivos: el gen que codifica para la proteina ribosomal L30 (RPL30) y el gen que codifica para

la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Vandesompele et al., 2002), a los cuales se van a

referir los niveles de expresion (St-Pierre, Grégoire, & Vaillancourt, 2017).
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Tabla 6. Listado de primers utilizados para el analisis de mRNA en placenta.

a
GEN Primer Forward Primer Reverse %-:‘é;lamiento :Q)Ciencia
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 61 97,6
RPL30 AAGACGAAAAAGTCGCTGGA AAAGCTGGGCAGTTGTTAGC 60 91,2
SLC2A1 (GLUT 1) ACTCCTCGATCACCTTCTGG ATGGAGCCCAGCAGCAA 63,3 83,5
SLC2A3 (GLUT 3) TTGAACACCTGCATCCTTGA GACAGCCCATCATCATTTCC 55,7 104
AQP1 CTGGCTGATGGTGTGAACTC AAGGACCGAGCAGGGTTAAT 58,5 94,2
AQP9 TGCCATTTTATGTGGGAGCC AATGCGTTCGCCAGAGATAG 61 103,4
AQP11 CCCAGTATCACGTCAGCGAG GTAGCGAAAGTGCCAAAGCTG 61 100,1
SLC27A2 (FATP2) TGGGAAATGGCTTACGAGGA TCTCCAACTCTGTCGTGGAA 60 96,7
CD36 (FAT) TGTCCTGGCTGTGTTTGGAG AGACTGTGTTGTCCTCAGCG 60 97,7
ABCA1 TGGCACTGAGGAAGATGCTC TGTTCACCTCAGCCATGACC 61 94,2
SLC38A2 TGGTACTTCGCTCATCAGGC AAGGGCAAACCYYACAGCCA 60 93,8
SLC7A7 GGAACTGGGCACCACCATTA TCTTGTACCAGGGTTCCCCA 61 96,3
LCHAD ATCAAATCAGAAGTGCCGTCCT CTCCCAGGCAGGATCCATTG 62 96,1
MCAD ACCAAGTATGCCCTGGAAAGG CGACCAGAATCAACCTCCCAA 62 99,8
CPT1A TTCAGTTCACGGTCACTCCG TGACCACGTTCTTCGTCTGG 61 93,9
CPT2 TTGAAGACACCATTAGGAGATACC CCAGCTGCTCATGCAGTTCTTTT 60 91,1
ACOX1 TCACCTCCTGGACTGCAAAC ACTGGGCAGGTCGTTCAAAT 60 94,6
ACSS1 CAGGCTACCTGCTCTATGCC TTCTTCACCCAGGCATCACC 60 93,2
ACSL3 GTTTGGATGGTTTGGCTTCAGT TGCAGCTATCATCCACTCGG 61 93,6
ACSL4 TGTTATGAGCAAAGTCCAAGAGATG GTGTCTGAGGAGATAGCGGG 60 80
ACSM3 CTTGCAAATGTGGCCTGTCT TGGATGCAACAGCGTCTACT 60 93,7
ACACA GGACAGTGAAAACCCCTTCA ATTCTAACAGGAGCTGGAGCC 61 93,6
LPIN2 CACAGTGACAATCACCTGCC CGTACCCAGCCAGAGAAGAA 60 94,4
GPAT4 TAAGGCTCTGGACAACACTCC ACCACCAGAAGGCTAATCCC 58,2 109,5
CBS CTGGCTCACTACGACACCA AGCATGTCCAGCTTCCCAT 60 118,2
PI3K-R TGAACGAGTGGTTGGGCAAT CCCTGTTTACTGCTCTCCCG 60 90,4
PTN ACAATGCCGAATGCCAGAAG AGGTTTGGGCTTGGTCAGTT 56 96,8
PGF GGAGCACATGTTCAGCCCAT AACGTGCTGAGAGAACGTCAG 60,5 98
ENG AGCTCCCAGACACACCTCAA TCCGGGCTACAAGTGTCCTT 61,4 83,1
SFLT1 TCAGCAGTTCCACCACTTTAGA TATACAGTTCAGGCTCTTGTTGT 56,5 93,9

De izquierda a derecha se muestra el nombre del gen, la secuencia del primer forward, la secuencia del primer reverse, la
temperatura de anillamiento de los primers y su eficiencia.

Los resultados obtenidos se analizaron por el método Livak, dado que la eficiencia de los primers
utilizados se encuentra dentro de los valores establecidos para la utilizacién de este método (Pfaffl, 2001).
Se utilizé la media geométrica de los valores de expresion de los genes constitutivos para poder

determinar la expresién relativa de todos los genes estudiados.
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3.3.5 Cuantificacion de proteina mediante western-blot (WB)

Para la cuantificacién de proteinas mediante western-blot fue necesario en primer lugar aislar la
proteina total. En algunos casos fue necesario el aislamiento previo de la membrana plasmatica para una
mejor deteccidn de las proteinas de membrana. Tras un pretratamiento, se procedié a la separacién de
las proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y a continuacién fueron transferidas a una
membrana de PVDF. La deteccién especifica de la proteina de interés se realizé mediante
inmunodeteccién y posterior revelado por quimioluminiscencia. Los resultados fueron densitometrados
para obtener la cantidad relativa de proteina en la muestra. Posteriormente para identificar las diferencias
en los niveles de proteina en los distintos grupos se realizé el andlisis estadistico. La metodologia utilizada

en detalle se muestra a continuacion.

3.3.5.1 Aislamiento de membrana plasmatica.

Para poder estudiar las proteinas de membrana se aislaron las membranas plasmdticas de 20-50
mg de tejido, utilizando una solucidn hipotdnica de TRIS 10mM y EDTA 2,5mM. Se afiadié a cada muestra
1600 pl de tampdn de lisis hipotdnico y se homogeneizd en el Tissuelyser LT (Qiagen) con agitacion a 45
Hz durante 4 minutos, seguido de 15 minutos de reposo en hielo. El homogenado obtenido se separd en
dos tubos, quedando un volumen aproximado de 800 pl por tubo a los que se afadieron otros 800 pl de
tampon de lisis. Ambos tubos se volvieron a homogeneizar por agitacion en el TissuelLyser LT (Qiaguen)
con agitacidn a 45 Hz durante 4 minutos, seguido de 15 minutos de reposo en hielo. Tras comprobar que
se habia producido la disgregacién completa del tejido, se centrifugd a 1500g durante 4 minutos a
temperatura de refrigeracion. Se recogié el sobrenadante en un tubo y el pellet se lavé dos veces con 500
pl de tampdn de lisis, centrifugando en refrigeracion a 1500g durante 4 minutos. Todos los sobrenadantes
se aunaron en un mismo tubo, con el fin de aumentar el rendimiento en el aislamiento de las membranas.
El sobrenadante se centrifugd a 17.000g durante 30 minutos a temperatura de refrigeracion. El pellet
obtenido, se resuspendié en 300 pl de tampdn de lisis, consiguiendo asi un aislado de membrana

plasmatica de cada muestra.
3.3.5.2 Aislamiento de proteina total o proteinas de membrana.

Para el aislamiento de proteina total en el tejido, en primer lugar, se homogeneizaron entre 30-
60 mg de placenta de tercer trimestre con 750 ul de RIPA buffer (EDTA 5mM, TRITON X-100 1%, SDS 1%,
NaCl 150mM y Pefablock (Roche) 2mM, para inactivar proteasas) mediante dos ciclos de 45 Hz 4 minutos,
en el Tissuelyser LT (Qiaguen) incubando 15 minutos en hielo entre ambos ciclos y al finalizar el segundo
ciclo de homogenado. Por ultimo, se centrifugd durante 30 minutos a velocidad mdxima, en condiciones

de refrigeracién. Transcurrido el tiempo de centrifuga, se recoge el sobrenadante en un tubo limpio.
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3.3.5.3 Cuantificacion de proteina total. Método del acido bicinconinico (BCA).

Para poder estimar la cantidad de proteina que tiene cada uno de los lisados, se utilizé el Kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher Scientific. Paralelamente se analizaron distintas
concentraciones de un estandar de albimina 2 mg/ml para realizar la recta de calibrado, y se incluyé un

blanco (RIPA buffer). Todo ello se analizd por duplicado.

Se pipetearon en una placa de 96 pocillos, 25 pl de una dilucidn 1/5 en el caso del aislamiento de
proteina total y otros 25 pul de una dilucién¥ para la determinacion de las proteinas de membrana, 25 pl
de distintas concentraciones de estdndar y 25 pl control. Y se afiadié a cada uno de los pocillos 200 ul de
una mezcla de reactivos Ay B en proporcion (50:1). Posteriormente se incubd durante 30 minutos a 37°C,
permitiendo que se desarrollara un producto coloreado de intensidad directamente proporcional a la
cantidad de proteina que contenia el pocillo. Se determind la absorbancia mediante espectrofotometria,

en el lector de placas SPECTROstar Nano BMG LABTECH, a una longitud de onda de 562 nm.

Con el fin de hacer reaccionar de manera especifica las proteinas del lisado, es necesario
mantener la proteina desplegada y soluble, esto se consigue gracias a la combinacidn de la proteina con
el cobre en medio basico y su posterior reacciéon con el acido bicinconinico que genera ese compuesto
coloreado que es proporcional a la cantidad de proteina, y que absorbe luz a 562nm. El reactivo A
(carbonato sédico, bicarbonato sédico, acido bicinconinico y tartrato sdédico en una solucién 0,1 M de
hidroxido sédico) y reactivo B (acido cuprico al 4%) proporciona las condiciones necesarias para que esta

reaccion se produzca.

3.3.5.4 Western-blot.

Para poder determinar la cantidad de proteina especifica en la muestra es necesario realizar una
separacion de las proteinas, que se consigue gracias a un proceso de electroforesis en gel de
poliacrilamida, y su posterior transferencia a una membrana. Sobre la membrana bloqueada se produce
la inmunodeteccién mediante la utilizacidon de anticuerpos especificos y posteriormente se revelara por

quimioluminiscencia. La sefial obtenida es densitometria y este resultado serd analizado.

Electroforesis en SDS-PAGE.

Para llevar a cabo la separacién de las proteinas en base a su tamafio es necesario realizar la
preparacion previa de la muestra mezclando un volumen de homogenado con un volumen de Laemmly
2x (SDS 2%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, tampdn Tris-HCl 62,5 mM. Bromofenol azul <0.01%, pH
6.8). La mezcla se calentd durante 5 minutos a 96°C, para conseguir que las proteinas se desnaturalicen y

se mantengan desplegadas y solubles.

40



Posteriormente, tras enfriar la muestra se carga el volumen correspondiente a 40 ug de proteina
en un gel de SDS PAGE preparados con una concentraciéon del 10% de gel separador y de 4,5% de gel
concentrador. Ademas, se carga en el primer pocillo 5 ul el marcador de peso molecular (Protein Marker
VI (10-245) prestalned (A8889,0500) Panreac/Applichem). Se lleva a cabo la electroforesis a 25mA durante
50 minutos, en un tampdn de electroforesis (Tris-HCl 0.25M, Glicina 1.92M, SDS 1%).

Transferencia.

La transferencia de las proteinas separadas mediante electroforesis a la membrana de PVDF

(Transfer Membrane (RPN 303F, GE Healthcare) se realizd durante 45 minutos a 250 mA, en un tampdn

de transferencia (Tris-HCl 0.25 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.2%) en condiciones de refrigeracién.
Posteriormente se bloqued la membrana con leche en polvo desnatada al 10% en TBST (Tris-HCI 10mM,

NaCl 0.15 M, Tween 0.05% pH 8) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Inmunodeteccion.

Una vez bloqueada la membrana, se incubd con el anticuerpo primario especifico en cada proteina
diluido como se muestra en jError! No se encuentra el origen de la referencia., en albimina sérica bovina
(BSA) 5% diluido en TBST con acida sddica al 0.05%. La incubacion se realizé a 4°C durante la noche. Para
eliminar el excedente y las uniones inespecificas del anticuerpo primario que pudieran haberse producido

durante la incubacion, se lava la membrana en tres ocasiones con TBST durante 10 minutos en agitacion.

Con el fin de identificar la unién del anticuerpo primario a la proteina, se incuba durante 30
minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario adecuado diluido en leche desnatada en
polvo reconstituida al 10% en TBST, como se especifica en la Tabla 7. Para eliminar el fondo que se pueda
generar por la unién inespecifica del anticuerpo secundario, se lava la membrana 3 veces, durante 10
minutos cada lavado, con TBST. Por ultimo, la proteina se visualiza mediante quimioluminiscencia con el
kit comercial ECL (GE Healthcare, Inglaterra) en el transiluminador ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Las bandas
obtenidas, tras el revelado, se densitometraron utilizando el programa informatico Image J 1.48V (NIH,

EE.UU.).

Cuantificacidn relativa del nivel de proteina en placenta.

Los valores obtenidos tras el densitometrado de las muestras en las distintas membranas fueron

corregidos frente a un control interno y se normalizaron frente a la B-actina.

3.4 Analisis estadistico.

A continuacidn, se describen los procedimientos estadisticos que se han aplicado en cada uno de

los estudios, a los que se hard referencia en las diferentes figuras de la tesis.
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Tabla 7. Listado de anticuerpos.

Anticuerpo Proteina diana (casa comercia, referencia) Especie Dilucion
Primario LIPINA (Abcam, ab176347) Conejo 1:2.000
Primario GLUT 1 (Affinity, AF0173) Conejo 1:500
Primario CBS (Abcam, ab135626) Conejo 1:5.000
Primario PI3K (Merck/Millipore, 12-348) Conejo 1:5.000
Primario B-Actina (Sigma-Aldrich, A5316) Ratdn 1:5.000
Secundario Anti-conejo IgG unido a peroxidasa (A9044) Conejo 1:10.000
Secundario Anti-ratén IgG unido a peroxidasa (A0545) Cabra 1:10.000

De izquierda a derecha se muestra, el tipo de anticuerpo, la proteina que reconoce el anticuerpo y su referencia comercial,
la especie en la que se generd el anticuerpo y la dilucién a la que se prepara.

3.4.1 Analisis estadistico de los resultados obtenidos en el estudio de genotipado.

Para el andlisis de los resultados obtenidos en el estudio de genotipado se utilizaron los programas
informaticos IBM SPSS statistics (versién 27) y GraphPad PRISM (versidon 9). Para el analisis de los
pardmetros clinicos de las cohortes, en primer lugar, se estudié la normalidad de la distribucién de los
datos por grupo, mediante la prueba de Kolmogdrov-Smirnov y Shapiro Wilk. En base a estos resultados
se aplicaron las pruebas correspondientes, t-Student, en la comparacion de medias de grupos que
presentaban unos valores con distribucidn normal, y U de Mann-Whitney en aquellos grupos que no

presentan distribuciéon normal.

Por otro lado, se calculd la frecuencia alélica de los polimorfismos en las distintas cohortes de
estudio. Se determind el riesgo mediante la determinacién del Odds Ratio y del intervalo de confianza al
95%. Las diferencias que presenta la frecuencia del alelo de riesgo entre los grupos se analizaron mediante
un test de Chi-cuadrado. Los resultados obtenidos se consideraron estadisticamente significativos si

presentan un p-valor inferior o igual a 0.05.

3.4.2 Analisis estadistico de los resultados obtenidos en el estudio de secuenciaciéon de

miRNAs.

En el analisis estadistico se utilizé la media recortada del método de normalizacion de los valores

M (normalizacion TMM) (Robinson & Oshlack, 2010). La normalizacion TMM compensa los efectos

especificos de la muestra causados por la variacién en el tamafio de la libreria /profundidad de secuencia
entre muestras. Ademas, la normalizacion de TMM compensa los posibles efectos de submuestreo y
sobremuestreo. De esta manera también se evita que la expresion diferencial de genes de la poblacién
de miRNA de las muestras de como resultado librerias con sesgos cuando unos pocos miRNAs altamente

expresados dominan el conjunto de lectura en un tipo de muestra y no en el otro. Tras este analisis, se
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seleccionaron los miRNAs que se detectaban en todas las muestras, y de todos ellos se seleccionaron los
50 miRNA con el mejor coeficiente de variacion (% CV) para el analisis. Ademas, se realizaron diagramas

de tipo Heat-map para visualizar el agrupamiento jerarquico bidireccional de genes y muestras.

El andlisis de expresion diferencial se realizé utilizando TMM en el paquete de software estadistico
EdgeR (Bioconductor, http://www.bioconductor.org/). Con ello se investiga el cambio relativo (es decir,
recuentos) entre diferentes muestras y con la normalizacién de TMM, las pruebas estadisticas estaran
menos sesgadas y se reducird la tasa de falsos positivos. Para cada comparacion de expresién diferencial,
TMM se calcula en funcién del subconjunto de caracteristicas y el subconjunto de muestras analizadas.
El paso de andlisis de expresidn diferencial intenta distinguir la variacién biolégica de la variacion técnica
dentro del experimento, suponiendo que esto varia entre los miRNA. Los p-valores de miRNAs que se
expresan significativamente de manera diferencial, se estiman mediante una prueba exacta suponiendo
una distribucién binomial negativa. Los resultados obtenidos mostraban la expresion diferencial entre los
grupos para cada miRNA, representada mediante el logFC, el p-valor, asi como los valores promedio de

TMM por grupo.

Para la seleccidon de los miRNA candidatos a la validacidon por RT-gPCR nos basamos en los
siguientes criterios: en primer lugar, resultaban de interés aquellos miRNA que presentaban un p-valor
<0,05, ya que mostraba diferencias en el nivel del miRNA entre los distintos grupos de estudio. De todos
aquellos miRNA que presentaban un p-valor <0,05 se escogieron aquellos cuyo Fold Change era mas alto,
lo que garantizaba una mayor probabilidad de validacion. Ademas, era interesante que el nimero de
lecturas (TMM) para dichos miRNA estuviera por encima de 10-15, asegurando que se encontraran por

encima del limite deteccidn del equipo escogido para la validacién por RT-qPCR.

3.4.3 Analisis estadistico de los resultados de cuantificacion de miRNA tras la validacion, y

de los mRNA y proteinas en placenta de tercer trimestre.

Para el anadlisis de los resultados de los niveles de miRNA en plasma y de los niveles de expresion
de mRNA en placenta humana de tercer trimestre se utilizaron los datos obtenidos por el método Livak.
Los datos utilizados para el andlisis estadistico en la determinacidn de los niveles de proteina por Western-
blot, fueron los obtenidos tras la normalizacidén del densitometrado de la muestra frente al control interno

y al control de carga con B-actina.

El analisis estadistico se basd en la comparaciéon de medias cuando se cumplieron las condiciones
para aplicar test paramétricos y en la comparacién de rangos cuando no se cumplieron esas condiciones
y hubo que aplicar test no paramétricos. Los paquetes informaticos utilizados para el analisis fueron IBM

SPSS statistics (version 27) y GraphPad PRISM (version 9).
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En primer lugar, se estudio la normalidad de la distribucion de los datos en cada grupo mediante
la prueba de Kolmogdrov-Smirnov y Shapiro Wilk. En base a estos resultados se aplicaron las pruebas
correspondientes, t-Student, en la comparacion de medias de dos grupos que presentaban unos valores
con distribucién normal y U de Mann-Whitney en aquellos grupos que no presentaban una distribucién
normal. Para la comparacién entre la cara maternay la cara fetal, dado que se trata de la misma placenta,
se aplicé una prueba de comparacion de medias de muestras pareadas, de manera que, en aquellos
grupos en los que los datos presentaban una distribucidon normal se aplicd un analisis t-Student para
muestras pareadas, mientras que en los grupos que no presentaban una distribucién normal se aplicé una

prueba de Wilcoxon.

Se utilizé el ANOVA de una via para el analisis de las medias cuando el estudio constaba de mas
de dos grupos, como es el caso del andlisis de comparacién de medias entre el grupo control, el grupo con
preeclampsia de aparicién temprana y de aparicion tardia. Cuando el resultado del ANOVA fue
significativo, se aplico el test post-hoc de comparaciones multiples por pares de Dunnett. En caso de que
los datos no sigan una distribucion normal o el tamafio muestral sea demasiado pequefio, la prueba
escogida fue Kruskal-Wallis. En este caso, el test post-hoc de comparaciones multiples que se uso fue el
de Dunn. Para analizar la influencia de dos factores en el estudio de expresion se utilizé un ANOVA de
doble via. Los datos obtenidos se consideraron estadisticamente significativos si presentan un p-valor

inferior o igual a 0.05.

La relaciéon que existe entre los parametros estudiados se realizé mediante un estudio de
correlacién utilizando la Rho de Sperman. Los datos obtenidos se consideraron estadisticamente

significativos si presentan un p-valor inferior o igual a 0.05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 OBIJETIVO 1: Resultados y discusion

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental transversal de casos y controles realizado en mujeres embarazadas del
Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario La Paz de Madrid bajo la supervision del
Dr. J.L. Bartha. Los sujetos de estudio son mujeres embarazadas con diagndstico de diabetes gestacional
y embarazadas sanas como grupo control (Figura 8). Participan en el estudio un total de 66 mujeres de
las cuales 14 desarrollaron diabetes gestacional en el primer trimestre de gestacion, 16 desarrollaron
diabetes gestacional en el segundo trimestre de gestacién y 36 mujeres que presentaron una gestacion
no patoldgica que constituyen el grupo control. La diabetes gestacional (DG) se diagnostico segun la
estrategia de dos pasos mediante el test de cribado con 50 g de glucosa 'y, en caso de positividad (glucemia
> 140 mg/dL), con la realizacidn de una segunda sobrecarga oral con 100 g de glucosa. Se llevo a cabo una
determinacidn basal de la glucemia, asi como otras determinaciones sucesivas, transcurridas 1,2y 3 horas
segln las recomendaciones del Grupo Espafiol de Diabetes y Embarazo.

Los criterios de inclusion que se utilizaron para el reclutamiento de las mujeres fueron la edad
mayor o igual a 16 afos y la firma del consentimiento informado. Los criterios de exclusion aplicados en
ambos grupos fueron la edad gestacional por encima de la semana 14, la edad materna menor de 16 aios,
anomalia fetal conocida, embarazo multiple y diabetes mellitus pregestacional.

La recogida de datos clinicos de las gestantes se realizd al ingreso y tras el parto, donde se recogid
la edad, los antecedentes obstétricos, antecedentes personales y ginecoldgicos, el peso, la talla, el indice
de masa corporal, la edad gestacional al diagndstico de diabetes gestacional, la edad gestacional en el
momento del parto, una bioquimica basica, proteinuria, medicacion, aparicion de complicaciones, estudio
del crecimiento fetal, via del parto, peso del recién nacido, sexo, diagndstico al alta de recién nacido y de
la madre. Todos estos analisis se realizaron en el Hospital Universitario La Paz de Madrid.

Como hemos comentado cada participante en el estudio debe haber firmado un documento de
consentimiento informado para poder ser incluida en el estudio. Todos los datos estan protegidos de
acuerdo con las leyes de Proteccién de Datos Europea y la Ley Espafiola de Proteccion de Datos (Ley

Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre y Ley Orgénica 7/2021, de 26 de mayo).

Toma de muestra.

Para el estudio de genotipado y la determinacién de los niveles de miRNA, se recogieron las
muestras de sangre de las gestantes, con y sin diabetes gestacional, en el primer trimestre de la gestacion.
Estas muestras fueron recogidas con EDTA. La sangre total, destinada al estudio de genotipado, se
almacend inmediatamente a - 80°C. Las muestras destinadas a la determinacién de los niveles de miRNA
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fueron centrifugadas y posteriormente el plasma fue alicuotado y almacenado a -80°C. Todas las muestras
se conservaron en el biobanco del Hospital Universitario La Paz, en Madrid, hasta el momento de su

procesamiento. Los pardametros bioquimicos en la sangre de las gestantes fueron analizados por el

departamento de analisis clinicos del Hospital Universitario La Paz.

\4

sangre GENOTIPADO

\4

Control

> | DETERMINACION miRNA

sangre GENOTIPADO

Diagnéstico
»| primer trimestre
oy = pl DETERMINACION miRNA
Dlabe'tes
gestacional
> sangre GENOTIPADO
Diagnéstico
» gundo trimestre
(DG2)
> plasma DETERMINACION miRNA

Figura 8. Esquema del disefio experimental del estudio de biomarcadores diagndsticos en diabetes gestacional.

4.1.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS GESTANTES.

Los datos clinicos (Tabla 8 y Figura 9) de las pacientes y los recién nacidos recogidos para
el estudio muestran como las gestantes con diabetes gestacional tienen mayores niveles de glucosa. Esta
es una situacidn ldgica dado que el diagndéstico se realiza en base a este criterio. Por otra parte,
observamos como ademas las gestantes con diabetes gestacional tienen mayor edad que las gestantes
control y, en el caso de las gestantes con diabetes gestacional de diagndstico en primer trimestre,
presentan también un mayor indice de masa corporal. Sin embargo, no encontramos diferencias en la
ganancia de peso materna durante la gestacion en el grupo control y el grupo de mujeres con DG. La edad
gestacional en el caso de las gestantes con diabetes es significativamente menor que en las gestantes
control. En lo que respecta al peso del recién nacido, en nuestro estudio encontramos que los recién
nacidos de gestaciones complicadas con DG presentan menor peso al nacer en relacién con el grupo

control, lo contrario a lo que cabria esperar (Tabrizi et al., 2019). Este menor peso del recién nacido en las

madres con DG podria deberse, por una parte, a la diferencia en la edad gestacional, ya que fue
significativamente menor en este grupo, o bien a que la intervencién terapéutica en estas mujeres haya

permitido un mejor control de la glucemia y por tanto haber prevenido la aparicion de macrosomia.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas materna, fetales y obstétricas de gestaciones control y con diabetes

gestacional
Parametros clinicos DG DG1 DG2

. Control  (N=36
(unidades) ontrol  (N=36) (N=30) (N=14) (N=16)
Glucosa basal (mg/dL) 73,47 + 8,68 90,10 + 13,49 91,76 + 16,45 88,07 + 8,90
Glucosa 1h (mg/dL) 112,35 + 27,63 175,16 + 31,06 181,94 + 35,96 166,93 + 22,40
Edad materna (afios) 32,26 +5,67 37,93+ 4,12 38,77 + 4,55 36,84 + 3,35
IMCi (Kg/m?) 24,54 + 6,50 26,87 +7,02 29,12 + 6,00 24,46 + 7,44
Ganancia de peso (Kg) 12,15+4,33 13,00 + 14,40 16,48 + 20,26 9,78 £3,93
Edad gestacional 39,70 + 1,60 38,27 +2,13 38,55 + 1,73 37,89 + 2,60
(semanas)
Peso recién nacido (g) 3421,74 + 440,32 | 294520+720,66 | 3100,35+803,87 | 2742,31+ 561,07

En la tabla se representan los datos clinicos de las mujeres que participaron en el estudio, asi como los datos fetales y obstétricos.
Los resultados se muestran como media y desviacion estandar. Se ha clasificado la cohorte como mujeres control
(normoglucémicas) y mujeres con diabetes gestacional (DG). Este ultimo grupo fue subclasificado en funcion del momento del
diagndstico de la diabetes, bien en primer trimestre (DG1) o bien en el segundo trimestre (DG2) de la gestacion.
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Figura 9. Analisis de los datos clinicos
de las gestantes control y gestantes con
diabetes gestacional. En las graficas se
representa la media y el error estandar
de la media. El andlisis se realizd
mediante el test de U de Mann Whitney.
Los resultados *p < 0.05 indica que
existen diferencias estadisticamente
significativas de las gestantes control
(CTRL) frente a las gestantes con
diabetes gestacional (DG); #p < 0.05
indican diferencias estadisticamente
significativas de control versus diabetes
diagnosticada en primer trimestre
(DG1) o en segundo trimestre (DG2).

