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RESUMEN 

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

maternos bajo una estricta regulación. Cualquier alteración en estos procesos puede condicionar la 

aparición de patologías 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 hipótesis apunta a que 

determinadas variaciones genéticas, tanto a nivel materno como a nivel placentario, podrían predisponer 

a la mujer a desarrollar patologías del embarazo y como consecuencia, generar cambios en las estructuras 

embrionarias que modifiquen las condiciones del entorno intrauterino y el correcto desarrollo 

embriológico y fetal. El objetivo general de nuestro estudio está encaminado a ampliar el conocimiento 

de los factores involucrados en el desarrollo de patologías del embarazo, así como identificar posibles 

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

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

determinación de los niveles plasmáticos de microRNAs en una cohorte de gestantes con diabetes 

gestacional de inicio en primer o segundo trimestre de la gestación, con el fin de encontrar posibles 

biomarcadores y/o dianas terapéuticas que permitan el diagnóstico y el tratamiento tempranos de la 

patología. Por otro lado, hemos llevado a cabo un estudio de expresión génica en placenta de tercer 

trimestre de gestantes con preeclampsia y gestantes control, a fin de profundizar en el conocimiento de 

las adaptaciones fisiológicas o patológicas que tienen lugar en la placenta.  

RESULTADOS: 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). Además, se ha 

visto como los polimorfismos rs1387153 y rs10830963 del receptor de melatonina 1B (MTNR1B) son más 

frecuentes en la cohorte de mujeres con diabetes gestacional de aparición temprana, mientras que el 

polimorfismo rs5219 de KCNJ11 presenta menor frecuencia del alelo de riesgo en la cohorte de gestantes 

con diabetes de aparición tardía.  

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 aparición tardía, respecto al grupo control, 

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

iii) El análisis de expresión génica en placentas de tercer trimestre de gestaciones múltiples no patológicas 

muestra un aumento de la expresión génica en la cara fetal de las placentas gemelares de GLUT1, CBS, 

LPIN2, PI3K. 
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iv) El estudio de expresión génica en placentas de tercer trimestre de gestantes con preeclampsia muestra 

una disminución en la expresión de enzimas clave del metabolismo lipídico como son LCHAD, MCAD, 

ACSS1, ACSL4, GPAT4, LPIN2 y ACACA, así como cambios en la expresión de transportadores, viéndose 

aumentada la de GLUT1, GLUT3, AQP1 y disminuida la de SLC38A2 y FATP2. Además, la expresión de ENG 

y sFLT1 se encuentra aumentada en la cara fetal de las placentas con preeclampsia temprana, mientras 

que la de PTN y PGF está disminuida en la preeclampsia tardía.   

 

CONCLUSIONES: Se han identificado los polimorfismos, rs1387153 y rs10830963 (MTNR1B), como 

potenciales candidatos como biomarcadores de diabetes gestacional de aparición 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. Así, en preeclampsia de aparición 

temprana el defecto está asociado a un aumento de la expresión de factores antiangiogénicos, como 

sFLT1, mientras que, en la preeclampsia de aparición tardía, la angiogénesis defectuosa podría estar 

relacionada con la disminución de los factores angiogénicos, PGF y PTN en la placenta. Además, en las 

placentas con preeclampsia se observa un cambio en la expresión de transportadores y enzimas del 

metabolismo lipídico que es más evidente en la cara fetal de la placenta, y podría 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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1.1 LA GESTACIÓN. 

La gestación es un estado fisiológico, en el cual, la mujer alberga en su interior un embrión en 

continuo desarrollo hasta el momento del parto. En humanos la duración de la gestación es de 

aproximadamente 40 semanas desde la fecha de la última menstruación, 9 meses o 38 semanas después 

de la fecundación (Sadler, 2019). 

 

1.1.1 Desarrollo embrionario.  

La gestación da comienzo con la fecundación, proceso por el que se produce la fusión de los 

gametos femenino y masculino originando así el cigoto. En este momento se establece el número diploide 

de cromosomas, quedando determinado el sexo del futuro bebé. Cuando el cigoto se encuentra en fase 

bicelular se inicia un proceso de segmentación por división mitótica hasta alcanzar la estructura 

denominada mórula, formada por 16 células aproximadamente. El cigoto se encuentra en estadio de 

mórula cuando alcanza el útero. En este momento las células sufren un proceso de compactación que les 

permite interaccionar, estableciéndose así 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 desarrollarán 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 acción conjunta del trofoblasto y del epitelio endometrial del útero, se produce la 

implantación del blastocisto. Esta unión se da con firmeza debido a la proliferación rápida 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 así nutrirse a partir del tejido materno. Por 

su parte, el estroma endometrial sufre un proceso denominado reacción decidual, en el cual se producen 

una serie de cambios celulares y vasculares en el endometrio. En respuesta a la reacción decidual las 

células de la decidua van a acumular mayor cantidad de glucógeno y lípidos, que servirá para sustentar 

los requerimientos del embrión en los primeros días de su desarrollo. Esta reacción decidual permite 

regular el proceso de implantación. No solo facilitando el aporte de nutrientes necesario, sino también 

controlando la invasión del trofoblasto para que no se produzca una proliferación descontrolada del 

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

El proceso de implantación se completa en la segunda semana. Y a partir de entonces se produce 

la diferenciación 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 gestación comienza el periodo 

fetal, en el cual se produce la maduración de tejidos y órganos y el rápido crecimiento de las estructuras 

corporales del feto. Este crecimiento se da en primer lugar en longitud y en los dos últimos meses se 

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

En las primeras etapas de gestación, el desarrollo embrionario es lento en relación con el 

desarrollo de la placenta. La formación de la placenta se da de forma activa en esta primera etapa, 

permitiendo así que se desarrolle como estructura de anclaje y comunicación para dar soporte a la 

demanda del embrión. Una vez que la placenta está suficientemente formada permite el crecimiento del 

embrión (Rama & Rao, 2003). 

 

1.1.2 La placenta.  

La placenta es un órgano transitorio de rápido desarrollo y muy especializado, que está localizado 

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

gestación, permitiendo el anclaje y desarrollo del embrión en un ambiente de protección (Forbes & 

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

propio desarrollo. A través de la placenta se establece una unión íntima materno-fetal mediante la cual, 

se produce el transporte de oxígeno y nutrientes al feto y la eliminación de productos de desecho del 

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

2021; Myatt, 2002). Se trata de un órgano metabólicamente activo y con función endocrina siendo un 

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

Es un órgano plástico 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 regulación. El primer trimestre es un 

periodo crítico para el desarrollo placentario y por ende embrionario y no es de extrañar, 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 diámetro de 15-25 cm, un peso aproximado 

de 500 a 600 g y 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 inserción del cordón 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 inserción del cordón 

umbilical, de aspecto liso y brillante tras el alumbramiento. Se encuentra cubierta por la lámina coriónica 

y contiene numerosos vasos como las arterias y venas o los vasos coriónicos que irradian desde el cordón 

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

El desarrollo de la placenta comienza tras la implantación del blastocisto en el epitelio 

endometrial, aproximadamente a partir de la segunda semana tras la fecundación, a partir del trofoblasto. 

Estas células sufren un proceso de diferenciación dando lugar al citotrofoblasto, o trofoblasto velloso y el 

sincitiotrofoblasto o trofoblasto extravelloso (Knofler, 2010). El citotrofoblasto es una capa celular 

altamente proliferativa que dará lugar a las células que tras fusionarse generan el sincitiotrofoblasto. Este 

último es una masa multinucleada, que penetra en el tejido conjuntivo endometrial en un proceso de 

invasión que se encuentra en cierto modo controlado por las células endometriales y su capacidad de 

migración le permite remodelar las arterias uterinas, facilitando así el flujo sanguíneo al feto (Gude et al., 

2004). A lo largo de la segunda semana se desarrolla el trofoblasto, creándose una red de comunicación 

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

Una de las características principales de la placenta es su carácter invasivo, particularmente en el 

primer trimestre, llegando a considerarse un tejido pseudotumoral, cuyo proceso de división acelerado 

debe estar altamente regulado. Una excesiva regulación del proceso de invasión del trofoblasto puede 

promover el desarrollo de patologías del embarazo como la preeclampsia. Por el contrario, el hecho de 

que se produzca un fenómeno de invasión descontrolado podría dar lugar a lo que se conoce como 

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

participan en la regulación de la invasión es la concentración de oxígeno. Al inicio de la gestación el 

ambiente en el que se desarrolla el embrión es claramente hipóxico y es esta situación de privación de 

 

Figura 1. Sección de la placenta humana a 
término. Imagen tomada de (Martínez & Damiano, 
2017) 
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oxígeno la que promueve la invasión. Por el contrario, cuando la concentración de oxígeno aumenta, la 

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

Además del oxígeno, existen numerosas moléculas involucradas en los procesos de migración e 

invasión 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 están dotadas de distintas proteasas que degradan la matriz extracelular 

permitiéndoles su migración, en contrapunto, las células deciduales expresan distintas proteínas que 

controlan la invasión del trofoblasto. Un ejemplo claro de estos sistemas de invasión y contención es la 

expresión 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 

metabólica y endocrina (Rama & Rao, 2003). 

 
 

1.1.2.2 Transporte de nutrientes en la placenta. 

El crecimiento fetal está 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 concentración de sustrato en la sangre materna y fetal. Existen distintos tipos 

de mecanismos de transporte de nutrientes en la placenta que dependerán del tipo de molécula que se 

transporte. Así el transporte puede ser por difusión pasiva, difusión 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 circulación fetal, es necesario 

que traspasen el epitelio capilar fetal, que actúa también como barrera a través de la cual, son capaces 

de circular moléculas como aminoácidos 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; Martínez & Damiano, 
2017).  

 

1.1.2.2.1 Transportadores de glucosa. 

La glucosa es el principal sustrato energético para el feto. Además, a lo largo de la gestación, los 

requerimientos energéticos tanto de la madre como del feto e incluso de la placenta, varían, lo que 

requiere la modulación del intercambio de nutrientes. Los tejidos embrionarios tienen una baja actividad 

gluconeogénica y la difusión 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 función 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 expresión en dicho órgano, varía a lo largo de la gestación y en función de su 

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

está regulada por la concentración de glucosa, por glucocorticoides e hipoxia. En células BeWo se ha visto 

que en condiciones de hipoxia la expresión de GLUT en la placenta y el transporte de glucosa, aumentan, 

lo que parece estar mediado por HIF-1. Sin embargo, esta asociación no se ha encontrado en estudios con 

explantes de placenta en condiciones de hipoxia (Baumann, Zamudio, & Illsley, 2007). 
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Según los datos disponibles del centro nacional de información biotecnológica (NCBI), GLUT 1 

se expresa fundamentalmente en placenta, si bien presenta diferencias en función de la zona, siendo 

mayor la expresión en las microvellosidades del sincitio que en la membrana basal, lo que permite mayor 

captación de la glucosa materna. La expresión en la membrana basal aumenta a lo largo de la gestación, 

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

Existe controversia respecto a la expresión de GLUT3 y su localización en la placenta, siendo 

además su expresión dependiente del momento de la gestación. Al contrario que GLUT1, la expresión de 

GLUT3 en la placenta disminuye durante la gestación, siendo menor en el tercer trimestre,  por lo que en 

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

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

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

ha visto que las placentas procedentes de gestaciones por reproducción asistida presentan mayor 

expresión de GLUT1, GLUT3 y GLUT8 respecto a las gestaciones por reproducción natural (Dong et al., 

2019).  

 

1.1.2.2.2 Acuaporinas. 

Las acuaporinas (AQP) son proteínas transmembrana que forman canales iónicos y permiten el 

paso de agua y moléculas polares a través de la membrana plasmática. En la placenta humana se han 

descrito 13 isoformas de acuaporinas. Las acuaporinas clásicas que permiten el paso de agua son la AQP0, 

1, 2, 4, 5, 6 y 8. Las acuaporinas 3, 7, 9 y 10, transportan agua y solutos no polares como la urea y el glicerol 

(Ducza, Csányi, & Gáspár, 2017).  Por último, la acuaporina 11, cuya función se ha descrito en los últimos 

años, es una proteína de membrana del retículo endoplasmático, involucrada en el transporte de peróxido 

de hidrógeno. Y la acuaporina 12 de la que aún no se conoce bien su función, aunque se ha relacionado 

con el daño pancreático en ratones (Galli, Hameed, Żbikowski, & Zabielski, 2021).   

La expresión de estas isoformas y su distribución es variable a lo largo de la gestación. 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, además de activar distintas vías de transducción de señales (Martínez & 

Damiano, 2017); en otros casos se permite el paso de urea, por lo que participan también de forma 

indirecta en mecanismos de eliminación. Además se ha visto que las acuaporinas pueden estar implicadas 

en procesos de migración y apoptosis del trofoblasto (Damiano, 2020; Nong et al., 2021). 
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 La expresión de las acuaporinas en la placenta está regulada por distintos factores como la 

presión parcial de oxígeno, la presencia de hormonas, la presión osmótica o la temperatura, entre otros 

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

en la placenta durante la gestación está relacionada con volúmenes anormales de líquido amniótico y el 

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

Hua, 2021). 

 

1.1.2.2.3 Transportadores de ácidos grasos y colesterol. 

El transporte de ácidos grasos de la madre al feto es indispensable para el correcto desarrollo 

fetal. Los ácidos grasos se translocan al sincitiotrofoblasto mediante proteínas de transporte FATP (del 

inglés, fatty acid transport proteins) y translocasas de ácidos grasos (FAT/CD36) (Figura 2). El transporte 

de ácidos grasos a la membrana basal del sincitiotrofoblasto también se lleva a cabo mediante proteínas 

de unión específicas de ácidos 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 

plasmática del sincitio como en la membrana basal. Se ha visto que la expresión de FATP2 en la placenta 

está relacionada con el receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARγ) (Mishima, 

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

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

Las translocasas de ácidos 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 proteína 

integral de membrana de 88 kDa altamente glicosilada que, además de estar involucrada en el transporte 

de ácidos grasos, también se ha relacionado con procesos de angiogénesis, inflamación, arteriosclerosis y 

enfermedades cardiovasculares (Duttaroy, 2009).  

Las proteínas encargadas del transporte de colesterol en la placenta son las proteínas 

transportadoras del casete de unión a ATP (ABC, del inglés ATP-binding cassette), es una superfamilia de 

más de 50 proteínas integrales, algunas de ellas con funciones diferentes. La expresión de las distintas 

isoformas en la placenta varia a lo largo de la gestación, 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 están relacionados con el 

transporte de colesterol sino también de otras moléculas como hormonas, productos metabólicos y 

fármacos, entre otros. Se ha visto que la expresión de estos transportadores está relacionada con la edad 

gestacional (Imperio et al., 2019). Concretamente ABCA1 media el transporte de colesterol, fosfolípidos, 
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vitaminas y otras moléculas lipófilas y se encarga de la eliminación del exceso de colesterol celular, 

transfiriéndolo a las HDL, en un proceso mediado por la apoproteína A1, de ahí que se denomine ABC-A1. 

Además, se ha visto que ABCA1 media procesos antiinflamatorios y antiapoptóticos (Chengmao et al., 

2017). La expresión del transportador ABCA1 está regulada por el receptor nuclear LXR (receptor X 

hepático), del que se ha observado una menor expresión en la placenta en la preeclampsia (Kallol, Huang, 

Müller, Ontsouka, & Albrecht, 2018). 

 

1.1.2.2.4 Transportadores de aminoácidos. 

Los aminoácidos son uno de los principales nutrientes de aporte al feto después de la glucosa. El 

aporte de aminoácidos en la placenta esta mediado por transportadores acumulativos y por proteínas 

transportadoras de aminoácidos. Los transportadores de aminoácidos se clasifican según su afinidad por 

el sustrato y su dependencia del sodio. Los transportadores del sistema A, que transportan aminoácidos 

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 aminoácidos neutros de forma 

independiente de sodio y favorecen el intercambio de aminoácidos no esenciales por aminoácidos 

esenciales. Estos transportadores se denominan LAT (del inglés Large neutral amino acids transporter) o 

SLC7A (Lager & Powell, 2012).  

Los transportadores de aminoácidos 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 además LAT2 

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

mediada por insulina y por la concentración de aminoácidos intracelulares. Además, los transportadores 

de la familia SNAT están 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-α) 

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

en la placenta a término, también existe expresión 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 aminoácidos catiónicos o de L-aminoácidos grandes neutros, como la 

lisina, arginina y ornitina. La expresión de este transportador se ha relacionado con el desarrollo de 

patologías como la preeclampsia o la restricción del crecimiento intrauterino (Huang et al., 2018). 
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1.1.2.3 Metabolismo de la placenta  

La placenta tiene sus propias demandas metabólicas y su propio consumo de nutrientes podría 

agotar el suministro de éstos al feto. Se estima que la placenta consume el 40% del oxígeno suministrado 

a la unidad feto-placentaria. El metabolismo placentario es glucolítico, dada la alta disponibilidad de este 

sustrato, ya que además del que llega de la circulación materna, las secreciones endometriales son ricas 

en carbohidratos y en glucógeno. En el metabolismo placentario de la glucosa predomina la glucólisis 

anaeróbica con formación de lactato, aunque los niveles de oxígeno favorecen la conversión 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 vía de las pentosas-fosfato, la cual está estrechamente integrada con 

las vías de los polioles. Es necesaria para la síntesis de nucleótidos a su vez muy necesarios, dado lo rápido 

de la proliferación celular. Además, la vía de las pentosas-fosfato permite la regeneración del glutatión 

reducido potenciando así las defensas antioxidantes y manteniendo un control de los radicales libres. Esta 

preferencia del metabolismo no oxidativo permite una mayor disponibilidad de oxígeno para el feto junto 

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

 

1.1.3 Metabolismo materno durante la gestación.  

Los tejidos embrionarios durante su desarrollo se encuentran en un continuo estado anabólico. Las 

estructuras fetales son capaces de sintetizar moléculas a partir de precursores, pero se requiere el 

suministro externo de moléculas precursoras tales como monosacáridos, aminoácidos, ácidos 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 

anatómicos, fisiológicos y metabólicos que se producen en la gestante (Herrera, 1999).  

 Desde el punto de vista metabólico de la madre, la gestación se divide en dos etapas. Como se 

puede ver en la Figura 3 hay una primera etapa que abarca los dos primeros trimestres de gestación, en 

la que la estructura feto-placentaria presenta un escaso crecimiento y el metabolismo materno es 

fundamentalmente anabólico. El objetivo de este anabolismo es aumentar las reservas maternas, 

preparándose 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, así como una 

mayor sensibilidad a la insulina en los tejidos maternos. Todo ello promueve la captación 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 glucógeno hepático, lo que favorece una hipoglucemia materna 

(Herrera, 2000) y  del tejido adiposo, en el que se produce un aumento de la síntesis y del almacenamiento 

de lípidos, especialmente ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga (Hadden & McLaughlin, 

2009; Herrera, Amusquivar, López-Soldado, & Ortega, 2006). Además, durante la gestación la mujer 

presenta una marcada hiperlipemia, con altos niveles de triglicéridos y colesterol circulantes. La segunda 

etapa, que abarca el tercer trimestre de gestación, es el momento en el que se produce un crecimiento 

acelerado de la estructura feto-placentaria y el metabolismo materno es fundamentalmente catabólico 

(Lain & Catalano, 2007).  

Como se ha comentado anteriormente, estos cambios permiten garantizar la disponibilidad de 

sustratos para el feto, ayudando a sostener su rápido crecimiento. El estado catabólico de la madre se 

produce gracias a una variación en los niveles de insulina y a una respuesta tisular a la insulina menor de 

lo habitual.   

De esa manera, se evita la captación excesiva de glucosa en los tejidos maternos, se favorece la 

activación de la lipólisis provocando la liberación de ácidos grasos (AG), que podrán ser usados como 

sustrato energético por los tejidos maternos, y de glicerol, que podría ser transformado en glucosa por 

síntesis hepática. También disminuye el acúmulo de glucógeno, así como la actividad de la lipoproteína 

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

En esta etapa además de producirse la movilización de nutrientes, se aumenta el transporte de 

estos a través de la placenta y se activan algunas rutas metabólicas 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 varía en función 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 verá aumentado. Cuando al feto le llega una cantidad de glucosa alta se estimula la 

secreción de insulina por el páncreas fetal (Herrera, 1999), ya que ni la insulina materna ni la embrionaria 

atraviesan la placenta. Con el avance de la gestación la sensibilidad a la insulina de la madre cambia en 

función a los requerimientos fetales, desarrollándose una resistencia a la insulina como se ha comentado 

anteriormente, que se ve favorecida por el aumento de hormonas placentarias y maternas (estrógeno, 

cortisol, progesterona, leptina, lactógeno placentario, hormona de crecimiento placentario), que 

antagonizan la acción de la insulina y un estado de inflamación 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 lipídico y glucídico materno pueden afectar tanto a la madre como al feto, pudiendo 

contribuir al desarrollo de diabetes gestacional, restricción del crecimiento fetal, hipertensión o 

preeclampsia (Alvino et al., 2008).  

 

1.1.4 Gestaciones gemelares 

En las últimas 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 utilización de las técnicas de reproducción 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). 

 

Figura 3. Esquema de las adaptaciones metabólicas maternas a lo largo de la gestación. 
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Existen distintos tipos de gestaciones gemelares, las monocigóticas y las dicigóticas. Las 

gestaciones dicigóticas que suceden en 70-75% de las gestaciones gemelares, son gestaciones dicoriónicas 

y diamnióticas que se producen por la fecundación de dos óvulos por dos espermatozoides, el resultado 

de ello son dos fetos con características genéticas diferentes. Por su parte, las gestaciones monocigóticas, 

se presentan en un 20-25% de las gestaciones gemelares, por lo que son menos frecuentes. En estos casos 

el óvulo es fecundado por un único espermatozoide y dará lugar a dos fetos de igual genotipo. Este 

fenómeno se produce durante la división celular tras la fecundación y dependiendo del momento en el 

que se produzca, dará lugar a los distintos tipos de gemelos monocigóticos: i) Dicoriónicos-diamnióticos, 

en este caso se produce la formación de dos embriones, dos placentas y dos cavidades amnióticas, por 

una división celular que tiene lugar a las 72 horas de gestación, ocurre en el 25% de los casos. ii) 

Monocoriónicos-diamnióticos, se desarrollan dos embriones, una placenta y dos sacos amnióticos. La 

división se da entre los días 3-8 posteriores a la fecundación, ocurre en el 70-75% de los casos; iii) 

Monocoriónicos-monoamnióticos se caracterizan por la formación de dos embriones, una placenta y un 

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

Sociedad Española de Ginecología y Obstetricia, 2016).  Estas gestaciones presentan un alto grado de 

complicaciones sobre todo a nivel del cordón umbilical y anomalías congénitas. Presentando casi un 50% 

de mortalidad. 

 

 

Figura 4. Esquema general de las etapas de la gestación. 
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1.2 PATOLOGÍAS DEL EMBARAZO. 

Las patologías 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 patologías suelen concluir en 

la mayoría de los casos después del parto, pueden condicionar la aparición de enfermedades en la vida 

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

Alejandro, 2021). 

Aunque son varias las patologías 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 existía antes de la 

gestación (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 pública que 

afecta a uno de cada siete embarazos en el mundo (Dłuski, Wolińska, & Skrzypczak, 2021). Según la 

International Diabetes Federation (IDF), la prevalencia de DG en 2021 en España era de un 32,8%, datos 

que se pueden observar en la Figura 5, donde se encuentra representada la prevalencia de DG en el año 

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).  

 

Figura 5. Prevalencia de diabetes gestacional en el año 2021. Datos tomados de la International Diabetes Federation (IDF). 
Atlas de diabetes de la IDF 10ª Edición 2021. 
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1.2.1.1 Fisiopatología de la diabetes gestacional. 

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

tienen en común la característica clave de la patología que es la resistencia a la insulina (Poulakos et al., 

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

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

2019). Lo que sucede en mujeres con esta patología 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 páncreas a producir y secretar insulina provocando el estrés de las células beta 

pancreáticas, lo que desemboca en la disfunción de éstas (Dalfrà, Burlina, Del Vescovo, & Lapolla, 2020; 

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

a la insulina y disfunción de células beta (Plows et al., 2018). En la mayoría 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), estimándose que , al 

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

(Dłuski 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 metilación o los microRNA, por factores genéticos como polimorfismos, etnia, 

antecedentes familiares de diabetes o resistencia a la insulina, o enfermedades endocrinas como el 

síndrome del ovario poliquístico. Además, hay una clara influencia del estilo de vida, el sobrepeso, la 

obesidad, o la edad gestacional. Todos estos factores pueden contribuir a la alteración del ambiente 

intrauterino, condicionando así la programación 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 está asociado al nivel de glucemia, por lo que es importante controlarlos, 

dado que cuanto mayor sean también lo será 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 producción de insulina fetal, que puede 

producir hiperinsulinemia fetal, disfunción de sus células beta y un proceso de resistencia a la insulina 

antes del nacimiento. Asimismo, se produce un aumento en el tamaño de las estructuras fetales, dando 

como resultado niños macrosómicos. Esta macrosomía supone además un riesgo de distocia de hombro 

y de parto por cesárea (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 Diagnóstico.  