4.1.2 ESTUDIO DE GENOTIPADO EN GESTANTES CON Y SIN DIABETES GESTACIONAL.

Numerosos estudios han abordado la relacién entre ciertos polimorfismos y la diabetes

gestacional, intentando identificar posibles biomarcadores diagndsticos o prondsticos de la patologia. En

la mayoria de los casos se ha tratado de relacionar polimorfismos que previamente se habian descrito en

patologias similares como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), aunque sin éxito. Uno de los problemas en el
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diagndstico correcto de la diabetes gestacional es precisamente poder diferenciar una DM2 previa de la

diabetes gestacional (DG) (American Diabetes Association, 2021a), por lo que es importante encontrar

biomarcadores diagndsticos que aseguren la correcta clasificacion de la patologia. Con el fin de identificar
SNPs (single nucleotide polymorphism) como potenciales biomarcadores, realizamos el analisis de
genotipado, que se llevd a cabo en las muestras de sangre de las gestantes, con especial atencion a la

diabetes de desarrollo temprano.

Por ello, en primer lugar, se analizaron los resultados comparando las gestaciones control con
todas las gestaciones complicadas con diabetes gestacional y en un segundo abordaje se separaron las

mujeres con diabetes gestacional en funcién de si era de diagndstico temprano o tardio.

4.1.2.1 Genotipado de gestantes con diabetes gestacional y gestantes control.

Los polimorfismos identificados cuando se compararon los resultados obtenidos agrupando a
todas las mujeres con diabetes gestacional, se muestran en la Tabla 9. En este estudio encontramos 6
SNPs en los cuales la frecuencia del alelo de riesgo en el grupo de las gestantes con diabetes es

significativamente mayor que en el grupo control. Dichos polimorfismos se sitan en los siguientes genes:

El gen RREB1 (del inglés Ras Responsive Element Binding Protein 1)

El gen GLIS3 (del inglés GLIS family zinc finger 3)

El gen MTNR1B (receptor de melatonina 1B)

El gen GPSM1 (del inglés G protein signaling modulator 1)

El gen IGF2BP2 (del inglés insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 2)

En la Tabla 9 se describen, para estos polimorfismos, el alelo de riesgo, la frecuencia alélica
calculada en la cohorte de estudio y el riesgo que este alelo supone calculado mediante la Odds Ratio y el

intervalo de confianza al 95%.

Es de destacar el gen del receptor de melatonina 1B, del que se obtuvieron dos polimorfismos, el

rs1387153 y el rs1083096, con mayor frecuencia de alelo de riesgo en las diabéticas.

El gen MTNR1B codifica para una de las dos formas de alta afinidad del receptor de melatonina,
gue en humanos se localiza en el cromosoma 11g21-22. Ademds de en la placenta, el gen MTNR1B se
expresa en las células beta pancredticas y se ha relacionado con la secrecién de insulina y con el deterioro

de estas células (Y. Zhang, Sun, Hu, & Zhao, 2014). Por su parte, la melatonina es una hormona secretada

por la glandula pineal ademas de otros tejidos. Actua a través de receptores de membrana acoplados a
proteina G, aunque también es capaz de atravesar la membrana celular. Esta hormona participa en la
regulacién en numerosos procesos fisioldgicos, ademas se le han atribuido efectos antiinflamatorios y

antioxidantes entre otros (Kvetnoy et al., 2022).
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Tabla 9. Estudio de genotipado. Comparacidn control versus diabetes gestacional (DG)

Gen SNP Alelo | Alelo RAF | paF pg | 949 IC (95%) p-valor
riesgo | noriesgo | Control Ratio

RREB1 | rs9379084 A G 0,14 030 | 2,657 | 1,117-6321 | 0,0242
GLIS3 rs10814916 c 0,60 0,82 | 3,004 | 1,342-6,725 | 0,0063
MTNRIB | rs1387153 T C 0,25 052 | 3207 | 1,537-6,691 | 0,0016
GPSMI1 | rs11787792 G A 0,50 0,80 | 4000 | 1,828-8,755 | 0,0004
IGF2BP2 | rsA4402960 T G 0,21 0,48 | 3,555 | 1,660-7,613 | 0,0008
MTNRIB | rs10830963 G C 0,19 0,55 | 5063 | 2,335-10,98 | <0,0001

En la tabla se describe de izquierda a derecha el nombre del gen, el cédigo del SNP, el alelo de riesgo y no riesgo para ese
polimorfismo, la frecuencia del alelo de riesgo (RAF), el valor calculado de la Odds Ratio, el intervalo de confianza del 95% vy el
p-valor. Las diferencias en la frecuencia alélica calculada para el alelo de riesgo se analizaron mediante un test de Chi-cuadrado.
Se consideraron resultados estadisticamente significativos si el p-valor es <0.05.

Para una vista mds grafica de los resultados, se representan en diversos diagramas (Figura 10) que
incluyen la frecuencia del alelo de riesgo de cada uno de los polimorfismos. Como se puede observar, para
todos los polimorfismos el alelo de riesgo presenté una frecuencia alélica significativamente mayor en el
grupo de las mujeres con diabetes gestacional, lo que sugiere que dichos polimorfismos podrian ir

asociados a un mayor riesgo de enfermedad.

Como se ha comentado anteriormente, la diabetes gestacional, posee rasgos fisiopatoldgicos en
comun con la DM2. Numerosos estudios han mostrado asociaciones entre variaciones genéticas y el
riesgo de desarrollar DM2. Precisamente alguno de estos polimorfismos se ha estudiado también en
relacidn con la DG. Una de las asociaciones mas significativas encontradas hasta la fecha es la relacién,
comentada anteriormente, de los polimorfismos en el receptor de melatonina 1B y la diabetes tipo 2

(Popova et al., 2021). En nuestro caso la presencia del alelo T en el polimorfismo rs1387153 y G en el

rs10830963 precisamente es significativamente mas alta en el grupo de gestantes con diabetes

gestacional.
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Figura 10. Representacion grafica de frecuencia alélica. En la figura se muestran los resultados de frecuencia alélica
obtenidos, en el grupo control y el grupo de gestantes con diabetes gestacional, de aquellos genes en los que se observa una
diferencia entre los grupos. El alelo de riesgo se representa en color azul, mientras que el alelo de no riesgo se representa en
color gris. N, representa el nimero de alelos analizados.

En nuestro estudio hemos encontrado también que la presencia del alelo G en el polimorfismo
rs10830963 del gen MTNR1B, supone un riesgo 5,063 veces mayor de desarrollar diabetes gestacional en
la mujer. Precisamente, se ha descrito que la variante rs10830963 se asocia con un aumento en la

expresion del receptor en los islotes pancreaticos (Alharbi et al., 2019). La mayoria de los estudios

realizados en los uUltimos afios, en los que se ha relacionado el polimorfismo rs10830963 del gen MTNR1B
con la diabetes gestacional, se han llevado a cabo en poblacién china, aunque también se ha descrito esta

variante en poblacion de arabia saudi (Alharbi et al., 2019) y en poblacidn caucdsica (Stuebe et al., 2014)

(van Poppel et al., 2022). Este polimorfismo también se ha relacionado con la respuesta al tratamiento de

intervencion del estilo de vida en gestantes con diabetes gestacional. En dicho estudio se ha descrito que
aquellas gestantes con DG que presentaban el alelo de riesgo mostraban peores resultados frente a el
tratamiento respecto a aquellas gestantes con DG que no presentaban el alelo de riesgo (Grotenfelt et

al., 2016).

Aunque a lo largo de los afos se ha mostrado una fuerte asociacion del polimorfismo
anteriormente mencionado en el gen MTNR1B con la aparicién de diabetes gestacional, también se han
estudiado otras variantes del mismo gen que podrian tener también cierta asociacién con el desarrollo de
la patologia. Precisamente en nuestro estudio hemos encontrado que el alelo T del polimorfismo
rs1387153 del gen MTNRI1B puede suponer un riesgo 3,207 veces superior de desarrollar diabetes
gestacional. Esta relacién se ha descrito también en estudios previos en poblacién china (Q. Liu et al.,

2016) y en poblacion de arabia saudi (Alharbi et al., 2019). Bajo nuestro conocimiento, el presente estudio

es el primero en el que se ha asociado en poblacidn caucdsica esta variante y el riesgo a desarrollar

diabetes gestacional.
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Por otro lado, en el gen IGF2BP2 (del inglés insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 2),
que se encuentra en el cromosoma 3qg27, se han asociado algunos polimorfismos con una reduccién en la
funcién de las células beta pancreaticas y un riesgo al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (J. Liu, Song,

Zhao, & Meng, 2020). Ademads, también se ha asociado con la diabetes gestacional, ya que existen

estudios en los que se ha encontrado relacién entre la presencia del alelo de riesgo y la patologia en

poblacién coreana (Cho et al., 2009) o china (Y. Wang et al., 2011). En nuestro estudio hemos encontrado

una mayor presencia del alelo de riesgo para el polimorfismo rs4402960 en la cohorte de mujeres con
diabetes gestacional con un riesgo 3,5 veces mayor que el grupo de gestantes control. Sin embargo, en
un metaandlisis reciente no se pudo encontrar asociacion entre el polimorfismo y la susceptibilidad al

riesgo de desarrollar diabetes gestacional (J. Liu et al., 2020). Otros estudios han llegado a conclusiones

similares, como el realizado por Tarnowski y colaboradores en 2019 en poblacién caucasica, en el cual
tampoco se encontrd asociacion entre la presencia del alelo de riesgo y la diabetes gestacional (Tarnowski
et al., 2019). En nuestro conocimiento, el presente trabajo es el primer estudio en el que se ha encontrado
una asociacion del SNP rs4402960 del IGF2BP2 y la diabetes gestacional en poblacidn caucasica, ya que

las gestantes con la enfermedad presentan una mayor prevalencia del alelo T en citado polimorfismo.

El gen GPSM1 es un gen que codifica para un modulador de proteinas G denominado “G protein
signaling modulator 1”. Este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 9g34.3 y la proteina por la que
codifica modula la actividad basal de los sistemas de sefializacién de las proteinas G. No se han encontrado
muchos estudios en los que se analice la relacién entre el polimorfismo rs11787792 del gen GPSM1 y la
diabetes gestacional. Unicamente hemos encontrado un estudio en el que la relacién observada se

produce entre el polimorfismo y la DM2 (Hara et al., 2014) pero no se encuentra esta asociacién en las

mujeres con diabetes gestacional (M. Ding et al., 2018). Sin embargo, en nuestro estudio si hemos

observado como existe una mayor frecuencia del alelo de riesgo para este polimorfismo en el grupo de

mujeres con diabetes gestacional.

El gen GLIS3 (del inglés GLIS family zinc finger 3) codifica para una proteina con dedos de zinc que
actua como factor de transcripcién. Esta proteina se expresa en el pancreas y participa en el desarrollo de
las células B y en la expresidn de insulina. Se han relacionado mutaciones en este gen con el desarrollo de

diabetes mellitus neonatal (London et al., 2021). Adema3s, este factor de transcripcion participa en varios

procesos relevantes en la gestacion, como el desarrollo embrionario, la proliferacién y la diferenciacion
celular. GLIS3 es un factor importante en la biosintesis de hormonas y el desarrollo de tiroides, por lo que
las mutaciones en este gen se han asociado con diversas anomalias tiroideas, como el hipotiroidismo y la

diabetes (Scoville, Kang, & Jetten, 2020). El polimorfismo rs10814916 de este gen se ha relacionado en

estudios previos con el desarrollo de diabetes tipo 2 y se ha visto que puede estar también implicado del

mismo modo, en el desarrollo de diabetes gestacional (M. Ding et al., 2018). De forma similar, en nuestro
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estudio hemos observado como las mujeres de la cohorte de diabetes gestacional presentan una mayor
frecuencia del alelo de riesgo para esta variante, sin haber diferencias entre las que desarrollaron la
diabetes en el primer o en el segundo trimestre. Sin embargo, en el presente trabajo no hemos
encontrado una asociacién entre los otros dos polimorfismos estudiados en este gen (Tabla 9), rs7025929
y rs7041847 y una mayor susceptibilidad al desarrollo de diabetes gestacional, dado que no hay

diferencias en la distribucién alélica entre los grupos de mujeres gestantes.

El gen RREBI (del inglés Ras Responsive Element Binding Protein 1) codifica para la proteina RREB1,
un factor de transcripcion con dedos de zinc que modula la activacion transcripcional en respuesta a la
calcitonina. La interaccién de la calcitonina con su receptor desencadena una cascada de sefializacién
mediada por la proteina Ras, que genera la activacion de la transcripcién de genes por la unidon de RREB1
a la regién promotora. Esta proteina parece estar involucrada en procesos de reparacidn del dafio en el
DNA, crecimiento, diferenciacidn y proliferacidn celular, entre otros, ademas de intervenir también en
procesos de regulacion de la homeostasis de la glucosa. Es por ello que el desequilibrio en la funcién de
RREB1 se ha relacionado con el desarrollo de distintas patologias entre ellas la DM2 y procesos
neopldsicos. Concretamente, la variante rs9379084 del gen se ha relacionado con la susceptibilidad al

desarrollo de DM2 (Deng, Xia, Zhang, Ejaz, & Liang, 2020). En el estudio de Bonomo y colaboradores en

2014, se describié la asociaciéon de dos polimorfismos en el gen RREB1, rs9379084 y rs41302867,
asociados con la proteccidon frente a la enfermedad renal en individuos afroamericanos y europeos con

DM2 (Bonomo et al., 2014). En nuestro estudio hemos encontrado que la variante rs9379084 del gen

RREB1 supone un aumento del riesgo a desarrollar diabetes gestacional que es 2,6 veces superior en las
mujeres portadoras del alelo A. Un estudio realizado en poblacidn rusa, en 2018, mostré la asociacion
entre en alelo A de la variante rs9379084 y el desarrollo de DM2, coincidiendo con nuestros resultados

(Barbitoff et al., 2018).

En nuestro estudio, ademas, incluimos el andlisis de otras variantes del gen RREB1 (Tabla 9),
rs2714315 y rs12192672, pese a que no se han descrito previamente en la bibliografia en relacién con
diabetes gestacional u otras patologias relacionadas. Los resultados obtenidos en el analisis muestran que
estas variantes no parecen estar asociadas con el desarrollo de diabetes gestacional, ya que no hemos

encontrado diferencias en la frecuencia alélica entre los grupos de estudio.

De todos los polimorfismos identificados, se eliminaron aquellos que presentaban una
prevalencia menor del 1%. Aunque en nuestro estudio, ademads de los SNPs mencionados anteriormente,
se incluyeron otros que se habian asociado en la bibliografia con DM2 o con diabetes gestacional, nosotros
no hemos encontrado una asociacidn significativa entre estos SNPs y la enfermedad. Tal es el caso del gen
SLC30A8. En la bibliografia se ha descrito como variantes de este gen podrian proteger frente al desarrollo

de DM2, (Gerber & Rutter, 2017), en otros casos los resultados publicados en la bibliografia describen la
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asociacion entre el polimorfismo rs13266634 de SCLC30A8 y un mayor riesgo de diabetes gestacional en

poblacién caucasica, asiatica (Lin, Wang, Zhang, & Jin, 2018) y coreana (Abassi et al., 2020), aunque en

poblacién eurobrasileiia no se ha encontrado esta asociacion (Teleginski et al., 2017). Otras variantes del

gen SLC30A8 como rs2466293 parece que si se han relacionado con el desarrollo de diabetes gestacional

en poblacién china (X. Wang et al., 2017). Sin embargo, las variantes del gen SLC30A8 incluidas en nuestro

estudio no han mostrado diferencias en cuanto a la frecuencia alélica entre el grupo control y el grupo de

gestantes con diabetes gestacional.

El gen CDKAL1 (del inglés CDK5 regulatory subunit associated protein 1 like 1) es un gen que
codifica la proteina similar a 1 asociada a la subunidad reguladora de quinasa dependiente de ciclina 5
(CDK5). Este gen se expresa fundamentalmente en las células de los islotes pancredticos. Se cree que las
variantes de este gen pueden influir en la expresién de CDKAL1 alterando la secrecion de insulina y
contribuyendo al deterioro de las células B pancreaticas. También se ha descrito la susceptibilidad a la
diabetes gestacional a consecuencia del polimorfismo rs7754840 en el gen CDKAL1 en trabajos realizados

en poblacidn india (Kanthimathi et al., 2015) y coreana (Cho et al., 2009), o en un metaanalisis realizado

en 2021 (X.Y.Yu, Song, Wei, Wen, & Liu, 2021). Sin embargo, en linea con los hallazgos encontrados en

el presente trabajo, un estudio realizado en poblacidén egipcia no encontrd asociacién entre del

polimorfismo rs7754840 en el gen CDKAL1 y la diabetes gestacional (Noury et al., 2018).

El polimorfismo rs1801278 del gen del sustrato del receptor de insulina 1 (/RS1) se ha relacionado
con la diabetes gestacional en diversos estudios realizados, la mayor parte de ellos en poblacidn asiatica.
En algunos de ellos se ha descrito un efecto protector del genotipo A en relacidon con la diabetes

gestacional (L. Wu, Fang, Zhang, Ye, & Zhao, 2021) y en otros una mayor susceptibilidad a enfermedad (L.

Wu, Cui, Tam, Ma, & Wang, 2016; Y. Zhang et al., 2014). Dada la ausencia de asociacidén en nuestro estudio,

parece que en la poblacion caucasica la presencia del alelo de riesgo en este polimorfismo se distribuye

de igual modo en la poblacién con diabetes gestacional y en la poblacidon normal.

En lo que respecta al gen del factor de transcripcion 7 (TCF7L2) son numerosos los articulos que
se han publicado en relacidon con las posibles variaciones en este gen y la diabetes gestacional,
incluyéndose en la mayoria de los metaanalisis publicados hasta la fecha. Sin embargo, en nuestro estudio
los polimorfismos analizados en este gen no se han asociado con un mayor riesgo al desarrollo de diabetes
gestacional. Entre otros, el polimorfismo rs7903146 ha sido ampliamente estudiado y se han encontrado
resultados controvertidos respecto a esta variante. Asi, en un estudio en poblacién caucdsica se ha
propuesto que existe relacién entre dicho polimorfismo y el riesgo al desarrollo de diabetes gestacional

(Franzago et al., 2017), mientras que en otros, se afirma la relacién el polimorfismo y diabetes gestacional

pero en la poblacidn asidtica (L. Wu et al., 2016) y no en la caucdsica (Klein et al., 2012).
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Ademas, en un estudio realizado en Suecia se ha sugerido que el polimorfismo rs7903146 podria

asociarse a una mayor probabilidad de desarrollar DM2 post parto (Ekelund et al., 2012). Por ultimo, el

polimorfismo rs12255372, en el que tampoco hemos encontrado asociacion en nuestro estudio, también
presenta resultados contradictorios en trabajos anteriores, ya que se ha asociado al mayor riesgo de

diabetes gestacional en poblacién caucdsica (Klein et al., 2012) pero no en brasilefia (Aydemir et al., 2016;

de Melo et al., 2015).

La ausencia de asociacion de la diabetes gestacional con diversos polimorfismos que hemos
encontrado en nuestro estudio va en linea con datos previos en otras poblaciones. Tal es el caso del
polimorfismo rs4994 del receptor B3-adrenérgico que se ha estudiado en poblacidn taiwanesa (P. J. Tsai

etal., 2004) y en poblacidn caucasica (Fallucca et al., 2006) sin observarse ninguna asociacién con diabetes

gestacional. Resultados similares se han publicado en relacidn con el polimorfismo rs1799884 del gen de

la glucoquinasa (GCK), como se muestra en un estudio realizado en Polonia (Tarnowski et al., 2017). Con

respecto al polimorfismo rs1801282 del receptor activado por el proliferador de peroxisomas tipo gamma
(PPARG) existe controversia en cuanto al riesgo que supone en el desarrollo de diabetes gestacional.

Parece tener cierta asociacién en poblacién asidtica (L. Wu et al., 2016) y sin embargo, no se ha

encontrado asociacién en poblacidn caucdsica (Franzago et al., 2017) o brasilefia (Anghebem-QOliveira et

al., 2017).

Parece necesario referir siempre las asociaciones de riesgo a una poblacién determinada, ya que
lo que se cumple para una poblacién no se tiene porqué cumplir para otra y no por ello deja de ser de
utilidad. Sin embargo, a la vista de estos resultados obtenidos de muy diferentes poblaciones, podria
descartarse la contribucidn de estos polimorfismos (rs4994, rs1799884 y rs1801282) en el desarrollo de

diabetes gestacional.

Respecto al momento en el que se desarrolla la diabetes gestacional, es decir, en primer o en
segundo trimestre de gestacion, seria de gran utilidad identificar biomarcadores que permitan realizar un
diagndstico temprano de la enfermedad. Por ello, también se contrastd si alguno de los polimorfismos
asociados a la diabetes gestacional se pudiera asociar especificamente con el desarrollo de diabetes
gestacional de aparicidén en primer trimestre (DG1) o en el segundo trimestre de gestacién (DG2). Por ello
se separaron las mujeres en funcién del momento del diagndstico de la diabetes gestacional y se
compararon las frecuencias alélicas con el grupo control. Los resultados obtenidos en el estudio de
diabéticas diagnosticadas en primer trimestre se muestran en la Tabla 10 y su representacién grafica en
la Figura 11. Los resultados obtenidos en el estudio de diabéticas diagnosticadas en segundo trimestre se
muestran en la Tabla 11 y se representan graficamente en la Figura 12. De todos los SNPs encontrados
solo observamos diferencias estadisticamente significativas en el receptor de melatonina y en el gen

KCNJ11. Estas diferencias se describen a continuacion.
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4.1.2.2 Los polimorfismos del receptor de melatonina tipo 1B muestran un patrén diferencial entre
diabetes diagnosticada en primer trimestre o en segundo trimestre de gestacion.

En base a los resultados obtenidos (reflejados en la Tabla 10) podemos afirmar que en las
gestantes DG1 existe una mayor frecuencia alélica de los alelos de riesgo en los dos polimorfismos del gen
de MTNR1B (el rs1387153 y el rs1083096), que por el contrario no se presenta en las DG2. Parece por
tanto que la diferencia en las mujeres con diabetes gestacional con respecto al grupo control, que se ha
descrito en el apartado anterior, se debia a la alta prevalencia de estos polimorfismos en el grupo de
mujeres con DG1. Este resultado sugiere que estos dos polimorfismos del receptor de melatonina 1B
podrian ser potenciales marcadores de diabetes gestacional de aparicién temprana. En este sentido,
podria existir un solapamiento dado que este polimorfismo también esta asociado con DM2, por lo que
podria generar una prediccion errdnea, si se confunde el diagndstico de diabetes gestacional en primer
trimestre cuando en realidad la mujer tenia una DM2 en desarrollo. Bien es verdad, que parece estar mas

fuertemente relacionado con un mayor riesgo de diabetes gestacional que de DM2 (Popova et al., 2021).

Recientemente se ha realizado un estudio en mujeres gestantes en China en el que se encontré
una mayor prevalencia del alelo G en el polimorfismo rs1083096 del gen MTNRIB en un grupo de
gestantes con diabetes gestacional. En este estudio se sugiere la existencia de una sinergia de dicho
polimorfismo con la edad materna y el indice de masa corporal, contribuyendo al riesgo de desarrollar

diabetes gestacional en estas mujeres (Y. Jia et al., 2020).

Tabla 10. Estudio de genotipado. Comparacion de gestacion control versus diabetes gestacional
diagnosticada en primer trimestre (DG1).

Alelo Alelo RAF Odds p-
GEN SNP RAF Control IC (95%)

riesgo no riesgo DG1 Ratio valor
MTNR1B | rs10830963 G C 0,19 0,53 4,695 | 1,896-11,63 | 0,0005
MTNRIB | rs1387153 T C 0,25 0,47 2,647 | 1,103-6,354 | 0,0270

En la tabla se describe de izquierda a derecha el nombre del gen, el cédigo del SNP, el alelo de riesgo y no riesgo para ese
polimorfismo, la frecuencia del alelo de riesgo (RAF), el valor calculado de la Odds Ratio, el intervalo de confianza del 95% vy el
p-valor. Las diferencias en la frecuencia alélica calculada para el alelo de riesgo se analizaron mediante un test de Chi-cuadrado.
Se consideraron resultados estadisticamente significativos si el p-valor es <0.05.

Como se ha comentado mds arriba en nuestro estudio hemos visto que el polimorfismo
rs10830963 se asocia especificamente con el grupo de diabetes gestacional con diagndstico temprano
(DG1) y, precisamente, en este grupo el IMC de las gestantes con diabetes es significativamente mayor

que en las controles. La segunda variante, es decir la rs1387153, en mujeres con DG1, indica que la
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presencia del alelo T supone un riesgo de desarrollo de diabetes gestacional de inicio temprano

aproximadamente 2,6 veces mayor en las mujeres portadoras de este alelo que en las que presentan el

alelo C.
mm riesgo CONTROL DG1 DG2 Figura 11. Re|.3resen’t.aci6n grafica
=3 no rlesgo (n=72) (n=32) (n=28) de frecuencia alélica de los
polimorfismos de MTNRI1B. En la
figura se muestran los resultados de
MTNR1B frecuencia alélica de aquellos genes en
rs10830963 los que se observa una. dlférenua
entre los grupos control, diabéticas de
diagndstico en primer trimestre (DG1)
y diabéticas con diagnostico en
segundo trimestre (DG2). El alelo de
riesgo se representa en color azul,
MTNR1B mientras que el alelo de no riesgo se
rs1387153 representa en color gris. N, representa
el nimero de alelos analizados.

Como comentamos
anteriormente, en nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que describe estos resultados en
poblacién caucdsica en relacidn con la diabetes gestacional. Y lo que es mads interesante, esta variante
también presenta una frecuencia alélica significativamente mayor en las gestantes con diabetes de
diagndstico en primer trimestre frente a las del grupo control, pero no a las gestantes con diabetes

gestacional diagnosticada en segundo trimestre.

Por tanto, la diferencia observada cuando se analizan todas las mujeres con diabetes gestacional
juntas frente a las gestantes control, se debe exclusivamente a aquellas que desarrollan diabetes de forma
temprana. Estos resultados podrian estar indicando una diferencia en la fisiopatologia de estos dos grupos

de mujeres con diabetes gestacional.

4.1.2.3 El polimorfismo rs5219 del gen KCNJ11 se asocia con diabetes de aparicion en el segundo

trimestre.

En el andlisis de los resultados del grupo de gestante que presentan diabetes gestacional
diagnosticada en el segundo trimestre (DG2), encontramos menor frecuencia del alelo de riesgo en el
polimorfismo rs5219 del gen KCNJ11 (del inglés potassium inwardly rectifying channel subfamily ] member
11), tal y como se puede observar en la Tabla 11 y Figura 12. Este gen codifica para la proteina Kir6.2, una
de las isoformas de las subunidades formadoras de poros del canal de potasio sensible a ATP. Esta

proteina se expresa en las células B pancreaticas y regula la secrecién de insulina estimulada por glucosa.
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El gen KCNJ11 esta asociado con la DM2 y sus complicaciones vasculares. Ademas de relacionarse con
DM2, el polimorfismo rs5219 de KCNJ11 también se ha relacionado con hipertensiéon y otras

complicaciones propias de la DM2 (Rattanatham et al., 2021).

Tabla 11. Estudio de genotipado. Comparacion control versus diabetes gestacional diagnosticada en
segundo trimestre (DG2).

RAF
Alelo Alelo RAF Odds
GEN SNP i X X IC (95%) p-valor
riesgo no riesgo Control DG2 Ratio
KCNJ11 | rs5219 T C 0,75 0,54 0,3846 0,1541 - 0,9597 0,0375

En la tabla se describe de izquierda a derecha el nombre del gen, el cddigo del SNP, el alelo de riesgo y no riesgo para ese
polimorfismo, la frecuencia del alelo de riesgo (RAF), el valor calculado de la Odds Ratio, el intervalo de confianza del 95% vy el
p-valor. Las diferencias en la frecuencia alélica calculada para el alelo de riesgo se analizaron mediante un test de Chi-cuadrado.
Se consideraron resultados estadisticamente significativos si el p-valor es <0.05.

En la bibliografia hay escasos articulos en los que se relaciona el gen KCNJ11 con la diabetes
gestacional. De hecho, solo hemos encontrado el estudio de 2015 que reporta una mayor susceptibilidad
a la diabetes gestacional a consecuencia de la presencia del alelo T en la variante rs5219 del gen KCNJ11

(Shaat et al., 2005). En nuestro estudio la frecuencia del alelo de riesgo es menor en el grupo de gestantes

con DG2 que en el grupo control. Por otro lado, se han descrito otros polimorfismos en este gen que no
presentan relacion alguna con susceptibilidad al desarrollo de diabetes gestacional, como el rs5210 (X.

Wang et al., 2017).

A la vista de todos estos estudio no podemos afirmar que en poblacién caucasica el alelo
minoritario del polimorfismo rs5219 del gen KCNJ11 genere susceptibilidad al desarrollo de diabetes
gestacional. Sin embargo, si se ha visto un efecto protector del alelo mayoritario, alelo T, respecto al

desarrollo de la patologia.

= rlesgo CONTROL DG1 DG2
=3 no rlesgo (n=72) (n=32) (n=28)

KCNJ11
rs5219

Figura 12. Representacion grdfica de frecuencia alélica del polimorfismo de KCNJ11. En la figura se muestran los
resultados de frecuencia alélica de aquellos genes en los que se observa una diferencia entre los grupos control, diabéticas de
diagndstico en primer trimestre (DG1) y diabéticas con diagnostico en segundo trimestre (DG2). El alelo de riesgo se representa
en color azul, mientras que el alelo de no riesgo se representa en color gris. N, representa el nimero de alelos analizados.
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4.1.2.4 Consideraciones finales de los resultados del estudio de genotipado.

En base a los datos encontrado en la bibliografia existente, queda patente que la mayor parte de
los estudios se han realizado en poblacién asiatica, fundamentalmente china. Los genotipos poblacionales
son variables entre etnias, por lo que es de interés realizar este andlisis en otras poblaciones. La existencia
de resultados contradictorios segun las poblaciones analizadas no tiene por qué ser sindnimo de
polimorfismo ”inutil”, solamente requiere tener las frecuencias alélicas analizadas en cada una de las
diferentes poblaciones, asi como tener en cuenta el origen étnico del paciente a la hora de realizar el

estudio de biomarcadores genéticos.

En este sentido, los resultados del presente estudio han confirmado la ausencia de asociacion
entre determinados polimorfismos y la diabetes gestacional, como el rs4994 del receptor B3-adrenérgico,
y por otra han confirmado la asociacién de otros, como el polimorfismo rs10814916 de GLIS3 o el
rs4402960 del IGF2BP2. Particularmente resultan de interés los resultados que hemos obtenido en los
polimorfismos rs1387153 y rs10830963 de MTNR1B, que han mostrado una asociacién significativa en
aquellas mujeres que desarrollan diabetes gestacional temprana, lo que les confiere un potencial valor
predictivo de la enfermedad. Por ello pretendemos realizar un estudio dirigido para validar dichos
resultados, lo cual permitiria, en aquellas mujeres portadoras de estos SNPs realizar una intervencion
previa a la gestacidn y/o un control mas estricto para tratar de disminuir las complicaciones asociadas con

la patologia.

4.1.3 miRNAs circulantes como biomarcadores de diabetes gestacional de desarrollo en

primer o en segundo trimestre de la gestacion.

En la busqueda de los mecanismos etiopatogénicos de la diabetes gestacional de inicio en primer
o en segundo trimestre y en la busqueda de nuevos marcadores diagndsticos y prondsticos de la
enfermedad se planted como segundo objetivo el andlisis de los microRNA (miRNA) circulantes en las
mujeres del estudio. Para ello, en primer lugar, se ha llevado a cabo un estudio de secuenciacién de miRNA
en el plasma de un grupo de las gestantes con y sin diabetes gestacional y, tras seleccionar los miRNA que
podrian ser candidatos como biomarcadores de la enfermedad se validaron mediante RT-qPCR en la
cohorte completa de mujeres que participaron en el estudio. En cada una de las muestras se extrajo el
RNA tal y como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos preservando la integridad de los
microRNA. Como en el estudio del genotipado, el andlisis estadistico se realizd en primer lugar
comparando los resultados de las gestantes con diabetes gestacional frente a los controles v,
posteriormente, separando los grupos en dos subgrupos en funcién del momento del diagndstico de la

enfermedad.
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En primer lugar, se realizd una representacion de los resultados obtenidos en los recuentos
normalizados (TMM) en el estudio de secuenciacion en un heat-map (Figura 13) que incluye los 50 miRNA

con mejor coeficiente de variacién.
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Figura 13. Heat-map y la agrupacion jerarquica no supervisada por muestra y miRNA en el grupo de gestantes
control (azul oscuro) y de mujeres con diabetes gestacional (DG1, rojo; DG2 azul claro). Se seleccionaron los 50 miRNA,
presentes en todas las muestras, que tienen el mejor coeficiente de variacién basado en los recuentos de TMM normalizado para
cada miRNA para cada muestra.

Como se puede inferir de la Figura 13, algunos de estos miRNA mostraban diferencias entre los
grupos. De todos los resultados obtenidos en este analisis de secuenciacion se seleccionaron aquellos
miRNAs que mostraban diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo de las
gestantes con diabetes gestacional independientemente del momento del diagndstico. Estos resultados
se recogen en la Tabla 12. Como se puede ver se encontraron 7 miRNAs cuyos niveles circulantes
presentaron diferencias en los distintos grupos. Asi, los miRNAs hsa-miR-206 y hsa-miR-204-5p estaban
significativamente aumentados en el plasma de las mujeres con diabetes gestacional frente al grupo
control, mientras que los miRNAs hsa-miR-518b, hsa-miR-224-5p, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-150-5p, hsa-
mMiR-548j-5p estaban disminuidos en el grupo de las gestantes diabéticas. De todos ellos el que mostré
una diferencia mayor fue el hsa-miR-206, como se puede contrastar con el andlisis mediante el volcano
plot que se muestra en la Figura 14. De este grupo de miRNAs se seleccionaron para su posterior

validacién hsa-miR-206 y hsa-miR-224-5p.
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Tabla 12. Niveles circulantes de miRNAs en plasma de mujeres control y mujeres con diabetes
gestacional.

miRNA C?I'T\JI-I?II?L (T:\)/IcliVI) LogFC P-valor
hsa-miR-206 5 15 1,57 0,0120
hsa-miR-518b 22 13 -0,74 0,0311
hsa-miR-204-5p 14 24 0,81 0,0315
hsa-miR-224-5p 98 58 -0,75 0,0338
hsa-miR-142-3p 6652 4737 -0,49 0,0420
hsa-miR-150-5p 14115 8120 -0,80 0,0463
hsa-miR-548j-5p 72 47 -0,62 0,0481

En la tabla se muestran los resultados del estudio de secuenciacidn. Se muestra para cada miRNA el valor normalizado de conteo
(TMM) en el grupo de mujeres con control y el de mujeres con diabetes gestacional; Logaritmo del Fold Change (LogFC); la
comparacion se ha realizado con un test de exactas asumiendo una distribucién binomial negativa. Se consideraron resultados
estadisticamente significativos p- <0.05.

Con el objetivo de estudiar en profundidad el perfil de miRNAs dentro del grupo de diabéticas, se
dividid el grupo en aquellas que desarrollaron diabetes en el primer (DG1) o en el segundo (DG2) trimestre

de gestacion.
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En la Tabla 13 se recogen los miRNAs que presentan diferencias entre el grupo control y las
diabéticas de primer trimestre. Como se puede ver, el perfil de miRNAs hsa-miR-1299 y hsa-miR-206 se
encuentran elevados en el plasma del grupo de gestantes con DG1. Por el contrario, los niveles
plasmaticos de hsa-miR-518b, hsa-miR-224-5p, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-517b-3p, hsa-miR-517a-3p en el

grupo de mujeres DG1 es inferior al de las gestantes control. En el andlisis del volcano plot (Figura 15) se
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observa claramente el aumento de los niveles circulantes de hsa-miR-206 y hsa-miR-1299, y Ia

disminucién de hsa-miR-224-5p y hsa-miR-518b en el grupo de las gestantes con diabetes de aparicion

temprana respecto a las gestantes control.

Tabla 13. Niveles circulantes de miRNAs en plasma de mujeres control y mujeres con diabetes
gestacional diagnosticada en primer trimestre.

miRNA CONTROL (TMM) bG1 LogFC P-valor
(TMM)
hsa-miR-1299 41 2,95 0,0063
hsa-miR-206 16 1,73 0,0092
hsa-miR-518b 22 10 -1,04 0,0107
hsa-miR-224-5p 96 48 -1,00 0,0108
hsa-miR-512-3p 17 8 -1,10 0,0353
hsa-miR-517b-3p 15 7 -1,08 0,0354
hsa-miR-517a-3p 14 7 -0,99 0,0436

En la tabla se muestran los resultados del estudio de secuenciacidn. Se muestra para cada miRNA el valor normalizado de conteo
(TMM) en el grupo de mujeres con control y el de mujeres con diabetes gestacional diagnosticada en primer trimestre (DG1);
Logaritmo del Fold Change (LogFC); la comparacion se ha realizado con un test de exactas asumiendo una distribucion binomial
negativa. Se consideraron resultados estadisticamente significativos p- <0.05.
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Al comparar los resultados entre el grupo control y el grupo de mujeres con DG2 (Tabla 14),

observamos que solo se encuentran diferencias en los niveles circulantes de dos miRNAs en el plasma,

hsa-miR-204-5p y hsa-miR-206 ambos aumentados en el grupo de mujeres con DG2. Estos resultados se

visualizaron también con el volcano plot (Figura 16), en donde se puede observar claramente la diferencia

en el hsa-miR-204-5p.
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Tabla 14. Niveles circulantes de miRNAs en plasma de mujeres control y mujeres con diabetes
gestacional diagnosticada en segundo trimestre.

. CONTROL DG2
miRNA (TMM) (TMM) LogFC P-valor
hsa-miR-204-5p 14 32 1,22 0,0094
hsa-miR-206 5 13 1,41 0,0149

En la tabla se muestran los resultados del estudio de secuenciacién. Se muestra para cada miRNA el valor normalizado de
conteo (TMM) en el grupo de mujeres con control y el de mujeres con diabetes gestacional diagnosticada en segundo
trimestre (DG2); Logaritmo del Fold Change (LogFC); la comparacidn se ha realizado con un test de exactas asumiendo una

distribucién binomial negativa. Se consideraron resultados estadisticamente significativos p- <0.05.
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Figura 16. Volcano plot de gestantes control
versus las gestantes con DG2. El grafico muestra la
relacion entre los p-valores y el cambio del niumero de
veces en los niveles circulantes miRNA normalizada
entre los grupos. Los miRNA con los valores mas bajos
estan marcados con nombres en la grafica.

Las diferencias que existen entre el nivel circulante de miRNAs en el grupo de diabéticas de primer

frente a las de segundo trimestre, se muestran en la Tabla 15. En ella podemos observar cdmo los niveles

de hsa-miR-885-3p, hsa-miR-4669, hsa-miR-210-3p son significativamente mas altos en el grupo DG2 que

en el DG1. Por el contrario, los miRNAs hsa-miR-23b-5p, hsa-miR-1299 y hsa-miR-452-5p presentan un

nivel mas bajo en el grupo de mujeres DG2 que en las DG1.

En el andlisis del volcano plot (Figura 17) se puede visualizar una diferencia especialmente marcada

en el caso de hsa-miR-885-3p, que como se puede ver es significativamente mayor su presencia en el

plasma del grupo de mujeres con DG2 respecto a DG1.
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Tabla 15. Niveles circulantes de miRNAs en plasma de mujeres diabetes gestacional diagnosticada en
primer trimestre y mujeres con diabetes gestacional diagnosticada en segundo trimestre.

miRNA DG1 TMM DG2 TMM LogFC P-valor
hsa-miR-885-3p 4 16 -1,83 0,0033
hsa-miR-4669 0 5 -2,75 0,0102
hsa-miR-23b-5p 19 10 0,89 0,0109
hsa-miR-1299 42 5 2,82 0,0188
hsa-miR-452-5p 2 6 -1,29 0,0244
hsa-miR-210-3p 17 30 -0,77 0,0315

En la tabla se muestran los resultados del estudio de secuenciacion. Se muestra para cada miRNA el valor normalizado de conteo
(TMM) en el grupo de mujeres con diabetes gestacional de primer trimestre (DG1) y el de mujeres con diabetes gestacional
diagnosticada en segundo trimestre (DG2); Logaritmo del Fold Change (LogFC); la comparacion se ha realizado con un test de
exactas asumiendo una distribucién binomial negativa. Se consideraron resultados estadisticamente significativos *p- <0.05.
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4.1.3.1 Validacién de los niveles circulantes de miRNA por RT-qPCR

De todos los miRNA que se identificaron en el estudio de secuenciacién con diferencias en los
niveles circulantes entre los distintos grupos de las mujeres gestantes, se seleccionaron aquellos que
presentaban las diferencias mas significativas entre los grupos y se validod su presencia por PCR a tiempo
real en todo el grupo de mujeres que participaron en el estudio. Como posibles biomarcadores
diferenciales de DG1 y DG2 se escogieron hsa-miR-885-3p, hsa-miR-1299 y hsa-miR-23b-5p. Por otra
parte, como posibles biomarcadores de diabetes gestacional, independientemente del momento del
diagnéstico, se seleccionaron los miRNAs hsa-miR-206, hsa-miR-224-5p. Para la validacién de los miRNA
candidatos se realizd la extraccion de RNA en las mismas condiciones que para la secuenciacion. De todos

ellos, tras la validacidn solo encontramos diferencias significativas en los miRNAS, hsa-miR-206 y hsa-miR-
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224-5p. Es por ello que en este apartado solo hablamos de aquellos miRNAs que fueron validados por RT-

gPCR y mostraron diferencias en los niveles circulantes entre los grupos.

Dado que los microRNA participan en diversos procesos fisiopatolégicos, han cobrado
importancia en los Ultimos afios como posibles biomarcadores diagndstico y prondstico de enfermedades.
Muchos de ellos se han relacionado con las alteraciones que tienen lugar en distintos tipos de cancer, por
su relacion con procesos de inflamacion, diferenciacion, metabolismo, proliferacion, hemostasia y
apoptosis. Aunque también se ha ampliado el estudio de miRNAs en relacidn con otras enfermedades. En
nuestro estudio hemos centrado la atencidn en la asociacion de los microRNA y la gestacién, la diabetes
y la diabetes gestacional. En la bibliografia hay estudios recientes en los que se relacionan algunos perfiles

de microRNA'y la diabetes gestacional (T. N. Zhang, Wang, Huang, & Gao, 2021), aunque en ellos no hemos

encontrado ninguna descripcion en relacidon de miR-206 y miR-224-5p con esta patologia. Si bien es verdad
que los resultados obtenidos al analizar los niveles de miR-206 claramente apuntan al aumento de estos
en el plasma de las gestantes con diabetes gestacional, los resultados en el caso del miR-224-5p resultan
contradictorios entre la secuenciacidn y la validacién, por lo que no son concluyentes y haria falta

profundizar en el estudio de este miRNA en diabetes gestacional.

4.1.3.1.1 hsa-miR-206 como posible biomarcador de diabetes gestacional.

De forma similar a lo que encontramos en el estudio de secuenciaciéon en la validacién por RT-gPCR
en un numero mayor de muestras se observd también un aumento significativo en los niveles circulantes
del miR-206 en el grupo de gestantes con diabetes gestacional respecto del grupo control. Aunque en la
secuenciacion cuando separamos el grupo de diabéticas, observamos que en las que se diagnostico la
enfermedad en primer trimestre de gestacién los niveles de miR-206 se encontraban elevados en el
respecto a las gestantes control, en los estudios de validacién no encontramos mismos resultados. Si bien
es verdad que miR-206 se encuentra aumentado en las gestantes con DG1, este aumento no llega a ser
significativo. Sin embargo, en el caso de las DG2 si se observé un aumento significativo respecto al grupo
control (p-0,0439) (Figura 18). Este miRNA participa en diferentes procesos biolégicos, como los que se

muestran en la Tabla 16.
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Tabla 16. Procesos bioldgicos en los que participa miR-206 GO Fold enrichment
Diferenciacion de condrocitos G0:0002062 13,42
Regulacién negativa de migracion celular G0:0030336 5,97
Regulacién de la polimerizacién de filamentos de actina G0:0030833 3,58
Regulacién del desarrollo de la proyeccion de neuronas G0:0010975 3,19
Regulacién de la transcripcidn por la RNA polimerasa Il G0:0006357 1,51

Los miRNAs interaccionan con distintos transcritos de genes regulando asi su expresion, como
mecanismo de regulacion postranscripcional. miR-206 es una molécula compuesta por 21 bases y que en

el hombre se ubica en el cromosoma 6p12.2.

Este miRNA fue descrito por primera vez en musculo esquelético, ya que es el tejido en el que se
expresa de forma mayoritaria. Por ello, se clasificd en la familia de los miRNA especificos de musculo y

denominada myomiR (R. Liu et al., 2020). Los myomiR, presentan una identidad completa en la secuencia

semilla para el reconocimiento de la diana del RNA mensajero. Se ha atribuido al miR-206 un papel
regulador de la diferenciacién de mioblastos del musculo esquelético, donde la sobreexpresiéon de miR-

206 promueve la diferenciacion del mioblasto (Przanowska et al., 2020). En nuestro estudio hemos

encontrado una elevacién de los niveles de miR-206 en el grupo de mujeres con diabetes gestacional
diagnosticada en segundo trimestre, respecto a las gestantes control. En la literatura no hemos
encontrado muchos estudios en los que se relacione miR-206 con la diabetes gestacional. Con el objetivo
de conocer mejor la funcién de este microRNA y buscando su posible asociacién con la diabetes
gestacional, se ha hecho un analisis bibliografico para tratar de identificar los posibles genes diana de miR-

206, su mecanismo de accidén y las rutas en las que estd implicad.

Numerosos estudios han abordado el papel de miR-206 en la homeostasis y el metabolismo de la

glucosa, principalmente la glucolisis, en diferentes situaciones fisiopatoldgicas. Una cuestidon importante
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cuando se analizan miRNAs circulantes es el tejido o tejidos que estarian contribuyendo a los niveles
detectados en la circulacion. Como se ha comentado anteriormente, el musculo esquelético es el tejido
qgue presenta una mayor expresion de miR-206. Precisamente, se ha propuesto que miR-206 estaria
implicado en la ausencia de expresiéon de GCK en el musculo, generando asi el reemplazo funcional de
GCK con HK2, que puede ser inhibida alostéricamente por la glucosa-6-fosfato (G6P) con lo que se

prevendria de este modo la glucolisis descontrolada (LaPierre & Stoffel, 2017). El papel de miR-206 en la

regulacidon postranscripcional de la GCK también se ha demostrado en el higado (Vinod et al., 2016). Dado

gue una induccién en la expresion de la GCK promueve la utilizacién hepatica de la glucosa, su inhibicién

por miR-206 estaria favoreciendo la intolerancia a la glucosa.

En un trabajo reciente se ha encontrado una asociacidn entre miR-206 y la regulacién de otras
enzimas que participan en la homeostasis de la glucosa. En este contexto, se ha observado como la
sobreexpresion de miR-206 disminuye la expresidon de hexoquinasa 2 (HK2) en células de cénceres de
pulmdn no microcitico. En el estudio se propone que en este tipo de células el miR-206 regula la glucélisis
aerobia, ya que la disminuciéon de HK2 disminuiria la captacion de glucosa, la produccién de lactato vy la

generacion de ATP (Jia, Feng, Tong, Tao, & Xu, 2020). Se sabe que algunos RNA largo no codificante

(IncRNA, del inglés long non coding RNA) participan en la regulacién de la expresion de microRNAs. Asi,
se ha descrito que el miR-206 estd regulado por el IncRNA gen 14 del hospedador de RNA nucleolar
pequefio (SNHG14) en células de cancer de pulmdn no microcitico. Este IncRNA actua inhibiendo la
expresion de miR-206, el cual por su parte inhibe la expresion de la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa
(G6PD). Todo ello apunta al eje SNHG14/miR-206/G6PD como posible diana terapéutica en este tipo de
cancer, ya que la inhibicion de la expresién de miR-206 en células tumorales mediada por SNHG14, activa
la expresidon de G6DP, promoviendo asi la viabilidad del cancer y la invasidon y migracion de las células (L.

Zhao, Zhang, Shi, & Teng, 2020). En otros trabajos se ha identificado como diana del miR-206 a la piruvato

quinasa (PK), una de las tres enzimas limitantes de la glucolisis. La regulacidn de la expresién de PK esta
dirigida por PTBP1 (proteina 1 de unidn al tracto de polipirimidina), considerada como un oncogen cuyo
transcrito presenta una regidon de unidn a miR-206. Particularmente PTBP1 regula la expresién de la
isoforma M de la PK (PK_M), fundamentalmente en cerebro y musculo esquelético. Por tanto, la expresion
de miR-206 disminuiria los niveles de PTBP1 en el musculo, promoviendo asi un aumento en la expresion

de la isoforma 1 de PK_M (Taniguchi et al., 2018), y por ende la actividad glucolitica del tejido. Sin

embargo, una desregulacién de este miRNA favoreceria una disminuia expresion de esta enzima (PK-M1)

en el musculo favoreciendo el efecto Warburg asociado a procesos tumorales (Taniguchi et al., 2018).

En este escenario, se podria especular que miR-206, a través de la inhibicién de enzimas clave de

la glucolisis como HK2 y PK_M, disminuiria la utilizacién de glucosa en tejidos extrahepaticos,
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particularmente el musculo esquelético, junto con la y de esta forma contribuiria a la intolerancia a la

glucosa de las gestantes diabéticas.

Aunque la expresion de miR-206 se ha atribuido clasicamente al musculo, se ha detectado miR-
206 en otros tejidos que expresan GCK. En un modelo murino, se ha visto que los islotes pancreaticos
también expresan miR-206, participando en la regulacidon postranscripcional de la glucoquinasa (GCK)

(lannone et al., 2020). Asi, se ha visto que la expresion de miR-206 aumenta en respuesta a la alimentacion

con HFD (del inglés High Fat Diet), y ello estaria implicado en la intolerancia a la glucosa y alterada

secrecion de insulina estimulada por glucosa en estos ratones (Vinod et al., 2016). Sin embargo, en un

estudio en el que se determind la expresién de miR-206 en los islotes pancredticos humanos y su
participacién en la regulacién de la GCK, no encontré correlacidn entre ambos parametros (Liang et al.,
2020). Mas estudios serian necesarios para confirmar si el papel de miR-206 sobre la GCK en humano

difieren con lo descrito anteriormente en las células B- pancreaticas de raton.

También se ha identificado el efecto de miR-206 sobre la sefializacion de la insulina. Asi, se ha
observado en rifidn que el aumento de la expresidon de miR-206 es responsable de la regulacidn a la baja

de PTP1B, con la consiguiente mejora de la sefializacién de la insulina, protegiendo a los podocitos

glomerulares contra las lesién inducida por la fructosa y la subsiguiente proteinuria (Mirra et al., 2018).

También se ha identificado el efecto de miR-206 sobre el metabolismo de los lipidos y la
lipogénesis, por ello, se ha propuesto a miR-206 como un posible agente terapéutico para la

hepatoesteatosis o la hiperglucemia (H. Wu et al., 2017). En este contexto se ha descrito que miR-206

regula la expresidn de los receptores X del higado (LXR) en los macréfagos. El aumento de miR-206 en el
macréfago aumenta la expresién de LXR a. La activacién de este receptor en los macréfagos promueve la
salida de colesterol, y previene la resistencia a la insulina. Se ha descrito como la activacién de LXR a a su
vez disminuye los niveles de miR-206 por lo que parece que ambos presentan un mecanismo de

retroalimentacion (Y. Zhang, Sun, Icli, & Feinberg, 2017). En este sentido, ya en 2013 se publicé un articulo

en el que se postula que el miR-206 puede suprimir la lipogénesis hepatica y podria utilizarse junto a miR-

1 como diana terapéutica en patologias asociadas con la lipogénesis (Zhong et al., 2013). Estudios

realizados en preadipocitos muestran como miR-206 inhibe la diferenciacién de la linea 3T3-L1 a través
de la via de sefializacién c-Met/PI3K/AKT, donde se vié como la sobre expresion de c-Met antagoniza el

efecto de miR-206 sobre la adipogénesis (R. Tang et al., 2017).

En relacion con diabetes, se ha descrito que los niveles de miR-206, se encuentran aumentados
en el suero de los pacientes con diabetes tipo 1 que presentan una atrofia muscular progresiva

(Koutsoulidou et al., 2015). Hasta la fecha no conocemos ningun estudio en el que se haya abordado el

papel de miR-206 en la diabetes gestacional, aunque si hay algunos realizados en gestacién, en los que
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han descrito el papel de miR-206 en relaciéon con patologias como la preeclampsia o la restriccion del
crecimiento intrauterino. Diversos estudios han demostrado que la expresion de miR-206 aumenta tanto

en placentas como en la circulacién de gestantes con preeclampsia (Y. Li & Liu, 2020);(H. Y. Wu, Wang,

Liu, & Zhang, 2020). Ademas, en un estudio de 2020 mostraron que el IncRNA del transcrito 1 de

adenocarcinoma de pulmén asociado a metdstasis (MALAT1) se encuentra regulado a la baja en las
placentas de pacientes con preeclampsia. El miR-206 es una diana directa de MALAT1 y miR-206 inhibe la
expresion de IGF-1, el cual esta involucrado en la migraciéon e invasiéon del trofoblasto modulando la ruta
de sefializacion Pi3K/Akt. En este contexto, los autores del trabajo propusieron que en las placentas con
preeclampsia la regulacién a la baja de MALAT1, aumentaria los niveles de miR-206 inhibiendo la

expresion de IGF-1, lo que conduce a la reduccidn en la invasion del trofoblasto (H. Y. Wu et al., 2020).