El diagnóstico de DG es complejo ya que es difícil 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 diagnósticos, ya que existe controversia en la utilización de los mismos (Pavic et al., 

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

la actualidad existen dos estrategias principales de diagnóstico establecidas por la ADA (American 

Diabetes Asociation). El diagnóstico 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, añadiendo 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                                                
 

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

Estas estrategias están basadas en el trabajo de la Asociación 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 concepción conlleva mayor riesgo de 

malformaciones congénitas. Por otro lado, el riesgo que supone la DG tanto para la madre como para el 

feto está ligado a los niveles de hiperglucemia que se alcancen durante el embarazo, como mostró el 

estudio “Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome” (HAPO) (Metzger et al., 2010; Metzger et al., 

2008), por lo que un diagnóstico temprano permite minimizar los riesgos asociados a la enfermedad 

(American Diabetes Association, 2021a).  

 EN LA MADRE EN EL RECIÉN NACIDO 

A corto plazo 
Preeclampsia 
Cesárea 
Complicaciones del parto 

Hipoglucemia 
Hiperinsulinemia 
Hiperbilirrubinemia 
Macrosomía 
Distocia de hombro 
Traumatismo en el parto 
 

Síndrome respiratorio 
neonatal 
Fetopatía diabética 
Aborto espontaneo 
Parto prematuro 
Muerte 

A largo plazo 

Diabetes tipo 2 
Hipertensión 
Obesidad 
Enfermedades cardiovasculares 
Diabetes gestacional 

Diabetes tipo 2 
Hipertensión 
Obesidad 
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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 diagnóstico de la DG, por lo que sería de gran ayuda disponer de 

biomarcadores que permitieran no sólo el diagnóstico temprano de la patología sino conocer la 

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

 

1.2.1.4 Biomarcadores de diabetes gestacional. 
 

Numerosos estudios han centrado su investigación en la identificación de posibles biomarcadores 

diagnósticos de la diabetes gestacional, dado que se trata de una patología muy relevante que implica un 

alto riesgo tanto para la madre como para el feto y su diagnóstico temprano puede ser fundamental para 

minimizar dichos riesgos. En estos estudios se han identificado marcas genéticas y epigenéticas que 

podrían 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 patología, así como estudios 

en los que se han determinado distintas marcas epigenéticas como la metilación, modificación de histonas 

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

Saucedo, Sánchez-Rodríguez, Cruz-Durán, & Martínez, 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. Así 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 últimos años ha cobrado gran importancia el estudio de los microRNA y su papel en distintas 

patologías. Los microRNA Tienen un papel fundamental en la regulación de la expresión de genes (Singh, 

Maremanda, Li, & Rahman, 2020) y participan en procesos de regulación de la proliferación, 

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

extremo 3’-UTR del RNAm diana, y esta interacción impide la traducción o favorece la degradación de 

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

numerosos estudios han identificado microRNAs circulantes en la gestante que presentan una expresión 

diferencial entre mujeres con DG y mujeres con gestaciones no patologías. La identificación de estos 

biomarcadores podría ayudar al diagnóstico temprano. Así, por ejemplo, en una revisión bibliográfica 

actual se ha descrito como en el suero de gestantes con DMG se observa una disminución de los niveles 

de hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-29a y hsa-miR-222. Posteriormente se identificó el gen 1 inducido por 

insulina (INSIG1), relacionado con la regulación de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 2 (PCK2), como 

diana de miR-29. Lo que sugirió la regulación negativa de la glucemia por parte de miR-29. Otros trabajos 



 

 
20 

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 vesículas extracelulares podría estar relacionado con el aumento a la sensibilidad a la 

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

 

1.2.2 PREECLAMPSIA. 

La preeclampsia es una complicación de la gestación de carácter 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 aparición 

de preeclampsia es relativamente alta, afortunadamente en los últimos años se ha conseguido disminuir 

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

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

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

 

1.2.2.1 Diagnóstico y sintomatología.  

La preeclampsia se caracteriza por la aparición de hipertensión durante el tercer trimestre del 

embarazo en mujeres que, previamente a la gestación eran normotensas, y la presencia de proteinuria 

en la mayoría de los casos. Los parámetros clínicos utilizados para el diagnóstico de preeclampsia se 

especifican en la Tabla 2. La presencia de proteinuria como requisito para el diagnóstico utilizado 

clásicamente, se ha eliminado cuando aparecen daños en los órganos diana, como trombocitopenia, 

deterioro de la función hepática, insuficiencia renal, edema pulmonar o alteraciones cerebrales o visuales 

de nueva aparición.  

En lo referente al diagnóstico de la enfermedad, no existen muchas alternativas a las 

anteriormente mencionadas, encontrándose centrado principalmente en el diagnóstico a partir de los 

síntomas (Bakrania et al., 2020). Actualmente, aunque aún no se utiliza en la práctica clínica, muchos 

autores defienden el uso de los niveles del factor de crecimiento placentario (PlGF) y tirosin quinasa I 

soluble similar a FMS (sFlt-1) como biomarcadores eficaces para el diagnóstico de la preeclampsia (Stepan, 

Hund, & Andraczek, 2020). Además, 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 presión 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 μmol/l), 

o si se produce una duplicación del nivel de creatinina sérica, edema pulmonar, alteraciones cerebrales o 

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

 

Tabla 2. Sintomatología y diagnóstico de la preeclampsia 
 

 

Criterios diagnósticos de preeclampsia, y síntomas 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, predisposición 

genética, duración de la convivencia sexual, tabaquismo materno, número de embarazos, edad materna, 

uso de técnicas de reproducción asistida y afecciones médicas maternas como hipertensión preexistente, 

diabetes, enfermedad renal crónica 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 cromosómicas como la trisomía 13. Las complicaciones 

derivadas de la patología 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 Fisiopatología y clasificación.  

Pese a que la etiología de la preeclampsia no está del todo clara, numerosos estudios asocian su 

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

placenta como órgano central de la patología (Bakrania et al., 2020; Myatt, 2002). La fisiopatología de la 

preeclampsia está caracterizada por dos procesos, la placentación anormal y el desarrollo del síndrome 

SÍNTOMAS [PARÁMETRO] SINTOMATOLOGÍA CLÍNICA  
Hipertensión arterial [PAS ≥ 140mmHg o PAD ≥90 mmHg] Visión borrosa 
Proteinuria [≥ 300 mg] Edema 
Insuficiencia renal [Creatinina sérica > 1,1 mg/dL] Aumento rápido de peso 
Trombocitopenia [<100.000 Ml] Dolor de cabeza, abdominal 
Aumento de enzimas hepáticas [Duplicación de niveles normales] Náuseas, vómitos 
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materno (Phipps et al., 2019). Ambos procesos conducen a la producción de factores que activan el 

endotelio materno produciendo en la gestante una inflamación vascular generalizada. 

 

Tabla 3. Consecuencias de la preeclampsia 

 
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 inflamación va a dar lugar a una disfunción endotelial materna causante de los síntomas 

característicos de la enfermedad como la hipertensión y la insuficiencia orgánica de la que deriva el resto 

de los síntomas como la proteinuria. Todo ello surge a consecuencia de un defecto en la remodelación de 

las arterias espirales, encargadas de una perfusión adecuada del flujo sanguíneo uteroplacentario. El 

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

que se presenta la sintomatología, la enfermedad se clasifica en dos categorías. Preeclampsia de aparición 

temprana (PE, de las siglas en inglés early-onset preeclampsia) y preeclampsia de aparición tardía (PL, de 

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

En la preeclampsia temprana la sintomatología aparece antes de la semana 34 de gestación. Este 

tipo de preeclampsia está relacionada con problemas en el proceso de placentación. La preeclampsia de 

aparición temprana se asocia a una hipoxia placentaria que surge a consecuencia de la invasión anormal 

del trofoblasto, generando defectos en el desarrollo de las arterias espirales de la placenta. Cuando los 

síntomas se presentan a partir de la semana 34 de gestación se considera preeclampsia de aparición 

tardía. 

  MATERNAS FETALES 
A corto plazo  Coagulopatías 

Desprendimiento de placenta 
Fallo hepático 
Fallo renal 
Fallo respiratorio y edema pulmonar 
Edema cerebral y convulsiones 
Ictus 
Infarto agudo de miocardio 
Eclampsia 
Síndrome de HELLP 
Muerte 

Oligohidramnios 
Nacimiento prematuro 
Restricción de crecimiento fetal 
Trastornos del desarrollo neurológico 
Muerte perinatal 
Muerte fetal 
 
 
 
 
  

A largo plazo Depresión, ansiedad y demencia 
Dislipidemias 
Enfermedad cardiovascular 
Enfermedad hepática 
Enfermedad isquémica 
Enfermedad renal 
Síndrome metabólico y DM2 

Enfermedad cardiovascular 
Enfermedad inflamatoria 
Enfermedad metabólica 
Trastorno endocrino 
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Figura 6. Esquema general de las etapas de la gestación. Diagnóstico y clasificación de preeclampsia (PE y PL). 
 

 

En este caso, el desarrollo de la patología se asocia con el síndrome materno, pero no existe 

defecto en la placentación, sin embargo, se produce una mala perfusión placentaria causada por el 

hacinamiento de las vellosidades terminales cuando el crecimiento placentario excede los límites. Esta 

mala perfusión desencadena los procesos anteriormente mencionados provocando daño al endotelio 

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

de aparición temprana tiene una prevalencia del 10% del total de las gestaciones complicadas con 

preeclampsia. Este tipo de preeclampsia suele ser más grave y está 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-α), e interleuquina 6 (IL6) y la disminución de interleuquina 10 (IL-10), 

así como un efeto pro-oxidativo en el que se elevan los niveles de especies reactivas de oxígeno y 

disminuyen las moléculas antioxidantes como la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), la superóxido dismutasa 

(SOD), o la glutatión peroxidasa (GPx). Además, 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 

(PlGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o el óxido nítrico (NO). Además, en estas 

gestantes se ha descrito el aumento del autoanticuerpo agonista del receptor de angiotensina II 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 patologías 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 fisiopatología de la 

preeclampsia, centrándose en la placenta como órgano principal de la patología. Por otro lado, el estudio 

de la diabetes gestacional va dirigido a la identificación de posibles biomarcadores diagnósticos que 

permitan realizar un cribado para una identificación y clasificación precoz de la enfermedad, a fin de 

abordarla en estadios tempranos, minimizando así el riesgo que supone.
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVO 
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En base a los antecedentes mencionados, nuestra hipótesis apunta a que determinadas 

variaciones genéticas, tanto a nivel materno como a nivel placentario, podrían predisponer a la mujer a 

desarrollar patologías del embarazo y que su identificación se podría utilizar como biomarcador 

pronóstico o diagnóstico de las patologías obstétricas más prevalentes como la preeclampsia o la diabetes 

gestacional.  

Para alcanzar esta hipótesis, el objetivo general de nuestro estudio consiste en la identificación 

de factores que podrían estar involucrados en el desarrollo de patologías del embarazo, así 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 específicos:  

Objetivo 1:  Establecer la relación existente entre el momento en el cual se desarrolla la diabetes 

gestacional y ciertas variaciones genéticas, a fin de poder encontrar posibles biomarcadores de 

predisposición al desarrollo de la enfermedad. Este estudio se realizó, en colaboración con el Hospital 

Universitario La Paz de Madrid, en un grupo de mujeres con diabetes gestacional de aparición temprana 

(primer trimestre de gestación) y otro de aparición tardía (segundo trimestre de gestación), así como en 

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

1.1. Un análisis de genotipado en de sangre materna, a fin de encontrar variantes genéticas 

predisponentes al desarrollo de la enfermedad que permitan el diagnóstico precoz. 

1.2. La caracterización de microRNAs en plasma como posibles biomarcadores de diabetes 

gestacional.  

 Objetivo 2: Estudiar el nivel de expresión de ciertos genes en placenta humana de tercer 

trimestre. Dada la asociación de algunas patologías del embarazo con cambios en la estructura y función 

de la placenta, se plantea hacer un estudio de caracterización de la expresión génica en placenta humana 

de tercer trimestre procedente de partos no patológicos o de gestaciones complicadas con preeclampsia. 

Para conocer mejor el comportamiento de la placenta como órgano, se compararon diferentes partes de 

ésta, diferenciando entre cara materna y cara fetal. Este estudio se realizó, en colaboración con el Hospital 

Universitario La Paz de Madrid, en un grupo de mujeres con preeclampsia de diagnóstico temprano 

(anterior a la semana 34 de gestación) y otra de diagnóstico tardío (posterior a la semana 34 de gestación), 

así como en mujeres sin preeclampsia utilizadas como grupo control. Dicho estudio se abordó de la 

siguiente manera: 

2.1. Estudio de expresión génica en distintas partes de la placenta tanto de gestaciones simples 

como de gestaciones múltiples en mujeres sanas.  

2.2. Identificación del efecto de la preeclampsia, y del momento de su desarrollo, sobre la 

expresión génica en distintas partes de las placentas procedentes de gestaciones simples.  
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 
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En este apartado se describen los métodos generales de análisis de los distintos estudios incluidos 

en la tesis. Para facilitar la lectura y comprensión, las poblaciones analizadas, la toma de muestras y los 

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

 

3.1 Secuenciación de DNA para el análisis de genotipado. 

3.1.1 Aislamiento de DNA.  

La obtención de ADN se llevó a cabo a partir de 500 µl de sangre periférica conservada en EDTA 

utilizando el kit Gentra Puregene Blood Kit de QIAGEN y 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 límites de intrones/exones (+/- 20 pares 

de bases, pb). Los genes incluidos estaban bien relacionados con la etiología de diferentes formas de 

disglucemia o asociados a ellas, o bien relacionados con la homeostasis de la glucosa. La secuenciación se 

llevó a cabo mediante tecnología Ilumina, 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 

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

las variantes notificadas se refieren al genoma de referencia humano GRCh37. Las variantes resultantes 

se filtraron y priorizaron según la evaluación 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%). Así mismo se 

eliminaron todos aquellos con una frecuencia en la población menor del 1% en bases de datos de 

población ExAC, gnomAD, 1000G o ESP6500.  

Este estudio se realizó en colaboración con el INGEMM –(Instituto de genética médica 

y molecular) del IdiPaz. 
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3.2 Identificación y análisis de miRNA en plasma de mujeres con y sin diabetes 

gestacional.  

La determinación de los niveles de miRNAs circulantes se llevó a cabo en el plasma de las gestantes 

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

 

Figura 7. Esquema de flujo de trabajo empleado para el análisis 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 gestación 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 secuenciación.  

Previo al aislamiento del RNA y con intención de asegurar que las muestras no se encuentren 

hemolizadas, se llevó a cabo la determinación de la absorbancia de las muestras a 414nm. A esta longitud 

de onda la hemoglobina presenta un pico de absorbancia y su determinación permite garantizar la calidad 

de las muestras analizadas, ya que la hemólisis indicaría la contaminación del plasma con los miRNAs de 

las células sanguíneas.  

El proceso de aislamiento de miRNAs se realizó a partir de 200 µl de plasma, para ello se utilizó el 

Kit miRNeasy Serum/Plasma Advance (QIAGEN, ref: 217204), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para poder validar el éxito del aislamiento, se incluyó 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 -80ºC. La pureza y el rendimiento del 

mismo no se puede determinar dada la baja concentración de miRNAs en plasma. El protocolo de 

extracción detallado se especifica a continuación: 
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Posteriormente y previo a la secuenciación, se llevó a cabo el control de calidad de las muestras. 

Para ello se determinaron los niveles de expresión de hsa-miR-451a y hsa-miR-23a-3p mediante RT-qPCR. 

Su presencia sería indicativa de la posible hemólisis en las muestras de plasma, provocando la 

contaminación con miRNA celular. Del mismo modo se analizaron miRNAs endógenos, 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 ánimo de validar la 

extracción y retrotranscripción, posteriormente a estos procesos se analizaron los Spike-in UniSP6, 

UniSP100, UniSP101. Estos análisis mostraron que todas las muestras seleccionadas para el estudio 

cumplían con los criterios de calidad establecidos que aseguran unos resultados óptimos en el proceso de 

secuenciación.  

 

3.2.2 Secuenciación de miRNAs. 

Una vez comprobada la calidad de las muestras y de las extracciones, se procedió a crear la librería 

para la secuenciación. La librería se preparó siguiendo el protocolo QIAseq miRNA Library Prep kit. La 

secuenciación se llevó a cabo mediante la tecnología Ilumina, utilizando el equipo NextSeq500, llegándose 

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 números de miRNA conocidos.  Al realizar la comparación 

estadística de los grupos, se incluyeron todos los miRNA independientemente de la cantidad de lecturas 

realizadas.  

Aislamiento de miRNA (Kit miRNeasy Serum/Plasma Advance)

• Mezclar 200 µl de plasma con 60 µl de solución RPL.
• Agitar durante 5 seg e incubar 3 min a temperatura ambiente.
• Añadir 1 µl de Spike-in y 20 µl de la solución RPP, homogeneizar e incubar 3 min.
• 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.
• Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido. 
• Lavar la columna con 700 µl de solución de lavado RWT.
• Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido. 
• Añadir a la columna 500 µl de solución RPE.
• Centrifugar 15 seg a 8000 g. Descartar eluido. 
• Añadir a la columna 500 µl de etanol 80 %.
• Centrifugar 2 min a 8000 g. Descartar eluido. 
• Secar la columna centrifucando la columna vacia a 5 min a velocidad maxima (12000 g en nuestro caso)
• Incubar la columna con 20 µl de agua libre de RNAsas 1 min a temperatura ambiente. 
• Centrifugar 1 min a velocidad maxima (12000 g) para eluir.
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Los niveles de expresión, habitualmente, se miden como etiquetas por millón de lecturas 

asignadas (TPM), utilizándose como unidad de medida de expresión, en el cual, el número de lecturas 

para un miRNA particular, se divide por el número total de lecturas mapeadas y se multiplica por 1 millón 

(Etiquetas por millón, TMM). Este es un procedimiento de normalización simple que corrige la 

profundidad de secuenciación y proporciona una medida de cantidad muy transparente para cada especie 

de RNA. El análisis estadístico de los resultados se muestra más adelante en el apartado (3.4.2). Donde se 

detalla el análisis de la expresión diferencial entre los grupos para cada miRNA.  

 

3.2.3 Validación de los niveles de miRNA de plasma. Aislamiento de miRNA y análisis por 

RT-qPCR.  

Para llevar a cabo la validación de los miRNA seleccionados, en base a los criterios anteriormente 

mencionados, se aíslan a partir del plasma de un mayor número de gestantes y a continuación se procede 

a su retrotranscripción para poder así analizarlos por RT-qPCR. Los resultados obtenidos se procesan para 

obtener una cuantificación relativa en cada muestra y posteriormente se lleva a cabo el análisis estadístico 

en el que se establecen las diferencias existentes entre los grupos. Los métodos utilizados se detallan a 

continuación.  

 

3.2.3.1 Aislamiento de miRNA en plasma de mujeres. 

El aislamiento de miRNA se realizó a partir de 200 µl de plasma utilizando el kit miRNeasy 

Serum/Plasma Advanced (QIAGEN, ref:217204) siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo 

detallado se especificó en el apartado 3.2.1. Para poder validar el aislamiento se incluyó en cada una de 

las muestras 1 µl 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 µl de agua libre de RNAasa. 

Dicho kit incluye: UniSp2 (0,2 fmol/ µl), UniSp4 (0,002 fmol/ µl), UniSp5 (0,00002 fmol/ µl). 

 

3.2.3.2 Retrotranscripción de miRNAs para la obtención de DNA copia (cDNA)  

Tras el aislamiento y dada la baja concentración e inestabilidad de los miRNA, todas las muestras 

se sometieron a un proceso de retrotranscripción para obtener cDNA con el que poder trabajar de forma 

estable. La retrotranscripción se llevó 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 concentración que escapa al nivel de detección del espectrofotómetro se retrotranscribió 

el mismo volumen, 2 µl, del producto de aislamiento de cada muestra. Dicho volumen, se mezcló con 2 µl 
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de 5x miRCURY RT Reaction Buffer, 1 µl de 10x miRCURY RT (que contiene enzima, magnesio, dNTPs y 

primer), 0,5 µl de un Spike-in (UniSp6, que contiene 12 fmol de un miRNA sintético, que permitirá validar 

la retrotranscripción) y 4,5 µl de agua libre de RNAasa. Esto supone un volumen final de 10 µl, que serán 

sometidos en el termociclador, Eppendorf Mastercycler Gradient 5331, a 42 ºC durante 60 minutos e 

inmediatamente después 5 minutos a 95 ºC. El cDNA obtenido se diluyó con una proporción 1/10 en agua 

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

 

3.2.3.3 Análisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real.  

Para la validación de los resultados obtenidos del estudio de secuenciación 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 validación mediante RT-qPCR. Se escogieron como 

housekeeping, dos miRNAs que no mostraban ninguna variación de expresión en los distintos grupos tras 

la secuenciación. Para validar que tanto el aislamiento como la retrotranscripción se había producido de 

manera uniforme en todas las muestras, se analizaron los miRNA sintéticos (Spike-in) incluidos en ambos 

procesos. Los primers diseñados por QIAGEN con este fin, son los siguientes: UniSp2, UniSp4, UniSp5 y 

UniSp6.  

 

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

Nombre del GEN Nº de producto  Función 
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 número de producto del catálogo de la casa comercial (Qiagen) y la 
función que realiza dentro del estudio. 

 

La reacción de amplificación incluye, 5µl de buffer 2x miRCURY SYBR Green, 1 µl de primer, 1 µl 

de agua destilada libre de RNAsas, y 3 µl de cDNA diluido 1/10. Lo que supone un volumen final de 10 µl, 

que se someterá en el termociclador, CFX96 Real-Time PCR Detection System de Bio-Rad, a un primer ciclo 
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de 2 minutos a 95ºC y a continuación 40 ciclos, que constan de dos etapas, una primera de 

desnaturalización de 10 seg a 95 ºC, y una segunda etapa de anillamiento y elongación de 60 seg a 56ºC. 

Por último, se realiza un análisis de curva de melting desde 60 a 95ºC.  

 

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

Para poder realizar la cuantificación 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 expresión del resto de miRNAs. Los resultados obtenidos serán analizados por el método de Livak 

(Pfaffl, 2001). Se realizó la media geométrica de los valores de expresión de los genes constitutivos y se 

analizó la expresión en base a ellos. El tratamiento estadístico de estos datos se especifica en el apartado 

3.4.3. 

 

3.3 Análisis de cuantificación de mRNA en placenta de tercer trimestre 

El análisis de expresión génica en placenta de tercer trimestre tiene por objetivo la cuantificación 

de productos génicos, RNA mensajero y proteínas, de algunos genes de interés. Para ello es necesario, 

por un lado, aislar el RNA total del tejido, retrotranscribirlo y posteriormente analizarlo específicamente 

por RT-qPCR. Por otro lado, es necesario aislar la proteína del tejido y analizarla específicamente mediante 

western-blot.  

Los resultados obtenidos en todos los casos son procesados de manera que se obtiene una 

cuantificación relativa de todos ellos. Las diferencias existentes entre los resultados obtenidos en los 

distintos grupos serán analizadas estadísticamente. El estudio se realizó siguiendo las pautas de MIQE 

para garantizar la calidad de la cuantificación y posterior comparación (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 realizó el aislamiento de RNA de placenta a partir de 25-30 mg de tejido. El método de 

extracción escogido garantiza la preservación de la integridad del RNA en comparación con otros métodos 

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

dos ciclos de 4 minutos a 50 Hz, asegurando la completa disgregación del tejido. Tras una incubación de 

5 minutos a temperatura ambiente se añadió 200 µl de cloroformo que dejamos reposar 2-3 minutos a 

temperatura ambiente posteriormente se agitó en vortex 15 seg para obtener el homogenado. Dicho 

homogenado se centrifugó a 12.000g y a 4ºC, durante 15 minutos, con el objetivo de separar físicamente 
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el RNA de otras macromoléculas presentes en la placenta. El sobrenadante obtenido tras la centrifugación 

(aprox. 500 µl), en el que se encuentra el RNA, se mezcló con 600 µl de etanol al 70% frío y posterior 

elución.  