Recientemente se ha publicado una revisién en la que se han identificado, en funcidn del sexo fetal, los
distintos perfiles de expresion de microRNA en en blastocisto humano de 5 dias de desarrollo procedentes
de fecundacién in vitro. En este estudio se menciona que la expresiéon de miR-206 se encuentra

aumentada en blastocistos de sexo fetal femenino (Vari et al., 2021).

El gen endotelina 1 (ET1) se ha asociado en la literatura con el riesgo al desarrollo de preeclampsia
en gestantes, sefialandola como una de las moléculas implicadas en el efecto endotelial sistémico
materno producido por la disfuncién placentaria. Precisamente se ha descrito a ET1 como gen diana del
miR-206. Precisamente, en un estudio en el que también se han observado mayores niveles plasmaticos
de miR-206 en las gestantes con preeclampsia, se detectaron menores niveles circulantes de ET1, y una

correlacién negativa entre ambos parametros (Sheng, Zhao, & Zhu, 2020).

Ademas del papel de miR-206 en la regulacion postranscripcional de genes de implicados en el
metabolismo y su regulacidon por la insulina, una cuestion de interés es las vias a través de las cuales se
regularia a la alza este microRNA. Se han descrito diferentes procesos/mecanismos que regulan la
expresion de miR-206, entre los que parece jugar un papel relevante la via mTOR, una via de sefializacion
basica en la regulaciéon del metabolismo, la proliferacion y la diferenciacién celular, asi como en la
modulaciéon del sistema inmune y los mecanismos de autofagia. Precisamente se ha descrito que tanto
AMPK como mTOR se encuentran aumentadas en la placenta de mujeres con DG, probablemente por la

hiperglucemia (K. Tsai et al., 2021). Precisamente, se ha visto que la inhibicién de la via mTOR en

condiciones de malnutricién o ayuno disminuye el factor de transcripcién miogénico MyoD y por lo tanto

la expresion de miR-133b y miR-206 en el musculo esquelético (lannone et al., 2020). Eb este contexto se

podria pensar que la hiperglucemia de la gestante sea responsable del incremento de miR-206 que tiene

lugar en la diabetes gestacional.

En nuestro estudio hemos encontrado, a diferencia de lo esperado, en las gestaciones con DG una

disminucién en el peso de los recién nacidos respecto a los recién nacidos de gestaciones de mujeres con
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normoglucemia. En un estudio de 2020, se mostré como miR-206 a través de la interaccion con el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que como sabemos participa en la angiogénesis, contribuyendo
al retraso en el crecimiento intrauterino. En este estudio los autores encontraron una correlacién negativa
entre VEGF y miR-206, por lo que propusieron que miR-206 seria un potencial biomarcador de restriccidn

del crecimiento intrauterino (Y. Li & Liu, 2020). Asi pues, se podria especular que el menor peso de los

recién nacidos en nuestro estudio podria estar relacionado con el aumento del miR-206, y el hecho de
que este grupo de mujeres mantuvieron un muy buen control de la glucemia durante la gestacién. No
obstante, los estudios de correlacion entre el peso del recién nacido y nos niveles de miR-206 plasmaticos
en las gestantes no mostraron ninguna asociacion si bien es verdad, es en el grupo de DG2 en el que se
encuentra mayor nivel de miR-206 y menor peso al nacer. Por tanto, no podriamos concluir que esta
disminucién en el peso se deba al aumento del miR-206, y mas estudios serian necesarios para abordar

esta relacion.

4.1.3.1.2 hsa-miR-224-5p aumentado en diabetes gestacional diagnosticada en segundo trimestre.

En el estudio de secuenciacién observamos que el miR-224-5p estd disminuido significativamente
en la cohorte de mujeres con diabetes gestacional respecto al grupo de gestantes control, sin embargo,
la validar el miRNA en un nimero mayor de muestras no se observo esa diferencia. Sin embargo, como se
muestra en la figura 15, la cantidad de este miRNA esta aumentada en el grupo de las DG2 respecto a las
DG1 como se puede ver en la Figura 19. En la Tabla 17 se muestran los procesos biolégicos en los que esta

implicado este miRNA.

A B. Figura 19. Niveles circulantes de hsa-miR-224-5p en
o 2.0 o 4 plasma de gestantes control y gestantes con diabetes
:-: 3 * gestacional. A: analisis comparativo entre el grupo control
2 3 o (CTRL) y el grupo de mujeres con diabetes gestacional (DG);
o« 1.5 o« & B: comparacidn de los niveles de expresion clasificando las
g g E g gestantes con diabetes gestacional diagnosticada en primer
< @ 10 l Z “ 2 trimestre (DG1) y en segundo trimestre (DG2). El andlisis se
£ -t realizé mediante el test U de Mann Whitney. Se consideraron
.g b .g @ estadisticamente significativas diferencias con un *p <0.05.
- -
© 05 o M
2 2
= o0 = o

CTRL DG CTRL DG1 DG2
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Tabla 17. Procesos biolégicos en los que participa miR-224p-5p GO Fold enrichment

Regulacién positiva de procesos catabdlicos G0:0009896 4,22
Proceso de modificacién de proteinas celulares G0:0006464 1,61
Regulacién del proceso metabdlico de compuestos nitrogenados G0:0051171 1,42
Regulacién del proceso metabdlico primario G0:0080090 1,42
Regulacién del proceso metabdlico de las macromoléculas G0:0060255 1,36

El papel del miR-224-5p en procesos tumorales estd ampliamente descrito en la literatura, en

diversos tipos de cancer (Furuya et al.,, 2021; Kuasne et al., 2017). De hecho, se ha propuesto como

biomarcador diagndstico y prondstico en canceres del sistema digestivo, siendo el carcinoma

hepatocelular uno de los mas relacionados con el hsa-miR-224-5p (Y. Wang, Wang, et al., 2021; F. Zhou,

Li, Meng, Qi, & Gu, 2013). Pese a estar ampliamente descrito en cancer, el nimero de publicaciones se

reduce en relacion con la diabetes.

En este sentido se ha encontrado que pacientes portadores de la mutacién en el gen de factor
nuclear 1a del hepatocito (HNF1A), descrito como la forma mds comun de diabetes tipo MODY, presentan

niveles elevados de miR-224-5p en el plasma con respecto a los controles (Bonner et al., 2013). También

se ha descrito la regulacion de la expresion de miR-224-5p mediada por el IncRNA MALAT1, por lo que
este IncRNA regula tanto la expresidon de miR-206 como la de miR-224-5p. En un estudio realizado en 2020
se sefiala al eje MALAT1/miR-224-5p/NLRP3 en relacion con el dafio producido a las células del sistema
nervioso a consecuencia de la DM2 complicada con la apnea obstructiva del suefio. Por ello este trabajo
propone este eje como diana, para evitar el deterioro cognitivo en pacientes con DM2 y apnea (Du, Wang,

Han, & Feng, 2020).

Nuestro estudio muestra resultados controvertidos entre la secuenciacion y la validacion en los
niveles de miR-224-5p en las gestantes con diabetes. Se ha descrito que otros factores pueden influir en
los niveles elevados de miR-224-5p en sangre, como el consumo de cigarrillos electrdnicos, identificado

en un estudio basado en el analisis de exosomas circulantes (K. P. Singh et al., 2020). No conocemos si

algunas de las mujeres que participaron en el estudio eran consumidoras de este tipo de cigarrillos y por
ello se han obtenido diferencia entre la secuenciacion y la validacion. Seria conveniente realizar el estudio
en un mayor numero de muestras, teniendo en cuenta este posible factor en las entrevistas a las

pacientes.
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4.2 OBIJETIVO 2: Resultados y discusion

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental transversal de casos y controles. Los sujetos de estudio son mujeres
embarazadas con diagndstico de preeclampsia (n=18) y embarazadas sanas, normotensas, como grupo
control (n=24) del Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Universitario La Paz de Madrid. En el
grupo de gestantes control se incluyeron gestaciones tanto simples (n=20) como gemelares, dicoridnicos-
diamnidticos (n=4). El grupo de preeclampsia incluye 18 gestantes con embarazo simple. En todos los
casos de preeclampsia, ésta se clasificd en base al momento de aparicion de la patologia. Aquellas mujeres
gue manifestaron hipertensién y proteinuria antes de la semana 34, formaron parte del grupo de mujeres
con preeclampsia de aparicién temprana (PE; n =9), mientras que aquellas mujeres cuya preeclampsia se
presentd después de la semana 34 de gestacion, se clasificaron dentro del grupo de preeclampsia tardia
(PL; n =9). Estas muestras se analizaron agrupadas en dos estudios, la distribucién de los grupos en cada
estudio se detalla en la Figura 20. La recogida de los datos clinicos de las gestantes se realizo al ingreso y
tras el parto, estos datos se pueden ver en la Tabla 18 donde se recogen la media y desviacion estandar
de los mismos en cada grupo de estudio. Los datos clinicos recogidos del recién nacido se muestran de la

misma forma en la Tabla 19.

<] placenta
”| caramaterna N
_| Gestacion
i gemelar
placenta
= cara fetal
— Control > Estudio 1
" placenta
- "| caramaterna | M)
| Gestacion
A Simple
= placenta
| carafetal ~
Coome )—
R placenta
"| caramaterna
| Aparicion | | > Estudio 2
»| temprana (PE)
placenta
v cara fetal

Preeclampsia

— (gestacion simple) - placenta
"| caramaterna
| Aparicion | |
g tardia (PL)
placenta
cara fetal _J

Figura 20. Diseiio del estudio de expresion génica en placenta de gestantes de tercer trimestre.
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Los criterios de inclusidn utilizados para el reclutamiento de las mujeres gestantes con diagndstico
de preeclampsia se basaron en dos parametros. Por un lado, la presencia de hipertensién (>140/90
mmHg), de aparicion después de la semana 20 de gestacidn y proteinuria superior a 300mg en orina de
24 h. Como grupo control, se seleccionaron gestantes sanas normotensas que no hubieran experimentado
complicaciones médicas ni obstétricas hasta el momento del parto. Asi mismo los criterios de exclusiéon
aplicados en ambos grupos fueron la presencia de malformaciones congénitas mayores, la falta de
consentimiento informado, la participacidon de mujeres con historia previa de deficiencia congénita en el
metabolismo de los 4cidos grasos, hipertension u otras enfermedades crdnicas asociadas. En el grupo
control ademas de los criterios de exclusién anteriores se incluyd también, la historia previa de
hipertension gestacional o preeclampsia y la presencia de fallo hepatico agudo durante el embarazo o
sindrome HELLP. Todos los datos personales de las mujeres participantes en el estudio estan almacenados
y custodiados en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Universitario La Paz de Madrid, de
acuerdo con las leyes de Proteccién de Datos Europea y la Ley Espafiola de Proteccion de Datos (Ley
Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre y Ley Organica 7/2021, de 26 de mayo). La identidad de los
pacientes siempre permanecera confidencial, se identificaran sélo por un cédigo numérico individual. El
nombre y la direccion no figuraran en ninguna informacion que salga del hospital para preservar su

anonimato.

Toma de muestra

Las placentas de tercer trimestre utilizadas en el estudio fueron recogidas tras el alumbramiento.
Se procedid a la retirada de las membranas fetales e inmediatamente después se tomaron dos secciones,
una correspondiente a la cara fetal de la placenta, en la region préxima a la insercion del cordon umbilical,
y la otra, correspondiente a la cara materna, a partir del cotileddn situado en el lado opuesto a la insercion
del corddn. Las muestras fueron congeladas (-80°C) de inmediato. Todas las muestras se conservaron en
el biobanco del Hospital Universitario de la Paz, en Madrid, hasta el momento de su procesamiento. Los
parametros bioquimicos en la sangre de las gestantes fueron analizados por el Servicio de Analisis Clinicos
del Hospital Universitario La Paz. Los datos de PIGF y sFlt-1 circulantes utilizados en el estudio de
correlacién de expresion génica con parametros materno fetales no se han incluido en las Tablas 18 y 20,

ya que son datos no publicados que forman parte de una tesis doctoral dirigida por el Dr. J.L. Bartha.

Como se ha comentado, el objetivo de este estudio era profundizar en el conocimiento del
metabolismo de la placenta. Para ello se realizd un analisis de expresién de genes relacionados con el
metabolismo lipidico, transportadores de nutrientes, asi como de proteinas involucradas en la
proliferacién celular y angiogénesis. Todos los genes estudiados se recogen en la Tabla 6 en el apartado

de materiales y métodos. Los genes de referencia utilizados en el estudio fueron GAPDH y RPL30.
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4.2.1 Estudio 1: Analisis de gestaciones no patoldgicas simples y gemelares.

En primer lugar, se comentardn los resultados obtenidos en el analisis de placentas de tercer
trimestre de gestaciones sencillas y gemelares no patoldgicas, mostrando los resultados clinicos, que

caracterizan la cohorte de estudio, asi como el andlisis de ambas caras de la placenta.

4.2.1.1 Caracteristicas clinicas de las gestantes con gestaciones no patoldgicas simples y gemelares.

Como se puede observar en la Tabla 18, donde se recogen los datos clinicos relevantes para el
estudio, las mujeres con gestaciones gemelares presentan mayor ganancia de peso durante la gestacion
y mayores niveles de LDL y triglicéridos circulantes en sangre en relacidén con las gestantes de un Unico
feto. La edad gestacional del parto en el caso de los gemelos es mas baja que en las gestaciones simples.
Por otro lado, como se puede ver en la Tabla 19 tanto el peso de la placenta como el peso del recién
nacido son mas bajos en las gestaciones gemelares que en las gestaciones simples. Uno de los datos
importantes y que podria suponer una limitacién del estudio es que todas las gestaciones gemelares
proceden de la utilizacién de técnicas de reproduccidn asistida. En la Figura 21 se puede observar las

diferencias aqui comentadas.

Tabla 18. Datos clinicos maternos y obstétricos de la cohorte de estudio

. : simple Gemelar
Parametros (unidades) n=20) (n=4)
Edad materna (afios) 36,25+ 4,54 85,00 + 3,93
Ganancia de peso (kg) 12,78 £ 5,09 18,75 + 2,66
IMCi (Kg/m?) 23,07 +2,78 03,45 + 2,65
Edad gestacional (semanas) 39,37 +0,90 87,75 + 0,46

Colesterol (mg/dL)

246,45 + 44,55

85,75 + 38,09

Colesterol-LDL (mg/dL)

135,50 + 40,00

186,50 + 44,47

Colestrerol-HDL (mg/dL)

73,05+17,15

55,00 + 15,77

Triglicéridos (mg/dL) 214,90 + 73,08 134,25 + 111,62
Acidos grasos libres (mmol/L) 189,45 + 239,12 195,75 + 41,61
Glucosa (mg/dl) 74,25 +5,11 V4,50 + 3,74
Insulina (uU/mL) 10,58 + 3,96 12,50 + 5,73
Péptido C (ng/mL) 1,62 +£0,48 1,90 + 0,83
indice HOMA-IR 1,95 + 0,75 b,30 + 1,05

En la tabla se muestra la media y la desviacién estdndar de distintos parametros de las mujeres en cada uno de los grupos
estudiados, asi como datos propios de la gestacién como la edad gestacional.

Tabla 19. Datos clinicos fetales de la cohorte de estudio

Simple Gemelar

Parametros (unidades) (n= 20) (n=8)

Peso placenta (g)

609,16 + 148,03

519,75 + 40,30

Peso del recién nacido (g)

3418,75 + 427,94

2764,38 + 243,48

Percentil del recién nacido

56,15 * 28,54

71,38 +22,01

En la tabla se muestra la media y la desviacion estandar de distintos parametros del recién nacido en cada uno de los grupos

estudiados. Recién nacido (RN)
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Figura 21. Andlisis de los datos clinicos maternos fetales y obstétricos en gestaciones simples y gemelares.
En las gréficas se representa la media y el error estandar. El andlisis se realizé mediante el test U de Mann Whitney. Se
consideraron resultados estadisticamente significativos *p<0.05 y **p< 0.01.

4.2.1.2 Andlisis del nivel de mRNA y proteina en las distintas caras de la placenta no patoldgicas en

gestaciones simples y gemelares

Para profundizar en el conocimiento del estado de la placenta de tercer trimestre en gestaciones
gemelares se procedié al analisis de la cantidad de mRNA y proteinas. Las proteinas estudiadas, como se
comentd en el apartado de materiales y métodos, son proteinas que participan en el transporte de
nutrientes, en el metabolismo lipidico de la placenta (llustracion 1) y en procesos de sefializacién,
angiogénesis o proliferacién celular. Los resultados del andlisis de dichas proteinas se muestran a

continuacion.
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Figura 22. Nivel de mRNA relativo y nivel de proteinas en las distintas caras de la placenta de tercer trimestre
procedente de gestaciones simples y gemelares. En la figura se muestran los resultados obtenidos de la determinacién de
los niveles, de mRNA por RT-gPCR (A) y de proteinas por western blot (B), del transportador de glucosa (GLUT1, 1), del
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, 2), la cistationina B sintasa (CBS, 3), y lipina (LPIN2, 4). En las graficas se representa la media y
el error estandar. Las diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal (F), de una misma placenta se analizaron mediante la
prueba de Wilconxon. Se consideraron resultados estadisticamente significativos #p<0.05 y ##p<0.01 (F vs. M). Las diferencias
entre las placentas de parto simple (gris) y parto gemelar (azul), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney. Se
consideraron resultados estadisticamente significativos *p <0.05y **p < 0.01 (G vs. S).

En relacidn con el estudio de los transportadores de nutrientes, podemos ver como el
transportador de glucosa, GLUT1, se encuentra aumentado en la cara fetal de las placentas gemelares
Figura 22.1, esta diferencia la encontramos a nivel de mRNA, como se puede ver en el apartado A, sin
embargo cuando analizamos las proteinas por western-blot no se observan diferencias estadisticamente
significativas (Figura 22.1.B), si bien es verdad que parecen encontrarse mayores niveles de proteina en
las placentas procedentes de gestaciones gemelares. Como se puede observar en la Figura 24, en la que
se recogen resultados obtenidos en el estudio de los transportadores de nutrientes, en ningln otro
transportador se ha encontrado diferencias en los niveles de mRNA en la cara materna y fetal de las

placentas simples y gemelares.
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Figura 23. Nivel de mRNA relativo en las distintas

i . caras de la placenta de tercer trimestre procedente

—;? = E — de gestaciones simples y gemelares. Determinacion de
E # E - mMRNA por RT-gPCR, del acil-CoA sintasa de cadena corta
;:f 154 1 _‘g ’ # (ACSS1, A), acil-CoA sintasa de cadena larga (ACSL4, B). En
-'.: -'.: 154 ! las gréficas se representa la media y el error estandar. Las
2 1.0 = diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal (F), de
5" 5 1.04 una misma placenta se analizaron mediante la prueba de
5 § Wilconxon. Se consideraron resultados estadisticamente
2 03 < 0.5 significativos #p <0.05 (F vs. M). Las diferencias entre las
g :z: placentas de parto simple (gris) y parto gemelar (azul), se
g 0.0° £ 0.0- analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney.

M F M F M F M F
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En cuanto a las proteinas que participan en el metabolismo de la placenta hemos encontrado que
la cistationina 8 sintasa (CBS) proteina involucrada en el metabolismo de homocisteina (Figura 22.3) y la
lipina (LPIN2), enzima involucrada en la esterificacién de triglicéridos, asi como en la regulacién del
metabolismo lipidico (Figura 22.4), presentan mayores niveles de mRNA en la cara fetal de las placentas
gemelares (Figura 22.3.A y 22.4.A respectivamente). Estas diferencias a nivel de proteina no se
encontraron en el caso de lipina 2 (Figura 22.4.B). Por su parte, los resultados del western-blot de la
enzima CBS en las placentas sigue un perfil similar al observado para el mRNA, apuntando a que en las
gestaciones gemelares la cantidad de la enzima es significativamente mas alta en la cara fetal que en la
cara materna de la placenta. Por otro lado, hemos encontrado en las placentas procedentes de gestacién
simples, mayores niveles de mRNA de enzimas del metabolismo de dcidos grasos como ACSS1 y ACSL4 en
la cara fetal de las placentas respecto a la cara materna (Figura 23). El resto de las proteinas analizadas
que participan en el metabolismo lipidico de la placenta no mostraron distintos niveles de mRNA en las
placentas procedentes de gestaciones no patoldgicas simples y gemelares, ni en su cara materna ni en su

cara fetal (Figura 25).
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Figura 24. Nivel de mRNA relativo de proteinas que participan en el transporte de nutrientes, en las distintas caras
de la placenta de tercer trimestre procedente de gestaciones simples y gemelares. Determinacién de mRNA por RT-
gPCR, de acuaporina 1 (AQP1, A), acuaporina 9 (AQP9, B), acuaporina 11 (AQP11, C), el transportador de acidos grasos (FATP2,
D), la translocasa de acidos grasos (CD36, E), el transportador de colesterol (ABCA1, F), el transportador de glucosa (GLUT3, G),
el transportador de acidos grasos (SLC7A7, H) y (SLC38A2, 1). En las graficas se representa la media y el error estandar. Se
analizaron las diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal (F), mediante la prueba de Wilconxon. Se analizaron las
diferencias entre las placentas procedentes de parto simple (gris) y parto gemelar (azul) mediante la prueba U-Mann Whitney.
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Figura 25. Nivel de mRNA relativo de proteinas que participan en el metabolismo lipidico de la placenta, en las
distintas caras de la placenta de tercer trimestre procedente de gestaciones simples y gemelares. Determinacion de
mMRNA por RT-qPCR, de la enzima hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (LCHAD, A), Acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (MCAD,
B), Acil-CoA Oxidasa 1 (ACOX1, C), carnitina palmitoil transferasa 2 (CPT2, D), carnitina palmitoil transferasa 1 A (CPT1A, E), Acetil-
CoA carboxilasa a (ACACA, F), Acil-CoA sintasa 3 de cadena larga (ACSL3, G), Acil-CoA sintasa 3 de cadena media (ACSM3, H) y la
glicerol 3 fosfato aciltransferasa 4 (GPAT4, 1). En las gréficas se representa la media y el error estandar. Se analizaron las
diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal (F), mediante la prueba de Wilconxon. Se analizaron las diferencias entre las
placentas procedentes de parto simple (gris) y parto gemelar (azul) mediante la prueba U-Mann Whitney.
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Por ultimo, las proteinas analizadas que participan en procesos de sefializacién como PI3K,
proliferacién celular como PTN y angiogénesis como sFLT1 y PGF, en la mayoria de los casos no mostraron
diferencias entre los grupos de estudio como se puede ver en la Figura 26, a excepcion de la proteina PI3K
(Figura 22.2). Como se puede ver, tanto el mRNA (A) como la proteina (B) de PI3K, estdn aumentados en
la cara fetal de las placentas gemelares respecto a la misma cara de las placentas de gestaciones sencillas,
aunque en la proteina caso no llega a ser estadisticamente significativa. Sin embargo, en este caso
observamos que la cantidad de PI3K en la cara fetal de las placentas gemelares es mayor que en la cara

materna con un p-valor de 0,053, cercano a la significatividad estadistica.
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Figura 26. Nivel de mRNA relativo de proteinas que participan en procesos de proliferacién celular (PTN, A) y
angiogénesis (sFLT1, B, PGF, C y ENG, D), en las distintas caras de la placenta de tercer trimestre procedente de
gestaciones simples y gemelares. Determinacion de mRNA por RT-qPCR. Se analizaron las diferencias entre la cara materna
(M) vy la cara fetal (F), mediante la prueba de Wilconxon. En las gréficas se representa la media y el error estandar. Se analizaron
las diferencias entre las placentas procedentes de parto simple (gris) y parto gemelar (azul) mediante la prueba U-Mann Whitney.

En el estudio publicado en 2021, mostramos como la oxidacidén de acidos grasos es similar en
ambas caras de la placenta, tanto en gestaciones simples como gemelares (Figura 27.B). Sin embargo, en
la misma figura se puede observar que la esterificacion en estas placentas si es diferente (Figura 27.A).
Observamos como en las placentas gemelares, la esterificacion parece superior a la que tiene lugar en las
placentas de gestacion simple. En el caso de las placentas simples, la cara materna presenta mayor nivel

de esterificacion que la cara fetal.

80



En las placentas gemelares el nivel de esterificacion con acidos grasos es igual en la cara materna
que en la cara fetal. En este sentido encontramos diferencia estadisticamente significativa al comparar la
cara fetal de las placentas simples con la cara fetal de las placentas gemelares, encontrando que, la
esterificacién en la cara fetal de las placentas gemelares es mayor que en las placentas simples. Es
evidente viendo la figura que la oxidacién en la placenta de tercer trimestre en comparacién con la
esterificacidon es mayor, ademas se hace patente en la representacion del ratio FAE/FAO (Figura 27.C), en
el que todos los valores obtenidos en el analisis se encuentran por debajo de 1. Llama la atencién que las
placentas analizadas muestren mayor acumulo de triglicéridos en la cara fetal, tanto en gestaciones
simples como en gestaciones gemelares, sin embargo, el andlisis estadistico no muestra diferencias dada
la gran dispersiéon de los datos. Por lo que parece que la cara fetal de la placenta presenta un perfil de
almacenamiento lipidico mayor que la cara materna, tanto en gestaciones simples como en gestaciones

gemelares (Abascal-Saiz et al., 2021).
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Figura 27. Analisis del metabolismo lipidico de la placenta. Representacion de la oxidacién (FAQ) y la esterificacion (FAE)
de los acidos grasos en la placenta, el ratio de ambas y el contenido en triglicéridos acumulados en la placentas corregido por la
cantidad de proteina. Se representan los resultados de la media y el error estandar de la media, del estudio realizado previamente
por el grupo (Abascal-Saiz et al., 2021). Las diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal (F), de una misma placenta se
analizaron mediante la prueba de Wilconxon. Se consideraron resultados estadisticamente significativos #p <0.05 (F vs. M). Las
diferencias entre las placentas de parto simple (gris) y parto gemelar (azul), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney.
Se consideraron resultados estadisticamente significativos *p <0.05.

Los resultados obtenidos en el estudio de expresidn génica en estas placentas van en consonancia
con los estudios metabdlicos, ya que como se puede ver en la Figura 25, no encontramos diferencias en
la expresion de enzimas de la oxidacién de los acidos grasos (FAO). Sin embargo, si observamos un
aumento de LPIN2, enzima que participa en la esterificacién de triglicéridos y la regulaciéon del
metabolismo lipidico. Ademads, también se ha encontrado aumentada la expresién de GLUT1, CBS y PI3K,

en la cara fetal de los gemelos, lo que parece indicar una mayor actividad metabdlica de la cara fetal de
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las placentas gemelares respecto de la cara fetal de las placentas sencillas. Por su parte la acil-CoA
sintetasa de cadena corta y larga se encuentran aumentadas en la cara fetal de las placentas simples,

pudiendo estar relacionado con la disminucidn en la esterificacidon en esta cara de la placenta.