Para asegurar una pureza adecuada en el proceso de aislamiento se utilizó el kit de aislamiento y 

purificación de QIAGEN, RNeasy Mini Kit. El sobrenadante del homogenado, mezclado con etanol frío al 

70%, se transfirió a la columna del kit y se centrifugó 15 seg a 8.000g en la microcentrífuga eppendorf, de 

esta manera el RNA quedará fijado a la matriz de la columna. Se eliminó el eluído y se añadieron 350 µl 

de solución RW1 a la columna, que posteriormente se centrifugó 15 seg a 8.000g. Sometemos a la 

muestra, una vez fijada a la columna, al tratamiento con DNAsas para eliminar la posible contaminación 

con DNA en el aislamiento. Para ello incubamos con DNAsa reconstituida en el momento de la utilización, 

según las especificaciones del protocolo, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Trascurrido este 

tiempo se añadió 350 µl de RW1 y se centrifugó durante 15 seg a 8.000g. Posteriormente se añadieron 

500 µl de solución RPE y se centrifugó 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 

eliminación de impurezas. Por último, centrifugamos la columna vacía a velocidad máxima durante 1 

minuto, para eliminar los posibles restos de etanol que pudieran quedar, y se eluyó con 40 µl de agua 

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

 

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

Una vez aislado el RNA del tejido, comprobamos la concentración de RNA obtenida y su pureza. 

Para ello analizamos por espectrofotometría la absorbancia que presentan los productos de aislamiento 

obtenidos para cada muestra. El equipo utilizado para la lectura de absorbancia es el espectrofotómetro 

de UV-visible, de GE Healthcare, NanoVue Plus. Para valorar la pureza se determinó la absorbancia a 230, 

260 y 280 nm y se analizó el ratio 260/280 y 260/230. Considerándose óptimos resultados del ratio 

260/280 que se encuentran entre 1.8 y 2.0, y entre 2.0 y 2,2 para el ratio 260/230. 

A continuación, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1,4% para comprobar la 

integridad del RNA de las muestras tras el aislamiento. Para el análisis se cargaron 2 µl RNA aislado por 

muestra. Para su visualización se reveló con 2 µl PRONASAFE Nucleic Acid Staining de Condalab, en el 

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

Tras el aislamiento y dada la inestabilidad del RNA, sometimos a todas las muestras a un proceso 

de retrotranscripción para obtener cDNA con el que poder trabajar de forma estable. Dado que el número 

de muestras a procesar era elevado, se prepararon 4 tandas de muestras, en cada una de las tandas se 

incluyó un control negativo, un pool de todas las muestras de RNA que actuaría como control interno y 

además alguna de las muestras repetidas para validar la reproducibilidad en cada proceso de 

retrotranscripción. En cualquier caso, el número de muestras incluidas por tanda de retrotranscripción 

constaba del mismo número de muestras de cada grupo, luego los grupos estaban representados de 

forma homogénea entre las distintas tandas.  

Se retrotranscribieron 3µg de RNA utilizando el kit de retrotranscripción de Thermoscientific, 

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit. Lote 00501295. 30-07-2019. Siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Utilizando por cada reacción: 1µl de RAMDOM primers, 4µl Reaction 

buffer, 1µl Ribolock, 2µl dNTPs (10mM) y 1µl Revertaid. Se ajustó el volumen de RNA aislado con agua 

destilada libre de RNAsas, hasta conseguir un volumen final de 11 µl, que contuvieran de forma exacta 3 

µg de RNA. Los ciclos de retrotranscripción 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 25ºC, seguida 

de 60 minutos a 42ºC y 5 minutos a 70ºC. El cDNA resultante se diluyó en proporción 1/30 con agua 

destilada estéril y se almacenó a -20ºC.  

 

3.3.3 Análisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real. 

El estudio de expresión génica se realizó mediante RT-qPCR que nos permite identificar de forma 

específica la cantidad de mRNA de interés presente en el tejido de partida. Para el análisis se utilizó, 

QUANTIMIX EASY KIT 1000 (10606), Biotools. En cada reacción se añadió: 7,5 µl QUANTIMIX; 2,5 µl de 

agua destilada estéril; 2 µl de una mezcla de PF (1 µM) y PR (1 µM). 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 desnaturalización previa a 95ºC durante 9 min, seguida de 40 ciclos de desnaturalización a 95ºC 

10 s, anillamiento cuya temperatura fue optimizada en cada caso (las temperaturas de anillamiento se 

muestran en la Tabla 6) y elongación a 72ºC durante 45 s. Tras los ciclos de PCR se realizó una curva de 

melting. 

Para cada gen estudiado se seleccionaron los primers más adecuados. Estos primers se diseñaron 

utilizando el programa gratuito primer-BLAST y en algunos casos se obtuvieron de referencias 

bibliográficas. Las propiedades termodinámicas de los primers se analizaron utilizando el programaBeacon 
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Designer™, comprobando que no se producían estructuras secundarias por complementariedad que 

mermaran la eficiencia del primer, generando dímeros. Se comprobó que la temperatura de anillamiento 

de los primers era adecuada, así como el tamaño del fragmento obtenido, y la inexistencia de uniones 

inespecíficas con otras regiones del genoma.  

Los primers seleccionados se pusieron a punto en cada caso, optimizando la temperatura de 

anillamiento mediante la elaboración de una RT-qPCR en gradiente, en la que se analizaron distintas 

temperaturas de anillamiento. El análisis del producto de la PCR en gradiente se realizó 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 tamaño del fragmento obtenido es el esperado y seleccionar 

la temperatura de anillamiento óptima en la que se obtiene mayor rendimiento y mayor especificidad, 

evitando escoger temperaturas de anillamiento a las que pueda producirse la unión inespecífica del 

primer. Las secuencias de primers utilizadas, así 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 procedió al 

análisis de la eficiencia de cada una de ellas. Para analizar la eficiencia de los primers seleccionados, se 

elaboró una recta de calibrado con distintas diluciones de un pool de cDNA de todas las muestras, cada 

dilución fue amplificada y analizada. La amplificación de distintas cantidades de cDNA nos permite, por 

un lado, observar el nivel global de expresión 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 amplificación mediante la fórmula (E=10 -

1/pendiente)(Pfaffl, 2001). De esta manera podemos optimizar la cantidad mínima y máxima de cDNA que 

podemos usar para el análisis de expresión, 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 cálculo de la eficiencia y la optimización de la temperatura 

de anillamiento de cada pareja de primers nos permitirá llevar a cabo un adecuado uso de los datos.  

3.3.4 Cuantificación relativa del nivel de mRNA.  

Para poder realizar la cuantificación relativa de la expresión génica, se analizó la expresión de dos 

genes constitutivos: el gen que codifica para la proteína ribosomal L30 (RPL30) y el gen que codifica para 

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

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

 

GEN Primer Forward Primer Reverse 
Tª 
anillamiento 
(ºC) 

Eficiencia 
(%) 

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 utilización de este método (Pfaffl, 2001). 

Se utilizó la media geométrica de los valores de expresión de los genes constitutivos para poder 

determinar la expresión relativa de todos los genes estudiados.  
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3.3.5 Cuantificación de proteína mediante western-blot (WB) 

Para la cuantificación de proteínas mediante western-blot fue necesario en primer lugar aislar la 

proteína total. En algunos casos fue necesario el aislamiento previo de la membrana plasmática para una 

mejor detección de las proteínas de membrana. Tras un pretratamiento, se procedió a la separación de 

las proteínas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y a continuación fueron transferidas a una 

membrana de PVDF. La detección especifica de la proteína de interés se realizó mediante 

inmunodetección y posterior revelado por quimioluminiscencia. Los resultados fueron densitometrados 

para obtener la cantidad relativa de proteína en la muestra. Posteriormente para identificar las diferencias 

en los niveles de proteína en los distintos grupos se realizó el análisis estadístico. La metodología utilizada 

en detalle se muestra a continuación.  

 

3.3.5.1 Aislamiento de membrana plasmática. 

Para poder estudiar las proteínas de membrana se aislaron las membranas plasmáticas de 20-50 

mg de tejido, utilizando una solución hipotónica de TRIS 10mM y EDTA 2,5mM. Se añadió a cada muestra 

1600 µl de tampón de lisis hipotónico y se homogeneizó en el TissueLyser LT (Qiagen) con agitación a 45 

Hz durante 4 minutos, seguido de 15 minutos de reposo en hielo. El homogenado obtenido se separó en 

dos tubos, quedando un volumen aproximado de 800 µl por tubo a los que se añadieron otros 800 µl de 

tampón de lisis. Ambos tubos se volvieron a homogeneizar por agitación en el TissueLyser LT (Qiaguen) 

con agitación a 45 Hz durante 4 minutos, seguido de 15 minutos de reposo en hielo. Tras comprobar que 

se había producido la disgregación completa del tejido, se centrifugó a 1500g durante 4 minutos a 

temperatura de refrigeración. Se recogió el sobrenadante en un tubo y el pellet se lavó dos veces con 500 

µl de tampón de lisis, centrifugando en refrigeración 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 centrifugó a 17.000g durante 30 minutos a temperatura de refrigeración. El pellet 

obtenido, se resuspendió en 300 µl de tampón de lisis, consiguiendo así un aislado de membrana 

plasmática de cada muestra. 

3.3.5.2 Aislamiento de proteína total o proteínas de membrana. 

Para el aislamiento de proteína total en el tejido, en primer lugar, se homogeneizaron entre 30-

60 mg de placenta de tercer trimestre con 750 µl 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 último, se centrifugó durante 30 minutos a velocidad máxima, en condiciones 

de refrigeración. Transcurrido el tiempo de centrifuga, se recoge el sobrenadante en un tubo limpio.  
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3.3.5.3 Cuantificación de proteína total. Método del ácido bicinconínico (BCA). 

Para poder estimar la cantidad de proteína que tiene cada uno de los lisados, se utilizó el Kit 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher Scientific. Paralelamente se analizaron distintas 

concentraciones de un estándar de albúmina 2 mg/ml para realizar la recta de calibrado, y se incluyó un 

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

Se pipetearon en una placa de 96 pocillos, 25 µl de una dilución 1/5 en el caso del aislamiento de 

proteína total y otros 25 µl de una dilución½ para la determinación de las proteínas de membrana, 25 µl 

de distintas concentraciones de estándar y 25 µl control. Y se añadió a cada uno de los pocillos 200 µl de 

una mezcla de reactivos A y B en proporción (50:1). Posteriormente se incubó durante 30 minutos a 37ºC, 

permitiendo que se desarrollara un producto coloreado de intensidad directamente proporcional a la 

cantidad de proteína que contenía el pocillo. Se determinó la absorbancia mediante espectrofotometría, 

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 específica las proteínas del lisado, es necesario 

mantener la proteína desplegada y soluble, esto se consigue gracias a la combinación de la proteína con 

el cobre en medio básico y su posterior reacción con el ácido bicinconínico que genera ese compuesto 

coloreado que es proporcional a la cantidad de proteína, y que absorbe luz a 562nm. El reactivo A 

(carbonato sódico, bicarbonato sódico, ácido bicinconínico y tartrato sódico en una solución 0,1 M de 

hidróxido sódico) y reactivo B (ácido cúprico al 4%) proporciona las condiciones necesarias para que esta 

reacción se produzca. 

 

3.3.5.4 Western-blot. 

Para poder determinar la cantidad de proteína específica en la muestra es necesario realizar una 

separación de las proteínas, 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 inmunodetección mediante la utilización de anticuerpos específicos y posteriormente se revelará por 

quimioluminiscencia. La señal obtenida es densitometría y este resultado será analizado.  

Electroforesis en SDS-PAGE. 

Para llevar a cabo la separación de las proteínas en base a su tamaño es necesario realizar la 

preparación previa de la muestra mezclando un volumen de homogenado con un volumen de Laemmly 

2x (SDS 2%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, tampón Tris-HCl 62,5 mM. Bromofenol azul <0.01%, pH 

6.8). La mezcla se calentó durante 5 minutos a 96ºC, para conseguir que las proteínas se desnaturalicen y 

se mantengan desplegadas y solubles. 
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Posteriormente, tras enfriar la muestra se carga el volumen correspondiente a 40 µg de proteína 

en un gel de SDS PAGE preparados con una concentración del 10% de gel separador y de 4,5% de gel 

concentrador. Además, se carga en el primer pocillo 5 µl 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 tampón de electroforesis (Tris-HCl 0.25M, Glicina 1.92M, SDS 1%). 

Transferencia. 

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

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

de transferencia (Tris-HCl 0.25 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.2%) en condiciones de refrigeración. 

Posteriormente se bloqueó la membrana con leche en polvo desnatada al 10% en TBST (Tris-HCl 10mM, 

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

Inmunodetección. 

Una vez bloqueada la membrana, se incubó con el anticuerpo primario específico en cada proteína 

diluido como se muestra en ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia., en albúmina sérica bovina 

(BSA) 5% diluido en TBST con acida sódica al 0.05%. La incubación se realizó a 4ºC durante la noche. Para 

eliminar el excedente y las uniones inespecíficas del anticuerpo primario que pudieran haberse producido 

durante la incubación, se lava la membrana en tres ocasiones con TBST durante 10 minutos en agitación. 

Con el fin de identificar la unión del anticuerpo primario a la proteína, 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 unión inespecífica del anticuerpo secundario, se lava la membrana 3 veces, durante 10 

minutos cada lavado, con TBST. Por último, la proteína 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 informático Image J 1.48V (NIH, 

EE.UU.). 

Cuantificación relativa del nivel de proteína 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 β-actina.  

3.4 Análisis estadístico. 

A continuación, se describen los procedimientos estadísticos que se han aplicado en cada uno de 

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

Anticuerpo Proteína diana (casa comercia, referencia) Especie Dilución 
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 β-Actina (Sigma-Aldrich, A5316) Ratón 1:5.000 
Secundario Anti-conejo IgG unido a peroxidasa (A9044) Conejo 1:10.000 
Secundario Anti-ratón IgG unido a peroxidasa (A0545) Cabra 1:10.000 

De izquierda a derecha se muestra, el tipo de anticuerpo, la proteína que reconoce el anticuerpo y su referencia comercial, 
la especie en la que se generó el anticuerpo y la dilución a la que se prepara. 

 

3.4.1 Análisis estadístico de los resultados obtenidos en el estudio de genotipado. 

Para el análisis de los resultados obtenidos en el estudio de genotipado se utilizaron los programas 

informáticos IBM SPSS statistics (versión 27) y GraphPad PRISM (versión 9). Para el análisis de los 

parámetros clínicos de las cohortes, en primer lugar, se estudió la normalidad de la distribución de los 

datos por grupo, mediante la prueba de Kolmogórov-Smirnov y Shapiro Wilk. En base a estos resultados 

se aplicaron las pruebas correspondientes, t-Student, en la comparación de medias de grupos que 

presentaban unos valores con distribución normal, y U de Mann-Whitney en aquellos grupos que no 

presentan distribución normal. 

Por otro lado, se calculó la frecuencia alélica de los polimorfismos en las distintas cohortes de 

estudio. Se determinó el riesgo mediante la determinación 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 estadísticamente significativos si 

presentan un p-valor inferior o igual a 0.05. 

 

3.4.2 Análisis estadístico de los resultados obtenidos en el estudio de secuenciación de 

miRNAs.  

En el análisis estadístico se utilizó la media recortada del método de normalización de los valores 

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

específicos de la muestra causados por la variación en el tamaño de la librería /profundidad de secuencia 

entre muestras. Además, la normalización de TMM compensa los posibles efectos de submuestreo y 

sobremuestreo. De esta manera también se evita que la expresión diferencial de genes de la población 

de miRNA de las muestras de como resultado librerías 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 análisis, 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 variación (% CV) para el análisis. Además, se realizaron diagramas 

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

El análisis de expresión diferencial se realizó utilizando TMM en el paquete de software estadístico 

EdgeR (Bioconductor, http://www.bioconductor.org/). Con ello se investiga el cambio relativo (es decir, 

recuentos) entre diferentes muestras y con la normalización de TMM, las pruebas estadísticas estarán 

menos sesgadas y se reducirá la tasa de falsos positivos. Para cada comparación de expresión diferencial, 

TMM se calcula en función del subconjunto de características y el subconjunto de muestras analizadas.  

El paso de análisis de expresión diferencial intenta distinguir la variación biológica de la variación técnica 

dentro del experimento, suponiendo que esto varía entre los miRNA. Los p-valores de miRNAs que se 

expresan significativamente de manera diferencial, se estiman mediante una prueba exacta suponiendo 

una distribución binomial negativa.  Los resultados obtenidos mostraban la expresión diferencial entre los 

grupos para cada miRNA, representada mediante el logFC, el p-valor, así como los valores promedio de 

TMM por grupo.  

Para la selección de los miRNA candidatos a la validación por RT-qPCR 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 más alto, 

lo que garantizaba una mayor probabilidad de validación. Además, era interesante que el número de 

lecturas (TMM) para dichos miRNA estuviera por encima de 10-15, asegurando que se encontraran por 

encima del límite detección del equipo escogido para la validación por RT-qPCR. 

3.4.3 Análisis estadístico de los resultados de cuantificación de miRNA tras la validación, y 

de los mRNA y proteínas en placenta de tercer trimestre. 

Para el análisis de los resultados de los niveles de miRNA en plasma y de los niveles de expresión 

de mRNA en placenta humana de tercer trimestre se utilizaron los datos obtenidos por el método Livak. 

Los datos utilizados para el análisis estadístico en la determinación de los niveles de proteína por Western-

blot, fueron los obtenidos tras la normalización del densitometrado de la muestra frente al control interno 

y al control de carga con β-actina.  

El análisis estadístico se basó en la comparación de medias cuando se cumplieron las condiciones 

para aplicar test paramétricos y en la comparación de rangos cuando no se cumplieron esas condiciones 

y hubo que aplicar test no paramétricos. Los paquetes informáticos utilizados para el análisis fueron IBM 

SPSS statistics (versión 27) y GraphPad PRISM (versión 9). 
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En primer lugar, se estudió la normalidad de la distribución de los datos en cada grupo mediante 

la prueba de Kolmogórov-Smirnov y Shapiro Wilk. En base a estos resultados se aplicaron las pruebas 

correspondientes, t-Student, en la comparación de medias de dos grupos que presentaban unos valores 

con distribución normal y U de Mann-Whitney en aquellos grupos que no presentaban una distribución 

normal. Para la comparación entre la cara materna y la cara fetal, dado que se trata de la misma placenta, 

se aplicó una prueba de comparación de medias de muestras pareadas, de manera que, en aquellos 

grupos en los que los datos presentaban una distribución normal se aplicó un análisis t-Student para 

muestras pareadas, mientras que en los grupos que no presentaban una distribución normal se aplicó una 

prueba de Wilcoxon.  

Se utilizó el ANOVA de una vía para el análisis de las medias cuando el estudio constaba de más 

de dos grupos, como es el caso del análisis de comparación de medias entre el grupo control, el grupo con 

preeclampsia de aparición temprana y de aparición tardía. Cuando el resultado del ANOVA fue 

significativo, se aplicó el test post-hoc de comparaciones múltiples por pares de Dunnett. En caso de que 

los datos no sigan una distribución normal o el tamaño muestral sea demasiado pequeño, la prueba 

escogida fue Kruskal-Wallis. En este caso, el test post-hoc de comparaciones múltiples que se usó fue el 

de Dunn. Para analizar la influencia de dos factores en el estudio de expresión se utilizó un ANOVA de 

doble vía. Los datos obtenidos se consideraron estadísticamente significativos si presentan un p-valor 

inferior o igual a 0.05.  

La relación que existe entre los parámetros estudiados se realizó mediante un estudio de 

correlación utilizando la Rho de Sperman. Los datos obtenidos se consideraron estadísticamente 

significativos si presentan un p-valor inferior o igual a 0.05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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4.1 OBJETIVO 1: Resultados y discusión 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

Estudio experimental transversal de casos y controles realizado en mujeres embarazadas del 

Servicio de Ginecología y Obstetricia del Hospital Universitario La Paz de Madrid bajo la supervisión del 

Dr. J.L. Bartha. Los sujetos de estudio son mujeres embarazadas con diagnóstico 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 gestación, 16 desarrollaron 

diabetes gestacional en el segundo trimestre de gestación y 36 mujeres que presentaron una gestación 

no patológica que constituyen el grupo control. La diabetes gestacional (DG) se diagnosticó según 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 realización de una segunda sobrecarga oral con 100 g de glucosa. Se llevó a cabo una 

determinación basal de la glucemia, así como otras determinaciones sucesivas, transcurridas 1, 2 y 3 horas 

según las recomendaciones del Grupo Español de Diabetes y Embarazo.  

Los criterios de inclusión que se utilizaron para el reclutamiento de las mujeres fueron la edad 

mayor o igual a 16 años y la firma del consentimiento informado. Los criterios de exclusión aplicados en 

ambos grupos fueron la edad gestacional por encima de la semana 14, la edad materna menor de 16 años, 

anomalía fetal conocida, embarazo múltiple y diabetes mellitus pregestacional.  

La recogida de datos clínicos de las gestantes se realizó al ingreso y tras el parto, donde se recogió 

la edad, los antecedentes obstétricos, antecedentes personales y ginecológicos, el peso, la talla, el índice 

de masa corporal, la edad gestacional al diagnóstico de diabetes gestacional, la edad gestacional en el 

momento del parto, una bioquímica básica, proteinuria, medicación, aparición de complicaciones, estudio 

del crecimiento fetal, vía del parto, peso del recién nacido, sexo, diagnóstico al alta de recién nacido y de 

la madre. Todos estos análisis 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 están protegidos de 

acuerdo con las leyes de Protección de Datos Europea y la Ley Española de Protección de Datos (Ley 

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

 

  Toma de muestra.  

Para el estudio de genotipado y la determinación 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 gestación. 

Estas muestras fueron recogidas con EDTA. La sangre total, destinada al estudio de genotipado, se 

almacenó inmediatamente a - 80ºC. Las muestras destinadas a la determinación de los niveles de miRNA 
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fueron centrifugadas y posteriormente el plasma fue alicuotado y almacenado a -80ºC. Todas las muestras 

se conservaron en el biobanco del Hospital Universitario La Paz, en Madrid, hasta el momento de su 

procesamiento. Los parámetros bioquímicos en la sangre de las gestantes fueron analizados por el 

departamento de análisis clínicos del Hospital Universitario La Paz. 

 

 
    Figura 8. Esquema del diseño experimental del estudio de biomarcadores diagnósticos en diabetes gestacional. 

 

4.1.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LAS GESTANTES.  

 Los datos clínicos (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 situación lógica dado que el diagnóstico se realiza en base a este criterio. Por otra parte, 

observamos como además las gestantes con diabetes gestacional tienen mayor edad que las gestantes 

control y, en el caso de las gestantes con diabetes gestacional de diagnóstico en primer trimestre, 

presentan también un mayor índice de masa corporal. Sin embargo, no encontramos diferencias en la 

ganancia de peso materna durante la gestación 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 relación con el grupo 

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

madres con DG podría deberse, por una parte, a la diferencia en la edad gestacional, ya que fue 

significativamente menor en este grupo, o bien a que la intervención terapéutica en estas mujeres haya 

permitido un mejor control de la glucemia y por tanto haber prevenido la aparición de macrosomía.  
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Tabla 8. Características clínicas materna, fetales y obstétricas de gestaciones control y con diabetes 
gestacional 

 
 Parámetros clínicos 
(unidades) 

Control       (N=36) DG                  
(N=30) 

DG1                     
(N=14) 

DG2                     
(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 (años) 32,26 ± 5,67 37,93 ± 4,12 38,77 ± 4,55 36,84 ± 3,35 

IMCi (Kg/m²) 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 
(semanas) 

39,70 ± 1,60 38,27 ± 2,13 38,55 ± 1,73 37,89 ± 2,60 

Peso recién nacido (g) 3421,74 ± 440,32 2945,20 ± 720,66 3100,35 ± 803,87 2742,31 ± 561,07 

En la tabla se representan los datos clínicos de las mujeres que participaron en el estudio, así como los datos fetales y obstétricos. 
Los resultados se muestran como media y desviación estándar. Se ha clasificado la cohorte como mujeres control 
(normoglucémicas) y mujeres con diabetes gestacional (DG). Este último grupo fue subclasificado en función del momento del 
diagnóstico de la diabetes, bien en primer trimestre (DG1) o bien en el segundo trimestre (DG2) de la gestación. 
 
 

Figura 9. Análisis de los datos clínicos 
de las gestantes control y gestantes con 
diabetes gestacional. En las gráficas se 
representa la media y el error estándar 
de la media. El análisis se realizó 
mediante el test de U de Mann Whitney. 
Los resultados *p < 0.05 indica que 
existen diferencias estadísticamente 
significativas de las gestantes control 
(CTRL) frente a las gestantes con 
diabetes gestacional (DG); #p < 0.05 
indican diferencias estadísticamente 
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 relación entre ciertos polimorfismos y la diabetes 

gestacional, intentando identificar posibles biomarcadores diagnósticos o pronósticos de la patología. En 

la mayoría de los casos se ha tratado de relacionar polimorfismos que previamente se habían descrito en 

patologías similares como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), aunque sin éxito. Uno de los problemas en el 
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diagnóstico 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 diagnósticos que aseguren la correcta clasificación de la patología. Con el fin de identificar 

SNPs (single nucleotide polymorphism) como potenciales biomarcadores, realizamos el análisis de 

genotipado, que se llevó a cabo en las muestras de sangre de las gestantes, con especial atención 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 función de si era de diagnóstico temprano o tardío.  