En la bibliografia se ha descrito como en mujeres obesas se observa un aumento en la sintesis y

esterificacion de acidos grasos en la placenta y una disminucion en su oxidacion (Visiedo et al., 2015). En

nuestro estudio hemos visto que las gestantes con embarazos gemelares presentan una mayor ganancia
de peso durante la gestacion, por lo que este aumento en la adiposidad de la madre podria estar asociado
con la mayor esterificacién y acimulo de triglicéridos en las placentas. Por otra parte, estas mujeres tienen
mayores niveles circulantes de LDL-colesterol y triglicéridos, por lo que el suministro de nutrientes a las
placentas es presumiblemente mayor, lo cual, asociado con una mayor captacion por la placenta estaria
favoreciendo la tendencia al almacenamiento de recursos energéticos. No debemos olvidar que es
necesario cubrir los requerimientos, en este caso, de dos fetos. Por ello todo apunta a que los cambios
gue hemos observado en las placentas de embarazos gemelares se tratan de mecanismos adaptativos del
metabolismo materno y de las placentas con el fin de garantizar el correcto aporte de nutrientes a los dos

fetos.

Para profundizar en los resultados del comportamiento de las dos caras de la placenta en
gestaciones simples y gemelares se llevd a cabo un estudio de correlacidn entre la expresion génica en la
placenta, los pardmetros maternos, fetales, obstétricos (Figura 28) y los parametros metabdlicos de la
placenta como la B-oxidacion de acidos grasos (FAO), la esterificacidn de triglicéridos (FAE) y el acimulo
de triglicéridos en la placenta (Figura YYY). Para tener una vision global del andlisis estos resultados se
muestran agrupados en forma de Heat-map donde se representa el valor de la Rho de Spearman (Sp) y el
p-valor. Como se puede observar en el grafico, las placentas procedentes de gestaciones gemelares
presentan un mayor nimero de correlaciones, entre los pardmetros clinicos estudiados y la expresion
génica, en comparacion con las gestaciones sencillas. Mientras que el nimero de correlaciones en la cara

materna y la cara fetal de la placenta no presenta tantas diferencias.

Al analizar las correlaciones que se producen en las distintas caras de las placentas simples (Figura
28), vemos que algunas de ellas son mas llamativas. Por ejemplo, se aprecia que en la cara fetal de éstas
existe una acusada correlacidon entre los niveles de expresién de algunas proteinas y los niveles de
colesterol asociado a HDL circulante (cHDL). Siendo esta correlacidn positiva en todos los casos excepto
en el caso de la ACACA que es negativa. Asi mismo, es especialmente fuerte la asociacién entre cHDL y la
expresion de LCHAD. Por otra parte, el transportador de acidos grasos FATP2 y la ENG presentan la misma
asociacion en ambas caras de la placenta, a diferencia del resto de proteinas estudiadas. La expresion de
FATP2 presenta una correlacién menor en la cara fetal que en la cara materna. Del mismo modo sucede

con ENG, es decir, la asociacidén es menor en la cara fetal que en la cara materna. Llama la atencién
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también la fuerte asociacidon positiva entre el nivel de dcidos grasos circulantes maternos y la expresion

de ENG y sFLT1 en la cara fetal de las placentas simples.
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Figura 28. Heat-map en el que se representa la correlacion entre los niveles de expresidn génica de los distintos
genes estudiados en placentas procedentes de gestaciones no patoldgicas y los parametros clinicos maternos,
fetales y obstétricos. El grafico muestra el coeficiente de correlaciéon de Spearman (Sp) entre variables. Las correlaciones
estadisticamente significativas se muestran como *p<0.05 y **p<0.01. Los pardmetros analizados son: edad materna (afios), IMC
materno pregestacional (Kg/m?), ganancia de peso de la mujer durante la gestacion (Kg), peso de la placenta (g), edad gestacional
(semanas), PLGF (pg/ml), sFLT1 (pg/ml), colesterol total (mg/dl), colesterol asociado a LDL (cLDL, mg/dl), colesterol asociado a
HDL (cHDL, mg/dl), acidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (uU/mL), péptido C (ng/mL), indice HOMA, peso del
recién nacido (g), percentil del recién nacido.

Al analizar las caras de las placentas gemelares, podemos ver la asociacion existente en la cara
fetal de la placenta, entre la expresidn de proteinas involucradas en la oxidacion de acidos grasos (CPT1A,
CPT2, ACOX1y ACSS1) y de PTN, con los niveles circulantes de sFLT1 y PGF. Observandose una asociacion
opuesta para estos parametros, esto es, positiva en relacién con sFLT1 y negativa para PGF con respecto
a los niveles de expresidén génica. Sin embargo, el efecto es contrario cuando reparamos sobre la
asociacién con la expresion de AQP11. Es mas, en el caso de los transportadores de nutrientes, aunque
no presenten asociaciones significativas, la correlacién de sFLT1 con la expresion de los transportadores
es negativa, mientras que la asociacién con PGF es positiva. Por otro lado, en la cara materna de las

placentas gemelares, la asociacion de los niveles circulantes de sFLT1 y PGF sobre la expresidn de genes
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no es tan marcada, solo se observa la correlacion de AQP9 con PGF y sFLT1 y con PTN, que presenta la
misma asociacion en la cara fetal y en la cara materna; y sin embargo la CBS se asocia de forma contraria

con estos factores en la cara materna PGF, sFLT1.

Una vez analizados los perfiles de correlacion que existen entre las distintas caras, en las placentas
simples y en las gemelares, analizaremos las diferencias mas llamativas que se dan en gestacion simple
frente a gestacion gemelar. Asi podemos encontrar como la expresion en las placentas gemelares, tiene
mayor asociacion entre los parametros de edad materna, el IMCy la ganancia de peso, con expresion en
la cara materna de las placentas gemelares. Concretamente se encuentra una correlacién negativa entre
la edad materna y la expresidon del GLUT1 y CD36 mientras que presenta una correlacidén positiva con
ACACA y PTN, aunque esta asociacidén se encuentra en las placentas gemelares y no en las simples. Lo
mismo ocurre en el caso de ABCA1, SLC7A7 y PI3K que correlacionan negativamente solo en el caso de las
placentas gemelares con el IMC. Por otra parte, la ganancia de peso de las mujeres con gestaciones
simples no se asocia con la expresién de las enzimas, sin embargo, en las placentas gemelares presenta
asociacion positiva con GLUT1, CD36, SLC38A2, ACSS1, ACSL4, LPIN2 y CBS y negativa con GLUT3. Es
curioso como los niveles de colesterol, acidos grasos y glucosa circulantes, correlacionan en la cara
materna de las placentas gemelares fundamentalmente con enzimas del metabolismo lipidico y con
transportadores, y esta asociacién no se encuentra en la cara materna de las placentas simples. Asi mismo
encontramos mayor nimero de correlaciones en la cara materna de las placentas gemelares en relacion
con los parametros del recién nacido (peso, percentil, pH de la arteria umbilical) que no encontramos en

las gestaciones simples.

Si ahora centramos el andlisis en la cara fetal de las placentas simples y gemelares, cabe sefialar,
gue parecen estar mas asociados los pardmetros antropométricos maternosy la edad con la expresién de
genes en las gestaciones gemelares en comparacion con las sencillas. Llama especialmente la atencién el
efecto de sFLT1 y PGF circulante materno con algunas proteinas de la beta oxidacion, asi como con AQP11
y PTN. Es una asociacién bastante marcada, ademds de una tendencia similar y opuesta entre sFLT1 y PGF,
gue no se encuentra en las placentas simples. Sin embargo, se dan mas asociaciones de cHDL con la
expresion de proteinas en las placentas simples que en las placentas gemelares. También podemos
apreciar como en la cara fetal de las placentas gemelares hay proteinas que correlacionan con los niveles
de glucosa e insulina, como son AQP1, SLC7A7, ACACA y GPATA4. Esta correlacion encontrada en la cohorte
de gestantes gemelares no se encuentra en la de gestantes simples. Por ultimo, podemos ver como existe
una correlacién positiva entre MCAD y CBS con el peso y el percentil del recién nacido y como estos
parametros correlacionan negativamente con CPT1A en el caso de las placentas gemelares, algo que no

encontramos en las sencillas.
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Como se puede ver en el Heat map de correlacién de la expresidn de los genes estudiados con los
parametros metabdlicos de la placenta (Figura 29), existe un mayor grado de correlaciones significativas
en la cara fetal de las placentas gemelares. Si comparamos las diferencias que existen entre las
correlaciones en las placentas simples y las gemelares en ningln caso sigue un perfil de asociacidn similar.
Unicamente la expresién de PGF en la cara fetal de las placentas correlaciona negativamente con la FAO

en la cara fetal.
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Figura 29. Mapa de calor en el que se representa la correlacion entre los niveles de expresion génica de los
distintos genes estudiados y los parametros metabdlicos en placentas procedentes de gestaciones no patoldgicas.
El grafico muestra el coeficiente de correlacién de Spearman (Sp) entre variables. Las correlaciones estadisticamente significativas
se muestran como *p <0.05 y **p <0.01.

Si analizamos por cuadrantes, podemos ver como en las placentas simples la expresion de
acuaporina 1 en la cara materna correlaciona positivamente con el acimulo de triglicéridos en la cara
fetal, mientras que la expresion de AQP1 en la cara fetal correlaciona positivamente con el acimulo de
triglicéridos en la cara materna. Curiosamente el acimulo de triglicéridos en un lado de la placenta esta
asociado a la expresién del transportador en el otro. Con respecto al resto de transportadores de
nutrientes, ademas de las asociaciones ya mencionadas, solo se observa la correlacion de la expresidon de

AQP11 en la cara fetal de las placentas, con la oxidacidn de acidos grasos en esta misma cara.

En relacion con las enzimas que participan en el metabolismo lipidico, la expresién de ACSL4 en la
cara materna de las placentas parece estar estrechamente relacionada con la esterificacion de
triglicéridos, tanto en la cara materna como en la cara fetal. Por su parte la expresion de la PI3K, proteina

involucrada en distintas vias de sefalizacion, correlaciona positivamente en la cara materna de la placenta
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con el acumulo de triglicéridos en la cara fetal. Por ultimo, observamos la correlacién negativa entre la

expresion del PGF y la oxidacién de acidos grasos, ambos, en la cara fetal de las placentas.

Analizando la correlacion en las distintas caras de las placentas gemelares, observamos como en
la cara materna de las placentas correlaciona negativamente la expresiéon de FATP2 y de CPT1A con la
oxidacion de acidos grasos en esa misma cara. Por su parte la expresidon de algunas proteinas en la cara
fetal de estas placentas también correlaciona con la B oxidacidn de los acidos grasos. La expresién de
SLC38A, ACOX1 y PTN correlaciona negativamente con la FAO en la cara materna de las placentas.
Mientras que la expresion de otras proteinas en la cara fetal presenta una correlacién negativa con la FAO
en la carafetal como es el caso de LCHAD, ACSL3, ACSL4 'y PGF. Por su parte la expresion de ABCA1, SLC7A7
y PI3K en la cara materna de las placentas correlaciona negativamente con la esterificacion de triglicéridos
en esta misma cara. La expresién en la cara materna de AQP9 y de ACSM3 correlacionan con la
esterificacién en la cara fetal de las placentas. En relacién con la expresion en la cara fetal de las placentas
se han encontrado Unicamente asociaciones con la esterificacion en la cara materna. De forma que, existe
una correlacidon negativa entre la expresion en la cara fetal de GLUT3, AQP1 y ACACA y la esterificacion en
la cara materna, y una correlacidon positiva entre la expresion en la cara fetal de FATP2 y GPAT4 y la
esterificacidon en la cara materna. Por Ultimo, la expresion en la cara materna de CPT1A, ACSM3, y GPAT4
correlaciona con el acimulo de triglicéridos en la cara materna, y la expresion de ACSM3 y CBS en la cara
fetal de las placentas correlaciona con el acimulo de triglicéridos en la cara materna. Es curioso como el
almacén de triglicéridos en una de las caras de la placenta se asocia con la expresion de proteinas en la

otra cara en todos los casos.

Comparando las correlaciones que se producen en la cara materna de las placentas simples y
gemelares, vemos que los patrones de correlaciéon no son parecidos, parecen mas bien ser asociaciones
aisladas. En la cara fetal, comparando placentas de gestaciones gemelares frente a placentas de
gestaciones simples, podemos ver como la fuerte correlacidon que parece que presentan la expresion de
algunas enzimas y la oxidacién de acidos grasos en la cara fetal o la esterificaciéon en la cara materna en
las gestaciones gemelares, no aparece en las placentas simples. En cualquier caso y como comentamos al

inicio, existe mayor niumero de correlaciones en las placentas gemelares que en las simples.

Aunque el estudio de correlacién se realizé con todas las proteinas incluidas en el andlisis, para
facilitar la comprension de los mismos, se comentan con detalle sélo las correlaciones con las proteinas
cuyo nivel de mRNA ha mostrado diferencias estadisticamente significativas entre la cara fetal de las
placentas procedentes de gestaciones simples y gestaciones gemelares, es decir, GLUT1, CBS, PI3K y

LPIN2.
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Como se pueden ver en la Figura 30, los resultados obtenidos en el estudio de correlacién
muestran un mayor nimero de correlaciones significativas en las placentas de gestaciones gemelares
respecto de las sencillas, sobre todo en relacién con los pardmetros clinicos. Si comparamos la cara
materna y fetal de las gestaciones sencillas vemos que Unicamente correlaciona la expresién de algunos
genes con factores circulantes maternos como PIGF, sFltl y el péptido C. El transportador de glucosa
GLUT1 y LPIN2 correlacionan positivamente en la cara materna de las placentas con los niveles maternos
de sFlt1, no observandose esta correlacion en la cara fetal. Sin embargo, la expresion de GLUT1 en la cara

fetal de las placentas correlaciona negativamente con los niveles de PGF, pero no asi en la cara materna.

En relaciéon con los pardmetros metabdlicos de la placenta, la expresién de PI3K en la cara materna
de las placentas simples correlaciona positivamente con el acimulo de triglicéridos en la cara fetal de las
placentas, mientras que en las placentas gemelares correlaciona negativamente con la esterificacién de

triglicéridos en esta misma cara de la placenta.

Si comparamos la cara materna y fetal de las gestaciones gemelares, observamos que en la cara
materna existe una asociacién muy similar en la expresiéon de GLUT1, LPIN2 y CBS con los pardmetros
clinicos estudiados. Sin embargo, la expresion de PI3K parece tener un comportamiento diferente,
correlacionando inversamente con otros pardmetros. Algunas de estas asociaciones en GLUT1 y en PI3K

se mantienen también en la cara fetal.
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llustracidn 1. Esquema de las principales proteinas analizadas en el estudio.
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Figura 30. Heat-map en el que se representa la correlacidn entre los niveles de mRNA GLUT1, LPIN2, CBS y PI3K
en placentas procedentes de gestaciones no patoldgicas y los parametros clinicos maternos, fetales, obstétricos y
metabdlicos de la placenta. El grafico muestra el coeficiente de correlacion de Spearman (Sp) entre variables. Las
correlaciones estadisticamente significativas se muestran como *p <0.05 y **p <0.01. Los parametros incluidos fueron: edad
materna (afios), IMC materno pregestacional (Kg/m?), ganancia de peso de la mujer durante la gestacién (Kg), peso de la placenta
(g), edad gestacional (semanas), PLGF (pg/ml), sFLT1 (pg/ml), colesterol total (mg/dl), colesterol asociado a LDL (cLDL, mg/dl),
colesterol asociado a HDL (cHDL, mg/dl), 4cidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (uU/mL), péptido C (ng/mL),
indice HOMA, peso del recién nacido (g), percentil del recién nacido.

Asi, en las gestaciones gemelares en la cara materna, la expresién de GLUT1, LPIN2 y CBS
correlacionan positivamente con la ganancia de peso de la gestante y con los niveles de glucosa, y GLUT1
y CBS también se asocian positivamente con el peso y tamafio del recién nacido, respectivamente. En la
cara fetal la asociacién positiva con la ganancia de peso se mantiene en GLUT1 y CBS, sélo fue significativa
en ésta Ultima proteina, mientras que la correlacién positiva con la glucemia fue significativa en ambas,
de forma similar a lo observado en la cara materna. Por su parte la expresiéon de PI3K tiene una clara
asociacion con los niveles circulantes de glucosa e insulina maternos que en ambos casos correlaciona

negativamente en la cara materna, pero no en la fetal. En este caso en relacidn con los pardmetros
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metabdlicos de la placenta, la expresidn de CBS en la cara fetal de las placentas gemelares correlaciona
positivamente con el acumulo de triglicéridos en la cara materna, no observandose ninguna otra

correlacién. Por su parte la expresion de PI3K en la cara materna de las placentas correlaciona

negativamente con la esterificacidn de triglicéridos en esta misma cara de la placenta.

A. B.
SIMPLE GEMELAR TR SIMPLE GEMELAR
@ FETAL 55
25 2
° °
g 20 . ° 3 20 ° °
- - °
5 5
d d 15 ® ° ° o
% § ° ° %o ¢ L4 o2
® e .T.’ = e
Ld L] o
:§ :§ i ° & ° o o ° °
§ |§ :. ° ° 2 e
5 R ®e
4 S0 100 150 200 2% S0 100 150 200 250 o 40 60 80 100 40 60 80 100
cLDL (mgldL) cLDL (mgldL) cHDL (mgldL) cHDL (mgldL)
C. D.
SIMPLE GEMELAR “@. MATERNA SIMPLE
O FETAL
25 5
° o
g 20 ° '§~ 20 °
g ° ,‘5' °
d 15 L ° d 15 e °
.‘ o . ° ° © ..‘ /
g [ e 28 ¢ g L] :./go
" .0 .o ¢ H — 10/‘/: o e ¢ oo
° o ©
* : ° L4 @ s : ° ®
s o o ° s P 4
A 65 70 7% 80 85 65 70 75 80 85 g 2500 3000 3500 4000 4500 5000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Glucosa (mgldL) Glucosa (mgldL) Peso del Recién Nacido (g) Peso del Recién Nacido (g)

Figura 31. Graficos de correlacion del nivel de mRNA de GLUT1 en la placenta con los niveles circulantes en la
madre de colesterol asociado a LDL (A), HDL (B), la glucemia (C), y el peso del recién nacido (D). La linea azul clara
muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la linea oscura muestra la tendencia en la cara fetal.

A: placenta gemelar cara materna, correlacion GLUT1 y cLDL (Sp = 0.781; p=0.022)

B: placenta gemelar cara materna, correlacion GLUT1 y cHDL (Sp = -0.781; p=0.022)

C: placenta gemelar cara materna, correlacién GLUT1 y glucosa materna (Sp = 0.830; p=0.011)

C: placenta gemelar cara fetal, correlacion GLUT1 y glucosa materna (Sp = 0.781; p=0.022)

D: placenta gemelar cara materna, correlacion GLUT1 y peso del recién nacido (Sp = -0.766; p=0.027)

Como se ha comentado, GLUT1 fue una de las proteinas que mostré mayores diferencias en las
correlaciones entre gestaciones sencillas y gemelares. Asi, ademds de las correlaciones comentadas, se
observa que en la cara materna de las placentas gemelares el mRNA de GLUT1 correlaciona
negativamente con la edad de la gestante, con los niveles de cHDL, y positivamente con los niveles de

cLDL. Estos resultados de las correlaciones de GLUT1 se muestran con mas detalle en la Figura 31. En esta
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en la Figura 30, se puede ver perfectamente como en la cara fetal (representado en verde) de las placentas
gemelares, los niveles mMRNA de GLUT1 son mayores respecto a la cara fetal (representado en azul).
Ademas, es evidente que existe una asociacion entre los niveles de mRNA de GLUT 1 y los niveles de
colesterol asociado a LDL y HDL que solo se produce en las placentas de gestaciones gemelares. En las
gestaciones gemelares, parece que el suministro de nutrientes por parte de la madre se asocia con el nivel
de mRNA de GLUT1 en la placenta, como se puede ver en la Figura 31 A y C. También es interesante

destacar la asociacién del transportador con el peso del recién nacido en las gestaciones gemelares.

Los transportadores de glucosa seleccionados para el estudio fueron GLUT1 y GLUT3, dado que,
segln las bases de datos, son los transportadores con mayor expresién en placenta humana. En la

placenta de tercer trimestre la expresién de GLUT1 es mayor que la de GLUT3 (Langdown & Sugden, 2001).

Por lo que el transporte de glucosa en este momento de la gestacién esta mediado fundamentalmente
por este transportador Nuestros resultados del nivel de expresion génica de GLUT1, reflejan un aumento

en la cara fetal de las placentas gemelares.

Algunos estudios apuntan a que la fecundacién in vitro afecta a la expresion de los

transportadores GLUT (Dong et al., 2019). En nuestro estudio todos los gemelos proceden de fecundacion

in-vitro, por lo que puede ser que esta variacion en la expresién de los transportadores en gestaciones
gemelares pueda estar influenciada en este sentido. Para poder descartar que se deba a este factor
deberia considerarse la posibilidad de realizar el estudio en gestaciones gemelares que no procedan de

fecundacion in-vitro.

En todo caso llama la atencidn que esta diferencia se observa Unicamente en la cara fetal con
respecto a la cara materna de las placentas. En el estudio de Castillo-Castrejon, M. y colaboradores en
2021 observaron como en gestaciones de mujeres diabéticas se producia un aumento de la expresién del
transportador de GLUT1 en la membrana basal de la placenta junto con otros transportadores de
nutrientes, llegando a la conclusién de que puede ser éste uno de los motivos que contribuye al aumento

de peso de los recién nacidos (Castillo-Castrejon et al., 2021). En este sentido, es posible que el mayor

suministro de nutrientes en las mujeres con gestaciones gemelares vaya en linea con lo que podria estar
ocurriendo en una mujer diabética, en la que la mayor expresion de transportadores en la placenta
favorezca el mayor aporte de glucosa al feto. De hecho, hemos observado, tanto en la cara materna como
en la cara fetal de las placentas de partos gemelares, una correlacion positiva entre los niveles de glucosa
circulante en la madre y la expresidn del transportador. Por otra parte, también hemos encontrado una
la correlacién de la expresidn del transportador de glucosa en la cara materna de las placentas gemelares
con el aumento de peso del recién nacido. En un estudio reciente, realizado en mujeres diabéticas de tipo
1, se ha propuesto que el aumento de GLUT1 en la membrana basal de las placentas contribuye al

aumento de peso del recién nacido (Joshi et al., 2021).
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También se ha descrito que, a diferencia de los estudios anteriores en diabetes, la obesidad

materna se relaciona con una menor expresién de GLUT1 en la placenta (Nogues et al., 2021). Esto podria

indicar que, aunque haya mayor disponibilidad de nutrientes, la placenta es capaz de modular la presencia
de transportadores, y de esa forma proteger al feto de un excesivo aporte energético. En el caso de las
gestaciones gemelares, al tratarse de dos fetos la demanda energética es mayor, por lo que se favoreceria
una mayor disponibilidad de glucosa con la consiguiente ganancia de peso del bebé. Este aumento de
nutrientes podria estar también asociado con el aumento observado en la expresion de las enzimas del
metabolismo CBS, LPIN2 y PI3K en la cara fetal de las placentas gemelares. En el caso de CBS, queda
patente en la correlacidn positiva que presenta su expresién tanto con la ganancia de peso materna, la

glucosa circulante y el peso del recién nacido.

En cuanto a la lipina, aparte de las correlaciones mencionadas mas arriba (en la cara materna de
las placentas de gestaciones sencillas correlaciona positivamente con los niveles de sFLT1 circulantes y
negativamente con el péptido C, no habiendo correlacidn en la cara fetal de las mismas placentas) en la
cara materna de las gestaciones gemelares el mRNA se correlaciona positivamente con la ganancia de
peso, y los niveles circulantes de colesterol y de glucosa (Figura 32.A), no observandose tampoco ninguna
correlacién en la cara fetal. Tampoco hemos encontrado ninguna asociacién entre la lipina con los

parametros metabdlicos estudiados en la placenta.
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Figura 32. Correlacion entre el nivel de mRNA de LPIN2 en la placenta con los niveles circulantes maternos de
colesterol total (A), y la glucosa (B), en partos sencillos y partos gemelares. La linea azul clara muestra la tendencia en
la cara materna de la placenta y la linea oscura muestra la tendencia en la cara fetal.

A: placenta gemelar cara materna, correlacion LPIN2 y el colesterol total materno (Sp = 0.732; p=0.039)

B: placenta gemelar cara materna, correlacién LPIN2 y la glucemia materna (Sp =-0.7321; p=0.039)

A la luz de estos resultados parece que la expresidn de LPIN2, comparte una tendencia similar a
la de GLUT1 y CBS en la placenta de tercer trimestre, es decir, una mayor expresion en la cara fetal de la
placenta gemelar, que podria estar relacionada con la ganancia de peso y la disponibilidad de glucosa. En

humanos, podemos encontrar 3 isoformas de lipina. Esta enzima con actividad fosfatidato fosfatasa (PAP)
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participa en el metabolismo de lipidos y en la regulacién de genes involucrados en el metabolismo lipidico.

(Y. Chen, Rui, Tang, & Hu, 2015; Harris & Finck, 2011). La isoforma 1 es la mas estudiada en términos

generales, sin embargo, no hay muchos estudios sobre la actividad de lipina 2, y aiin menos en la placenta.
Sin embargo, en nuestro estudio analizamos Unicamente la expresion de LPIN2, ya que se trata de la
isoforma mayoritaria en la placenta. Algunos articulos describen su papel en la regulacién de la expresién
de genes proinflamatorios y el almacenamiento de triglicéridos en macréfagos humanos, en los que se
observa como Lipina 2 reduce la sefializacién proinflamatoria generada por los dcidos grasos promoviendo

la sintesis de TG (Valdearcos et al., 2012; Watahiki et al., 2020). En 2007, fruto de un estudio basado en

un analisis de polimorfismos en este gen, se asocié a la lipina 2 con el metabolismo de la glucosa y la

composicion corporal y diabetes tipo 2. (Aulchenko et al., 2007). Esta asociacion va en la linea con lo que

hemos observado en la expresién de GLUT 1, ademas de que también presenta la expresién de LPIN2 en

la cara materna de las placentas gemelares una correlacion positiva con la ganancia de peso y glucosa.

Es de destacar que el mMRNA de CBS no presenta correlacidn con los pardmetros estudiados en las
placentas simples, pero en las placentas gemelares correlaciona positivamente con la ganancia de pesoy
la glucemia materna (Figura 33 A), tanto en la cara materna como en la cara fetal. Ademds, en ambas
caras de las placentas se observa una relacion negativa entre la expresion de CBS y los niveles de PGF y
positiva con sFLT como se puede observar en la Figura 33 Cy D, que solo es estadisticamente significativa
en la cara materna. Ademas, en las placentas gemelares, la expresion de CBS correlaciona positivamente
con el tamafio y el peso del recién nacido (Figura 32 B). que no se observa en las placentas simples. En
cualquier caso, en estos graficos se puede corroborar como la expresion de CBS en la cara fetal de las
placentas gemelares es mayor que en la cara materna. Estudios previos han localizado la expresion de
CBS en el endotelio fetal de la placenta. Esta enzima cataliza la sintesis de cistationina a partir de
homocisteina, formando parte de la via de transulfuracion, por lo que esta estrechamente relacionada

con el metabolismo de un carbono y el metabolismo del acido fdlico.

Es por ello que su expresidn se ve regulada en muchos casos por los niveles de homocisteina, la
concentracion de folatos o los niveles de vitamina D. Ademas, la CBS junto con la cistationina gamma liasa
(CSE) catalizan la sintesis de acido sulfhidrico (H,S) a partir de L-cisteina acido que tiene propiedades

vasodilatadoras, antioxidantes y angiogénicas entre otras (Cindrova-Davies et al., 2013; Holwerda et al.,

2012; Nandi, Wadhwani, & Joshi, 2017; Nandi et al., 2021; Solanky, Requena Jimenez, D'Souza, Sibley, &

Glazier, 2010; Sonne et al., 2013). De hecho, La CBS en las placentas se ha relacionado con los niveles de

homocisteina (Sonne et al., 2013) y de H,S (B. Wang et al., 2020).
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Figura 33. Correlacion entre el nivel de mRNA de CBS en la placenta con los niveles circulantes maternos de glucosa
total (A), y el percentil del recién nacido (B), los niveles circulantes maternos de sFlt-1 (C) y PIGF (D), en partos
sencillos y partos gemelares. La linea azul clara muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la linea oscura
muestra la tendencia en la cara fetal.

A: placenta gemelar cara materna, correlacién CBS y glucemia materna (Sp = 0.830; p=0.011)

A: placenta gemelar cara fetal, correlacion CBS y glucemia materna (Sp = 0.830; p=0.011)

B: placenta gemelar cara materna, correlacién CBS y percentil del recién nacido (Sp =-0.810; p=0.015)

B: placenta gemelar cara fetal, correlacion CBS y percentil del recién nacido (Sp = -0.857; p=0.007)

C: placenta gemelar cara materna, correlacion CBS y sFlt-1 (Sp = - 0.781; p=0.022)

D: placenta gemelar cara materna, correlacion CBS y PIGF (Sp = 0.781; p=0.022)

Se ha descrito que, por una parte, H,S inhibe la liberaciéon de sFLT1 en la placenta y que, por otra
parte, cuando se produce una disminucién de H,S en la placenta aumenta la produccion de sFLT1. Es por
ello que se ha relacionado H,S con la preeclampsia en la que se produce un aumento de sFLT1 (T. Hu et

al., 2015; T. X. Hu et al., 2016; Mohanraj, Rahat, Mahajan, Bagga, & Kaur, 2019). En este sentido, hemos

encontrado que hay una correlacion entre la expresiéon de CBS en la cara materna de las gestaciones
gemelares y los niveles circulantes maternos de factores angiogénico como sFLT1 y PGF. La expresion de
esta enzima correlaciona positivamente con sFLT1 (factor antiangiogénico) y negativamente con PGF

(factor proangiogénico). Parece, por tanto, que en la gestacién gemelar la expresion de la enzima en la

93



placenta podria estar modulada por estos factores para mantener un correcto equilibrio en la via de la

transulfuracion.

Ademas de los anteriores se han descrito en la bibliografia otros factores que regulan la expresion
de CBS en la placenta. Asi, se ha visto que la expresion de la enzima esta regulada a la baja en mujeres

fumadoras (S. P. Singh et al., 2020), y también se ha relacionado con el peso del recién nacido (Kjaergaard

et al., 2022). Precisamente, en nuestro estudio, hemos observado que en las gestaciones gemelares hay
una correlacién positiva entre el peso y tamafio del recién nacido y los niveles de expresion de CBS en la

cara fetal de la placenta que no encontramos en el caso de las placentas de las gestaciones simples.

Finalmente, aunque no hemos observado que del mRNA de PI3K en las placentas de gestaciones
simples correlacione con ninguno de los pardmetros estudiados, si se asocia con diversos pardmetros en
las gestaciones gemelares. Asi, PI3K correlaciona negativamente, en la cara materna, con el IMC materno
al inicio de la gestacidn y con los niveles circulantes de insulina, péptido Cy con el indice HOMA (Figura
26 y Figura 33). En la cara fetal, aunque se observa la misma tendencia en estas asociaciones no llegan a

ser estadisticamente significativas (Figura 26).
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Figura 34. Correlacion entre el nivel de mRNA de PI3KR en la placenta con los niveles de insulina materna (A), y el
IMC materno al inicio de la gestacién (B) en partos sencillos y partos gemelares. La linea azul clara muestra la tendencia
en la cara materna de la placenta y la linea oscura muestra la tendencia en la cara fetal.

A: placenta gemelar cara materna, correlacion de PI3K e insulina materna (Sp = - 0.781; p=0.022)

B: placenta gemelar cara materna, correlacién PI3K y IMC materno previo a la gestacion (Sp = - 0.781; p=0.022)

La fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), cataliza la fosforilacion del fosfatidil inositol a
fosfatidilinositol inositol trifosfato siendo una enzima clave en distintas rutas de seiializacién. Estd
formada por una subunidad catalitica de 110 kDa PI3KCA, y una subunidad reguladora de 85 kDa, PI3KR

(Chu et al., 2021; Stephens, Eguinoa, Corey, Jackson, & Hawkins, 1993). La sefializacién mediada por PI3K

modula el sistema inmunitario durante la gestacién, el metabolismo lipidico y glucidico, y se ha
relacionado con la modulaciéon de actividad frente al estrés oxidativo. Entre otras vias de sefializacion,

PI3K participa en la sefializacion de la insulina, la principal hormona anabdlica y anticatabdlica del
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organismo. Asi, el suministro de nutrientes de la madre al feto esta regulado por vias de sefializacion en

las que participa PI3K (Lien et al., 2021), y la disponibilidad de nutrientes maternos en el lado fetal esta

directamente relacionado con el tamafio del recién nacido (Merech et al., 2019). Algunos trabajos

sugieren una relacién entre el aumento de la expresién de PI3K en la placenta en las mujeres con diabetes

gestacional y el peso del recién nacido (Balachandiran et al., 2021). Aunque en la cohorte de mujeres con

gestacion gemelar no hay diferencias estadisticamente significativas en la insulina, péptido C e indice
HOMA respecto a la gestacion sencilla, no podemos descartar que la evolucion circadiana de insulina sea
diferente al estar estas madres sometidas a un gasto energético mucho mayor. Por ello, dada la
correlacién inversa que hemos observado en la cara materna en las gestaciones gemelares no solo con la
insulinemia materna sino también con el péptico Cy el indice HOMA, se podria sugerir que en la placenta
se modula la expresion de PI3K en la cara materna como mecanismo de proteccién ante las oscilaciones
en lainsulina para proteger al feto de un alterado crecimiento fetal. De hecho, en las placentas gemelares
el acimulo de triglicéridos en la cara materna es practicamente inexistente mientras que en la cara fetal
es mucho mayor, como se puede ver en la Figura 34 Ay C, tal y como hemos descrito recientemente

(Abascal-Saiz et al., 2021).

En los ultimos afios, la edad de las madres gestantes es cada vez mayor, lo que estd provocando
un aumento de la utilizacion de técnicas de reproduccion asistida como la fecundacion in vitro (FIV) , la

cual se asocia con una mayor frecuencia de embarazos multiples (Suder, Gniadek, Micek, & Pawlik, 2021).

Como consecuencia, estd aumentando la prevalencia de embarazos multiples en la poblacidn. En Espaiia
en el afio 2020 el 1,6% de partos eran dobles, en 1999 en nimero de partos dobles era del 1,4% segun
datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE). En lo embarazos multiples hay mayor riesgo de sufrir
complicaciones obstétricas y otras patologias, tales como la restriccion del crecimiento intrauterino

(RCIU), la preeclampsia o la diabetes mellitus gestacional (DMG) entre otras (De la Calle, Bartha, Garcia,

Cuerva, & Ramiro-Cortijo, 2021; Y. Wang, Shi, et al., 2021).

Se ha descrito también como la expresion de PI3K en la placenta puede verse alterada en las
placentas que proceden de tratamientos de fecundacién in vitro, ya que afectan al desarrollo de la
placentay es por ello que en muchos casos se puede encontrar alterado el transcriptoma de esta (S. Yang
et al., 2021). Estudios previos han descrito que las placentas procedentes de fecundacion in vitro
presentan diferencias en el transcriptoma en comparacion con las placentas procedentes de fecundacion

natural (L. Zhao, L. Sun, et al., 2020; L. Zhao et al., 2019). Por tanto, como se ha comentado

anteriormente, para poder confirmar estos estudios seria necesario validar estos resultados en

gestaciones gemelares que no provengan de fecundacion in vitro.
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Figura 35. Correlacidn entre el acimulo de TG en las distintas caras de la placenta con el nivel de mRNA de PI3KR
en la placenta con los niveles de insulina materna (A), y el IMC materno al inicio de la gestacion (B) en partos
sencillos y partos gemelares. La linea azul clara muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la linea oscura
muestra la tendencia en la cara fetal.

A: placenta gemelar cara fetal, correlacion CBS y TG cara materna (Sp = 0.738; p=0.037)

B: No existe correlacion de CBS y TG cara fetal en estas placentas

C: No existe correlacion de PI3K y TG cara materna en estas placentas

D: placenta simple cara materna, correlacion PI3K y TG cara fetal (Sp = 0.447; p=0.048)

E: placenta gemelar cara materna, correlacion PI3K y FAE cara materna (Sp = - 0.714; p=0.047)

F: No existe correlacion de PI3K y FAE cara fetal en estas placentas.
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El grupo de gestantes con embarazos gemelares que han participado en el estudio procede en
todos los casos de fecundacién in vitro. Todas ellas presentan una mayor ganancia de peso y mayores
niveles de LDL-colesterol y triglicéridos circulantes, por lo que el suministro de nutrientes en las
gestaciones gemelares es mayor que en las sencillas. Como es habitual en este tipo de gestaciones la edad
gestacional a término es mds baja que en las gestaciones sencillas y por consiguiente el peso del recién
nacido y de la placenta también son significativamente inferiores. En estudios previos realizados en
colaboracién con el grupo del Dr. Jose Luis Bartha, se ha identificado en la cara fetal de las placentas
gemelares una mayor esterificacién de triglicéridos y un mayor acimulo de los mismos, que va en
consonancia con nuestro estudio de expresidn génica en las mismas placentas. Asi, hemos encontrado un
aumento en la expresion de las proteinas GLUT1, CBS, LPIN2 y PI3K en la cara fetal de las placentas

gemelares en relacion con las sencillas.

Como hemos comentado anteriormente las placentas procedentes de fecundacién in vitro
presentan diferencias en el transcriptoma en comparacion con las placentas procedentes de fecundacion
natural. En el caso particular de GLUT1 y PI3K se ha descrito el aumento en la expresién en este tipo de
placentas. Por otro lado, el perfil de expresion de la placentas estudiadas presenta similitudes en relacién
con las placentas procedentes de gestaciones con diabetes. Esto puede estar relacionado un mayor aporte
de nutrientes por parte de la madre al feto, un aumento en la captacidn de los mismos y un aumentado
metabolismo glucidico vy lipidico de la placenta para favorecer el suministro de nutrientes al feto. Sin
embargo, a diferencia de las gestaciones con diabetes, en las gestaciones gemelares pese a ser mayor el
aporte de nutrientes madre feto, estos fetos no presentan un mayor peso. Esto es asi probablemente ya
que al haber dos fetos la demanda energética es mayor y la placenta se acomoda para aportar un
suministro adecuado de nutrientes. Parece pues que los hallazgos encontrados en nuestro estudio
sugieren que el aumento de las proteinas, GLUT1, lipina, CBS y PI3K en las placentas surge como una

adaptacion metabdlica para permitir un aporte adecuado de nutrientes al feto.

Por tanto, las diferencias encontradas entre las placentas simples y las placentas gemelares son
de algiin modo diferencias que resultan del proceso de adaptacion a los requerimientos para el desarrollo
de los dos fetos. Si bien es verdad que, de forma novedosa, hemos observado como existe un
comportamiento diferencial entre las caras de la placenta que se encuentra perfectamente coordinado y
gue permite acomodar los recursos maternos a la demanda energética fetal. Sin embargo, para confirmar
que las diferencias obtenidas no son consecuencia de la FIV, seria importante poder realizar un estudio

de confirmacién en gestantes con embarazos gemelares que no procedan de FIV.
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4.2.2 Estudio 2: Cambios en la expresion génica en la placenta de gestaciones complicadas

con preeclampsia.

En este apartado se resumen los resultados obtenidos en el estudio de expresién génica en
placenta, tanto en la cara materna como en la cara fetal, de tercer trimestre de gestaciones sencillas
complicadas con preeclampsia. En primer lugar, se muestran las caracteristicas clinicas de las gestantes
control y de las gestantes con preeclampsia de aparicion temprana (PE) y de aparicion tardia (PL). Tanto
en las tablas cdmo en las figuras se muestran los datos de todas las mujeres que sufrieron preeclampsia

y a continuacion se muestran separados en funcidon del momento de aparicion.

4.2.2.1 Caracteristicas clinicas de las gestantes.

Los datos clinicos mas relevantes se recogen en la Tabla 20 y para una visualizacién mds sencilla se
describirdn de forma grafica aquellos pardmetros que presentan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio (Figura 36). Como se puede observar, las mujeres con
gestaciones complicadas con preeclampsia de aparicién temprana presentan una disminucién en la edad
gestacional que no se observa en los casos de aparicion tardia. Ademads, tanto el peso de la placenta como
del recién nacido son menores en todos los casos de preeclampsia, siendo la disminucidn del peso mds
marcada en los casos de preeclampsia de aparicidn temprana. En cuanto a los pardmetros bioquimicos
maternos, también observamos diferencias en el perfil lipémico, asi como en la insulina y el péptido C. En
las gestantes con preeclampsia de aparicidn tardia los niveles circulantes de triglicéridos, insulina y
péptido C son significativamente superiores con respecto al resto de los grupos. En el caso de los niveles
de colesterol asociado a HDL son las gestantes con preeclampsia temprana las que presentan mayores
niveles. Finalmente, los &acidos grasos libres parecen estar aumentados en todos los casos de

preeclampsia, sin haber diferencias entre la forma temprana o tardia.
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Tabla 20. Datos clinicos maternos, fetales y obstétricos de la cohorte de estudio

Preeclampsia

Preeclampsia

Parametros (unidades) ((:::tzrg)l Pret(erflzalr;l)p >1a temprana -PE- tardia-PL-
(n=9) (n=9)
Edad materna (afos) 36,25 +4,54 33,89+5,19 31,44 +6,31 36,33 +2,00
Ganancia de peso (kg) 12,78 + 5,09 13,67 + 7,65 9,50+ 3,21 16,44 + 8,62
IMCi (Kg/m?) 23,07 £2,78 23,94 £ 3,49 22,74 £ 3,63 24,74 + 3,36
Edad gestacional (semanas) 39,37 +0,90 34,28 + 3,79 31,67 +3,61 36,89 +1,45
Colesterol (mg/dL) 246,45 + 44,55 270,06 + 45,32 267,38 + 51,85 272,44 £ 41,74
Colesterol-LDL (mg/dL) 135,50 + 40,00 148,94 + 58,93 125,25 + 63,54 170,00 + 48,51
Colestrerol-HDL (mg/dL) 73,05 +17,15 82,94 + 18,84 90,88 + 21,63 75,89 + 13,48

Triglicéridos (mg/dL)

214,90 £ 73,08

264,12 +£109,43

208,38 £59,79

313,67 £122,29

Acidos grasos libres (mmol/L)

189,45 + 239,12

226,79 £ 100,66

248,50 + 129,87

210,50 + 77,86

Glucosa (mg/dl) 74,25+5,11 76,59 +13,98 78,50 18,54 74,89 +£9,12
Insulina (pU/mL) 10,58 + 3,96 27,31+ 45,86 39,00 + 69,28 18,22 £11,41
Péptido C (ng/mL) 1,62+0,48 2,84 +£1,99 2,93 £2,60 2,77 £ 1,46
indice HOMA-IR 1,95+0,75 5,89+11,48 8,89 +£17,37 3,57 +2,64

Proteinuria 24h

2594,80 + 3103,73

4440,67 £ 4259,36

1364,22 +£1122,55

Peso placenta (g)

609,16 + 148,03

368,25 + 147,75

288,05 + 111,50

448,45 + 139,59

Peso recién nacido (g)

3418,75 + 427,94

1913,12 £ 997,92

1204,75 + 737,32

2542,78 + 753,77

Percentil recién nacido

56,15 + 28,54

20,53 +£32,80

1,25+1,91

37,67 £338,02

En la tabla se muestra la media y la desviacion estdndar de diversos parametros de las mujeres y los recién nacidos en cada uno
de los grupos estudiados de gestaciones no patoldgicas y gestaciones complicadas con preeclampsia. En las columnas 4y 5 se ha
subdividido el grupo de preeclampsia en funcién del momento de apariciéon, como temprana o tardia, respectivamente.

La preeclampsia surge a consecuencia de un defecto en el desarrollo de la placenta, en el que se
produce una hipoperfusion sanguinea desencadenando un entorno de hipoxia. Esta situacién supone una
alteracion en el desarrollo de la placenta que afecta entre otras cosas al su transcriptoma, produciéndose
un desequilibrio en la produccién y liberacién de factores relacionados con la angiogénesis, asi como un

fallo endotelial (Y. Liu et al., 2021). A consecuencia de este defecto en la placentacidn, es posible que el

feto sufra retraso en el crecimiento intrauterino (Nirupama et al., 2021). Algunos trabajos postulan que

ese retraso puede deberse a la alteracion en la expresidn de transportadores de nutrientes, de manera
que el suministro de la madre al feto se ve mermado, asi como el propio suministro para el metabolismo

de la placenta (Lager & Powell, 2012). El mecanismo subyacente a la regulacién de la expresidon génica de

transportadores en placentas con preeclampsia alin no se ha descrito con claridad, sin embargo, se ha
visto que tanto HIF-1a como sFltl, relacionados con hipoxia y angiogénesis respectivamente, participan

en esta regulacién (Chun & Kim, 2021; Vogtmann et al., 2019; H. Zhao, Wong, & Stevenson, 2021). Por

ello, nos planteamos realizar un estudio de expresidn génica en el que se analizd el mRNA de
transportadores de nutrientes tanto en la cara fetal como en la cara materna de la placenta (llustracion

1).
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Figura 36. Datos clinicos y bioquimicos de la madre y el recién nacido.

En las graficas se muestran los datos que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las mujeres con gestacion
no patoldgica, control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este ultimo grupo se
subdividié en funcidn del momento de aparicién de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia de aparicion
temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparicidn tardia (PL; rojo). En las gréficas se representa la media y el error estandar. El
analisis estadistico se realizé6 mediante el test U de Mann Whitney. Se consideraron resultados estadisticamente significativos
*p<0.05 y **p< 0.01, (PREE vs. CTRL), y #p<0.05 y ##p< 0.01, (PE vs. PL).
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4.2.2.2 mRNA de transportadores en las distintas caras de las placentas complicadas con

preeclampsia.

Como ya se ha mencionado, el estudio de expresion génica se realizd en las placentas a término
recogidas tras el alumbramiento. De todos los resultados obtenidos en este estudio solo se comentaran
en detalle aquellos que presentan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, control y
preeclampsia. En las Figuras 37 y 38 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis por gPCR de
diversos transportadores tanto en la cara materna como fetal de la placenta. Del mismo modo que en el
apartado anterior, se realizé un estudio de correlacién entre los niveles de mRNA de las proteinas
transportadoras y los pardmetros clinicos maternos, fetales y obstétricos. Para facilitar la presentaciéon de
los resultados solo se mostrardn las correlaciones que se observan en relacién con las proteinas que
muestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. El resto de los resultados del
analisis de correlacidn se recogen en el Anexo Il. Para simplificar, los resultados se muestran en un Heat-

map en el que se representa el valor de la Rho de Spearman, asi como el p-valor (Figura 39).

En primer lugar, observamos que el mMRNA de los transportadores de glucosa, GLUT1 y GLUT3, estd

aumentado en las placentas con preeclampsia con respecto a las controles. Cuando se analizé el mRNA
en las diferentes caras de la placenta se vio que el MRNA de GLUT1 muestra diferencias entre las caras de
la placenta en las mujeres con preeclampsia, siendo mayor en la cara fetal que en la materna (Figura
37.A). Esta diferencia no se observd en las placentas control. En el caso del transportador GLUT3 (Figura
37.B) se encontré un aumento estadisticamente significativo entre la cara fetal de las placentas de la
cohorte con preeclampsia frente a las no patoldgicas, pero cuando se estudian estos niveles
subclasificando el grupo en base al momento de la aparicion de la patologia, estas diferencias se pierden.
La disminucién en el nimero de muestras y la variabilidad que presentan seguramente contribuyen a esta
pérdida de significancia, aunque si se mantiene la misma tendencia que cuando se estudian juntas, lo cual
indica que el cambio observado es intrinseco a la preeclamsia, independiente del momento en el que se

presenta.
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Figura 37. mRNA de transportadores en las distintas caras de la placenta de tercer trimestre procedente de
gestaciones no-patoldgicas y complicadas con preeclamsia que mostraron diferencias entre los grupos de estudio.
El andlisis se realiz6 en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este
ultimo grupo se subdividié en funcién del momento de aparicidn de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia
de aparicion temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparicién tardia (PL; rojo). Determinacion de mRNA por RT-qPCR del
transportador de glucosa (GLUT1, A; GLUT3, B), el transportador de aminoacidos (SLC38A2, C), la translocasa de acidos grasos
(CD36, D), el transportador de acidos grasos (FATP2, E) y la acuaporina 1 (AQP1, F). En las graficas se representa la media y el
error estandar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. Las diferencias entre la cara materna (M) y la
cara fetal (F) de una misma placenta se analizaron mediante la prueba de Wilconxon. Se consideraron resultados estadisticamente
significativos #p<0.05 y ##p<0.01 (F vs. M). Las diferencias entre las placentas de gestaciones control (CTRL) y gestaciones con
preeclampsia (PREE; PE; PL), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney. Se consideraron resultados estadisticamente
significativos *p <0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL).

Como podemos observar en el estudio de correlacion en relacidn con los transportadores de
glucosa, en las placentas de las mujeres control encontramos una asociacion de GLUT1 con los niveles
circulantes de PIGF (con GLUT 1 en la cara fetal) y sFltl (con GLUT1 en la cara materna) que no se
encuentran en las placentas con preeclampsia. Parece que la expresion del transportador GLUT1 en la
cara materna de las placentas en la preeclampsia temprana, esta mas asociado a la ganancia de peso de

la gestante o el peso de la placenta, mientras que la expresidn en la cara fetal correlaciona positivamente
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con los niveles de glucosa y el indice HOMA y negativamente con la edad materna y los acidos grasos

circulantes en la madre.

En las placentas de las mujeres diagnosticadas con preeclampsia tardia solo observamos una
correlacidn de la expresion de GLUT1 en la cara materna con los niveles de PGF circulantes maternos, que

no se observa en la cara fetal.
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Figura 38. Heat-map en el que se representa la correlacion entre los niveles de mRNA de los transportadores en
la placenta y diversos parametros clinicos. Se analizaron los datos de la correlacién del mRNA con los parametros clinicos,
obstétricos y bioquimicas de la madre y el recién nacido, los resultados se muestran con el coeficiente de correlacion de Spearman
(Sp) entre variables. Se consideraron correlaciones estadisticamente significativas con *p<0.05 y **p<0.01. Los pardmetros
incluidos fueron: edad materna (afios), IMC materno pregestacional (Kg/m?), ganancia de peso de la mujer durante la gestacion
(Kg), peso de la placenta (g), edad gestacional (semanas), PLGF (pg/ml), sFLT1 (pg/ml), colesterol total (mg/dl), colesterol asociado
a LDL (cLDL, mg/dl), colesterol asociado a HDL (cHDL, mg/dl), acidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (uU/mL),
péptido C (ng/mL), indice HOMA, peso del recién nacido (g), percentil del recién nacido.
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Existe controversia en la literatura respecto a cdmo afectan las condiciones de hipoxia a la
expresion de los transportadores de glucosa. Por un lado, se ha descrito como HIF-1 a afecta directamente
a la expresion de los transportadores de glucosa, siendo mayor cuanto mayor es la condicidn de privacién

de oxigeno (Chang, Chao, Chang, & Cheng, 2021), de forma similar a lo que se ha descrito en las células

tumorales que proliferan en un ambiente de hipoxia (H. Zhao et al., 2021). Este aumento de la expresion

de transportadores de glucosa por efecto de la hipoxia se ha descrito tanto para GLUT1 como para GLUT3
en células BeWo, células de trofoblasto y explantes de placenta. Ademads, se ha descrito que HIF-1 podria

estar modulando la regulacién al alza de la expresidn de los GLUTs (Baumann et al., 2007). El papel de HIF-

1la como regulador de la expresion de GLUT3 se ha puesto de manifiesto también en otras situaciones.
Asi, se ha descrito que GLUT3 aumenta en la cara materna de las placentas de gestaciones con retraso en

el crecimiento intrauterino a consecuencia de una mala perfusion placentaria (Chang et al., 2021),0enla

placenta de primer trimestre, proponiendo los autores que en ambos casos este cambio estd asociado a

la hipoxia (Janzen et al., 2013).

Esta adaptacién de la placenta a la hipoxia con un aumento en la expresidn de los GLUTs parece ser
un mecanismo compensatorio a la baja disponibilidad de oxigeno, ya que en estas condiciones se ve
comprometida la oxidacion completa de la glucosa para obtener ATP. Asi, en situacion de hipoxia, la
placenta capta mayor cantidad de glucosa para obtener mas energia para ella misma y asi permitir su
proliferacion, diferenciacion e invasidon celular, pero no tanto para proporcionar un mayor suministro de

ATP o glucosa al feto.

Los estudios publicados hasta la fecha no han analizado si los cambios de expresién de los GLUTS,
como consecuencia de la preeclampsia, se producen por igual en ambas caras de la placenta. Nuestro
estudio, es el primero, al menos en nuestro conocimiento, en el que se ha analizado la distribucién de los
GLUTs en esta patologia. Asi, mientras que GLUT3 se expresa de forma similar en ambas caras de la
placenta tanto en gestacidn normal como en preeclampsia, en el caso de GLUTI encontramos una mayor
expresion en la cara fetal de las placentas con preeclampsia, pero no en la gestacién normal. Parece que
mientras que GLUT3 estaria contribuyendo a esa entrada de glucosa a la placenta en condiciones de
hipoxia para su propio metabolismo, la mayor expresion de GLUT1 especificamente en la cara fetal, podria
servir como mecanismo que permitiria una mayor disponibilidad de glucosa también para garantizar un

adecuado crecimiento fetal.

En 2019, Vogtmann, R. y colaboradores, generaron un modelo de ratén transgénico en el que se
indujo la expresién de sFLT1 humano. La expresion de los GLUTs era menor en las placentas de los ratones
que tenian inducida la expresion de sFLT1. Con este estudio se plantea que el desequilibrio de los factores
angiogénicos y antiangiogénicos durante la gestacién conducen, entre otras cosas, a una alteraciéon en el

transporte de nutrientes a través de la placenta que puede desencadenar en la restriccion del crecimiento
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intrauterino (Vogtmann et al., 2019). Precisamente, en nuestro estudio hemos encontrado una mayor

expresion de los transportadores de nutrientes GLUT1 y GLUT3 en las placentas con preeclampsia
respecto a los controles. Ademas, los resultados obtenidos en el estudio de correlacion, que se muestra
mas adelante (Figura 46), reflejan como unos mayores niveles de sFLT1 en la placenta se asocian con un
menor peso del recién nacido y como la expresién de GLUT1 correlaciona positivamente con factores
antiangiogénicos circulantes, como sFLT1. Cuanto mayores son los niveles de factores angiogénicos,
menos se expresan los transportadores de glucosa. En las placentas control la expresion de GLUTI
correlaciona positivamente con sFLT1 y negativamente con PIGF, sin embargo, esto no se observa en las

placentas con preeclampsia.