 

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 sitúan 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, 

que en humanos se localiza en el cromosoma 11q21-22. Además de en la placenta, el gen MTNR1B se 

expresa en las células beta pancreáticas y se ha relacionado con la secreción 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 glándula pineal además de otros tejidos. Actúa a través de receptores de membrana acoplados a 

proteína G, aunque también es capaz de atravesar la membrana celular. Esta hormona participa en la 

regulación en numerosos procesos fisiológicos, además se le han atribuido efectos antiinflamatorios y 

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

Gen SNP 
Alelo 
riesgo 

Alelo           
no riesgo 

RAF 
Control 

RAF  DG 
Odds 
Ratio 

IC (95%) p-valor 

RREB1 rs9379084 A G 0,14 0,30 2,657 1,117 - 6,321 0,0242 
GLIS3 rs10814916 A C 0,60 0,82 3,004 1,342 - 6,725 0,0063 
MTNR1B rs1387153 T C 0,25 0,52 3,207 1,537 - 6,691 0,0016 
GPSM1 rs11787792 G A 0,50 0,80 4,000 1,828 - 8,755 0,0004 
IGF2BP2 rs4402960 T G 0,21 0,48 3,555 1,660 - 7,613 0,0008 
MTNR1B rs10830963 G C 0,19 0,55 5,063 2,335 - 10,98 <0,0001 

En la tabla se describe de izquierda a derecha el nombre del gen, el código 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% y 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 estadísticamente significativos si el p-valor es <0.05. 

 

Para una vista más gráfica 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 presentó una frecuencia alélica significativamente mayor en el 

grupo de las mujeres con diabetes gestacional, lo que sugiere que dichos polimorfismos podrían ir 

asociados a un mayor riesgo de enfermedad.  

Como se ha comentado anteriormente, la diabetes gestacional, posee rasgos fisiopatológicos en 

común 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 

relación con la DG. Una de las asociaciones más significativas encontradas hasta la fecha es la relación, 

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 más alta en el grupo de gestantes con diabetes 

gestacional. 
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Figura 10. Representación gráfica 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 número 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 

expresión del receptor en los islotes pancreáticos (Alharbi et al., 2019). La mayoría de los estudios 

realizados en los últimos años, en los que se ha relacionado el polimorfismo rs10830963 del gen MTNR1B 

con la diabetes gestacional, se han llevado a cabo en población china, aunque también se ha descrito esta 

variante en población de arabia saudí (Alharbi et al., 2019) y en población caucásica (Stuebe et al., 2014) 

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

intervención 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 años se ha mostrado una fuerte asociación del polimorfismo 

anteriormente mencionado en el gen MTNR1B con la aparición de diabetes gestacional, también se han 

estudiado otras variantes del mismo gen que podrían tener también cierta asociación con el desarrollo de 

la patología. Precisamente en nuestro estudio hemos encontrado que el alelo T del polimorfismo 

rs1387153 del gen MTNR1B puede suponer un riesgo 3,207 veces superior de desarrollar diabetes 

gestacional. Esta relación se ha descrito también en estudios previos en población china (Q. Liu et al., 

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

es el primero en el que se ha asociado en población caucásica 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 3q27, se han asociado algunos polimorfismos con una reducción en la 

función de las células beta pancreáticas y un riesgo al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (J. Liu, Song, 

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

estudios en los que se ha encontrado relación entre la presencia del alelo de riesgo y la patología en 

población 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 metaanálisis reciente no se pudo encontrar asociación 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 población caucásica, en el cual 

tampoco se encontró asociación 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 asociación del SNP rs4402960 del IGF2BP2 y la diabetes gestacional en población caucásica, 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 proteínas G denominado “G protein 

signaling modulator 1”. Este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 9q34.3 y la proteína por la que 

codifica modula la actividad basal de los sistemas de señalización de las proteínas G. No se han encontrado 

muchos estudios en los que se analice la relación entre el polimorfismo rs11787792 del gen GPSM1 y la 

diabetes gestacional. Únicamente hemos encontrado un estudio en el que la relación observada se 

produce entre el polimorfismo y la DM2 (Hara et al., 2014) pero no se encuentra esta asociación 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 proteína con dedos de zinc que 

actúa como factor de transcripción. Esta proteína se expresa en el páncreas y participa en el desarrollo de 

las células β y en la expresión de insulina. Se han relacionado mutaciones en este gen con el desarrollo de 

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

procesos relevantes en la gestación, como el desarrollo embrionario, la proliferación y la diferenciación 

celular. GLIS3 es un factor importante en la biosíntesis de hormonas y el desarrollo de tiroides, por lo que 

las mutaciones en este gen se han asociado con diversas anomalías 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 asociación 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 distribución alélica entre los grupos de mujeres gestantes. 

 El gen RREB1 (del inglés Ras Responsive Element Binding Protein 1) codifica para la proteína RREB1, 

un factor de transcripción con dedos de zinc que modula la activación transcripcional en respuesta a la 

calcitonina. La interacción de la calcitonina con su receptor desencadena una cascada de señalización 

mediada por la proteína Ras, que genera la activación de la transcripción de genes por la unión de RREB1 

a la región promotora. Esta proteína parece estar involucrada en procesos de reparación del daño en el 

DNA, crecimiento, diferenciación y proliferación celular, entre otros, además de intervenir también en 

procesos de regulación de la homeostasis de la glucosa. Es por ello que el desequilibrio en la función de 

RREB1 se ha relacionado con el desarrollo de distintas patologías entre ellas la DM2 y procesos 

neoplásicos. 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 describió la asociación de dos polimorfismos en el gen RREB1, rs9379084 y rs41302867, 

asociados con la protección 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 población rusa, en 2018, mostró la asociación 

entre en alelo A de la variante rs9379084 y el desarrollo de DM2, coincidiendo con nuestros resultados 

(Barbitoff et al., 2018).  

 En nuestro estudio, además, incluimos el análisis de otras variantes del gen RREB1 (Tabla 9), 

rs2714315 y rs12192672, pese a que no se han descrito previamente en la bibliografía en relación con 

diabetes gestacional u otras patologías relacionadas. Los resultados obtenidos en el análisis 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, además de los SNPs mencionados anteriormente, 

se incluyeron otros que se habían asociado en la bibliografía con DM2 o con diabetes gestacional, nosotros 

no hemos encontrado una asociación significativa entre estos SNPs y la enfermedad. Tal es el caso del gen 

SLC30A8. En la bibliografía se ha descrito como variantes de este gen podrían proteger frente al desarrollo 

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

población caucásica, asiática (Lin, Wang, Zhang, & Jin, 2018) y coreana (Abassi et al., 2020), aunque en 

población eurobrasileña no se ha encontrado esta asociación (Teleginski et al., 2017). Otras variantes del 

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

en población 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 proteína 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 pancreáticos. Se cree que las 

variantes de este gen pueden influir en la expresión de CDKAL1 alterando la secreción de insulina y 

contribuyendo al deterioro de las células β pancreáticas. También se ha descrito la susceptibilidad a la 

diabetes gestacional a consecuencia del polimorfismo rs7754840 en el gen CDKAL1 en trabajos realizados 

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

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

el presente trabajo, un estudio realizado en población egipcia no encontró asociación 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 (IRS1) se ha relacionado 

con la diabetes gestacional en diversos estudios realizados, la mayor parte de ellos en población asiática. 

En algunos de ellos se ha descrito un efecto protector del genotipo A en relación 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 asociación en nuestro estudio, 

parece que en la población caucásica la presencia del alelo de riesgo en este polimorfismo se distribuye 

de igual modo en la población con diabetes gestacional y en la población normal.  

En lo que respecta al gen del factor de transcripción 7 (TCF7L2) son numerosos los artículos que 

se han publicado en relación con las posibles variaciones en este gen y la diabetes gestacional, 

incluyéndose en la mayoría de los metaanálisis 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. Así, en un estudio en población caucásica se ha 

propuesto que existe relación entre dicho polimorfismo y el riesgo al desarrollo de diabetes gestacional 

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

pero en la población asiática (L. Wu et al., 2016) y no en la caucásica (Klein et al., 2012).  
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Además, en un estudio realizado en Suecia se ha sugerido que el polimorfismo rs7903146 podría 

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

polimorfismo rs12255372, en el que tampoco hemos encontrado asociación en nuestro estudio, también 

presenta resultados contradictorios en trabajos anteriores, ya que se ha asociado al mayor riesgo de 

diabetes gestacional en población caucásica (Klein et al., 2012) pero no en brasileña (Aydemir et al., 2016; 

de Melo et al., 2015). 

La ausencia de asociación de la diabetes gestacional con diversos polimorfismos que hemos 

encontrado en nuestro estudio va en línea con datos previos en otras poblaciones. Tal es el caso del 

polimorfismo rs4994 del receptor β3-adrenérgico que se ha estudiado en población taiwanesa (P. J. Tsai 

et al., 2004) y en población caucásica (Fallucca et al., 2006) sin observarse ninguna asociación con diabetes 

gestacional. Resultados similares se han publicado en relación 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 asociación en población asiática (L. Wu et al., 2016) y sin embargo, no se ha 

encontrado asociación en población caucásica (Franzago et al., 2017) o brasileña (Anghebem-Oliveira et 

al., 2017).  

Parece necesario referir siempre las asociaciones de riesgo a una población determinada, ya que 

lo que se cumple para una población 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, podría 

descartarse la contribución 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 gestación, sería de gran utilidad identificar biomarcadores que permitan realizar un 

diagnóstico temprano de la enfermedad. Por ello, también se contrastó si alguno de los polimorfismos 

asociados a la diabetes gestacional se pudiera asociar específicamente con el desarrollo de diabetes 

gestacional de aparición en primer trimestre (DG1) o en el segundo trimestre de gestación (DG2). Por ello 

se separaron las mujeres en función del momento del diagnóstico 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 representación gráfica 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 gráficamente en la Figura 12. De todos los SNPs encontrados 

solo observamos diferencias estadísticamente significativas en el receptor de melatonina y en el gen 

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

 

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 debía 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 

podrían ser potenciales marcadores de diabetes gestacional de aparición temprana. En este sentido, 

podría existir un solapamiento dado que este polimorfismo también está asociado con DM2, por lo que 

podría generar una predicción errónea, si se confunde el diagnóstico de diabetes gestacional en primer 

trimestre cuando en realidad la mujer tenía una DM2 en desarrollo. Bien es verdad, que parece estar más 

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 encontró 

una mayor prevalencia del alelo G en el polimorfismo rs1083096 del gen MTNR1B 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 índice de masa corporal, contribuyendo al riesgo de desarrollar 

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

 

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

 

GEN SNP 
Alelo 

riesgo 

Alelo 

no riesgo 
RAF Control 

RAF      

DG1 

Odds 

Ratio 
IC (95%) 

p-

valor 

MTNR1B rs10830963 G C 0,19 0,53 4,695 1,896 - 11,63 0,0005 

MTNR1B 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 código 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% y 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 estadísticamente significativos si el p-valor es <0.05. 

 

Como se ha comentado más arriba en nuestro estudio hemos visto que el polimorfismo 

rs10830963 se asocia específicamente con el grupo de diabetes gestacional con diagnóstico 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.   

 

Figura 11. Representación gráfica 
de frecuencia alélica de los 
polimorfismos de MTNR1B. 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 
diagnóstico 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 número de alelos analizados. 

 

Como comentamos 

anteriormente, en nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que describe estos resultados en 

población caucásica en relación con la diabetes gestacional. Y lo que es más interesante, esta variante 

también presenta una frecuencia alélica significativamente mayor en las gestantes con diabetes de 

diagnóstico 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 podrían estar indicando una diferencia en la fisiopatología de estos dos grupos 

de mujeres con diabetes gestacional. 

 

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

trimestre. 

En el análisis 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 J member 

11), tal y como se puede observar en la Tabla 11 y Figura 12. Este gen codifica para la proteína Kir6.2, una 

de las isoformas de las subunidades formadoras de poros del canal de potasio sensible a ATP. Esta 

proteína se expresa en las células β pancreáticas y regula la secreción de insulina estimulada por glucosa. 
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El gen KCNJ11 está asociado con la DM2 y sus complicaciones vasculares. Además de relacionarse con 

DM2, el polimorfismo rs5219 de KCNJ11 también se ha relacionado con hipertensión y otras 

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

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

 

GEN SNP 
Alelo 
riesgo 

Alelo               
no riesgo 

RAF 

Control 

RAF 
DG2 

Odds 
Ratio 

IC (95%) p-valor 

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 código 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% y 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 estadísticamente significativos si el p-valor es <0.05. 

 
En la bibliografía hay escasos artículos 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 relación 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 población caucásica 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 patología. 

 

Figura 12. Representación gráfica 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 
diagnóstico 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 número 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 bibliografía existente, queda patente que la mayor parte de 

los estudios se han realizado en población asiática, fundamentalmente china. Los genotipos poblacionales 

son variables entre etnias, por lo que es de interés realizar este análisis en otras poblaciones. La existencia 

de resultados contradictorios según las poblaciones analizadas no tiene por qué ser sinónimo de 

polimorfismo ”inútil”, solamente requiere tener las frecuencias alélicas analizadas en cada una de las 

diferentes poblaciones, así 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 asociación 

entre determinados polimorfismos y la diabetes gestacional, como el rs4994 del receptor β3-adrenérgico, 

y por otra han confirmado la asociación 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 asociación 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 permitiría, en aquellas mujeres portadoras de estos SNPs realizar una intervención 

previa a la gestación y/o un control más estricto para tratar de disminuir las complicaciones asociadas con 

la patología.   

 

4.1.3 miRNAs circulantes como biomarcadores de diabetes gestacional de desarrollo en 

primer o en segundo trimestre de la gestación.   

En la búsqueda de los mecanismos etiopatogénicos de la diabetes gestacional de inicio en primer 

o en segundo trimestre y en la búsqueda de nuevos marcadores diagnósticos y pronósticos de la 

enfermedad se planteó como segundo objetivo el análisis de los microRNA (miRNA) circulantes en las 

mujeres del estudio. Para ello, en primer lugar, se ha llevado a cabo un estudio de secuenciación de miRNA 

en el plasma de un grupo de las gestantes con y sin diabetes gestacional y, tras seleccionar los miRNA que 

podrían 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 análisis estadístico se realizó en primer lugar 

comparando los resultados de las gestantes con diabetes gestacional frente a los controles y, 

posteriormente, separando los grupos en dos subgrupos en función del momento del diagnóstico de la 

enfermedad.  
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En primer lugar, se realizó una representación de los resultados obtenidos en los recuentos 

normalizados (TMM) en el estudio de secuenciación en un heat-map (Figura 13) que incluye los 50 miRNA 

con mejor coeficiente de variación. 

 
Figura 13. Heat-map y la agrupación jerárquica 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 variación 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 análisis de secuenciación se seleccionaron aquellos 

miRNAs que mostraban diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control y el grupo de las 

gestantes con diabetes gestacional independientemente del momento del diagnóstico. 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. Así, 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-

miR-548j-5p estaban disminuidos en el grupo de las gestantes diabéticas. De todos ellos el que mostró 

una diferencia mayor fue el hsa-miR-206, como se puede contrastar con el análisis mediante el volcano 

plot que se muestra en la Figura 14. De este grupo de miRNAs se seleccionaron para su posterior 

validación 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 CONTROL      
(TMM) 

DG            
(TMM) 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 secuenciación. 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 
comparación se ha realizado con un test de exactas asumiendo una distribución binomial negativa. Se consideraron resultados 
estadísticamente significativos p- <0.05. 

 

Con el objetivo de estudiar en profundidad el perfil de miRNAs dentro del grupo de diabéticas, se 

dividió el grupo en aquellas que desarrollaron diabetes en el primer (DG1) o en el segundo (DG2) trimestre 

de gestación.  

 

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 

plasmáticos 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 análisis del volcano plot (Figura 15) se 

Figura 14. Volcano plot de gestantes 
control versus las gestantes con DG. 
El gráfico muestra la relación entre el p-
valor y el cambio entre los grupos del 
número de veces en los niveles 
circulantes miRNA normalizado. Los 
miRNA con los valores más bajos están 
marcados con nombres en la gráfica. 
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observa claramente el aumento de los niveles circulantes de hsa-miR-206 y hsa-miR-1299, y la 

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

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) 
DG1                

(TMM) 
LogFC P-valor 

hsa-miR-1299 5 41 2,95 0,0063 
hsa-miR-206 5 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 secuenciación. 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 comparación se ha realizado con un test de exactas asumiendo una distribución binomial 
negativa. Se consideraron resultados estadísticamente significativos p- <0.05. 

 

 

Figura 15. Volcano plot de gestantes 
control versus las gestantes con DG1. El 
gráfico muestra la relación entre los p-
valores y el cambio del número de veces en 
los niveles circulantes miRNA normalizada 
entre los grupos. Los miRNA con los valores 
más bajos están marcados con nombres en 
la gráfica. 

 

 
 
 
 
 
 
 

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. 

 

miRNA CONTROL     
(TMM) 

DG2                       
(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 secuenciación. 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 comparación se ha realizado con un test de exactas asumiendo una 
distribución binomial negativa. Se consideraron resultados estadísticamente significativos p- <0.05. 

 
 

 

Figura 16. Volcano plot de gestantes control 
versus las gestantes con DG2. El gráfico muestra la 
relación entre los p-valores y el cambio del número de 
veces en los niveles circulantes miRNA normalizada 
entre los grupos. Los miRNA con los valores más bajos 
están marcados con nombres en la gráfica. 
 

 

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 cómo los niveles 

de hsa-miR-885-3p, hsa-miR-4669, hsa-miR-210-3p son significativamente más 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 más bajo en el grupo de mujeres DG2 que en las DG1. 

En el análisis 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 secuenciación. 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 comparación se ha realizado con un test de 
exactas asumiendo una distribución binomial negativa. Se consideraron resultados estadísticamente significativos *p- <0.05. 

 

Figura 17. Volcano plot de gestantes con DG2 versus 
DG1. El gráfico muestra la relación entre los p-valores y el 
cambio del número de veces en los niveles circulantes miRNA 
normalizada entre los grupos. Los miRNA con los valores más 
bajos están marcados con nombres en la gráfica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3.1 Validación de los niveles circulantes de miRNA por RT-qPCR 

De todos los miRNA que se identificaron en el estudio de secuenciación con diferencias en los 

niveles circulantes entre los distintos grupos de las mujeres gestantes, se seleccionaron aquellos que 

presentaban las diferencias más significativas entre los grupos y se validó 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 

diagnóstico, se seleccionaron los miRNAs hsa-miR-206, hsa-miR-224-5p. Para la validación de los miRNA 

candidatos se realizó la extracción de RNA en las mismas condiciones que para la secuenciación. De todos 

ellos, tras la validación 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-

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

Dado que los microRNA participan en diversos procesos fisiopatológicos, han cobrado 

importancia en los últimos años como posibles biomarcadores diagnóstico y pronóstico de enfermedades. 

Muchos de ellos se han relacionado con las alteraciones que tienen lugar en distintos tipos de cáncer, por 

su relación con procesos de inflamación, diferenciación, metabolismo, proliferación, hemostasia y 

apoptosis. Aunque también se ha ampliado el estudio de miRNAs en relación con otras enfermedades. En 

nuestro estudio hemos centrado la atención en la asociación de los microRNA y la gestación, la diabetes 

y la diabetes gestacional. En la bibliografía 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 descripción en relación de miR-206 y miR-224-5p con esta patología. 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 secuenciación y la validación, por lo que no son concluyentes y haría 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 secuenciación en la validación por RT-qPCR 

en un número mayor de muestras se observó 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 

secuenciación cuando separamos el grupo de diabéticas, observamos que en las que se diagnosticó la 

enfermedad en primer trimestre de gestación los niveles de miR-206 se encontraban elevados en el 

respecto a las gestantes control, en los estudios de validación 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 observó un aumento significativo respecto al grupo 

control (p-0,0439) (Figura 18). Este miRNA participa en diferentes procesos biológicos, como los que se 

muestran en la Tabla 16. 
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Figura 18. Niveles circulantes de hsa-miR-206 en 
plasma de gestantes control y gestantes con diabetes 
gestacional. A: análisis comparativo entre el grupo control 
(CTRL) y el grupo de mujeres con diabetes gestacional (DG); 
B: la comparación de los niveles de expresión clasificando las 
gestantes con diabetes gestacional diagnosticada en primer 
trimestre (DG1) y en segundo trimestre (DG2). El análisis se 
realizó mediante el test U de Mann Whitney. Se consideraron 
estadísticamente significativas diferencias con un *p <0.05. 

 

 

 

 

 

Tabla 16. Procesos biológicos en los que participa miR-206 GO Fold enrichment 
Diferenciación de condrocitos GO:0002062 13,42 
Regulación negativa de migración celular GO:0030336 5,97 
Regulación de la polimerización de filamentos de actina GO:0030833 3,58 
Regulación del desarrollo de la proyección de neuronas GO:0010975 3,19 
Regulación de la transcripción por la RNA polimerasa II GO:0006357 1,51 

 

Los miRNAs interaccionan con distintos transcritos de genes regulando así su expresión, como 

mecanismo de regulación 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 músculo esquelético, ya que es el tejido en el que se 

expresa de forma mayoritaria. Por ello, se clasificó en la familia de los miRNA específicos de músculo 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 diferenciación de mioblastos del músculo esquelético, donde la sobreexpresión de miR-

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

encontrado una elevación 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 función de este microRNA y buscando su posible asociación con la diabetes 

gestacional, se ha hecho un análisis bibliográfico para tratar de identificar los posibles genes diana de miR-

206, su mecanismo de acción y las rutas en las que está 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 fisiopatológicas. Una cuestión importante 
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cuando se analizan miRNAs circulantes es el tejido o tejidos que estarían contribuyendo a los niveles 

detectados en la circulación. Como se ha comentado anteriormente, el músculo esquelético es el tejido 

que presenta una mayor expresión de miR-206. Precisamente, se ha propuesto que miR-206 estaría 

implicado en la ausencia de expresión de GCK en el músculo, generando así el reemplazo funcional de 

GCK con HK2, que puede ser inhibida alostéricamente por la glucosa-6-fosfato (G6P) con lo que se 

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

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

que una inducción en la expresión de la GCK promueve la utilización hepática de la glucosa, su inhibición 

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

En un trabajo reciente se ha encontrado una asociación entre miR-206 y la regulación de otras 

enzimas que participan en la homeostasis de la glucosa. En este contexto, se ha observado como la 

sobreexpresión de miR-206 disminuye la expresión de hexoquinasa 2 (HK2) en células de cánceres de 

pulmón no microcítico. En el estudio se propone que en este tipo de células el miR-206 regula la glucólisis 

aerobia, ya que la disminución de HK2 disminuiría la captación de glucosa, la producción de lactato y la 

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

(lncRNA, del inglés long non coding RNA) participan en la regulación de la expresión de microRNAs. Así, 

se ha descrito que el miR-206 está regulado por el lncRNA gen 14 del hospedador de RNA nucleolar 

pequeño (SNHG14) en células de cáncer de pulmón no microcítico. Este lncRNA actúa inhibiendo la 

expresión de miR-206, el cual por su parte inhibe la expresión de la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa 

(G6PD). Todo ello apunta al eje SNHG14/miR-206/G6PD como posible diana terapéutica en este tipo de 

cáncer, ya que la inhibición de la expresión de miR-206 en células tumorales mediada por SNHG14, activa 

la expresión de G6DP, promoviendo así la viabilidad del cáncer y la invasión y migración 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 regulación de la expresión de PK está 

dirigida por PTBP1 (proteína 1 de unión al tracto de polipirimidina), considerada como un oncogen cuyo 

transcrito presenta una región de unión a miR-206. Particularmente PTBP1 regula la expresión de la 

isoforma M de la PK (PK_M), fundamentalmente en cerebro y musculo esquelético. Por tanto, la expresión 

de miR-206 disminuiría los niveles de PTBP1 en el músculo, promoviendo así un aumento en la expresión 

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

embargo, una desregulación de este miRNA favorecería una disminuía expresión de esta enzima (PK-M1) 

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

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

la glucolisis como HK2 y PK_M, disminuiría la utilización de glucosa en tejidos extrahepáticos, 
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particularmente el músculo esquelético, junto con la y de esta forma contribuiría a la intolerancia a la 

glucosa de las gestantes diabéticas. 

Aunque la expresión de miR-206 se ha atribuido clásicamente al músculo, se ha detectado miR-

206 en otros tejidos que expresan GCK. En un modelo murino, se ha visto que los islotes pancreáticos 

también expresan miR-206, participando en la regulación postranscripcional de la glucoquinasa (GCK) 

(Iannone et al., 2020). Así, se ha visto que la expresión de miR-206 aumenta en respuesta a la alimentación 

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

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

estudio en el que se determinó la expresión de miR-206 en los islotes pancreáticos humanos y su 

participación en la regulación de la GCK, no encontró correlación entre ambos parámetros (Liang et al., 

2020). Más estudios serían necesarios para confirmar si el papel de miR-206 sobre la GCK en humano 

difieren con lo descrito anteriormente en las células β- pancreáticas de ratón.  

También se ha identificado el efecto de miR-206 sobre la señalización de la insulina. Así, se ha 

observado en riñón que el aumento de la expresión de miR-206 es responsable de la regulación a la baja 

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

glomerulares contra las lesión 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 lípidos 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 expresión de los receptores X del hígado (LXR) en los macrófagos. El aumento de miR-206 en el 

macrófago aumenta la expresión de LXR α. La activación de este receptor en los macrófagos promueve la 

salida de colesterol, y previene la resistencia a la insulina. Se ha descrito como la activación de LXR α a su 

vez disminuye los niveles de miR-206 por lo que parece que ambos presentan un mecanismo de 

retroalimentación (Y. Zhang, Sun, Icli, & Feinberg, 2017). En este sentido, ya en 2013 se publicó un artículo 

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

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

realizados en preadipocitos muestran como miR-206 inhibe la diferenciación de la línea 3T3-L1 a través 

de la vía de señalización c-Met/PI3K/AKT, donde se vió como la sobre expresión de c-Met antagoniza el 

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

En relación 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 ningún estudio en el que se haya abordado el 

papel de miR-206 en la diabetes gestacional, aunque si hay algunos realizados en gestación, en los que 
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han descrito el papel de miR-206 en relación con patologías como la preeclampsia o la restricción del 

crecimiento intrauterino. Diversos estudios han demostrado que la expresión de miR-206 aumenta tanto 

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

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

adenocarcinoma de pulmón asociado a metástasis (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 

expresión de IGF-1, el cual está involucrado en la migración e invasión del trofoblasto modulando la ruta 

de señalización Pi3K/Akt. En este contexto, los autores del trabajo propusieron que en las placentas con 

preeclampsia la regulación a la baja de MALAT1, aumentaría los niveles de miR-206 inhibiendo la 

expresión de IGF-1, lo que conduce a la reducción en la invasión del trofoblasto (H. Y. Wu et al., 2020). 

Recientemente se ha publicado una revisión en la que se han identificado, en función del sexo fetal, los 

distintos perfiles de expresión de microRNA en en blastocisto humano de 5 días de desarrollo procedentes 

de fecundación in vitro. En este estudio se menciona que la expresión de miR-206 se encuentra 

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

El gen endotelina 1 (ET1) se ha asociado en la literatura con el riesgo al desarrollo de preeclampsia 

en gestantes, señalándola como una de las moléculas implicadas en el efecto endotelial sistémico 

materno producido por la disfunción 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 plasmáticos 

de miR-206 en las gestantes con preeclampsia, se detectaron menores niveles circulantes de ET1, y una 

correlación negativa entre ambos parámetros (Sheng, Zhao, & Zhu, 2020).  

Además del papel de miR-206 en la regulación postranscripcional de genes de implicados en el 

metabolismo y su regulación por la insulina, una cuestión de interés es las vías a través de las cuales se 

regularía a la alza este microRNA. Se han descrito diferentes procesos/mecanismos que regulan la 

expresión de miR-206, entre los que parece jugar un papel relevante la vía mTOR, una vía de señalización 

básica en la regulación del metabolismo, la proliferación y la diferenciación celular, así como en la 

modulación 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 inhibición de la vía mTOR en 

condiciones de malnutrición o ayuno disminuye el factor de transcripción miogénico MyoD y por lo tanto 

la expresión de miR-133b y miR-206 en el músculo esquelético (Iannone et al., 2020). Eb este contexto se 

podría 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 

disminución 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 mostró como miR-206 a través de la interacción 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 correlación negativa 

entre VEGF y miR-206, por lo que propusieron que miR-206 sería un potencial biomarcador de restricción 

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

recién nacidos en nuestro estudio podría 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 gestación. No 

obstante, los estudios de correlación entre el peso del recién nacido y nos niveles de miR-206 plasmáticos 

en las gestantes no mostraron ninguna asociación 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 podríamos concluir que esta 

disminución en el peso se deba al aumento del miR-206, y más estudios serían necesarios para abordar 

esta relación.  

 

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

En el estudio de secuenciación observamos que el miR-224-5p está disminuido significativamente 

en la cohorte de mujeres con diabetes gestacional respecto al grupo de gestantes control, sin embargo, 

la validar el miRNA en un número mayor de muestras no se observó esa diferencia. Sin embargo, como se 

muestra en la figura 15, la cantidad de este miRNA está 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 biológicos en los que está 

implicado este miRNA. 

Figura 19. Niveles circulantes de hsa-miR-224-5p en 
plasma de gestantes control y gestantes con diabetes 
gestacional. A: análisis comparativo entre el grupo control 
(CTRL) y el grupo de mujeres con diabetes gestacional (DG); 
B: comparación de los niveles de expresión clasificando las 
gestantes con diabetes gestacional diagnosticada en primer 
trimestre (DG1) y en segundo trimestre (DG2). El análisis se 
realizó mediante el test U de Mann Whitney.  Se consideraron 
estadísticamente significativas diferencias con un *p <0.05. 
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Tabla 17. Procesos biológicos en los que participa miR-224p-5p GO Fold enrichment 

Regulación positiva de procesos catabólicos GO:0009896 4,22 

Proceso de modificación de proteínas celulares GO:0006464 1,61 

Regulación del proceso metabólico de compuestos nitrogenados GO:0051171 1,42 

Regulación del proceso metabólico primario GO:0080090 1,42 

Regulación del proceso metabólico de las macromoléculas GO:0060255 1,36 

 

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

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

biomarcador diagnóstico y pronóstico en cánceres del sistema digestivo, siendo el carcinoma 

hepatocelular uno de los más 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 cáncer, el número de publicaciones se 

reduce en relación con la diabetes.  

En este sentido se ha encontrado que pacientes portadores de la mutación en el gen  de factor 

nuclear 1α del hepatocito (HNF1A), descrito como la forma más común 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 regulación de la expresión de miR-224-5p mediada por el lncRNA MALAT1, por lo que 

este lncRNA regula tanto la expresión de miR-206 como la de miR-224-5p. En un estudio realizado en 2020 

se señala al eje MALAT1/miR-224-5p/NLRP3 en relación con el daño producido a las células del sistema 

nervioso a consecuencia de la DM2 complicada con la apnea obstructiva del sueño. 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 secuenciación y la validación 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 electrónicos, identificado 

en un estudio basado en el análisis 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 secuenciación y la validación. Sería conveniente realizar el estudio 

en un mayor número de muestras, teniendo en cuenta este posible factor en las entrevistas a las 

pacientes.  
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4.2 OBJETIVO 2:  Resultados y discusión

DISEÑO DEL ESTUDIO  

 
Estudio experimental transversal de casos y controles. Los sujetos de estudio son mujeres 

embarazadas con diagnóstico de preeclampsia (n=18) y embarazadas sanas, normotensas, como grupo 

control (n=24) del Servicio de Obstetricia y Ginecología del Hospital Universitario La Paz de Madrid. En el 

grupo de gestantes control se incluyeron gestaciones tanto simples (n=20) como gemelares, dicoriónicos-

diamnióticos (n=4). El grupo de preeclampsia incluye 18 gestantes con embarazo simple. En todos los 

casos de preeclampsia, ésta se clasificó en base al momento de aparición de la patología. Aquellas mujeres 

que manifestaron hipertensión y proteinuria antes de la semana 34, formaron parte del grupo de mujeres 

con preeclampsia de aparición temprana (PE; n = 9), mientras que aquellas mujeres cuya preeclampsia se 

presentó después de la semana 34 de gestación, se clasificaron dentro del grupo de preeclampsia tardía 

(PL; n = 9). Estas muestras se analizaron agrupadas en dos estudios, la distribución de los grupos en cada 

estudio se detalla en la Figura 20. La recogida de los datos clínicos de las gestantes se realizó al ingreso y 

tras el parto, estos datos se pueden ver en la Tabla 18 donde se recogen la media y desviación estándar 

de los mismos en cada grupo de estudio. Los datos clínicos recogidos del recién nacido se muestran de la 

misma forma en la Tabla 19. 

 

        Figura 20. Diseño del estudio de expresión génica en placenta de gestantes de tercer trimestre. 
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Los criterios de inclusión utilizados para el reclutamiento de las mujeres gestantes con diagnóstico 

de preeclampsia se basaron en dos parámetros. Por un lado, la presencia de hipertensión (>140/90 

mmHg), de aparición después de la semana 20 de gestación 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. Así mismo los criterios de exclusión 

aplicados en ambos grupos fueron la presencia de malformaciones congénitas mayores, la falta de 

consentimiento informado, la participación de mujeres con historia previa de deficiencia congénita en el 

metabolismo de los ácidos grasos, hipertensión u otras enfermedades crónicas asociadas. En el grupo 

control además de los criterios de exclusión anteriores se incluyó también, la historia previa de 

hipertensión gestacional o preeclampsia y la presencia de fallo hepático agudo durante el embarazo o 

síndrome HELLP. Todos los datos personales de las mujeres participantes en el estudio están almacenados 

y custodiados en el Servicio de Obstetricia y Ginecología del Hospital Universitario La Paz de Madrid, de 

acuerdo con las leyes de Protección de Datos Europea y la Ley Española de Protección de Datos (Ley 

Orgánica 15/1999 de 13 de diciembre y Ley Orgánica 7/2021, de 26 de mayo). La identidad de los 

pacientes siempre permanecerá confidencial, se identificarán sólo por un código numérico individual. El 

nombre y la dirección no figurarán en ninguna información 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 procedió 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 región próxima a la inserción del cordón umbilical, 

y la otra, correspondiente a la cara materna, a partir del cotiledón situado en el lado opuesto a la inserción 

del cordón. Las muestras fueron congeladas (-80ºC) 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 

parámetros bioquímicos en la sangre de las gestantes fueron analizados por el Servicio de Análisis Clínicos 

del Hospital Universitario La Paz. Los datos de PlGF y sFlt-1 circulantes utilizados en el estudio de 

correlación de expresión génica con parámetros 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 realizó un análisis de expresión de genes relacionados con el 

metabolismo lipídico, transportadores de nutrientes, así como de proteínas involucradas en la 

proliferación 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: Análisis de gestaciones no patológicas simples y gemelares. 

En primer lugar, se comentarán los resultados obtenidos en el análisis de placentas de tercer 

trimestre de gestaciones sencillas y gemelares no patológicas, mostrando los resultados clínicos, que 

caracterizan la cohorte de estudio, así como el análisis de ambas caras de la placenta. 

 

4.2.1.1 Características clínicas de las gestantes con gestaciones no patológicas simples y gemelares. 

Como se puede observar en la Tabla 18, donde se recogen los datos clínicos relevantes para el 

estudio, las mujeres con gestaciones gemelares presentan mayor ganancia de peso durante la gestación 

y mayores niveles de LDL y triglicéridos circulantes en sangre en relación con las gestantes de un único 

feto. La edad gestacional del parto en el caso de los gemelos es más 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 más bajos en las gestaciones gemelares que en las gestaciones simples. Uno de los datos 

importantes y que podría suponer una limitación del estudio es que todas las gestaciones gemelares 

proceden de la utilización de técnicas de reproducción asistida. En la Figura 21 se puede observar las 

diferencias aquí comentadas.  

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

Parámetros (unidades) 
Simple 
(n= 20) 

Gemelar        
 (n =4) 

Edad materna (años) 36,25 ± 4,54 35,00 ± 3,93 
Ganancia de peso (kg) 12,78 ± 5,09 18,75 ± 2,66 
IMCi (Kg/m²) 23,07 ± 2,78 23,45 ± 2,65 
Edad gestacional (semanas) 39,37 ± 0,90 37,75 ± 0,46 
Colesterol (mg/dL) 246,45 ± 44,55 285,75 ± 38,09 
Colesterol-LDL (mg/dL) 135,50 ± 40,00 186,50 ± 44,47 
Colestrerol-HDL (mg/dL) 73,05 ± 17,15 65,00 ± 15,77 
Triglicéridos (mg/dL) 214,90 ± 73,08 434,25 ± 111,62 
Ácidos grasos libres (mmol/L) 189,45 ± 239,12 195,75 ± 41,61 
Glucosa (mg/dl) 74,25 ± 5,11 74,50 ± 3,74 
Insulina (µU/mL) 10,58 ± 3,96 12,50 ± 5,73 
Péptido C (ng/mL) 1,62 ± 0,48 1,90 ± 0,83 
Índice HOMA-IR 1,95 ± 0,75 2,30 ± 1,05 

En la tabla se muestra la media y la desviación estándar de distintos parámetros de las mujeres en cada uno de los grupos 
estudiados, así como datos propios de la gestación como la edad gestacional. 

Tabla 19. Datos clínicos fetales de la cohorte de estudio 
 

Parámetros (unidades) 
Simple 
  (n= 20) 

Gemelar 
 (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 desviación estándar de distintos parámetros del recién nacido en cada uno de los grupos 
estudiados. Recién nacido (RN) 
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Figura 21. Análisis de los datos clínicos maternos fetales y obstétricos en gestaciones simples y gemelares. 
En las gráficas se representa la media y el error estándar. El análisis se realizó mediante el test U de Mann Whitney. Se 
consideraron resultados estadísticamente significativos *p<0.05 y **p< 0.01. 
 

 

4.2.1.2 Análisis del nivel de mRNA y proteína en las distintas caras de la placenta no patológicas en 

gestaciones simples y gemelares  

Para profundizar en el conocimiento del estado de la placenta de tercer trimestre en gestaciones 

gemelares se procedió al análisis de la cantidad de mRNA y proteínas. Las proteínas estudiadas, como se 

comentó en el apartado de materiales y métodos, son proteínas que participan en el transporte de 

nutrientes, en el metabolismo lipídico de la placenta (Ilustración 1) y en procesos de señalización, 

angiogénesis o proliferación celular. Los resultados del análisis de dichas proteínas se muestran a 

continuación.  
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Figura 22. Nivel de mRNA relativo y nivel de proteínas 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 determinación de 
los niveles, de mRNA por RT-qPCR (A) y de proteínas por western blot (B), del transportador de glucosa (GLUT1, 1), del 
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, 2), la cistationina β sintasa (CBS, 3), y lipina (LPIN2, 4). En las gráficas se representa la media y 
el error estándar. 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 estadísticamente 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 estadísticamente significativos *p <0.05 y **p < 0.01 (G vs. S). 

  

En relación 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 proteínas por western-blot no se observan diferencias estadísticamente 

significativas (Figura 22.1.B), si bien es verdad que parecen encontrarse mayores niveles de proteína 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 ningún 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 
caras de la placenta de tercer trimestre procedente 
de gestaciones simples y gemelares. Determinación de 
mRNA por RT-qPCR, del acil-CoA sintasa de cadena corta 
(ACSS1, A), acil-CoA sintasa de cadena larga (ACSL4, B). En 
las gráficas se representa la media y el error estándar. 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 estadísticamente 
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.  

 

 

En cuanto a las proteínas que participan en el metabolismo de la placenta hemos encontrado que 

la cistationina β sintasa (CBS) proteína involucrada en el metabolismo de homocisteína (Figura 22.3) y la 

lipina (LPIN2), enzima involucrada en la esterificación de triglicéridos, así como en la regulación del 

metabolismo lipídico (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 proteína 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 más alta en la cara fetal que en la 

cara materna de la placenta. Por otro lado, hemos encontrado en las placentas procedentes de gestación 

simples, mayores niveles de mRNA de enzimas del metabolismo de ácidos grasos como ACSS1 y ACSL4 en 

la cara fetal de las placentas respecto a la cara materna (Figura 23). El resto de las proteínas analizadas 

que participan en el metabolismo lipídico de la placenta no mostraron distintos niveles de mRNA en las 

placentas procedentes de gestaciones no patológicas 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 proteínas que participan en el transporte de nutrientes, en las distintas caras 
de la placenta de tercer trimestre procedente de gestaciones simples y gemelares. Determinación de mRNA por RT-
qPCR, de acuaporina 1 (AQP1, A), acuaporina 9 (AQP9, B), acuaporina 11 (AQP11, C), el transportador de ácidos grasos (FATP2, 
D), la translocasa de ácidos grasos (CD36, E), el transportador de colesterol (ABCA1, F), el transportador de glucosa (GLUT3, G), 
el transportador de ácidos grasos (SLC7A7, H) y (SLC38A2, I). En las gráficas se representa la media y el error estándar. 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 proteínas que participan en el metabolismo lipídico de la placenta, en las 
distintas caras de la placenta de tercer trimestre procedente de gestaciones simples y gemelares. Determinación de 
mRNA 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 α (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, I). En las gráficas se representa la media y el error estándar. 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. 

 



 
 

 80 

Por último, las proteínas analizadas que participan en procesos de señalización como PI3K, 

proliferación celular como PTN y angiogénesis como sFLT1 y PGF, en la mayoría de los casos no mostraron 

diferencias entre los grupos de estudio como se puede ver en la Figura 26, a excepción de la proteína PI3K 

(Figura 22.2). Como se puede ver, tanto el mRNA (A) como la proteína (B) de PI3K, están aumentados en 

la cara fetal de las placentas gemelares respecto a la misma cara de las placentas de gestaciones sencillas, 

aunque en la proteína caso no llega a ser estadísticamente 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 estadística.  

 

 

Figura 26. Nivel de mRNA relativo de proteínas que participan en procesos de proliferación 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. Determinación de mRNA por RT-qPCR. Se analizaron las diferencias entre la cara materna 
(M) y la cara fetal (F), mediante la prueba de Wilconxon. En las gráficas se representa la media y el error estándar. 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 oxidación de ácidos 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 esterificación en estas placentas si es diferente (Figura 27.A). 

Observamos como en las placentas gemelares, la esterificación parece superior a la que tiene lugar en las 

placentas de gestación simple. En el caso de las placentas simples, la cara materna presenta mayor nivel 

de esterificación que la cara fetal.  
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En las placentas gemelares el nivel de esterificación con ácidos grasos es igual en la cara materna 

que en la cara fetal. En este sentido encontramos diferencia estadísticamente significativa al comparar la 

cara fetal de las placentas simples con la cara fetal de las placentas gemelares, encontrando que, la 

esterificación en la cara fetal de las placentas gemelares es mayor que en las placentas simples. Es 

evidente viendo la figura que la oxidación en la placenta de tercer trimestre en comparación con la 

esterificación es mayor, además se hace patente en la representación del ratio FAE/FAO (Figura 27.C), en 

el que todos los valores obtenidos en el análisis se encuentran por debajo de 1. Llama la atención que las 

placentas analizadas muestren mayor acúmulo de triglicéridos en la cara fetal, tanto en gestaciones 

simples como en gestaciones gemelares, sin embargo, el análisis estadístico no muestra diferencias dada 

la gran dispersión de los datos. Por lo que parece que la cara fetal de la placenta presenta un perfil de 

almacenamiento lipídico mayor que la cara materna, tanto en gestaciones simples como en gestaciones 

gemelares (Abascal-Saiz et al., 2021).  

 

 

Figura 27. Análisis del metabolismo lipídico de la placenta. Representación de la oxidación (FAO) y la esterificación (FAE) 
de los ácidos grasos en la placenta, el ratio de ambas y el contenido en triglicéridos acumulados en la placentas corregido por la 
cantidad de proteína. Se representan los resultados de la media y el error estándar 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 estadísticamente 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 estadísticamente significativos *p <0.05. 

 

Los resultados obtenidos en el estudio de expresión génica en estas placentas van en consonancia 

con los estudios metabólicos, ya que como se puede ver en la Figura 25, no encontramos diferencias en 

la expresión de enzimas de la oxidación de los ácidos grasos (FAO). Sin embargo, sí observamos un 

aumento de LPIN2, enzima que participa en la esterificación de triglicéridos y la regulación del 

metabolismo lipídico. Además, también se ha encontrado aumentada la expresión de GLUT1, CBS y PI3K, 

en la cara fetal de los gemelos, lo que parece indicar una mayor actividad metabólica 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 disminución en la esterificación en esta cara de la placenta.  

En la bibliografía se ha descrito como en mujeres obesas se observa un aumento en la síntesis y 

esterificación de ácidos grasos en la placenta y una disminución en su oxidación (Visiedo et al., 2015). En 

nuestro estudio hemos visto que las gestantes con embarazos gemelares presentan una mayor ganancia 

de peso durante la gestación, por lo que este aumento en la adiposidad de la madre podría estar asociado 

con la mayor esterificación y acúmulo 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 captación por la placenta estaría 

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 

que 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 llevó a cabo un estudio de correlación entre la expresión génica en la 

placenta, los parámetros maternos, fetales, obstétricos (Figura 28) y los parámetros metabólicos de la 

placenta como la β-oxidación de ácidos grasos (FAO), la esterificación de triglicéridos (FAE) y el acúmulo 

de triglicéridos en la placenta (Figura YYY). Para tener una visión global del análisis estos resultados se 

muestran agrupados en forma de Heat-map donde se representa el valor de la Rho de Spearman (Sρ) y el 

p-valor. Como se puede observar en el gráfico, las placentas procedentes de gestaciones gemelares 

presentan un mayor número de correlaciones, entre los parámetros clínicos estudiados y la expresión 

génica, en comparación con las gestaciones sencillas. Mientras que el número 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 más llamativas. Por ejemplo, se aprecia que en la cara fetal de éstas 

existe una acusada correlación entre los niveles de expresión de algunas proteínas y los niveles de 

colesterol asociado a HDL circulante (cHDL). Siendo esta correlación positiva en todos los casos excepto 

en el caso de la ACACA que es negativa. Así mismo, es especialmente fuerte la asociación entre cHDL y la 

expresión de LCHAD. Por otra parte, el transportador de ácidos grasos FATP2 y la ENG presentan la misma 

asociación en ambas caras de la placenta, a diferencia del resto de proteínas estudiadas. La expresión de 

FATP2 presenta una correlación menor en la cara fetal que en la cara materna. Del mismo modo sucede 

con ENG, es decir, la asociación es menor en la cara fetal que en la cara materna. Llama la atención 
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también la fuerte asociación positiva entre el nivel de ácidos grasos circulantes maternos y la expresión 

de ENG y sFLT1 en la cara fetal de las placentas simples.  

 

Figura 28. Heat-map en el que se representa la correlación entre los niveles de expresión génica de los distintos 
genes estudiados en placentas procedentes de gestaciones no patológicas y los parámetros clínicos maternos, 
fetales y obstétricos. El gráfico muestra el coeficiente de correlación de Spearman (Sρ) entre variables. Las correlaciones 
estadísticamente significativas se muestran como *p<0.05 y **p<0.01. Los parámetros analizados son: edad materna (años), IMC 
materno pregestacional (Kg/m²), ganancia de peso de la mujer durante la gestación (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), ácidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (µU/mL), péptido C (ng/mL), índice HOMA, peso del 
recién nacido (g), percentil del recién nacido.  

Al analizar las caras de las placentas gemelares, podemos ver la asociación existente en la cara 

fetal de la placenta, entre la expresión de proteínas involucradas en la oxidación de ácidos grasos (CPT1A, 

CPT2, ACOX1 y ACSS1) y de PTN, con los niveles circulantes de sFLT1 y PGF. Observándose una asociación 

opuesta para estos parámetros, esto es, positiva en relación con sFLT1 y negativa para PGF con respecto 

a los niveles de expresión génica. Sin embargo, el efecto es contrario cuando reparamos sobre la 

asociación con la expresión de AQP11. Es más, en el caso de los transportadores de nutrientes, aunque 

no presenten asociaciones significativas, la correlación de sFLT1 con la expresión de los transportadores 

es negativa, mientras que la asociación con PGF es positiva. Por otro lado, en la cara materna de las 

placentas gemelares, la asociación de los niveles circulantes de sFLT1 y PGF sobre la expresión de genes 
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no es tan marcada, solo se observa la correlación de AQP9 con PGF y sFLT1 y con PTN, que presenta la 

misma asociación 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 correlación que existen entre las distintas caras, en las placentas 

simples y en las gemelares, analizaremos las diferencias más llamativas que se dan en gestación simple 

frente a gestación gemelar. Así podemos encontrar como la expresión en las placentas gemelares, tiene 

mayor asociación entre los parámetros de edad materna, el IMC y la ganancia de peso, con expresión en 

la cara materna de las placentas gemelares. Concretamente se encuentra una correlación negativa entre 

la edad materna y la expresión del GLUT1 y CD36 mientras que presenta una correlación positiva con 

ACACA y PTN, aunque esta asociación 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 expresión de las enzimas, sin embargo, en las placentas gemelares presenta 

asociación positiva con GLUT1, CD36, SLC38A2, ACSS1, ACSL4, LPIN2 y CBS y negativa con GLUT3. Es 

curioso como los niveles de colesterol, ácidos grasos y glucosa circulantes, correlacionan en la cara 

materna de las placentas gemelares fundamentalmente con enzimas del metabolismo lipídico y con 

transportadores, y esta asociación no se encuentra en la cara materna de las placentas simples. Así mismo 

encontramos mayor número de correlaciones en la cara materna de las placentas gemelares en relación 

con los parámetros del recién nacido (peso, percentil, pH de la arteria umbilical) que no encontramos en 

las gestaciones simples.  