En relacién con el transporte de aminoacidos hemos observado que los niveles de mRNA del
transportador SLC38A2 estan disminuidos en la cara fetal de las gestantes con preeclampsia respecto al
control, pero cuando se estudia subclasificando el grupo en funciéon del momento de la aparicion de la
patologia, estas diferencias se pierden (Figura 37.C). La disminucién en el nimero de muestras y la
variabilidad que presentan seguramente contribuyen a esta pérdida de significancia, aunque, como se
puede observar, si se mantiene la misma tendencia que cuando se estudian todas juntas. Este resultado
sugiere que el cambio observado en este transportador es intrinseco a la preclamsia, independientemente

del momento en el que se presenta.

En el estudio de correlacion muestra como en la cara materna de las placentas control la expresion
de SLC38A2 correlaciona positivamente con los niveles circulantes en la madre de sFltl y, aunque esta
correlacién se pierde en las placentas con preeclampsia de aparicion temprana, se mantiene en las
placentas con preeclampsia de aparicién tardia. Parece, por tanto, que el aumento de factores
antiangiogénicos en las placentas control se asocia con la expresion del transportador mientras que esto

en las placentas con preeclampsia de aparicién temprana no ocurre.

En cuanto a los transportadores de acidos grasos estudiados, observamos como los niveles del
MRNA de €D36 son diferentes entre la cara materna de las placentas con preeclampsia de aparicién
temprana y las de aparicion tardia (Figura 37.D). Por su parte FATP2 (Figura 37.E) se expresa menos en
las placentas con preeclampsia, siendo mas acusada esta diferencia en la cara fetal de las placentas,
independientemente del momento de la aparicion. En el caso de las placentas con preeclampsia de
aparicién temprana esta disminucién se observa en ambas caras. El estudio de correlacidn, Figura 39,
mostré que CD36 correlaciona negativamente en la cara materna de las placentas con preeclampsia de
aparicidon temprana con la ganancia de peso de la gestante y los niveles de colesterol-HDL. Ademas, se
observa que este transportador correlaciona positivamente con el peso de la placenta, la edad

gestacional, los niveles de PGF y el peso del recién nacido. En el caso de FATP2 las correlaciones
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observadas en las placentas de preeclampsia reflejan como se pierde la asociacion positiva con los niveles

de colesterol-HDL, que si se observa en ambas caras de las placentas control.

CD36 es una traslocasa de acidos grasos que promueve la captacién y almacenamiento de acidos
grasos en las células. Ademds, CD36 es un receptor de membrana de la trombospondina 1 (TSP-1) con
actividad tirosina quinasa. La interaccién CD36-TSP1 activa varias rutas de sefializacién, entre ellas la
sefializacion de la apoptosis de células endoteliales, y esta involucrada en procesos de regulacion de
sincitializacion de las células de citotrofoblasto. Se ha descrito por varios autores que la expresion de CD36

disminuye en las placentas con preeclampsia (Gutierrez & Gutierrez, 2021; Koundouros & Poulogiannis,

2020);(Duan et al., 2021; Weedon-Fekjeer et al., 2010), (Weedon-Fekjaer et al., 2010) (Vogtmann et al.,

2019). En nuestro estudio no hemos visto esta diferencia al analizar todas las placentas de preeclampsia
juntas, pero si hemos encontrado que en la cara materna de las placentas de preeclampsia temprana
presentan una disminucidn de CD36 en comparacion con las placentas de preeclampsia tardia. No
podemos por tanto descartar que la ausencia de diferencias se deba a la diferente expresiéon del
transportador en funciéon del momento en el que se presenta la enfermedad. De hecho, es sélo en este
grupo donde se han encontrado asociaciones con diversos parametros clinicos, como el menor peso de la

placentay el recién nacido.

La expresién de FATP2 en la placenta en relacion con la preeclampsia, se ha descrito en diversos
tipos celulares y modelos in vivo. Asi se ha mostrado la expresion del trasportador tanto en una linea de
trofoblasto humano como en un modelo de ratdn en condiciones de hipoxia, en el que se observé ademas

que la expresion de FATP2 no afecta al crecimiento fetal intrauterino (Mishima et al., 2011). En un estudio

posterior se describid en células BeWo que la expresion de FATP2 aumenta en situaciéon de hipoxia

(Jadoon et al., 2015). En relacion con la distribucidn en los distintos compartimentos de la placenta, se ha

descrito que la expresién de FATP2 en la placenta esta polarizada y se expresa cuatro veces mas en la

membrana basal que en las microvellosidades (Lager et al., 2016). En contraste con lo encontrado en la

bibliografia, los resultados observados en nuestro estudio muestran una menor expresién de FATP2 en la
placenta humana con preeclampsia respecto a las placentas control, independientemente del momento
de la aparicidn de la patologia y de la cara de la placenta. Esta diferencia se puede deber a que nuestro
estudio es en placenta humana de tercer trimestre y la mayor parte de estos estudios que han encontrado
un aumento de la expresion, se han realizado bien en lineas celulares sometidas a hipoxia, o bien en
modelos murinos. En este sentido es importante sefialar que se ha descrito que la expresidon de FATP2 es
diferente en humano que en ratdn, expresandose en éste ultimo fundamentalmente en el amnios, pero

no en la placenta (Mishima et al., 2011).

Ademas de los transportadores de glucosa y acidos grasos, hemos visto cambios también en los

niveles de mRNA de otros transportadores, como la acuaporina 1 (AQP1), canal que se encarga del
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transporte de agua en la célula (Luo, Liu, Song, Hua, & Zhu, 2020), aunque también es un canal catidnico

activado directamente por GMPc e indirectamente por AMPc. Parece que, a diferencia de otras isoformas
de acuaporina, AQP1 no transporta glicerol. Como se puede ver en la Figura 37.F, las placentas con
preeclampsia presentan una expresion diferencial del transportador entre las caras de la placenta, siendo
mayor en la cara fetal que en la materna, particularmente en el grupo de preeclampsia tardia. Sin
embargo, en las placentas de gestacién control el mRNA de AQP1 es similar entre ambas caras de la
placenta. De hecho, el nivel de mMRNA de AQP1 es mayor en la cara fetal de las placentas con preeclampsia
respecto a la cara fetal de las placentas control, independientemente del momento de aparicién de la

enfermedad.

Aunque en el estudio de correlacién (Figura 39) no encontramos ninguna asociacion entre la
expresion de AQP1 en las placentas con preeclampsia tardia, si observamos que en la cara materna de las
placentas de las gestantes con preeclampsia temprana la ganancia de peso de la gestante y los niveles de
colesterol-HDL correlacionan negativamente con la expresion de este transportador. Ademas, en este
mismo grupo se observa una fuerte asociacién positiva con los niveles de PGF (0,893**), de manera que,
cuanto mayores son los niveles de PGF en la sangre materna, mayor es la expresion de AQP1 en la cara

materna de las placentas.

En estudios de otros grupos se ha descrito también que la expresién de AQP1 estd aumentada en
las placentas con preeclampsia y que este aumento se correlaciona con los niveles de liquido amniético

(H. Ding et al., 2022; L. X. Li, Liu, Wen, Li, & Zhao, 2008). Ademas, en la bibliografia se ha descrito el papel

de las acuaporinas en la regulacién de la angiogénesis, la proliferacion celular y el metabolismo lipidico
entre otros procesos. Se ha descrito que AQP1 se sobreexpresa en numerosos procesos tumorales, y que

este aumento estd promovido por la glucolisis inducida por la hipoxia (Tomita et al., 2017; Traberg-Nyborg

et al., 2022). Por lo tanto, podria ser la hipoxia uno de los factores responsables de que tanto la expresion

de AQP1 como GLUTI1 y GLUT3 esté aumentada en las placentas con preeclampsia.

Ademas de estos transportadores, también se incluyeron en el estudio las acuaporinas 9y 11, asi
como el transportador de aminoacidos SLC7A7 y el transportador de colesterol ABCA1. Los niveles de
MRNA de estas cuatro proteinas no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

(Figura 38).

En conjunto hemos observado como en la cara fetal de las placentas con preeclampsia se produce
un aumento de los niveles de mRNA de GLUT1 y AQP1 en comparacion con la cara materna. Los niveles
de mRNA de FATP2 y SLC38A2 se encuentran disminuidos en la cara fetal de las placentas con
preeclampsia respecto a la cara fetal de los controles, mientras que el mRNA de GLUT3 se encuentra

aumentado en ambas caras de las placentas con preeclampsia en comparacion con el control; el mRNA
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de CD36 Unicamente se ve disminuido en la cara materna de las placentas con preeclampsia de aparicién

temprana. Se ha descrito que sFLT1 esta directamente relacionado con el aumento de transportadores

(Chang et al., 2021) y con la hipoxia (H. Zhao et al., 2021) en la placenta. Por tanto, se podria hipotetizar

que la angiogénesis defectuosa genera un ambiente hipdxico y para compensar la deficiente obtencidn

de ATP, se favorece la sobreexpresion de estos transportadores. Es posible, que el aumento mas marcado

en la cara fetal de las placentas pueda deberse o bien a un mayor grado de hipoxia en esta cara de la

placenta, o bien a un mecanismo compensatorio para favorecer una suficiente disponibilidad de

nutrientes.
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4.2.2.3 Expresion de enzimas del metabolismo lipidico.

Figura 39. mRNA de transportadores
en las distintas caras de la placenta de
tercer trimestre procedente de
gestaciones no-patoldgicas y
gestaciones complicadas con
preeclamsia que no mostraron
diferencias entre los grupos de
estudio. El analisis se realiz6 en el grupo
control (CTRL; gris) y el grupo de
gestaciones complicadas con preeclampsia
(PREE; morado). Este ultimo grupo se
subdividiéo en funcion del momento de
aparicion de la enfermedad como
placentas procedentes de preeclampsia de
aparicion  temprana (PE; azul) vy
preeclampsia de aparicién tardia (PL; rojo).
Determinacion de mRNA por RT-qPCR de
laacuaporina 9 (AQP9, A), la acuaporina 11
(AQP11, B), el transportador de
aminodcidos  (SLC7A7, C), vy el
transportador de colesterol (ABCA1, D). En
las graficas se representa la media y el
error estandar del mRNA relativo respecto
de la cara materna del grupo control. Las
diferencias entre la cara materna (M) y la
cara fetal (F) de una misma placenta se
analizaron mediante la prueba de
Wilconxon. Las diferencias entre las
placentas de gestaciones control (CTRL) y
gestaciones con preeclampsia (PREE; PE;
PL), se analizaron mediante la prueba U-
Mann Whitney.

A continuacioén, se estudid si ademas de los cambios en los transportadores, la preeclampsia se

asociaria también a cambios en la distribucién de enzimas que participan en el metabolismo lipidico entre

las dos caras de la placenta, se analizaron por qPCR los niveles del mMRNA de enzimas clave. Los resultados

se muestran en la Figura 40 y |a Figura 42.
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El analisis de los genes que codifican para enzimas involucradas en la B-oxidacidon, mostré una
disminucién del mRNA de muchas de ellas en las placentas del grupo de gestantes con preeclampsia,
como es el caso de las enzimas LCHAD (3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga) y MCAD (acil
CoA-deshidrogenasa de cadena media) (Figura 40 A y B respectivamente). Como se puede observar, hay
una disminucién estadisticamente significativa en el mRNA de LCHAD, tanto en la cara materna como en
la cara fetal de las placentas con preeclampsia. En el caso de MCAD es en la cara fetal de las placentas
procedentes de gestaciones con preeclampsia, en las que se encuentran unos niveles significativamente
mas bajos de mRNA que en las placentas de gestaciones no patoldgicas, aunque se observd la misma
tendencia. En ambas enzimas los cambios observados no parecen depender del momento en el que se

desarrolld la preeclampsia y tampoco hubo diferencias significativas entre ambas caras de la placenta.

En las placentas control la expresién de LCHAD en la cara materna correlaciona negativamente
con el IMC materno, mientras que en la cara fetal correlaciona positivamente con los niveles de colesterol-
HDLy con los acidos grasos, mientras que en las placentas con preeclampsia no se observa esta asociacién.
En las placentas de preeclampsia temprana sélo se observd una correlacion de la expresidon de LCHAD en
la cara fetal con la ganancia de peso materno, mientras que en las de preeclampsia tardia correlaciona

positivamente con la ganancia de peso materno, el PIGF, el peso y percentil del recién nacido.

La expresion de MCAD no correlaciona con los parametros clinicos en las placentas control, sin
embargo, en las placentas de preeclampsia temprana, el mRNA de la enzima en la cara fetal correlaciona
positivamente con el IMC materno y con el peso del recién nacido. Por su parte, en las placentas de las
gestaciones complicadas con preeclampsia tardia, la expresion de MCAD en la cara materna correlaciona
negativamente con el peso del recién nacido, mientras que la expresién en la cara materna correlaciona
positivamente con el peso de la placenta y negativamente con sFlt1. Parece que en este caso el ambiente

antiangiogénico se asocia con una disminucidn de la expresién de la enzima en la cara fetal.
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Figura 40. mRNA de proteinas implicadas en la B oxidacién de acidos grasos en las distintas caras de la placenta
procedente de gestaciones no-patoldgicas y gestaciones complicadas con preeclamsia. El andlisis se realiz6 en el grupo
control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este ultimo grupo se subdividio en
funcién del momento de aparicién de la enfermedad como preeclampsia de aparicion temprana (PE; azul) y preeclampsia de
aparicion tardia (PL; rojo). Determinacién de mRNA por RT-gPCR de hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (LCHAD, A), Acil-CoA
deshidrogenasa de cadena media (MCAD, B), carnitina palmitoil transferasa 2 (CPT2, C), Acil-CoA sintasa 1 de cadena corta
(ACSS1, D), Acil-CoA sintasa 4 de cadena larga (ACSL4, E), carnitina palmitoil transferasa 1a (CPT1A, F), Acil-CoA sintasa 3 de
cadena media (ACSM3, G) Acil-CoA sintasa 3 de cadena larga (ACSL3, H), Acil-CoA Oxidasa 1 (ACOX1, 1) En las graficas se representa
lamediay el error estandar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. Las diferencias entre la cara materna
(M) y la fetal (F) de una misma placenta se analizaron mediante la prueba de Wilconxon. Se consideraron resultados
estadisticamente significativos #p<0.05 y ##p<0.01 (F vs. M). Las diferencias entre las placentas de gestaciones control (CTRL) y
gestaciones con preeclampsia (PREE; PE; PL), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney. Se consideraron resultados
estadisticamente significativos *p <0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL)
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Con el mismo objetivo que en los apartados anteriores se realizd un estudio de correlacidén entre
los niveles de mRNA de las enzimas que mostraron diferencias entre los grupos con los parametros clinicos
maternos, fetales y obstétricos. De nuevo los resultados se muestran mediante un grafico de Heat-map

(Figura 41) en el que se representa el valor de Rho de Spearman y el p-valor.
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Figura 41. Heat-map en el que se representa la correlacion entre los niveles de mRNA de enzimas del metabolismo
lipidico en la placenta y diversos parametros clinicos. Se analizaron los datos de la correlaciéon del mRNA con los
parametros clinicos, obstétricos y bioquimicas de la madre y el recién nacido, los resultados se muestran con el coeficiente de
correlacion de Spearman (Sp) entre variables. Se consideraron correlaciones estadisticamente significativas con *p<0.05 vy
**p<0.01. Los parametros incluidos fueron: edad materna (afios), IMC materno pregestacional (Kg/m?), ganancia de peso de la
mujer durante la gestacion (Kg), peso de la placenta (g), edad gestacional (semanas), PLGF (pg/ml), sFLT1 (pg/ml), colesterol total
(mg/dl), triglicéridos (mg/dl) colesterol asociado a LDL (cLDL, mg/dl), colesterol asociado a HDL (cHDL, mg/dl), 4cidos grasos libres
(mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (uLU/mL), péptido C (ng/mL), indice HOMA, proteinuria, peso del recién nacido (g), percentil
del recién nacido.
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En 1999 se publicaron varios articulos en los que se describia como una mutacién autosdmica
recesiva, G1528C, en el gen de la LCHAD se asociaba con complicaciones del embarazo, como la

preeclampsia entre otras (lbdah, Dasouki, & Strauss, 1999; Strauss et al., 1999; Tyni & Pihko, 1999).

Posteriormente, en 2002, se hipotetizd que defectos en la actividad de la LCHAD en la placenta podrian

estar detras del desarrollo de enfermedades del embarazo como la preeclampsia (Rakheja, Bennett,

Foster, Domiati-Saad, & Rogers, 2002), y algunos afios después se describié como en las placentas con

preeclampsia de aparicion temprana habia un nivel de expresidn menor de LCHAD, respecto a los
controles, aunque no se observaba esta diferencia en la cohorte con preeclampsia de aparicién tardia (J.

L. Wang, Yang, Wang, & Zhu, 2008).

La confirmacidn de que alguin parametro circulante en la preeclampsia podria estar en el origen
del cambio de expresién de LCHAD proviene de un estudio en el que se incubd una linea celular de
trofoblasto con suero de gestantes control y con preeclampsia de aparicién temprana o tardia. Los
resultados del estudio mostraron que sélo cuando se incubaban las células con suero de mujeres con
preeclampsia de aparicidon temprana se producia una disminucidn tanto en la proteina como en el mRNA

de LCHAD que no tenia lugar en las de aparicion tardia (Sun et al., 2011). En este sentido, en un modelo

murino se ha descrito que al inhibir la produccidon de o6xido nitrico (NO) en estadios tempranos de la
gestacion, pero no en tardios, se promueve la disminucién de LCHAD, tanto a nivel de mRNA como de

proteina (Ma, Sun, & Yang, 2011). Posteriormente se han publicado otros estudios que confirman la

disminucién en LCHAD en las placentas con preeclampsia de aparicion temprana, asi como una reduccion

en la oxidacion de acidos grasos de cadena larga (Bartha, Visiedo, Fernandez-Deudero, Bugatto, &

Perdomo, 2012; X. Ding, Yang, Han, & Yu, 2014b; Han, Yang, Ding, Yu, & Yi, 2015; Khaire, Thakar, Wagh,

& Joshi, 2021; Sun et al., 2013).

El papel de este cambio en la oxidacidn de los acidos grasos en la preeclampsia también se ha
estudiado previamente. Asi, se ha propuesto que defectos en la oxidacion de acidos grasos de cadena

larga reducen la capacidad de invasién del trofoblasto (H. Yu, Yang, Ding, Wang, & Han, 2014). En el mismo

sentido varios estudios en modelos animales han relacionado los defectos de la FAO en las placentas con

preeclampsia con estrés oxidativo (X. Ding, Yang, Han, & Yu, 2014a) lo que llevé a los autores a concluir

que la disminucién en la oxidacidn de acidos grasos promueve la patogenia de la enfermedad participando
en procesos de estrés oxidativo y en procesos de inflamacion en las células endoteliales (X. Ding, Yang,

Han, & Yu, 2015). Asi mismo se han analizado posibles asociaciones de la expresién de LCHAD en la

placenta con diversos pardmetros clinicos de las mujeres gestantes. En esta linea, se ha observado una
correlacién negativa de los niveles de expresion de LCHAD en las placentas con preeclampsia de aparicion
temprana con los niveles de acidos grasos circulantes maternos, pero no con los triglicéridos (F. Li et al.,

2015). En este mismo trabajo también se encontrd una correlacidén negativa entre los niveles de expresion
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de LCHAD en la placenta y el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria (F. Li et al., 2015). Por todo ello,

algunos autores han apuntado a la deficiencia de LCHAD en la placenta con preeclampsia como posible
diana terapéutica ya que, al menos en modelos animales, parece que el déficit de la enzima podria ser un
mecanismo etiopatogénico de la preeclampsia, particularmente de la de aparicidon temprana (Huai, Yang,

Yi, & Wang, 2019; Huai, Yang, Yi, Wang, & Xiang, 2018).

En linea con estas evidencias, en nuestro trabajo hemos encontrado una disminucién en la
expresion de LCHAD en ambas caras de la placenta, tanto en gestaciones con preeclampsia de aparicion
temprana como en gestaciones con preeclampsia de apariciéon tardia. Ademds, nuestros resultados
indican que la correlacion de la expresién de LCHAD con parametros clinicos maternos es significativa en
la cara fetal de las placentas. Asi hemos encontrado que mientras que en las placentas control hay una
correlacién positiva entre LCHAD y los niveles circulantes de acidos grasos libres y colesterol-HDL, esta
asociacion no se observa en la preeclampsia, lo que podria favorecer una alterada oxidacién de acidos

grasos que precisamente se encuentran incrementados en el grupo de las mujeres con preeclampsia.

Asi como la expresion de LCHAD esta ampliamente descrita en las placentas con preeclampsia, la
de MCAD no ha sido tan estudiada. En nuestro trabajo hemos visto como el mMRNA de esta enzima, al igual
que ocurria con el de LCHAD, también se encuentra significativamente disminuido tanto en la cara
materna como en la fetal e independientemente del momento de aparicién de la preeclampsia, siendo
en la cara fetal donde la disminucién es mayor respecto de las placentas control. Si estos cambios en
MCAD durante la preeclampsia estan también asociados a una disminucién en la produccion de dxido

nitrico y a una situacién de estrés oxidativo, sera objeto de estudios futuros.

Ademas de estos cambios en las enzimas que participan en la B-oxidacién, también se analizé el
MRNA de CPT2 el sistema transportador implicado en la entrada a la mitocondria de los acidos grasos de
cadena larga. En la Figura 40.C se puede observar una disminucidn en los niveles del mRNA de CPT2, en
ambas caras de las placentas con preeclamsia. Como se puede ver también en la misma figura, el nivel del
mRNA de la enzima es igual en ambas caras de la placenta, independientemente del grupo. Parece por
tanto que esta disminucion es especifica de la patologia independientemente del momento en el que se

desarrolle.

En conjunto, parece que, en la placenta de gestaciones complicadas con preeclampsia,
particularmente en las de aparicion temprana, no sélo la LCHAD y la MCAD sino también CPT2, presentan
una disminuida expresion en la placenta, lo cual daria lugar a una disminucién en la oxidacién de acidos
grasos y como consecuencia se podria favorecer una mayor acumulacién de lipidos en este tejido. El
estudio de la actividad metabdlica en ambas caras de estas placentas seria de interés para poder

confirmar esta hipdtesis.
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A continuacidn, estudiamos el mRNA de otras enzimas implicadas en el metabolismo de los
lipidos. Los niveles de mRNA de ACSL4 (Acil-CoA sintetasa de cadena larga 4) (Figura 40.E) y ACSS1 (Acil-
CoA sintetasa de cadena corta 1) (Figura 40.G) también se encuentran disminuidos en la cara fetal de las
placentas con preeclampsia respecto a la cara fetal de los controles. Mientras que en ambas enzimas el
nivel de mRNA es mayor en la cara fetal respecto a la materna en las placentas de gestaciones no
patoldgicas, estas diferencias se pierden en la preeclampsia, independientemente de cuando se

desarrolle.

Apenas hay trabajos en la bibliografia en los que se haya abordado el estudio de la actividad de
ACSL4 en la preeclampsia. Esta enzima activa los acidos grasos de cadena larga produciendo el
correspondiente acil-CoA, lo que les permite ingresar en distintas rutas metabdlicas, incluyendo la
biosintesis de lipidos complejos como los fosfolipidos o la degradacién de los acidos grasos, una vez que
han entrado en la mitocondria para la FAO. Se ha visto como las proteinas de la familia ACSL participan

en procesos de invasion y de inhibicion de apoptosis celular (Y. Tang, Zhou, Hooi, Jiang, & Lu, 2018). En

un estudio realizado en células BeWo que fueron incubadas con acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (PUFA) se observd como disminuia la expresion de ACSL3, ACSL4, ACSL6, LPIN1 y FABP3, por lo que
los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga participan en la regulacién del propio metabolismo de

acidos grasos en la placenta lo cual podria afectar al desarrollo fetal (Johnsen, Weedon-Fekjaer, Tobin,

Staff, & Duttaroy, 2009). Dado que en el grupo de mujeres con preeclampsia los acidos grasos circulantes

se encuentran elevados respecto al grupo control, se podria pensar que de algiin modo contribuirian a la
disminucién en la expresién de ACSL4 y lipina (ver mas adelante). Ademas, algunos estudios en cancer

han mostrado una relacién negativa de HIF-1a con ACSL4 (Y. Wang et al., 2022), por lo que se podria

especular que HIF-1a, y por tanto la hipoxia, estaria también contribuyendo a la disminuida expresion de

la enzima en la placenta.

La enzima conocida como acil-CoA sintetasa de cadena corta o acetil-CoA sintasa (ACSS1), es una
enzima presente en la mitocondria que se encarga de generar acetil-CoA que ingresa fundamentalmente
en el ciclo del acido citrico para la obtencién de energia, o bien participa en procesos de lipogénesis. Se
ha visto que esta enzima ademds de generar acetil-CoA para la obtencién de energia y lipogénesis,

también participa en la regulaciéon del metabolismo y en la captacion de nutrientes en la célula (Moffett

Puthillathu, Vengilote, Jaworski, & Namboodiri, 2020). En la placenta humana, segun datos del NCBi, la

expresion de ACSS1 es superior a la de ACSS2, la forma citosdlica, y de hecho en nuestro estudio, no
encontramos expresion de ACSS2. La expresion de ACSS1 se encuentra disminuida en la cara fetal de las
placentas con preeclampsia temprana. No hemos encontrado estudios que relacionen la expresién de
ACSS1 con la preeclampsia, pero si hay algunos trabajos en los que se relaciona una aumentada expresion

de ACSS1 en distintos tumores, como en el carcinoma hepatocelular asociado a ambientes hipdxicos
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(Bidkhori et al., 2018). En base a estos estudios, parece que de nuevo es la hipoxia un factor determinante

en la regulacion de la expresion de estas enzimas.
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Figura 42. mRNA de proteinas implicadas en sintesis y esterificacion de lipidos en las distintas caras de la placenta
de tercer trimestre procedente de gestaciones no-patoldgicas y gestaciones complicadas con preeclamsia. El anélisis
se realizé en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este ultimo
grupo se subdividié en funcion del momento de aparicion de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia de
aparicion temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparicion tardia (PL; rojo). Determinacion de mRNA por RT-qPCR de lipina 2 (CPT1A,
A), glicerol-3-fosfato aciltransferasa 4 (GPAT4, B), Acetil-CoA carboxilasa a (ACACA, C). En las graficas se representa la media y el
error estandar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. En las graficas se representa la media y el error
estandar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. Las diferencias entre la cara materna (M) y la cara fetal
(F) de una misma placenta se analizaron mediante la prueba de Wilconxon. Se consideraron resultados estadisticamente
significativos #p<0.05 y ##p<0.01 (F vs. M). Las diferencias entre las placentas de gestaciones control (CTRL) y gestaciones con
preeclampsia (PREE; PE; PL), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney. Se consideraron resultados estadisticamente
significativos *p <0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL).