Si ahora centramos el análisis en la cara fetal de las placentas simples y gemelares, cabe señalar, 

que parecen estar más asociados los parámetros antropométricos maternos y la edad con la expresión de 

genes en las gestaciones gemelares en comparación con las sencillas. Llama especialmente la atención el 

efecto de sFLT1 y PGF circulante materno con algunas proteínas de la beta oxidación, así como con AQP11 

y PTN. Es una asociación bastante marcada, además de una tendencia similar y opuesta entre sFLT1 y PGF, 

que no se encuentra en las placentas simples. Sin embargo, se dan más asociaciones de cHDL con la 

expresión de proteínas en las placentas simples que en las placentas gemelares. También podemos 

apreciar como en la cara fetal de las placentas gemelares hay proteínas que correlacionan con los niveles 

de glucosa e insulina, como son AQP1, SLC7A7, ACACA y GPAT4. Esta correlación encontrada en la cohorte 

de gestantes gemelares no se encuentra en la de gestantes simples. Por último, podemos ver como existe 

una correlación positiva entre MCAD y CBS con el peso y el percentil del recién nacido y como estos 

parámetros 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 correlación de la expresión de los genes estudiados con los 

parámetros metabólicos 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 ningún caso sigue un perfil de asociación similar. 

Únicamente la expresión de PGF en la cara fetal de las placentas correlaciona negativamente con la FAO 

en la cara fetal.  

 

Figura 29. Mapa de calor en el que se representa la correlación entre los niveles de expresión génica de los 
distintos genes estudiados y los parámetros metabólicos en placentas procedentes de gestaciones no patológicas. 
El gráfico muestra el coeficiente de correlación de Spearman (Sρ) entre variables. Las correlaciones estadísticamente significativas 
se muestran como *p <0.05 y **p <0.01.  

 

Si analizamos por cuadrantes, podemos ver como en las placentas simples la expresión de 

acuaporina 1 en la cara materna correlaciona positivamente con el acúmulo de triglicéridos en la cara 

fetal, mientras que la expresión de AQP1 en la cara fetal correlaciona positivamente con el acúmulo de 

triglicéridos en la cara materna. Curiosamente el acúmulo de triglicéridos en un lado de la placenta está 

asociado a la expresión del transportador en el otro. Con respecto al resto de transportadores de 

nutrientes, además de las asociaciones ya mencionadas, solo se observa la correlación de la expresión de 

AQP11 en la cara fetal de las placentas, con la oxidación de ácidos grasos en esta misma cara.  

En relación con las enzimas que participan en el metabolismo lipídico, la expresión de ACSL4 en la 

cara materna de las placentas parece estar estrechamente relacionada con la esterificación de 

triglicéridos, tanto en la cara materna como en la cara fetal. Por su parte la expresión de la PI3K, proteína 

involucrada en distintas vías de señalización, correlaciona positivamente en la cara materna de la placenta 
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con el acumulo de triglicéridos en la cara fetal. Por último, observamos la correlación negativa entre la 

expresión del PGF y la oxidación de ácidos grasos, ambos, en la cara fetal de las placentas. 

Analizando la correlación en las distintas caras de las placentas gemelares, observamos como en 

la cara materna de las placentas correlaciona negativamente la expresión de FATP2 y de CPT1A con la 

oxidación de ácidos grasos en esa misma cara. Por su parte la expresión de algunas proteínas en la cara 

fetal de estas placentas también correlaciona con la β oxidación de los ácidos grasos. La expresión de 

SLC38A, ACOX1 y PTN correlaciona negativamente con la FAO en la cara materna de las placentas. 

Mientras que la expresión de otras proteínas en la cara fetal presenta una correlación negativa con la FAO 

en la cara fetal como es el caso de LCHAD, ACSL3, ACSL4 y PGF. Por su parte la expresión de ABCA1, SLC7A7 

y PI3K en la cara materna de las placentas correlaciona negativamente con la esterificación de triglicéridos 

en esta misma cara. La expresión en la cara materna de AQP9 y de ACSM3 correlacionan con la 

esterificación en la cara fetal de las placentas. En relación con la expresión en la cara fetal de las placentas 

se han encontrado únicamente asociaciones con la esterificación en la cara materna. De forma que, existe 

una correlación negativa entre la expresión en la cara fetal de GLUT3, AQP1 y ACACA y la esterificación en 

la cara materna, y una correlación positiva entre la expresión en la cara fetal de FATP2 y GPAT4 y la 

esterificación en la cara materna. Por último, la expresión en la cara materna de CPT1A, ACSM3, y GPAT4 

correlaciona con el acúmulo de triglicéridos en la cara materna, y la expresión de ACSM3 y CBS en la cara 

fetal de las placentas correlaciona con el acúmulo 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 expresión de proteínas 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 correlación no son parecidos, parecen más bien ser asociaciones 

aisladas. En la cara fetal, comparando placentas de gestaciones gemelares frente a placentas de 

gestaciones simples, podemos ver como la fuerte correlación que parece que presentan la expresión de 

algunas enzimas y la oxidación de ácidos grasos en la cara fetal o la esterificación en la cara materna en 

las gestaciones gemelares, no aparece en las placentas simples. En cualquier caso y como comentamos al 

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

Aunque el estudio de correlación se realizó con todas las proteínas incluidas en el análisis, para 

facilitar la comprensión de los mismos, se comentan con detalle sólo las correlaciones con las proteínas 

cuyo nivel de mRNA ha mostrado diferencias estadísticamente 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 correlación 

muestran un mayor número de correlaciones significativas en las placentas de gestaciones gemelares 

respecto de las sencillas, sobre todo en relación con los parámetros clínicos. Si comparamos la cara 

materna y fetal de las gestaciones sencillas vemos que únicamente correlaciona la expresión de algunos 

genes con factores circulantes maternos como PlGF, sFlt1 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 observándose esta correlación en la cara fetal. Sin embargo, la expresión de GLUT1 en la cara 

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

En relación con los parámetros metabólicos de la placenta, la expresión de PI3K en la cara materna 

de las placentas simples correlaciona positivamente con el acúmulo de triglicéridos en la cara fetal de las 

placentas, mientras que en las placentas gemelares correlaciona negativamente con la esterificación 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 asociación muy similar en la expresión de GLUT1, LPIN2 y CBS con los parámetros 

clínicos estudiados. Sin embargo, la expresión de PI3K parece tener un comportamiento diferente, 

correlacionando inversamente con otros parámetros. Algunas de estas asociaciones en GLUT1 y en PI3K 

se mantienen también en la cara fetal. 

Ilustración 1. Esquema de las principales proteínas analizadas en el estudio. 



 
 

 88 

 

 

Figura 30. Heat-map en el que se representa la correlación entre los niveles de mRNA GLUT1, LPIN2, CBS y PI3K 
en placentas procedentes de gestaciones no patológicas y los parámetros clínicos maternos, fetales, obstétricos y 
metabólicos de la placenta. El gráfico muestra el coeficiente de correlación de Spearman (Sρ) entre variables. Las 
correlaciones estadísticamente significativas se muestran como *p <0.05 y **p <0.01. Los parámetros incluidos fueron: edad 
materna (años), IMC materno pregestacional (Kg/m²), ganancia de peso de la mujer durante la gestación (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), ácidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (µU/mL), péptido C (ng/mL), 
índice HOMA, peso del recién nacido (g), percentil del recién nacido. 

 

Así, en las gestaciones gemelares en la cara materna, la expresión 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 tamaño del recién nacido, respectivamente. En la 

cara fetal la asociación positiva con la ganancia de peso se mantiene en GLUT1 y CBS, sólo fue significativa 

en ésta última proteína, mientras que la correlación positiva con la glucemia fue significativa en ambas, 

de forma similar a lo observado en la cara materna. Por su parte la expresión de PI3K tiene una clara 

asociación 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 relación con los parámetros 
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metabólicos de la placenta, la expresión de CBS en la cara fetal de las placentas gemelares correlaciona 

positivamente con el acúmulo de triglicéridos en la cara materna, no observándose ninguna otra 

correlación. Por su parte la expresión de PI3K en la cara materna de las placentas correlaciona 

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

 

 
Figura 31. Gráficos de correlación 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 línea azul clara 
muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la línea oscura muestra la tendencia en la cara fetal.  
A: placenta gemelar cara materna, correlación GLUT1 y cLDL (Sρ = 0.781; p=0.022) 
B: placenta gemelar cara materna, correlación GLUT1 y cHDL (Sρ = -0.781; p=0.022) 
C: placenta gemelar cara materna, correlación GLUT1 y glucosa materna (Sρ = 0.830; p=0.011) 
C: placenta gemelar cara fetal, correlación GLUT1 y glucosa materna (Sρ = 0.781; p=0.022) 
D: placenta gemelar cara materna, correlación GLUT1 y peso del recién nacido (Sρ = -0.766; p=0.027) 
 

Como se ha comentado, GLUT1 fue una de las proteínas que mostró mayores diferencias en las 

correlaciones entre gestaciones sencillas y gemelares. Así, además 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 más 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 mRNA de GLUT1 son mayores respecto a la cara fetal (representado en azul). 

Además, es evidente que existe una asociación 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 asociación 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, 

según las bases de datos, son los transportadores con mayor expresión en placenta humana. En la 

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

Por lo que el transporte de glucosa en este momento de la gestación esta mediado fundamentalmente 

por este transportador Nuestros resultados del nivel de expresión génica de GLUT1, reflejan un aumento 

en la cara fetal de las placentas gemelares.  

Algunos estudios apuntan a que la fecundación in vitro afecta a la expresión de los 

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

in-vitro, por lo que puede ser que esta variación en la expresión de los transportadores en gestaciones 

gemelares pueda estar influenciada en este sentido. Para poder descartar que se deba a este factor 

debería considerarse la posibilidad de realizar el estudio en gestaciones gemelares que no procedan de 

fecundación in-vitro.  

En todo caso llama la atención que esta diferencia se observa únicamente 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 producía un aumento de la expresión del 

transportador de GLUT1 en la membrana basal de la placenta junto con otros transportadores de 

nutrientes, llegando a la conclusión 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 línea con lo que podría estar 

ocurriendo en una mujer diabética, en la que la mayor expresión 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 correlación positiva entre los niveles de glucosa 

circulante en la madre y la expresión del transportador. Por otra parte, también hemos encontrado una 

la correlación de la expresión 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 expresión de GLUT1 en la placenta (Nogues et al., 2021). Esto podría 

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 favorecería 

una mayor disponibilidad de glucosa con la consiguiente ganancia de peso del bebé. Este aumento de 

nutrientes podría estar también asociado con el aumento observado en la expresión 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 correlación positiva que presenta su expresión 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 más 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 correlación  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 observándose tampoco ninguna 

correlación en la cara fetal. Tampoco hemos encontrado ninguna asociación entre la lipina con los 

parámetros metabólicos estudiados en la placenta.  

 

 
Figura 32. Correlación 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 línea azul clara muestra la tendencia en 
la cara materna de la placenta y la línea oscura muestra la tendencia en la cara fetal. 
A: placenta gemelar cara materna, correlación LPIN2 y el colesterol total materno (Sρ = 0.732; p=0.039) 
B: placenta gemelar cara materna, correlación LPIN2 y la glucemia materna (Sρ = -0.7321; p=0.039) 

A la luz de estos resultados parece que la expresión de LPIN2, comparte una tendencia similar a 

la de GLUT1 y CBS en la placenta de tercer trimestre, es decir, una mayor expresión en la cara fetal de la 

placenta gemelar, que podría 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 lípidos y en la regulación de genes involucrados en el metabolismo lipídico. 

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

generales, sin embargo, no hay muchos estudios sobre la actividad de lipina 2, y aún menos en la placenta. 

Sin embargo, en nuestro estudio analizamos únicamente la expresión de LPIN2, ya que se trata de la 

isoforma mayoritaria en la placenta. Algunos artículos describen su papel en la regulación de la expresión 

de genes proinflamatorios y el almacenamiento de triglicéridos en macrófagos humanos, en los que se 

observa como Lipina 2 reduce la señalización proinflamatoria generada por los ácidos grasos promoviendo 

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

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

composición corporal y diabetes tipo 2. (Aulchenko et al., 2007). Esta asociación va en la línea con lo que 

hemos observado en la expresión de GLUT 1, además de que también presenta la expresión de LPIN2 en 

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

Es de destacar que el mRNA de CBS no presenta correlación con los parámetros estudiados en las 

placentas simples, pero en las placentas gemelares correlaciona positivamente con la ganancia de peso y 

la glucemia materna (Figura 33 A), tanto en la cara materna como en la cara fetal. Además, en ambas 

caras de las placentas se observa una relación negativa entre la expresión de CBS y los niveles de PGF y 

positiva con sFLT como se puede observar en la Figura 33 C y D, que solo es estadísticamente significativa 

en la cara materna. Además, en las placentas gemelares, la expresión de CBS correlaciona positivamente 

con el tamaño y el peso del recién nacido (Figura 32 B).  que no se observa en las placentas simples. En 

cualquier caso, en estos gráficos se puede corroborar como la expresión de CBS en la cara fetal de las 

placentas gemelares es mayor que en la cara materna. Estudios previos han localizado la expresión de 

CBS en el endotelio fetal de la placenta. Esta enzima cataliza la síntesis de cistationina a partir de 

homocisteína, formando parte de la vía de transulfuración, por lo que está estrechamente relacionada 

con el metabolismo de un carbono y el metabolismo del ácido fólico. 

Es por ello que su expresión se ve regulada en muchos casos por los niveles de homocisteína, la 

concentración de folatos o los niveles de vitamina D. Además, la CBS junto con la cistationina gamma liasa 

(CSE) catalizan la  síntesis de ácido sulfhídrico (H₂S) a partir de L-cisteína ácido 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 

homocisteína (Sonne et al., 2013)  y de H₂S (B. Wang et al., 2020). 
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Figura 33. Correlación 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 PlGF (D), en partos 
sencillos y partos gemelares. La línea azul clara muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la línea oscura 
muestra la tendencia en la cara fetal.  
A: placenta gemelar cara materna, correlación CBS y glucemia materna (Sρ = 0.830; p=0.011) 
A: placenta gemelar cara fetal, correlación CBS y glucemia materna (Sρ = 0.830; p=0.011) 
B: placenta gemelar cara materna, correlación CBS y percentil del recién nacido (Sρ = -0.810; p=0.015) 
B: placenta gemelar cara fetal, correlación CBS y percentil del recién nacido (Sρ = -0.857; p=0.007) 
C: placenta gemelar cara materna, correlación CBS y sFlt-1 (Sρ = - 0.781; p=0.022) 
D: placenta gemelar cara materna, correlación CBS y PlGF (Sρ = 0.781; p=0.022) 

 

Se ha descrito que, por una parte, H2S inhibe la liberación de sFLT1 en la placenta y que, por otra 

parte, cuando se produce una disminución de H₂S en la placenta aumenta la producción de sFLT1. Es por 

ello que se ha relacionado H₂S 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 correlación entre la expresión de CBS en la cara materna de las gestaciones 

gemelares y los niveles circulantes maternos de factores angiogénico como sFLT1 y PGF. La expresión de 

esta enzima correlaciona positivamente con sFLT1 (factor antiangiogénico) y negativamente con PGF 

(factor proangiogénico). Parece, por tanto, que en la gestación gemelar la expresión de la enzima en la 
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placenta podría estar modulada por estos factores para mantener un correcto equilibrio en la vía de la 

transulfuración.  

Además de los anteriores se han descrito en la bibliografía otros factores que regulan la expresión 

de CBS en la placenta. Así, se ha visto que la expresión de la enzima está 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 correlación positiva entre el peso y tamaño del recién nacido y los niveles de expresión 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 parámetros estudiados, si se asocia con diversos parámetros en 

las gestaciones gemelares. Así, PI3K correlaciona negativamente, en la cara materna, con el IMC materno 

al inicio de la gestación y con los niveles circulantes de insulina, péptido C y con el índice HOMA (Figura 

26 y Figura 33). En la cara fetal, aunque se observa la misma tendencia en estas asociaciones no llegan a 

ser estadísticamente significativas (Figura 26). 

  
Figura 34. Correlación 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 gestación (B) en partos sencillos y partos gemelares. La línea azul clara muestra la tendencia 
en la cara materna de la placenta y la línea oscura muestra la tendencia en la cara fetal.  
A: placenta gemelar cara materna, correlación de PI3K e insulina materna (Sρ = - 0.781; p=0.022) 
B: placenta gemelar cara materna, correlación PI3K y IMC materno previo a la gestación (Sρ = - 0.781; p=0.022) 

 
La fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), cataliza la fosforilación del fosfatidil inositol a 

fosfatidilinositol inositol trifosfato siendo una enzima clave en distintas rutas de señalización. Está 

formada por una subunidad catalítica de 110 kDa PI3KCA, y una subunidad reguladora de 85 kDa, PI3KR 

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

modula el sistema inmunitario durante la gestación, el metabolismo lipídico y glucídico, y se ha 

relacionado con la modulación de actividad frente al estrés oxidativo. Entre otras vías de señalización, 

PI3K participa en la señalización de la insulina, la principal hormona anabólica y anticatabólica del 
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organismo. Así, el suministro de nutrientes de la madre al feto está regulado por vías de señalización en 

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

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

sugieren una relación entre el aumento de la expresión 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 

gestación gemelar no hay diferencias estadísticamente significativas en la insulina, péptido C e índice 

HOMA respecto a la gestación sencilla, no podemos descartar que la evolución circadiana de insulina sea 

diferente al estar estas madres sometidas a un gasto energético mucho mayor. Por ello, dada la 

correlación inversa que hemos observado en la cara materna en las gestaciones gemelares no solo con la 

insulinemia materna sino también con el péptico C y el índice HOMA, se podría sugerir que en la placenta 

se modula la expresión de PI3K en la cara materna como mecanismo de protección ante las oscilaciones 

en la insulina para proteger al feto de un alterado crecimiento fetal. De hecho, en las placentas gemelares 

el acúmulo de triglicéridos en la cara materna es prácticamente inexistente mientras que en la cara fetal 

es mucho mayor, como se puede ver en la Figura 34 A y C, tal y como hemos descrito recientemente 

(Abascal-Saiz et al., 2021). 

En los últimos años, la edad de las madres gestantes es cada vez mayor, lo que está provocando 

un aumento de la utilización de técnicas de reproducción asistida como la fecundación in vitro (FIV) , la 

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

Como consecuencia, está aumentando la prevalencia de embarazos múltiples en la población. En España 

en el año 2020 el 1,6% de partos eran dobles, en 1999 en número de partos dobles era del 1,4% según 

datos del Instituto Nacional de Estadística (INE). En lo embarazos múltiples hay mayor riesgo de sufrir 

complicaciones obstétricas y otras patologías, tales como la restricción del crecimiento intrauterino 

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

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

Se ha descrito también como la expresión de PI3K en la placenta puede verse alterada en las 

placentas que proceden de tratamientos de fecundación in vitro, ya que afectan al desarrollo de la 

placenta y 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 fecundación in vitro 

presentan diferencias en el transcriptoma en comparación con las placentas procedentes de fecundación 

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 sería necesario validar estos resultados en 

gestaciones gemelares que no provengan de fecundación in vitro. 
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Figura 35. Correlación entre el acúmulo 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 gestación (B) en partos 
sencillos y partos gemelares. La línea azul clara muestra la tendencia en la cara materna de la placenta y la línea oscura 
muestra la tendencia en la cara fetal.  
A: placenta gemelar cara fetal, correlación CBS y TG cara materna (Sρ = 0.738; p=0.037) 
B: No existe correlación de CBS y TG cara fetal en estas placentas 
C: No existe correlación de PI3K y TG cara materna en estas placentas 
D: placenta simple cara materna, correlación PI3K y TG cara fetal (Sρ = 0.447; p=0.048) 
E: placenta gemelar cara materna, correlación PI3K y FAE cara materna (Sρ = - 0.714; p=0.047) 
F: No existe correlación 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 fecundación 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 más 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 

colaboración con el grupo del Dr. Jose Luis Bartha, se ha identificado en la cara fetal de las placentas 

gemelares una mayor esterificación de triglicéridos y un mayor acúmulo de los mismos, que va en 

consonancia con nuestro estudio de expresión génica en las mismas placentas. Así, hemos encontrado un 

aumento en la expresión de las proteínas GLUT1, CBS, LPIN2 y PI3K en la cara fetal de las placentas 

gemelares en relación con las sencillas.  

Como hemos comentado anteriormente las placentas procedentes de fecundación in vitro 

presentan diferencias en el transcriptoma en comparación con las placentas procedentes de fecundación 

natural. En el caso particular de GLUT1 y PI3K se ha descrito el aumento en la expresión en este tipo de 

placentas. Por otro lado, el perfil de expresión de la placentas estudiadas presenta similitudes en relación 

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 captación de los mismos y un aumentado 

metabolismo glucídico y lipídico 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 así 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 proteínas, GLUT1, lipina, CBS y PI3K en las placentas surge como una 

adaptación metabólica para permitir un aporte adecuado de nutrientes al feto.  

 

Por tanto, las diferencias encontradas entre las placentas simples y las placentas gemelares son 

de algún modo diferencias que resultan del proceso de adaptación 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 

que permite acomodar los recursos maternos a la demanda energética fetal. Sin embargo, para confirmar 

que las diferencias obtenidas no son consecuencia de la FIV, sería importante poder realizar un estudio 

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

con preeclampsia. 

En este apartado se resumen los resultados obtenidos en el estudio de expresión 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 características clínicas de las gestantes 

control y de las gestantes con preeclampsia de aparición temprana (PE) y de aparición tardía (PL). Tanto 

en las tablas cómo en las figuras se muestran los datos de todas las mujeres que sufrieron preeclampsia 

y a continuación se muestran separados en función del momento de aparición. 

 

4.2.2.1 Características clínicas de las gestantes. 

Los datos clínicos más relevantes se recogen en la Tabla 20 y para una visualización más sencilla se 

describirán de forma gráfica aquellos parámetros que presentan diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos de estudio (Figura 36). Como se puede observar, las mujeres con 

gestaciones complicadas con preeclampsia de aparición temprana presentan una disminución en la edad 

gestacional que no se observa en los casos de aparición tardía. Además, tanto el peso de la placenta como 

del recién nacido son menores en todos los casos de preeclampsia, siendo la disminución del peso más 

marcada en los casos de preeclampsia de aparición temprana. En cuanto a los parámetros bioquímicos 

maternos, también observamos diferencias en el perfil lipémico, así como en la insulina y el péptido C. En 

las gestantes con preeclampsia de aparición tardía 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 ácidos grasos libres parecen estar aumentados en todos los casos de 

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

Parámetros (unidades) 
Control 
(n= 20) 

Preeclampsia           
(n=18) 

Preeclampsia 
temprana -PE- 

(n=9) 

Preeclampsia 
tardía-PL- 

(n=9) 
Edad materna (años) 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/m²) 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 

Ácidos 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 (µU/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 

Índice 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 desviación estándar de diversos parámetros de las mujeres y los recién nacidos en cada uno 
de los grupos estudiados de gestaciones no patológicas y gestaciones complicadas con preeclampsia. En las columnas 4 y 5 se ha 
subdividido el grupo de preeclampsia en función del momento de aparición, como temprana o tardía, respectivamente. 

 

La preeclampsia surge a consecuencia de un defecto en el desarrollo de la placenta, en el que se 

produce una hipoperfusión sanguínea desencadenando un entorno de hipoxia. Esta situación supone una 

alteración en el desarrollo de la placenta que afecta entre otras cosas al su transcriptoma, produciéndose 

un desequilibrio en la producción y liberación de factores relacionados con la angiogénesis, así como un 

fallo endotelial (Y. Liu et al., 2021). A consecuencia de este defecto en la placentación, 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 alteración en la expresión de transportadores de nutrientes, de manera 

que el suministro de la madre al feto se ve mermado, así como el propio suministro para el metabolismo 

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

transportadores en placentas con preeclampsia aún no se ha descrito con claridad, sin embargo, se ha 

visto que tanto HIF-1α como sFlt1, relacionados con hipoxia y angiogénesis respectivamente, participan 

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

ello, nos planteamos realizar un estudio de expresión génica en el que se analizó el mRNA de 

transportadores de nutrientes tanto en la cara fetal como en la cara materna de la placenta (Ilustración 

1).  
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Figura 36. Datos clínicos y bioquímicos de la madre y el recién nacido.  
En las gráficas se muestran los datos que mostraron diferencias estadísticamente significativas entre las mujeres con gestación 
no patológica, control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este último grupo se 
subdividió en función del momento de aparición de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia de aparición 
temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparición tardía (PL; rojo). En las gráficas se representa la media y el error estándar. El 
análisis estadístico se realizó mediante el test U de Mann Whitney. Se consideraron resultados estadísticamente 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 expresión génica se realizó en las placentas a término 

recogidas tras el alumbramiento. De todos los resultados obtenidos en este estudio solo se comentarán 

en detalle aquellos que presentan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos, control y 

preeclampsia. En las Figuras 37 y 38 se muestran los resultados obtenidos en el análisis por qPCR de 

diversos transportadores tanto en la cara materna como fetal de la placenta. Del mismo modo que en el 

apartado anterior, se realizó un estudio de correlación entre los niveles de mRNA de las proteínas 

transportadoras y los parámetros clínicos maternos, fetales y obstétricos. Para facilitar la presentación de 

los resultados solo se mostrarán las correlaciones que se observan en relación con las proteínas que 

muestran diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. El resto de los resultados del 

análisis de correlación se recogen en el Anexo II. Para simplificar, los resultados se muestran en un Heat-

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

En primer lugar, observamos que el mRNA de los transportadores de glucosa, GLUT1 y GLUT3, está 

aumentado en las placentas con preeclampsia con respecto a las controles. Cuando se analizó 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 observó en las placentas control. En el caso del transportador GLUT3 (Figura 

37.B) se encontró un aumento estadísticamente significativo entre la cara fetal de las placentas de la 

cohorte con preeclampsia frente a las no patológicas, pero cuando se estudian estos niveles 

subclasificando el grupo en base al momento de la aparición de la patología, estas diferencias se pierden. 

La disminución en el número 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 intrínseco 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-patológicas y complicadas con preeclamsia que mostraron diferencias entre los grupos de estudio. 
El análisis se realizó en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este 
último grupo se subdividió en función del momento de aparición de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia 
de aparición temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparición tardía (PL; rojo). Determinación de mRNA por RT-qPCR del 
transportador de glucosa (GLUT1, A; GLUT3, B), el transportador de aminoácidos (SLC38A2, C), la translocasa de ácidos grasos 
(CD36, D), el transportador de ácidos grasos (FATP2, E) y la acuaporina 1 (AQP1, F). En las gráficas se representa la media y el 
error estándar 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 estadísticamente 
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 estadísticamente 
significativos *p <0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL). 

Como podemos observar en el estudio de correlación en relación con los transportadores de 

glucosa, en las placentas de las mujeres control encontramos una asociación de GLUT1 con los niveles 

circulantes de PlGF (con GLUT 1 en la cara fetal) y sFlt1 (con GLUT1 en la cara materna) que no se 

encuentran en las placentas con preeclampsia. Parece que la expresión del transportador GLUT1 en la 

cara materna de las placentas en la preeclampsia temprana, está más asociado a la ganancia de peso de 

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

circulantes en la madre.  

En las placentas de las mujeres diagnosticadas con preeclampsia tardía solo observamos una 

correlación de la expresión de GLUT1 en la cara materna con los niveles de PGF circulantes maternos, que 

no se observa en la cara fetal.  

 

 

Figura 38. Heat-map en el que se representa la correlación entre los niveles de mRNA de los transportadores en 
la placenta y diversos parámetros clínicos. Se analizaron los datos de la correlación del mRNA con los parámetros clínicos, 
obstétricos y bioquímicas de la madre y el recién nacido, los resultados se muestran con el coeficiente de correlación de Spearman 
(Sρ) entre variables. Se consideraron correlaciones estadísticamente significativas con *p<0.05 y **p<0.01. Los parámetros 
incluidos fueron: edad materna (años), IMC materno pregestacional (Kg/m²), ganancia de peso de la mujer durante la gestación 
(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), ácidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (µU/mL), 
péptido C (ng/mL), índice HOMA, peso del recién nacido (g), percentil del recién nacido. 
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Existe controversia en la literatura respecto a cómo afectan las condiciones de hipoxia a la 

expresión de los transportadores de glucosa. Por un lado, se ha descrito como HIF-1 α afecta directamente 

a la expresión de los transportadores de glucosa, siendo mayor cuanto mayor es la condición de privación 

de oxígeno (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 expresión 

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. Además, se ha descrito que HIF-1 podría 

estar modulando la regulación al alza de la expresión de los GLUTs (Baumann et al., 2007). El papel de HIF-

1α como regulador de la expresión de GLUT3 se ha puesto de manifiesto también en otras situaciones. 

Así, 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 perfusión placentaria (Chang et al., 2021), o en la 

placenta de primer trimestre, proponiendo los autores que en ambos casos este cambio está asociado a 

la hipoxia (Janzen et al., 2013).  

Esta adaptación de la placenta a la hipoxia con un aumento en la expresión de los GLUTs parece ser 

un mecanismo compensatorio a la baja disponibilidad de oxígeno, ya que en estas condiciones se ve 

comprometida la oxidación completa de la glucosa para obtener ATP. Así, en situación de hipoxia, la 

placenta capta mayor cantidad de glucosa para obtener más energía para ella misma y así permitir su 

proliferación, diferenciación e invasión 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 expresión 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 distribución de los 

GLUTs en esta patología. Así, mientras que GLUT3 se expresa de forma similar en ambas caras de la 

placenta tanto en gestación normal como en preeclampsia, en el caso de GLUT1 encontramos una mayor 

expresión en la cara fetal de las placentas con preeclampsia, pero no en la gestación normal. Parece que 

mientras que GLUT3 estaría contribuyendo a esa entrada de glucosa a la placenta en condiciones de 

hipoxia para su propio metabolismo, la mayor expresión de GLUT1 específicamente en la cara fetal, podría 

servir como mecanismo que permitiría una mayor disponibilidad de glucosa también para garantizar un 

adecuado crecimiento fetal. 

En 2019, Vogtmann, R. y colaboradores, generaron un modelo de ratón transgénico en el que se 

indujo la expresión de sFLT1 humano. La expresión de los GLUTs era menor en las placentas de los ratones 

que tenían inducida la expresión de sFLT1. Con este estudio se plantea que el desequilibrio de los factores 

angiogénicos y antiangiogénicos durante la gestación conducen, entre otras cosas, a una alteración en el 

transporte de nutrientes a través de la placenta que puede desencadenar en la restricción del crecimiento 
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intrauterino (Vogtmann et al., 2019). Precisamente, en nuestro estudio hemos encontrado una mayor 

expresión de los transportadores de nutrientes GLUT1 y GLUT3 en las placentas con preeclampsia 

respecto a los controles. Además, los resultados obtenidos en el estudio de correlación, que se muestra 

más 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 expresión 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 expresión de GLUT1 

correlaciona positivamente con sFLT1 y negativamente con PlGF, sin embargo, esto no se observa en las 

placentas con preeclampsia.  

En relación con el transporte de aminoácidos hemos observado que los niveles de mRNA del 

transportador SLC38A2 están disminuidos en la cara fetal de las gestantes con preeclampsia respecto al 

control, pero cuando se estudia subclasificando el grupo en función del momento de la aparición de la 

patología, estas diferencias se pierden (Figura 37.C). La disminución en el número 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 intrínseco a la preclamsia, independientemente 

del momento en el que se presenta. 

En el estudio de correlación muestra como en la cara materna de las placentas control la expresión 

de SLC38A2 correlaciona positivamente con los niveles circulantes en la madre de sFlt1 y, aunque esta 

correlación se pierde en las placentas con preeclampsia de aparición temprana, se mantiene en las 

placentas con preeclampsia de aparición tardía. Parece, por tanto, que el aumento de factores 

antiangiogénicos en las placentas control se asocia con la expresión del transportador mientras que esto 

en las placentas con preeclampsia de aparición temprana no ocurre.  

En cuanto a los transportadores de ácidos grasos estudiados, observamos como los niveles del 

mRNA de CD36 son diferentes entre la cara materna de las placentas con preeclampsia de aparición 

temprana y las de aparición tardía (Figura 37.D). Por su parte FATP2 (Figura 37.E) se expresa menos en 

las placentas con preeclampsia, siendo más acusada esta diferencia en la cara fetal de las placentas, 

independientemente del momento de la aparición. En el caso de las placentas con preeclampsia de 

aparición temprana esta disminución se observa en ambas caras. El estudio de correlación, Figura 39, 

mostró que CD36 correlaciona negativamente en la cara materna de las placentas con preeclampsia de 

aparición temprana con la ganancia de peso de la gestante y los niveles de colesterol-HDL. Además, 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 asociación positiva con los niveles 

de colesterol-HDL, que sí se observa en ambas caras de las placentas control.  

CD36 es una traslocasa de ácidos grasos que promueve la captación y almacenamiento de ácidos 

grasos en las células. Además, CD36 es un receptor de membrana de la trombospondina 1 (TSP-1) con 

actividad tirosina quinasa. La interacción CD36-TSP1 activa varias rutas de señalización, entre ellas la 

señalización de la apoptosis de células endoteliales, y está involucrada en procesos de regulación de 

sincitialización de las células de citotrofoblasto. Se ha descrito por varios autores que la expresión de CD36 

disminuye en las placentas con preeclampsia (Gutierrez & Gutierrez, 2021; Koundouros & Poulogiannis, 

2020);(Duan et al., 2021; Weedon-Fekjær et al., 2010), (Weedon-Fekjær 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 disminución de CD36 en comparación con las placentas de preeclampsia tardía. No 

podemos por tanto descartar que la ausencia de diferencias se deba a la diferente expresión del 

transportador en función del momento en el que se presenta la enfermedad. De hecho, es sólo en este 

grupo donde se han encontrado asociaciones con diversos parámetros clínicos, como el menor peso de la 

placenta y el recién nacido. 

La expresión de FATP2 en la placenta en relación con la preeclampsia, se ha descrito en diversos 

tipos celulares y modelos in vivo. Así se ha mostrado la expresión del trasportador tanto en una línea de 

trofoblasto humano como en un modelo de ratón en condiciones de hipoxia, en el que se observó además 

que la expresión de FATP2 no afecta al crecimiento fetal intrauterino (Mishima et al., 2011). En un estudio 

posterior se describió en células BeWo que la expresión de FATP2 aumenta en situación de hipoxia 

(Jadoon et al., 2015). En relación con la distribución en los distintos compartimentos de la placenta, se ha 

descrito que la expresión de FATP2 en la placenta esta polarizada y se expresa cuatro veces más en la 

membrana basal que en las microvellosidades (Lager et al., 2016). En contraste con lo encontrado en la 

bibliografía, los resultados observados en nuestro estudio muestran una menor expresión de FATP2 en la 

placenta humana con preeclampsia respecto a las placentas control, independientemente del momento 

de la aparición de la patología 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 expresión, se han realizado bien en líneas celulares sometidas a hipoxia, o bien en 

modelos murinos. En este sentido es importante señalar que se ha descrito que la expresión de FATP2 es 

diferente en humano que en ratón, expresándose en éste último fundamentalmente en el amnios, pero 

no en la placenta (Mishima et al., 2011). 

Además de los transportadores de glucosa y ácidos 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 catiónico 

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 expresión 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 tardía. Sin 

embargo, en las placentas de gestación control el mRNA de AQP1 es similar entre ambas caras de la 

placenta. De hecho, el nivel de mRNA 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 aparición de la 

enfermedad.  

Aunque en el estudio de correlación (Figura 39) no encontramos ninguna asociación entre la 

expresión de AQP1 en las placentas con preeclampsia tardía, 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 expresión de este transportador. Además, en este 

mismo grupo se observa una fuerte asociación 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 expresión de AQP1 en la cara 

materna de las placentas.  

En estudios de otros grupos se ha descrito también que la expresión de AQP1 está aumentada en 

las placentas con preeclampsia y que este aumento se correlaciona con los niveles de líquido amniótico 

(H. Ding et al., 2022; L. X. Li, Liu, Wen, Li, & Zhao, 2008). Además, en la bibliografía se ha descrito el papel 

de las acuaporinas en la regulación de la angiogénesis, la proliferación celular y el metabolismo lipídico 

entre otros procesos. Se ha descrito que AQP1 se sobreexpresa en numerosos procesos tumorales, y que 

este aumento está promovido por la glucolisis inducida por la hipoxia (Tomita et al., 2017; Traberg-Nyborg 

et al., 2022). Por lo tanto, podría ser la hipoxia uno de los factores responsables de que tanto la expresión 

de AQP1 como GLUT1 y GLUT3 esté aumentada en las placentas con preeclampsia. 

 Además de estos transportadores, también se incluyeron en el estudio las acuaporinas 9 y 11, así 

como el transportador de aminoácidos SLC7A7 y el transportador de colesterol ABCA1. Los niveles de 

mRNA de estas cuatro proteínas no mostraron diferencias estadísticamente 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 comparación 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 comparación con el control; el mRNA 



 
 

 108

de CD36 únicamente se ve disminuido en la cara materna de las placentas con preeclampsia de aparición 

temprana. Se ha descrito que sFLT1 está 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 podría hipotetizar 

que la angiogénesis defectuosa genera un ambiente hipóxico y para compensar la deficiente obtención 

de ATP, se favorece la sobreexpresión de estos transportadores. Es posible, que el aumento más 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.  

Figura 39. mRNA de transportadores 
en las distintas caras de la placenta de 
tercer trimestre procedente de 
gestaciones no-patológicas y 
gestaciones complicadas con 
preeclamsia que no mostraron 
diferencias entre los grupos de 
estudio. El análisis se realizó en el grupo 
control (CTRL; gris) y el grupo de 
gestaciones complicadas con preeclampsia 
(PREE; morado). Este último grupo se 
subdividió en función del momento de 
aparición de la enfermedad como 
placentas procedentes de preeclampsia de 
aparición temprana (PE; azul) y 
preeclampsia de aparición tardía (PL; rojo). 
Determinación de mRNA por RT-qPCR de 
la acuaporina 9 (AQP9, A), la acuaporina 11 
(AQP11, B), el transportador de 
aminoácidos (SLC7A7, C), y el 
transportador de colesterol (ABCA1, D). En 
las gráficas se representa la media y el 
error estándar 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. 

 

 

 

4.2.2.3 Expresión de enzimas del metabolismo lipídico. 

A continuación, se estudió si además de los cambios en los transportadores, la preeclampsia se 

asociaría también a cambios en la distribución de enzimas que participan en el metabolismo lipídico entre 

las dos caras de la placenta, se analizaron por qPCR los niveles del mRNA de enzimas clave. Los resultados 

se muestran en la Figura 40 y la Figura 42. 
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El análisis de los genes que codifican para enzimas involucradas en la β-oxidación, mostró una 

disminución 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 disminución estadísticamente 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 

más bajos de mRNA que en las placentas de gestaciones no patológicas, aunque se observó la misma 

tendencia. En ambas enzimas los cambios observados no parecen depender del momento en el que se 

desarrolló la preeclampsia y tampoco hubo diferencias significativas entre ambas caras de la placenta. 

En las placentas control la expresión 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-

HDL y con los ácidos grasos, mientras que en las placentas con preeclampsia no se observa esta asociación. 

En las placentas de preeclampsia temprana sólo se observó una correlación de la expresión de LCHAD en 

la cara fetal con la ganancia de peso materno, mientras que en las de preeclampsia tardía correlaciona 

positivamente con la ganancia de peso materno, el PlGF, el peso y percentil del recién nacido.  

La expresión de MCAD no correlaciona con los parámetros clínicos 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 tardía, la expresión de MCAD en la cara materna correlaciona 

negativamente con el peso del recién nacido, mientras que la expresión 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 disminución de la expresión de la enzima en la cara fetal.  
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Figura 40. mRNA de proteínas implicadas en la β oxidación de ácidos grasos en las distintas caras de la placenta 
procedente de gestaciones no-patológicas y gestaciones complicadas con preeclamsia. El análisis se realizó en el grupo 
control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este último grupo se subdividió en 
función del momento de aparición de la enfermedad como preeclampsia de aparición temprana (PE; azul) y preeclampsia de 
aparición tardía (PL; rojo). Determinación de mRNA por RT-qPCR 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 1α (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, I) En las gráficas se representa 
la media y el error estándar 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 
estadísticamente 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 
estadísticamente 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 realizó un estudio de correlación entre 

los niveles de mRNA de las enzimas que mostraron diferencias entre los grupos con los parámetros clínicos 

maternos, fetales y obstétricos. De nuevo los resultados se muestran mediante un gráfico de Heat-map 

(Figura 41) en el que se representa el valor de Rho de Spearman y el p-valor.  

 

 

 

Figura 41. Heat-map en el que se representa la correlación entre los niveles de mRNA de enzimas del metabolismo 
lipídico en la placenta y diversos parámetros clínicos. Se analizaron los datos de la correlación del mRNA con los 
parámetros clínicos, obstétricos y bioquímicas de la madre y el recién nacido, los resultados se muestran con el coeficiente de 
correlación de Spearman (Sρ) entre variables. Se consideraron correlaciones estadísticamente significativas con *p<0.05 y 
**p<0.01. Los parámetros incluidos fueron: edad materna (años), IMC materno pregestacional (Kg/m²), ganancia de peso de la 
mujer durante la gestación (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), ácidos grasos libres 
(mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina (µU/mL), péptido C (ng/mL), índice HOMA, proteinuria, peso del recién nacido (g), percentil 
del recién nacido. 
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En 1999 se publicaron varios artículos en los que se describía como una mutación autosómica 

recesiva, G1528C, en el gen de la LCHAD se asociaba con complicaciones del embarazo, como la 

preeclampsia entre otras (Ibdah, Dasouki, & Strauss, 1999; Strauss et al., 1999; Tyni & Pihko, 1999). 

Posteriormente, en 2002, se hipotetizó que defectos en la actividad de la LCHAD en la placenta podrían 

estar detrás del desarrollo de enfermedades del embarazo como la preeclampsia (Rakheja, Bennett, 

Foster, Domiati-Saad, & Rogers, 2002), y algunos años después se describió como en las placentas con 

preeclampsia de aparición temprana había un nivel de expresión menor de LCHAD, respecto a los 

controles, aunque no se observaba esta diferencia en la cohorte con preeclampsia de aparición tardía (J. 

L. Wang, Yang, Wang, & Zhu, 2008).  

La confirmación de que algún parámetro circulante en la preeclampsia podría estar en el origen 

del cambio de expresión de LCHAD proviene de un estudio en el que se incubó una línea celular de 

trofoblasto con suero de gestantes control y con preeclampsia de aparición temprana o tardía. Los 

resultados del estudio mostraron que sólo cuando se incubaban las células con suero de mujeres con 

preeclampsia de aparición temprana se producía una disminución tanto en la proteína como en el mRNA 

de LCHAD que no tenía lugar en las de aparición tardía (Sun et al., 2011). En este sentido, en un modelo 

murino se ha descrito que al inhibir la producción de óxido nítrico (NO) en estadios tempranos de la 

gestación, pero no en tardíos, se promueve la disminución de LCHAD, tanto a nivel de mRNA como de 

proteína (Ma, Sun, & Yang, 2011). Posteriormente se han publicado otros estudios que confirman la 

disminución en LCHAD en las placentas con preeclampsia de aparición temprana, así como una reducción 

en la oxidación de ácidos grasos de cadena larga (Bartha, Visiedo, Fernández-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 oxidación de los ácidos grasos en la preeclampsia también se ha 

estudiado previamente. Así, se ha propuesto que defectos en la oxidación de ácidos grasos de cadena 

larga reducen la capacidad de invasión 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 llevó a los autores a concluir 

que la disminución en la oxidación de ácidos grasos promueve la patogenia de la enfermedad participando 

en procesos de estrés oxidativo y en procesos de inflamación en las células endoteliales (X. Ding, Yang, 

Han, & Yu, 2015). Así mismo se han analizado posibles asociaciones de la expresión de LCHAD en la 

placenta con diversos parámetros clínicos de las mujeres gestantes. En esta línea, se ha observado una 

correlación negativa de los niveles de expresión de LCHAD en las placentas con preeclampsia de aparición 

temprana con los niveles de ácidos grasos circulantes maternos, pero no con los triglicéridos (F. Li et al., 

2015). En este mismo trabajo también se encontró una correlación negativa entre los niveles de expresión 
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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 podría ser un 

mecanismo etiopatogénico de la preeclampsia, particularmente de la de aparición temprana (Huai, Yang, 

Yi, & Wang, 2019; Huai, Yang, Yi, Wang, & Xiang, 2018).  

En línea con estas evidencias, en nuestro trabajo hemos encontrado una disminución en la 

expresión de LCHAD en ambas caras de la placenta, tanto en gestaciones con preeclampsia de aparición 

temprana como en gestaciones con preeclampsia de aparición tardía. Además, nuestros resultados 

indican que la correlación de la expresión de LCHAD con parámetros clínicos maternos es significativa en 

la cara fetal de las placentas. Así hemos encontrado que mientras que en las placentas control hay una 

correlación positiva entre LCHAD y los niveles circulantes de ácidos grasos libres y colesterol-HDL, esta 

asociación no se observa en la preeclampsia, lo que podría favorecer una alterada oxidación de ácidos 

grasos que precisamente se encuentran incrementados en el grupo de las mujeres con preeclampsia.  

Así como la expresión de LCHAD está ampliamente descrita en las placentas con preeclampsia, la 

de MCAD no ha sido tan estudiada. En nuestro trabajo hemos visto como el mRNA de esta enzima, al igual 

que ocurría con el de LCHAD, también se encuentra significativamente disminuido tanto en la cara 

materna como en la fetal e independientemente del momento de aparición de la preeclampsia, siendo 

en la cara fetal donde la disminución es mayor respecto de las placentas control. Si estos cambios en 

MCAD durante la preeclampsia están también asociados a una disminución en la producción de óxido 

nítrico y a una situación de estrés oxidativo, será objeto de estudios futuros. 

Además de estos cambios en las enzimas que participan en la β-oxidación, también se analizó el 

mRNA de CPT2 el sistema transportador implicado en la entrada a la mitocondria de los ácidos grasos de 

cadena larga. En la Figura 40.C se puede observar una disminución 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 disminución es específica de la patología independientemente del momento en el que se 

desarrolle.  

En conjunto, parece que, en la placenta de gestaciones complicadas con preeclampsia, 

particularmente en las de aparición temprana, no sólo la LCHAD y la MCAD sino también CPT2, presentan 

una disminuida expresión en la placenta, lo cual daría lugar a una disminución en la oxidación de ácidos 

grasos y como consecuencia se podría favorecer una mayor acumulación de lípidos en este tejido. El 

estudio de la actividad metabólica en ambas caras de estas placentas sería de interés para poder 

confirmar esta hipótesis. 
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A continuación, estudiamos el mRNA de otras enzimas implicadas en el metabolismo de los 

lípidos. 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 

patológicas, estas diferencias se pierden en la preeclampsia, independientemente de cuando se 

desarrolle.  

Apenas hay trabajos en la bibliografía en los que se haya abordado el estudio de la actividad de 

ACSL4 en la preeclampsia. Esta enzima activa los ácidos grasos de cadena larga produciendo el 

correspondiente acil-CoA, lo que les permite ingresar en distintas rutas metabólicas, incluyendo la 

biosíntesis de lípidos complejos como los fosfolípidos o la degradación de los ácidos grasos, una vez que 

han entrado en la mitocondria para la FAO. Se ha visto como las proteínas de la familia ACSL participan 

en procesos de invasión y de inhibición de apoptosis celular (Y. Tang, Zhou, Hooi, Jiang, & Lu, 2018). En 

un estudio realizado en células BeWo que fueron incubadas con ácidos grasos poliinsaturados de cadena 

larga (PUFA) se observó como disminuía la expresión de ACSL3, ACSL4, ACSL6, LPIN1 y FABP3, por lo que 

los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga participan en la regulación del propio metabolismo de 

ácidos grasos en la placenta lo cual podría afectar al desarrollo fetal (Johnsen, Weedon-Fekjaer, Tobin, 

Staff, & Duttaroy, 2009).  Dado que en el grupo de mujeres con preeclampsia los ácidos grasos circulantes 

se encuentran elevados respecto al grupo control, se podría pensar que de algún modo contribuirían a la 

disminución en la expresión de ACSL4 y lipina (ver más adelante). Además, algunos estudios en cáncer 

han mostrado una relación negativa de HIF-1α con ACSL4 (Y. Wang et al., 2022), por lo que se podría 

especular que HIF-1α, y por tanto la hipoxia, estaría también contribuyendo a la disminuida expresión 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 ácido cítrico para la obtención de energía, o bien participa en procesos de lipogénesis. Se 

ha visto que esta enzima además de generar acetil-CoA para la obtención de energía y lipogénesis, 

también participa en la regulación del metabolismo y en la captación de nutrientes en la célula (Moffett, 

Puthillathu, Vengilote, Jaworski, & Namboodiri, 2020). En la placenta humana, según datos del NCBi, la 

expresión de ACSS1 es superior a la de ACSS2, la forma citosólica, y de hecho en nuestro estudio, no 

encontramos expresión de ACSS2. La expresión de ACSS1 se encuentra disminuida en la cara fetal de las 

placentas con preeclampsia temprana. No hemos encontrado estudios que relacionen la expresión de 

ACSS1 con la preeclampsia, pero sí hay algunos trabajos en los que se relaciona una aumentada expresión 

de ACSS1 en distintos tumores, como en el carcinoma hepatocelular asociado a ambientes hipóxicos 
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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 regulación de la expresión de estas enzimas.  