Se ha descrito como la expresién combinada de ACSS1 y ACSS2 en la célula determina la tasa de
absorciéon de acetato y los niveles de acetato, estan ademas relacionados con la acetilacion de histonas,

por lo que son claves en algunos procesos de regulacion de la transcripcion (Bulusu et al., 2017). En este

sentido, se ha propuesto que el acetato participa en la regulacion epigenética que promueve la sintesis
de lipidos en condiciones de hipoxia, al activar la expresidon de genes lipogénicos como ACACA o FASN,

mediante mecanismos de acetilacion de su regién promotora. (Gao et al., 2016).

Por ultimo, como se muestra en la Figura 42, el analisis del mRNA de otras isoenzimas implicadas
en la B-oxidacion, como CPT1A, ACOX1, ACSM3 y ACSL3 no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.

Como se ha comentado anteriormente, ACSL4 y ACSS1 participan en la activacién de los acidos
grasos, no sélo para su catabolismo, sino también para la incorporacidn de los 4cidos grasos en los lipidos
complejos. Por ello, se estudiaron también otras enzimas implicadas en la sintesis y esterificacion de

lipidos, como la lipina, proteina que participa en el proceso de esterificacidon de acidos grasos para formar
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triglicéridos, o la glicerol-3-fosfato aciltransferasa, que participa en la esterificacion del glicerol 3-fosfato.
Como se puede ver en la Figura 42, LPIN2, que codifica por lipina, y GPAT4, que codifica por la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (Figura 42 Ay B respectivamente) se encuentran menos expresadas en la cara fetal
de las placentas con preeclampsia respecto a la cara fetal de las placentas control. Al analizar por separado
la expresion en la cohorte de preeclampsia en funcidn del momento de la aparicion, se pierden las
diferencias significativas en el caso de LPIN2, sin embargo, en el caso de GPAT4 se observa como es
claramente menor la expresidn de la enzima en las placentas procedentes de preeclampsia de aparicion
tardia. Estos resultados apuntan a que las placentas con preeclampsia presentan menor tasa de

esterificacion.

El estudio de correlacién de las enzimas involucradas en la esterificacién de acidos grasos, Lipina
2 y GPAT4 con los parametros clinicos mostré que en las placentas control el mRNA de LPIN2 en la cara
materna esta asociado positivamente con los niveles circulantes de sFlt-1 en la madre y negativamente
con los del péptido C, pero estas asociaciones no se encuentran en las placentas de preeclampsia. Llama
la atencidon también como en las placentas con preeclampsia tardia la expresién de LPIN2 correlaciona
positivamente con el peso y el tamafio del recién nacido, lo que tampoco se observaba en el grupo control.
La expresién de GPAT4 en las placentas apenas presenta correlacion con los parametros clinicos
estudiados, excepto en el caso de las placentas control, donde a mayor nivel de colesterol-HDL, mayor es

la expresion en la cara fetal de la placenta.

La lipina es una proteina que cataliza la defosforilacién del acido fosfatidico a diacilglicerol, como
paso previo a la esterificacion para sintesis de triglicéridos. Ademas, se ha descrito que lipina cumple

funciones como regulador transcripcional, modulando la homeostasis de los lipidos (Brohée et al., 2015).

Nuestros resultados reflejan que la expresién de LPIN2 en las placentas de preeclampsia se encuentra
disminuida en la cara fetal respecto a la misma cara de las placentas control. Cabe recordar, como se ha
mencionado anteriormente, que los niveles de acidos grasos circulantes se encuentran mas elevados en
las mujeres con preeclampsia, y que el tratamiento de células BeWo con PUFA induce una disminucién en

el mMRNA de LPIN1 (Johnsen et al., 2009). En nuestro estudio no encontramos correlacién de LPIN2 con los

niveles de acidos grasos circulantes maternos. Sin embargo, si hemos observado como la menor expresion
de esta enzima en la placenta con preeclampsia tardia se asocia con un menor peso del recién nacido,

probablemente por una menor disponibilidad de reservas energéticas.

Es llamativa la disminucién en la expresidn la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa 4 (GPATA4)
tanto en la cara materna como en la cara fetal de las placentas procedentes de gestaciones complicadas
con preeclampsia de aparicidn tardia en comparacidn con las placentas control. La enzima GPAT4 cataliza
la reaccion entre el glicerol-3-fosfato y un acil-CoA, siendo su producto el acido lisofosfatidico, y es

limitante en la velocidad de biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos (J. Yu et al., 2018). Se han descrito
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varias isoformas en humanos, codificadas por genes distintos, que se ubican en distintos compartimentos
subcelulares, GPAT4 concretamente se ubica en el reticulo endoplasmico y es, segin datos del NCBI, la
isoforma mayoritaria en la placenta. Esta isoforma muestra actividad catalitica frente a acidos grasos de

cadena larga. La actividad de esta enzima esta modulada por los niveles de insulina (Shan et al., 2010), y

se ha relacionado con patologias metabdlicas como la obesidad o la resistencia a la insulina.

Por tanto, en las placentas con preeclampsia la expresion disminuida de LPIN2 y GPAT4
favoreceria una ralentizacion del metabolismo lipidico al verse afectada tanto la sintesis del acido

fosfatidico como su transformacién en diacilglicerol.

Otra de las enzimas claves en el anabolismo de los lipidos es la acetil-CoA carboxilasa (ACACA),
enzima limitante de la lipogénesis. En la Figura 42.C podemos observar como la expresion de ACACA, igual
gue ocurre con ACSS1, se encuentra disminuida en la cara fetal de las placentas de preeclampsia de
aparicidon temprana en comparacion con la cara fetal de las placentas control. En la cara materna de la
placenta, aunque la tendencia fue similar, las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.
La expresidon de ACACA correlaciona positivamente en la cara fetal de las placentas control con los niveles
de PIGF y negativamente con los niveles de colesterol-HDL. Ademas, la expresidon de la enzima en la cara
materna correlaciona positivamente con los niveles de glucosa, lo cual sugiere que debido a la mayor
disponibilidad de glucosa se veria favorecida su captacién por la placenta y por ende su incorporacién a
triglicéridos. No es por tanto de extraiar que ademas se asocie con el peso del recién nacido. Por su parte,
en la cara materna el mRNA de la enzima correlaciona positivamente con la edad gestacional y PIGF y
negativamente con sFlt. En las placentas de preeclampsia tardia la expresién de ACACA, no presenta el
mismo perfil de correlacidon que en las controles, y se observa que en la cara materna correlaciona
negativamente con los niveles de colesterol circulantes mientras que en la cara fetal correlaciona también
negativamente con la ganancia de peso y el colesterol-LDL. En base a estas observaciones, parece que hay
cierta relacion entre la expresion y los parametros relacionados con la angiogénesis y con parametros

antropométricos maternos.

Como se ha comentado la Acetil CoA carboxilasa, cataliza la transformacion de acetil-CoA en
malonil-CoA, siendo la enzima limitante de la velocidad de la sintesis de acidos grasos de novo. En la
bibliografia no se han encontrado muchos estudios que relacionen esta enzima con preeclampsia, pero si
se ha descrito sobre su contribucidon al metabolismo de las células tumorales, como en células de cancer

de pulmdn no microcitico (E. Q. Li et al., 2019) y también se ha propuesto como diana terapéutica para el

desarrollo de fdrmacos para el tratamiento del sindrome metabdlico (L. Chen et al., 2019). Como se ha

comentado anteriormente, se ha descrito que el acetato participa en la regulacién epigenética que
promueve la sintesis de lipidos en condiciones de hipoxia, al activar la expresién de genes lipogénicos

como ACACA o FASN, por mecanismos de acetilacion de su regidon promotora (Gao et al., 2016). Parece
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pues, que la disminuida expresion de ACCS1, se asociaria con una menor llegada de acetato a la cara fetal
de la placenta con lo que la induccidon de la transcripcién de ACACA se veria afectada, tal y como hemos

visto en la cara fetal de las placentas complicadas con preeclamsia de aparicidon temprana.

Otras enzimas analizadas que participan en el metabolismo y en la sefializacidn celular en las que
no encontramos diferencias entre los grupos fueron CBS y PI3K. Los resultados obtenidos en el analisis de

los niveles de mMRNA en estas enzimas se muestran en la Figura 43.

Los resultados de nuestro estudio coinciden en algunos casos con lo descrito previamente en la

bibliografia (X. Ding et al., 2015), si bien es verdad que hemos encontrado muy pocos estudios que

analicen la diferencia en la expresion de estas enzimas en las distintas caras de la placenta. En conjunto,
los resultados obtenidos en nuestro trabajo en cuanto a las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico
podemos afirmar, en términos generales, que el nivel de expresién de LCHAD, MICAD, ACSL4, GPAT4 y
LPIN2 a nivel de su mRNA, se encuentra disminuido en las placentas con preeclampsia, no observandose
en general diferencias entre las caras de la placenta, y que la hipoxia o un alterado balance angiogénico,

podrian estar regulando estos cambios.

Figura 43. mRNA de proteinas del
metabolismo, asi como proteinas
que participan en sefializacién en las
distintas caras de la placenta de
i tercer trimestre procedente de
1 gestaciones no-patoldgicas y
! complicadas con preeclamsia que
! mostraron diferencias entre los
11 ! grupos de estudio. El andlisis se realizd
! en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo
' de  gestaciones complicadas con
' preeclampsia (PREE; morado). Este ultimo
i grupo se subdividio en funcidon del
i momento de aparicion de la enfermedad
i como  placentas  procedentes de
1 preeclampsia de aparicidon temprana (PE;
azul) y preeclampsia de aparicion tardia
(PL; rojo). Determinacion de mRNA por
RT-qPCR de cistationina 8 sintasa (CBS, A),
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, F). En las
graficas se representa la media y el error
estandar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. Las diferencias entre la cara materna (M) y la cara
fetal (F) de una misma placenta se analizaron mediante la prueba de Wilconxon. Las diferencias entre las placentas de gestaciones
control (CTRL) y gestaciones con preeclampsia (PREE; PE; PL), se analizaron mediante la prueba U-Mann Whitney.
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4.2.2.4 Expresion de proteinas que participan en angiogénesis y proliferacion celular.

Finalmente abordamos el andlisis de expresion de genes que codifican por proteinas involucradas
en procesos angiogénicos y de proliferacién celular. Los genes estudiados fueron, sFLT1, que codifica por

el receptor 1 del factor de crecimiento vascular; VEGF, un receptor tirosina quinasa soluble que funciona
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como receptor del factor de crecimiento endotelial vascular; PIGF, factor de crecimiento placentario que
posee propiedades antiangiogénicas; ENG, que codifica por la endoglina, una glicoproteina de membrana
tipo | localizada en la superficie de la célula formando parte del complejo receptor del TGF-beta que, en
su forma soluble, posee también propiedades antiangiogénicas; PGF, que codifica por el PIGF, el factor de
crecimiento que es ligando de FIT1 o VEGFR1, por lo que tiene una funcién angiogénica y PTN, que codifica
por la pleiotrofina, una citoquina que promueve la expresion de VEGF y por tanto posee también

propiedades angiogénicas.

Como se muestra en la Figura 44, encontramos que sFLT1 y ENG estan significativamente mas
expresados en la cara fetal de las placentas de mujeres con preeclampsia respecto a la cara fetal de las
placentas de mujeres control. En el caso de sFLT1, ademas, observamos que en las placentas de

preeclampsia la expresion en la cara fetal es mayor que en la materna.

Figura 44. mRNA relativo de proteinas
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con preeclampsia (PREE; morado). Este ultimo
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En el estudio de correlacién que se muestra en la Figura 45 se puede observar como en las

placentas procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia tardia apenas hay correlaciones con

los datos bioquimicos y clinicos analizados, siendo las placentas de preeclampsia temprana donde se

observa un mayor nimero de asociaciones para todos los genes estudiados, en especial en la cara fetal.

Asi, hemos visto que los niveles de mRNA de sFLT1 en la cara materna de las placentas, tanto de las

gestantes control como de las de preeclampsia, no correlacionan con los parametros clinicos estudiados.

Sin embargo, en la cara fetal de las placentas control existe una correlacién positiva con los acidos grasos

libres y con el peso del recién nacido. En el caso de las placentas con preeclampsia de aparicidon temprana,

la expresidon de sFLT1, al contrario que en los controles, correlaciona negativamente con el peso del recién

nacido (Figura 46) y ademas también correlaciona negativamente con el IMC materno. Asi mismo,

presenta una correlacién positiva con el colesterol-HDL y con la proteinuria, uno de los principales signos

asociados con la preeclampsia.
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Figura 45. Heat-map en el que se representa la
correlaciéon entre los niveles de mRNA de proteinas que
participan en angiogénesis y proliferacion celular en la
placenta y diversos parametros clinicos. Se analizaron los
datos de la correlacién del mRNA con los parametros clinicos,
obstétricos y bioquimicas de la madre y el recién nacido, los
resultados se muestran con el coeficiente de correlacién de
Spearman (Sp) entre variables. Se consideraron correlaciones
estadisticamente significativas con *p<0.05 y **p<0.01. Los
parametros incluidos fueron: edad materna (afios), IMC
materno pregestacional (Kg/m?), ganancia de peso de la mujer
durante la gestacion (Kg), peso de la placenta (g), edad
gestacional (semanas), PLGF (pg/ml), sFLT1 (pg/ml), colesterol
total (mg/dl), colesterol asociado a LDL (cLDL, mg/dl),
colesterol asociado a HDL (cHDL, mg/dl), triglicéridos (mg/dl),
acidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina
(LU/mL), péptido C (ng/mL), indice HOMA, proteinuria, peso
del recién nacido (g), percentil del recién nacido.



Por su parte, la expresion de ENG en las placentas control correlaciona positivamente tanto en la
cara materna como en la cara fetal con los niveles de colesterol-HDL, asi como con los acidos grasos libres.
Ademas, en la cara fetal también correlaciona positivamente con el peso de la placenta. En las placentas
de preeclampsia temprana sélo se observa una correlacion de la expresién de ENG en la cara fetal de las
placentas con los niveles de colesterol-HDL. Por su parte, en las placentas de preeclampsia tardia se
observa una correlacidn negativa entre la expresiéon de ENG en la cara materna y el peso de la placentay

una correlacidn positiva con los niveles circulantes de sFLT-1 en la madre.

En relacién con las moléculas angiogénicas, hemos visto como, la expresién de PTN es menor en
la cara materna de las placentas procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia de aparicion
tardia, presentando una disminucidn en la expresién de casi el 50% respecto de la cara materna del grupo
control (Figura 44.C.). Mientras la expresion del PGF, es menor en la cara fetal de las placentas de la
cohorte de mujeres con preeclampsia, respecto a la cara fetal de la cohorte control, siendo la diferencia
estadisticamente significativa en la cara fetal de éstas, en concreto en el grupo de la preeclampsia tardia
(Figura 44.D.). En linea con estos resultados, encontramos en el estudio de correlacién (Figura 45) que en
las placentas control, tanto en la cara materna como en la cara fetal, se observa una correlacién negativa
de PTN con los niveles de colesterol-LDL. Ademas, en la cara fetal de las placentas control también se
observa la correlacidon en el mismo sentido con la edad materna y el péptido C. En las placentas de
preeclampsia temprana a diferencia de los controles, en la cara materna, el mRNA de PTN correlaciona
negativamente con los acidos grasos libres y positivamente con la insulina, el péptido C, el indice HOMA
y el percentil del recién nacido. En las placentas de preeclampsia tardia solo encontramos asociacion
positiva de la expresidn de PTN en la cara materna con el IMC de la gestante previo a la gestacion. Por
otro lado, como se muestra en la Figura 45, la expresién de PGF en las placentas control en su cara
materna no presenta ninguna correlacién, y en la cara fetal Unicamente se observa una correlacion
positiva con el colesterol asociado a HDL. Esta asociacién no se encuentra en ningun caso en las placentas

procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia.

A diferencia de PGFy PTN que se encontraban menos expresados en placentas de preeclampsia
temprana, tal y como se ha comentado anteriormente, sFLT1 y ENG se encuentran sobreexpresados
significativamente en la cara fetal de estas placentas. La relacién de sFLT1 y preeclampsia estd
ampliamente descrita en la bibliografia. Asi, se ha visto que tanto la expresidn de sFLT1 en las placentas

con preeclampsia (Sasagawa, Nagamatsu, Yanagisawa, Fujii, & Shibuya, 2021), como los niveles

circulantes del receptor se encuentran aumentados (Castro et al., 2021; Shibuya, Matsui, Sasagawa, &

Nagamatsu, 2021). Por ello sFIT1, junto con el PGF, se utiliza como biomarcador prondstico de la

enfermedad (H. Yang et al., 2022), ademas de estudiarse como posible diana terapéutica (Gubensek et
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al., 2021). Por tanto, nuestros resultados van en linea con lo publicado en la bibliografia, ya que los niveles

de expresidon son mayores que en placentas control.
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Figura 46. Grafico de correlacion entre la expresion de sFLT1 en la placenta y el peso del recién nacido.

Ahora bien, cuando separamos la cohorte en funcién del momento de desarrollo de la
preeclampsia, pudimos observar cémo el aumento de la expresion de sFLT1 se debe fundamentalmente
al incremento que tiene lugar en las placentas procedentes de preeclampsia temprana, sin haber cambios
significativos en la preeclampsia tardia. Y lo que es ain mas interesante, en este grupo de gestaciones
complicadas con preeclampsia temprana se observa una diferencia muy significativa en la expresién de
este factor antiangiogénico entre la cara materna y la cara fetal de la placenta, siendo mayor en la fetal.
Nuestros resultados confirman un estudio de 2013 en el que se muestra como la perfusidn con sulfato de
magnesio aumenta la secrecidn de sFLT1 en la cara fetal de las placentas con preeclampsia (Eshkoli et al.,
2013). Por otra parte, mientras que hemos visto una clara correlacién positiva del mRNA de sFLT1 con el
peso del recién nacido en la placenta control, esta asociacion es negativa en el caso de la placenta derivada
de preeclampsia temprana. Esto supone que a mayor expresion de sFLT1 en la cara fetal en preeclampsia
se asocia a un menor peso del recién nacido, probablemente por una alterada angiogénesis que estaria
dificultando la llegada de nutrientes y otras moléculas relevantes al feto. En el caso de ENG se han descrito

menores niveles de expresidn mientras que de sENG se han descrito niveles mas altos (Ball et al., 2009).

Hemos encontrado escasas referencias en la bibliografia en las que se haya relacionado PTN y
preeclampsia. En 2009 se observdé como PTN participaba en la placentacién, sobre todo en etapas

tempranas de la gestacidén, ademds de participar en la angiogénesis, y como la PTN se expresa de distinta

forma en los compartimentos de la placenta (S. Liu, Wang, & Liu, 2018). En 2018 se describid que los
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niveles de expresion de PTN en la placenta eran menores en un modelo de ratén con preeclampsia

respecto a los controles (Mikelis et al., 2011; Papadimitriou et al., 2016; J. Zhou, Yang, Zhang, Liu, & Dou,

2018). Se ha descrito que PTN, ademas de promover la proliferacién celular, actuaria también como un

factor proangiogénico ya que promueve la expresion de VEGF (Parada-Niiio, Castillo-Ledn, & Morel, 2022;

Robillard, Dekker, Scioscia, & Saito, 2022). En nuestro estudio hemos encontrado una disminucion de los

niveles del mRNA de PTN mayoritariamente en preeclampsia tardia, de forma similar al PGF, el otro factor
proangiogénico analizado en nuestro estudio. Precisamente, el efecto proangiogénico de PGF esta
ampliamente descrito en la bibliografia, asi como el efecto antiangiogénico mencionado con anterioridad

de sENG y sFlt1 (Rowson et al., 2022). De hecho, se ha descrito como en las placentas con preeclampsia

los niveles de expresion de PGF son mas bajos que en las placentas control y los niveles de expresion de

SFLT1 son mas altos (Nunez-Gomez & Lopez-Novoa, 2015; Shahid, Bari, & Hussain, 2022).

Parece por tanto que en las placentas de preeclampsia de aparicion temprana el defecto en la
angiogénesis esta asociado a un aumento de la expresién de factores antiangiogénicos, como sFLT y ENG
mientras que, en las placentas de preeclampsia de aparicién tardia, la angiogénesis defectuosa podria

estar relacionada con la disminucion de los factores angiogénicos, PGF y PTN en la placenta.

Consideraciones finales:

La preeclampsia de aparicidon temprana estd asociada a un defecto en la placentacién provocado
por la disfuncidn de la invasion del trofoblasto, el diagndstico de esta se produce antes de la semana 34y

estd asociada con una mayor tasa de mortalidad fetal y morbilidad materna (Aneman et al., 2020). Como

podemos observar en los datos clinicos, los casos de preeclampsia temprana como es légico presentan
una menor edad gestacional para el parto asociado con un marcado bajo peso al nacer del recién nacido
y un peso de la placenta bastante mas bajo que en el resto de los grupos. En estas gestantes Unicamente

se observan mayores niveles de colesterol asociado a HDL.

La preeclampsia de aparicion tardia estd asociada a un defecto en la remodelacién de las arterias
espirales que provoca la hipoperfusién sanguinea, sin que se produzca un defecto en la invasién del
trofoblasto. Este defecto conduce a una hipoxia placentaria, el estrés oxidativo y el desequilibrio de
factores que participan en la angiogénesis, lo que provoca en la gestante los signos y sintomas
comentados en la patologia, una alteracion sistémica del endotelio vascular materno que afecta a

distintos érgano. El diagndstico es posterior a la semana 34 de gestacién (Parada-Nifio et al., 2022). En las

gestaciones complicadas con preeclampsia de aparicién tardia la edad gestacional del parto no es
significativamente menor al de las gestantes control, sin embargo, el peso de la placenta y el peso del

recién nacido si son mas bajos.
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En cuanto a los parametros clinicos maternos podemos observar cémo estas mujeres presentan
mayores niveles de triglicéridos, insulina y péptido C. En relacién con los niveles de expresidén de proteinas

en las placentas hemos encontrado una diferencia en la expresion ENG, PGF, PTN y GPATA4.

Los resultados de nuestro estudio con relacion al efecto de la preeclampsia en la expresidn génica
en la placenta coinciden con lo descrito previamente en la bibliografia, si bien es verdad, que hemos
encontrado muy pocos estudios que analicen la diferencia en la expresion de transportadores, nutrientes
y enzimas en las distintas caras de la placenta y en funcién del momento de aparicién de la preeclampsia.
Con los resultados obtenidos en nuestro trabajo parece que con la preeclampsia se produce una alteracion
en la expresion de transportadores clave de nutrientes, particularmente en la cara fetal de la placenta,
que parece estar asociada a la hipoxia, como un posible mecanismo adaptativo que permite asegurar una
suficiente disponibilidad de ATP tanto para la placenta como para el feto. De forma similar, en relacién
con las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico, en términos globales, el nivel de expresion de
LCHAD, MCAD, ACSL4, GPAT4 y LPIN2 se encuentra disminuido en las placentas con preeclampsia, no
observandose en general diferencias muy marcadas entre las caras de la placenta. El mecanismo
subyacente a la regulacion de la expresion génica de transportadores en placentas con preeclampsia ain
no se ha descrito con claridad, sin embargo, se ha visto que tanto HIF-1a como sFlt1, relacionados con

hipoxia y angiogénesis respectivamente, participan en esta regulacidon (Chun & Kim, 2021; Vogtmann et

al., 2019; H. Zhao et al., 2021).

Este efecto es particularmente evidente en las placentas de preeclampsia de aparicion temprana,
donde hemos visto un claro incremento de factores antiangionénicos como sFLT1 o ENG. Este efecto
parece especifico de la preeclampsia temprana, ya que no se observa en las placentas de preeclampsia
tardia, donde parece que es la disminucidn de los factores angiogénicos los que podrian estar modulando
la alterada angiogénesis. Parece que el nivel de expresién de sFLT1 se regula de distinta forma en ambas
caras de la placenta siendo mayor en la cara fetal que en la materna. Esto puede contribuir al bajo peso
de la placenta y la disfuncién de la misma, promoviendo un bajo peso del recién nacido al nacer, que
puede ademads ir en consonancia con la disfuncién en el transporte de nutrientes por parte de los

transportadores.
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4.3 Limitaciones del estudio:

La edad gestacional tanto en los partos gemelares como en los partos con preeclampsia es mas baja

que en los sencillos no patoldgicos. Dado que el analisis de expresién génica se lleva a cabo en las
placentas tras el alumbramiento, estas placentas proceden de edades gestacionales diferentes. Si
bien es habitual que la edad gestacional sea mds baja en este tipo de gestaciones, no podemos

descartar que tenga alguna influencia en los resultados de expresion génica.

Todas las placentas gemelares proceden de FIV y no podemos dilucidar si las diferencias encontradas
se deben al hecho de que sean gestaciones gemelares o a cambios debidos a los tratamientos que

acompafian a la fecundacion in vitro.

En el estudio de los gemelos el nimero de muestras de este grupo no es alto, por lo que se requieren

de estudios posteriores para poder confirmar los resultados obtenidos.

En el estudio de expresion génica, se han utilizado explantes de placenta pequefios. No podemos
descartar que en las placentas de preeclampsia el explante derive de una zona de la placenta que
presente un mayor grado de hipoxia o una regidén fibrdtica, y que ello afecte a los datos obtenidos,
particularmente en aquellos pardmetros que presentan mayor variabilidad.

En el estudio de expresion génica no se han podido confirmar todos los cambios observados en el
mRNA a nivel de proteina, ya que en algunos casos no se disponia de suficiente tejido. En estudios
posteriores se planteara la validacidn de los cambios mas importantes encontrados no sélo a nivel de

MRNA, sino también de proteina.
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5 CONCLUSIONES
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Los polimorfismos rs10830963 y rs1387153 del receptor de melatonina 1B (MTNR1B) presentan
con mayor frecuencia el alelo de riesgo en las gestantes con diagndstico de diabetes gestacional
en primer trimestre de gestacién, que en las diagnosticadas en el segundo trimestre o en las
gestantes sin patologia conocida. Por tanto, estos SNP se podrian considerar como candidatos

potenciales para su validacién como biomarcadores de diabetes gestacional de inicio temprano.

El hsa-miR-206 se ha identificado como potencial biomarcador circulante de diabetes gestacional

de aparicidn en el segundo trimestre.

Existe un comportamiento diferencial entre las caras de la placenta que se encuentra
perfectamente coordinado y que permite acomodar los recursos maternos a la demanda

energética fetal, como ocurre en las gestaciones gemelares.

En la preeclampsia se produce una alteracion en la expresidn de transportadores de nutrientes,
como GLUTI o GLUT3, que parece estar asociada a la hipoxia que se produce en esta patologia.
Este cambio es particularmente importante en la cara fetal de la placenta y podria ser la
consecuencia de un posible mecanismo adaptativo para permitir asegurar una suficiente

disponibilidad de ATP tanto para la placenta como para el feto.

El alterado balance de la angiogénesis que se presenta en la placenta en preeclampsia tiene un
diferente origen dependiendo del momento en el que ésta se desarrolla. En las placentas de
preeclampsia de aparicién temprana, la disminucidn en la angiogénesis esta asociada con un
aumento marcado de la expresién de factores antiangionénicos como sFLT1. Este aumento, que
es mas acusado en la cara fetal de la placenta, podria estar contribuyendo al menor peso corporal
de los recién nacidos. Por el contrario, en la preeclampsia de aparicion tardia, la alterada
angiogénesis se encuentra asociada a la disminucién de los factores proangiogénicos, como el

PGF o PTN, sin cambios significativos en la expresidn de factores antiangionénicos.
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