 
Figura 42. mRNA de proteínas implicadas en síntesis y esterificación de lípidos en las distintas caras de la placenta 
de tercer trimestre procedente de gestaciones no-patológicas y gestaciones complicadas con preeclamsia. El análisis 
se realizó en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo de gestaciones complicadas con preeclampsia (PREE; morado). Este último 
grupo se subdividió en función del momento de aparición de la enfermedad como placentas procedentes de preeclampsia de 
aparición temprana (PE; azul) y preeclampsia de aparición tardía (PL; rojo). Determinación de mRNA por RT-qPCR de lipina 2 (CPT1A, 
A), glicerol-3-fosfato aciltransferasa 4 (GPAT4, B), Acetil-CoA carboxilasa α (ACACA, C). En las gráficas se representa la media y el 
error estándar del mRNA relativo respecto de la cara materna del grupo control. En las gráficas se representa la media y el error 
estándar 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 estadísticamente 
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 estadísticamente 
significativos *p <0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL). 
 

Se ha descrito como la expresión combinada de ACSS1 y ACSS2 en la célula determina la tasa de 

absorción de acetato y los niveles de acetato, están además relacionados con la acetilación de histonas, 

por lo que son claves en algunos procesos de regulación de la transcripción (Bulusu et al., 2017). En este 

sentido, se ha propuesto que el acetato participa en la regulación epigenética que promueve la síntesis 

de lípidos en condiciones de hipoxia, al activar la expresión de genes lipogénicos como ACACA o FASN, 

mediante mecanismos de acetilación de su región promotora. (Gao et al., 2016).  

Por último, como se muestra en la Figura 42, el análisis del mRNA de otras isoenzimas implicadas 

en la β-oxidación, como CPT1A, ACOX1, ACSM3 y ACSL3 no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos.  

Como se ha comentado anteriormente, ACSL4 y ACSS1 participan en la activación de los ácidos 

grasos, no sólo para su catabolismo, sino también para la incorporación de los ácidos grasos en los lípidos 

complejos. Por ello, se estudiaron también otras enzimas implicadas en la síntesis y esterificación de 

lípidos, como la lipina, proteína que participa en el proceso de esterificación de ácidos grasos para formar 
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triglicéridos, o la glicerol-3-fosfato aciltransferasa, que participa en la esterificación 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 A y 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 expresión en la cohorte de preeclampsia en función del momento de la aparición, se pierden las 

diferencias significativas en el caso de LPIN2, sin embargo, en el caso de GPAT4 se observa cómo es 

claramente menor la expresión de la enzima en las placentas procedentes de preeclampsia de aparición 

tardía. Estos resultados apuntan a que las placentas con preeclampsia presentan menor tasa de 

esterificación.  

El estudio de correlación de las enzimas involucradas en la esterificación de ácidos grasos, Lipina 

2 y GPAT4 con los parámetros clínicos mostró que en las placentas control el mRNA de LPIN2 en la cara 

materna está 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 atención también como en las placentas con preeclampsia tardía la expresión de LPIN2 correlaciona 

positivamente con el peso y el tamaño del recién nacido, lo que tampoco se observaba en el grupo control. 

La expresión de GPAT4 en las placentas apenas presenta correlación con los parámetros clínicos 

estudiados, excepto en el caso de las placentas control, donde a mayor nivel de colesterol-HDL, mayor es 

la expresión en la cara fetal de la placenta.  

La lipina es una proteína que cataliza la defosforilación del ácido fosfatídico a diacilglicerol, como 

paso previo a la esterificación para síntesis de triglicéridos. Además, se ha descrito que lipina cumple 

funciones como regulador transcripcional, modulando la homeostasis de los lípidos (Brohée et al., 2015). 

Nuestros resultados reflejan que la expresión 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 ácidos grasos circulantes se encuentran más elevados en 

las mujeres con preeclampsia, y que el tratamiento de células BeWo con PUFA induce una disminución en 

el mRNA de LPIN1 (Johnsen et al., 2009). En nuestro estudio no encontramos correlación de LPIN2 con los 

niveles de ácidos grasos circulantes maternos. Sin embargo, si hemos observado como la menor expresión 

de esta enzima en la placenta con preeclampsia tardía se asocia con un menor peso del recién nacido, 

probablemente por una menor disponibilidad de reservas energéticas. 

Es llamativa la disminución en la expresión la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa 4 (GPAT4) 

tanto en la cara materna como en la cara fetal de las placentas procedentes de gestaciones complicadas 

con preeclampsia de aparición tardía en comparación con las placentas control. La enzima GPAT4 cataliza 

la reacción entre el glicerol-3-fosfato y un acil-CoA, siendo su producto el ácido lisofosfatídico, y es 

limitante en la velocidad de biosíntesis de triglicéridos y fosfolípidos (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 retículo endoplásmico y es, según datos del NCBI, la 

isoforma mayoritaria en la placenta. Esta isoforma muestra actividad catalítica frente a ácidos 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 patologías metabólicas como la obesidad o la resistencia a la insulina. 

Por tanto, en las placentas con preeclampsia la expresión disminuida de LPIN2 y GPAT4 

favorecería una ralentización del metabolismo lipídico al verse afectada tanto la síntesis del ácido 

fosfatídico como su transformación en diacilglicerol. 

 Otra de las enzimas claves en el anabolismo de los lípidos es la acetil-CoA carboxilasa (ACACA), 

enzima limitante de la lipogénesis. En la Figura 42.C podemos observar como la expresión de ACACA, igual 

que ocurre con ACSS1, se encuentra disminuida en la cara fetal de las placentas de preeclampsia de 

aparición temprana en comparación 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 estadísticamente significativas. 

La expresión de ACACA correlaciona positivamente en la cara fetal de las placentas control con los niveles 

de PlGF y negativamente con los niveles de colesterol-HDL. Además, la expresión 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 vería favorecida su captación por la placenta y por ende su incorporación a 

triglicéridos. No es por tanto de extrañar que además 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 PlGF y 

negativamente con sFlt. En las placentas de preeclampsia tardía la expresión de ACACA, no presenta el 

mismo perfil de correlación 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 relación entre la expresión y los parámetros relacionados con la angiogénesis y con parámetros 

antropométricos maternos.  

Como se ha comentado la Acetil CoA carboxilasa, cataliza la transformación de acetil-CoA en 

malonil-CoA, siendo la enzima limitante de la velocidad de la síntesis de ácidos grasos de novo. En la 

bibliografía no se han encontrado muchos estudios que relacionen esta enzima con preeclampsia, pero si 

se ha descrito sobre su contribución al metabolismo de las células tumorales, como en células de cáncer 

de pulmón no microcítico (E. Q. Li et al., 2019) y también se ha propuesto como diana terapéutica para el 

desarrollo de fármacos para el tratamiento del síndrome metabólico (L. Chen et al., 2019).  Como se ha 

comentado anteriormente, se ha descrito que el acetato participa en la regulación epigenética que 

promueve la síntesis de lípidos en condiciones de hipoxia, al activar la expresión de genes lipogénicos 

como ACACA o FASN, por mecanismos de acetilación de su región promotora (Gao et al., 2016). Parece 
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pues, que la disminuida expresión de ACCS1, se asociaría con una menor llegada de acetato a la cara fetal 

de la placenta con lo que la inducción de la transcripción de ACACA se vería afectada, tal y como hemos 

visto en la cara fetal de las placentas complicadas con preeclamsia de aparición temprana. 

Otras enzimas analizadas que participan en el metabolismo y en la señalización celular en las que 

no encontramos diferencias entre los grupos fueron CBS y PI3K. Los resultados obtenidos en el análisis de 

los niveles de mRNA en estas enzimas se muestran en la Figura 43. 

Los resultados de nuestro estudio coinciden en algunos casos con lo descrito previamente en la 

bibliografía (X. Ding et al., 2015), si bien es verdad que hemos encontrado muy pocos estudios que 

analicen la diferencia en la expresión 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 lipídico 

podemos afirmar, en términos generales, que el nivel de expresión de LCHAD, MCAD, ACSL4, GPAT4 y 

LPIN2 a nivel de su mRNA, se encuentra disminuido en las placentas con preeclampsia, no observándose 

en general diferencias entre las caras de la placenta, y que la hipoxia o un alterado balance angiogénico, 

podrían estar regulando estos cambios. 

Figura 43. mRNA de proteínas del 
metabolismo, así como proteínas 
que participan en señalización en las 
distintas caras de la placenta de 
tercer trimestre procedente de 
gestaciones no-patológicas y 
complicadas con preeclamsia que 
mostraron diferencias entre los 
grupos de estudio.  El análisis se realizó 
en el grupo control (CTRL; gris) y el grupo 
de gestaciones complicadas con 
preeclampsia (PREE; morado). Este último 
grupo se subdividió en función del 
momento de aparición de la enfermedad 
como placentas procedentes de 
preeclampsia de aparición temprana (PE; 
azul) y preeclampsia de aparición tardía 
(PL; rojo).  Determinación de mRNA por 
RT-qPCR de cistationina β sintasa (CBS, A), 
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K, F). En las 
gráficas se representa la media y el error 

estándar 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.  

 

4.2.2.4 Expresión de proteínas que participan en angiogénesis y proliferación celular.  

Finalmente abordamos el análisis de expresión de genes que codifican por proteínas involucradas 

en procesos angiogénicos y de proliferación 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; PlGF, factor de crecimiento placentario que 

posee propiedades antiangiogénicas; ENG, que codifica por la endoglina, una glicoproteína de membrana 

tipo I 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 PlGF, el factor de 

crecimiento que es ligando de FlT1 o VEGFR1, por lo que tiene una función angiogénica y PTN, que codifica 

por la pleiotrofina, una citoquina que promueve la expresión de VEGF y por tanto posee también 

propiedades angiogénicas.  

Como se muestra en la Figura 44, encontramos que sFLT1 y ENG están significativamente más 

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, además, observamos que en las placentas de 

preeclampsia la expresión en la cara fetal es mayor que en la materna.  

 

Figura 44. mRNA relativo de proteínas 
que participan en la angiogénesis y 
proliferación celular, en las distintas 
caras de la placenta de tercer trimestre 
procedente de gestaciones no-
patológicas y complicadas con 
preeclamsia y que mostraron 
diferencias entre los grupos de estudio.  
El análisis se realizó en el grupo control (CTRL; 
gris) y el grupo de gestaciones complicadas 
con preeclampsia (PREE; morado). Este último 
grupo se subdividió en función del momento 
de aparición de la enfermedad como 
placentas procedentes de preeclampsia de 
aparición temprana (PE; azul) y preeclampsia 
de aparición tardía (PL; rojo).  Determinación 
de mRNA por RT-qPCR de factores que 
participal en la angiogénesis como endoglina 
(ENG, A) y sFLt-1 (sFLT1, B), pleiotrofina (PTN, 
C) y factor de crecimiento placentario (PGF, 
D). En las gráficas se representa la media y el 
error estándar 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 estadísticamente 
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 estadísticamente significativos *p 
<0.05 y **p < 0.01. (PREE; PE; PL vs. CTRL). 
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En el estudio de correlación que se muestra en la Figura 45 se puede observar como en las 

placentas procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia tardía apenas hay correlaciones con 

los datos bioquímicos y clínicos analizados, siendo las placentas de preeclampsia temprana donde se 

observa un mayor número de asociaciones para todos los genes estudiados, en especial en la cara fetal. 

Así, 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 parámetros clínicos estudiados. 

Sin embargo, en la cara fetal de las placentas control existe una correlación positiva con los ácidos grasos 

libres y con el peso del recién nacido. En el caso de las placentas con preeclampsia de aparición temprana, 

la expresión de sFLT1, al contrario que en los controles, correlaciona negativamente con el peso del recién 

nacido (Figura 46) y además también correlaciona negativamente con el IMC materno. Así mismo, 

presenta una correlación positiva con el colesterol-HDL y con la proteinuria, uno de los principales signos 

asociados con la preeclampsia.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Heat-map en el que se representa la 
correlación entre los niveles de mRNA de proteínas que 
participan en angiogénesis y proliferación celular en la 
placenta y diversos parámetros clínicos. Se analizaron los 
datos de la correlación del mRNA con los parámetros clínicos, 
obstétricos y bioquímicas de la madre y el recién nacido, los 
resultados se muestran con el coeficiente de correlación de 
Spearman (Sρ) entre variables. Se consideraron correlaciones 
estadísticamente significativas con *p<0.05 y **p<0.01. Los 
parámetros incluidos fueron: edad materna (años), IMC 
materno pregestacional (Kg/m²), ganancia de peso de la mujer 
durante la gestación (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), 
ácidos grasos libres (mmol/L), glucosa (mg/dl), insulina 
(µU/mL), péptido C (ng/mL), índice HOMA, proteinuria, peso 
del recién nacido (g), percentil del recién nacido. 
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Por su parte, la expresión de ENG en las placentas control correlaciona positivamente tanto en la 

cara materna como en la cara fetal con los niveles de colesterol-HDL, así como con los ácidos grasos libres. 

Además, en la cara fetal también correlaciona positivamente con el peso de la placenta. En las placentas 

de preeclampsia temprana sólo se observa una correlación de la expresión de ENG en la cara fetal de las 

placentas con los niveles de colesterol-HDL. Por su parte, en las placentas de preeclampsia tardía se 

observa una correlación negativa entre la expresión de ENG en la cara materna y el peso de la placenta y 

una correlación positiva con los niveles circulantes de sFLT-1 en la madre. 

En relación con las moléculas angiogénicas, hemos visto como, la expresión de PTN es menor en 

la cara materna de las placentas procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia de aparición 

tardía, presentando una disminución en la expresión de casi el 50% respecto de la cara materna del grupo 

control (Figura 44.C.). Mientras la expresión 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 

estadísticamente significativa en la cara fetal de éstas, en concreto en el grupo de la preeclampsia tardía 

(Figura 44.D.). En línea con estos resultados, encontramos en el estudio de correlación (Figura 45) que en 

las placentas control, tanto en la cara materna como en la cara fetal, se observa una correlación negativa 

de PTN con los niveles de colesterol-LDL. Además, en la cara fetal de las placentas control también se 

observa la correlación 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 ácidos grasos libres y positivamente con la insulina, el péptido C, el índice HOMA 

y el percentil del recién nacido. En las placentas de preeclampsia tardía solo encontramos asociación 

positiva de la expresión de PTN en la cara materna con el IMC de la gestante previo a la gestación. Por 

otro lado, como se muestra en la Figura 45, la expresión de PGF en las placentas control en su cara 

materna no presenta ninguna correlación, y en la cara fetal únicamente se observa una correlación 

positiva con el colesterol asociado a HDL. Esta asociación no se encuentra en ningún caso en las placentas 

procedentes de gestaciones complicadas con preeclampsia.  

A diferencia de PGF y 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 relación de sFLT1 y preeclampsia está 

ampliamente descrita en la bibliografía.  Así, se ha visto que tanto la expresión 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 sFlT1,  junto con el PGF, se utiliza como biomarcador pronóstico de la 

enfermedad (H. Yang et al., 2022), además de estudiarse como posible diana terapéutica (Gubenšek et 
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al., 2021). Por tanto, nuestros resultados van en línea con lo publicado en la bibliografía, ya que los niveles 

de expresión son mayores que en placentas control. 

 
Figura 46. Gráfico de correlación entre la expresión de sFLT1 en la placenta y el peso del recién nacido.  

Ahora bien, cuando separamos la cohorte en función del momento de desarrollo de la 

preeclampsia, pudimos observar cómo el aumento de la expresión de sFLT1 se debe fundamentalmente 

al incremento que tiene lugar en las placentas procedentes de preeclampsia temprana, sin haber cambios 

significativos en la preeclampsia tardía. Y lo que es aún más interesante, en este grupo de gestaciones 

complicadas con preeclampsia temprana se observa una diferencia muy significativa en la expresión 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 perfusión con sulfato de 

magnesio aumenta la secreción de sFLT1 en la cara fetal de las placentas con preeclampsia (Eshkoli et al., 

2013). Por otra parte, mientras que hemos visto una clara correlación positiva del mRNA de sFLT1 con el 

peso del recién nacido en la placenta control, esta asociación es negativa en el caso de la placenta derivada 

de preeclampsia temprana. Esto supone que a mayor expresión de sFLT1 en la cara fetal en preeclampsia 

se asocia a un menor peso del recién nacido, probablemente por una alterada angiogénesis que estaría 

dificultando la llegada de nutrientes y otras moléculas relevantes al feto. En el caso de ENG se han descrito 

menores niveles de expresión mientras que de sENG se han descrito niveles más altos (Ball et al., 2009). 

Hemos encontrado escasas referencias en la bibliografía en las que se haya relacionado PTN y 

preeclampsia. En 2009 se observó como PTN participaba en la placentación, sobre todo en etapas 

tempranas de la gestación, además 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 describió que los 
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niveles de expresión de PTN en la placenta eran menores en un modelo de ratón 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, además de promover la proliferación celular, actuaría también como un 

factor proangiogénico ya que promueve la expresión de VEGF (Parada-Niño, Castillo-León, & Morel, 2022; 

Robillard, Dekker, Scioscia, & Saito, 2022). En nuestro estudio hemos encontrado una disminución de los 

niveles del mRNA de PTN mayoritariamente en preeclampsia tardía, de forma similar al PGF, el otro factor 

proangiogénico analizado en nuestro estudio. Precisamente, el efecto proangiogénico de PGF está 

ampliamente descrito en la bibliografía, así 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 expresión de PGF son más bajos que en las placentas control y los niveles de expresión de 

sFLT1 son más altos (Núñez-Gómez & Lopez-Novoa, 2015; Shahid, Bari, & Hussain, 2022).  

Parece por tanto que en las placentas de preeclampsia de aparición temprana el defecto en la 

angiogénesis está asociado a un aumento de la expresión de factores antiangiogénicos, como sFLT y ENG 

mientras que, en las placentas de preeclampsia de aparición tardía, la angiogénesis defectuosa podría 

estar relacionada con la disminución de los factores angiogénicos, PGF y PTN en la placenta.  

 

Consideraciones finales: 

La preeclampsia de aparición temprana está asociada a un defecto en la placentación provocado 

por la disfunción de la invasión del trofoblasto, el diagnóstico de esta se produce antes de la semana 34 y 

está asociada con una mayor tasa de mortalidad fetal y morbilidad materna (Aneman et al., 2020). Como 

podemos observar en los datos clínicos, los casos de preeclampsia temprana como es lógico 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 más bajo que en el resto de los grupos. En estas gestantes únicamente 

se observan mayores niveles de colesterol asociado a HDL.  

La preeclampsia de aparición tardía está asociada a un defecto en la remodelación de las arterias 

espirales que provoca la hipoperfusión sanguínea, sin que se produzca un defecto en la invasión 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 síntomas 

comentados en la patología, una alteración sistémica del endotelio vascular materno que afecta a 

distintos órgano. El diagnóstico es posterior a la semana 34 de gestación (Parada-Niño et al., 2022). En las 

gestaciones complicadas con preeclampsia de aparición tardía 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 sí son más bajos.  
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En cuanto a los parámetros clínicos maternos podemos observar cómo estas mujeres presentan 

mayores niveles de triglicéridos, insulina y péptido C. En relación con los niveles de expresión de proteínas 

en las placentas hemos encontrado una diferencia en la expresión ENG, PGF, PTN y GPAT4.   

Los resultados de nuestro estudio con relación al efecto de la preeclampsia en la expresión génica 

en la placenta coinciden con lo descrito previamente en la bibliografía, si bien es verdad, que hemos 

encontrado muy pocos estudios que analicen la diferencia en la expresión de transportadores, nutrientes 

y enzimas en las distintas caras de la placenta y en función del momento de aparición de la preeclampsia. 

Con los resultados obtenidos en nuestro trabajo parece que con la preeclampsia se produce una alteración 

en la expresión 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 relación 

con las enzimas implicadas en el metabolismo lipídico, en términos globales, el nivel de expresión de 

LCHAD, MCAD, ACSL4, GPAT4 y LPIN2 se encuentra disminuido en las placentas con preeclampsia, no 

observándose en general diferencias muy marcadas entre las caras de la placenta. El mecanismo 

subyacente a la regulación de la expresión génica de transportadores en placentas con preeclampsia aún 

no se ha descrito con claridad, sin embargo, se ha visto que tanto HIF-1α como sFlt1, relacionados con 

hipoxia y angiogénesis respectivamente, participan en esta regulación (Chun & Kim, 2021; Vogtmann et 

al., 2019; H. Zhao et al., 2021). 

Este efecto es particularmente evidente en las placentas de preeclampsia de aparición temprana, 

donde hemos visto un claro incremento de factores antiangionénicos como sFLT1 o ENG.  Este efecto 

parece específico de la preeclampsia temprana, ya que no se observa en las placentas de preeclampsia 

tardía, donde parece que es la disminución de los factores angiogénicos los que podrían estar modulando 

la alterada angiogénesis. Parece que el nivel de expresión 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 disfunción de la misma, promoviendo un bajo peso del recién nacido al nacer, que 

puede además ir en consonancia con la disfunción en el transporte de nutrientes por parte de los 

transportadores.  

 

 

 

 



 
 

 125

4.3 Limitaciones del estudio:  

 La edad gestacional tanto en los partos gemelares como en los partos con preeclampsia es más baja 

que en los sencillos no patológicos. Dado que el análisis de expresión 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 más baja en este tipo de gestaciones, no podemos 

descartar que tenga alguna influencia en los resultados de expresión 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 

acompañan a la fecundación in vitro.  

 En el estudio de los gemelos el número 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 expresión génica, se han utilizado explantes de placenta pequeños. 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 región fibrótica, y que ello afecte a los datos obtenidos, 

particularmente en aquellos parámetros que presentan mayor variabilidad.  

 En el estudio de expresión génica no se han podido confirmar todos los cambios observados en el 

mRNA a nivel de proteína, ya que en algunos casos no se disponía de suficiente tejido. En estudios 

posteriores se planteará la validación de los cambios más importantes encontrados no sólo a nivel de 

mRNA, sino también de proteína.  
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1. Los polimorfismos rs10830963 y rs1387153 del receptor de melatonina 1B (MTNR1B) presentan 

con mayor frecuencia el alelo de riesgo en las gestantes con diagnóstico de diabetes gestacional 

en primer trimestre de gestación, que en las diagnosticadas en el segundo trimestre o en las 

gestantes sin patología conocida. Por tanto, estos SNP se podrían considerar como candidatos 

potenciales para su validación como biomarcadores de diabetes gestacional de inicio temprano. 

2. El hsa-miR-206 se ha identificado como potencial biomarcador circulante de diabetes gestacional 

de aparición en el segundo trimestre. 

3. 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. 

4. En la preeclampsia se produce una alteración en la expresión de transportadores de nutrientes, 

como GLUT1 o GLUT3, que parece estar asociada a la hipoxia que se produce en esta patología. 

Este cambio es particularmente importante en la cara fetal de la placenta y podría ser la 

consecuencia de un posible mecanismo adaptativo para permitir asegurar una suficiente 

disponibilidad de ATP tanto para la placenta como para el feto. 

5. 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 aparición temprana, la disminución en la angiogénesis está asociada con un 

aumento marcado de la expresión de factores antiangionénicos como sFLT1. Este aumento, que 

es más acusado en la cara fetal de la placenta, podría estar contribuyendo al menor peso corporal 

de los recién nacidos. Por el contrario, en la preeclampsia de aparición tardía, la alterada 

angiogénesis se encuentra asociada a la disminución de los factores proangiogénicos, como el 

PGF o PTN, sin cambios significativos en la expresión de factores antiangionénicos. 
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