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Resumen

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es una complicacion frecuente del embarazo que puede afectar el
ambiente intrauterino y, potencialmente, la salud futura del recién nacido. En afios recientes, la evidencia ha
respaldado la teoria de DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease), la cual plantea que el entorno
durante las etapas criticas del desarrollo fetal puede influir en la programacion de enfermedades crénicas en
la vida adulta. En este contexto, el ADNmt ha sido propuesto como un mediador sensible a condiciones
metabdlicas adversas como la hiperglucemia, ya que el exceso de glucosa favorece la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que puede generar dafio mitocondrial y alterar su niumero de copias.
Este estudio evalud el impacto de la DMG y sus tratamientos (conservador y metformina) sobre la expresion
del ADN mitocondrial (ADNmt) en tejido placentario, especificamente el gen MT-RNR1. Se analizaron 50
muestras de placenta mediante PCR cuantitativa en tiempo real, comparando tres grupos: embarazos
fisiolégicos, DMG tratada sin farmacos y DMG tratada con metformina. En este estudio, aunque no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de ADNmt entre los grupos, se
identificd una tendencia a su disminucién en presencia de DMG. No se observaron diferencias entre el grupo
de DMG tratada con metformina y el grupo de embarazo fisiolégico. Estos hallazgos sugieren que el nimero
de copias de ADNmt podria representar un marcador sensible del ambiente metabdlico intrauterino.
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Introduccion

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado por hiperglucemia crénica, derivada de defectos
en la secrecidon de insulina, en su acciéon o en ambos. Entre sus diferentes formas, la Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) se define como una intolerancia a la glucosa diagnosticada por primera vez durante el
embarazo'. Esta condicion representa una de las complicaciones obstétricas mas frecuentes a nivel mundial.
De acuerdo con el Atlas 2024 de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), se estima que 23.6 millones
de nacidos vivos (17.3%) estuvieron expuestos a hiperglucemia durante la gestacion, de los cuales el 81%
correspondié a DMG2.

El tamizaje para detectar DMG debe realizarse entre las semanas 24 y 28 de gestacion. En mujeres con
factores de riesgo, se recomienda realizar la prueba desde el inicio del embarazo. En México, el diagnéstico
puede establecerse conforme a dos consensos clinicos: mediante un solo paso, con una Curva de Tolerancia
a la Glucosa Oral (CTGO) utilizando una carga de 75 g de glucosa, segun el Consenso IADPSG; o bien,
mediante un enfoque en dos pasos, que consiste en una prueba de tamizaje inicial con 50 g de glucosa,
seguida por una CTGO con carga de 100 g y mediciéon durante 3 horas en pacientes con glucosa plasmatica
2140 mg/dL, de acuerdo con el Consenso NIH. La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) desaconseja el
uso de la hemoglobina glucosilada (HbA1c) para el diagnéstico de DMG, ya que el recambio acelerado de
eritrocitos durante el embarazo tiende a disminuir sus niveles, tanto en mujeres con diabetes como en
aquellas sin la enfermedad’.

El tratamiento de la DMG comienza con modificaciones al estilo de vida —como dieta controlada y ejercicio
fisico—, con el objetivo de mantener niveles de glucosa en ayuno <95 mg/dL y <120 mg/dL postprandiales.
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Si estas metas no se alcanzan en dos semanas, se recomienda iniciar tratamiento farmacologico’. La insulina
es el estandar terapéutico por su eficacia y seguridad fetal. Sin embargo, en los ultimos afios, el uso de
metformina ha cobrado importancia como alternativa por su bajo costo, administracion oral y buena tolerancia.
A pesar de su eficacia, la metformina atraviesa la placenta y alcanza concentraciones fetales similares a las
maternas, lo que ha generado incertidumbre sobre sus efectos a largo plazo en la salud del producto3.

Las mitocondrias, estructuras celulares esenciales para la produccion de energia mediante la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS), desempefian un papel crucial en el metabolismo de la glucosa. Ademas de generar
ATP, regulan funciones clave como la sefializacién por calcio, la apoptosis y la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS). EI ADN mitocondrial (ADNmt), un genoma circular y exclusivo de la mitocondria,
codifica genes fundamentales para la cadena respiratoria. Su numero de copias se ha asociado con el estado
funcional mitocondrial y se ha propuesto como un biomarcador sensible a condiciones de estrés metabdlico
intrauterino®.

Antecedentes y Justificacion

La diabetes gestacional (DMG) es un trastorno metabdlico caracterizado por hiperglucemia que se presenta
por primera vez durante el embarazo. Esta condicion se asocia con un mayor riesgo de complicaciones tanto
maternas como fetales, entre las que destacan: aborto espontaneo, preeclampsia, anomalias congénitas,
macrosomia, hipoglucemia y muerte perinatal. Asimismo, se ha documentado que la exposicidon a un
ambiente hiperglucémico intrauterino incrementa la probabilidad de desarrollar obesidad, hipertensién y
diabetes tipo 2 en etapas posteriores de la vida'%8,

En afios recientes, la evidencia ha respaldado la teoria de DOHaD (Developmental Origins of Health and
Desease), la cual plantea que el entorno durante las etapas criticas del desarrollo del feto puede influir en la
programacion de enfermedades cronicas en la vida adulta. Dentro de este marco, el ADN mitocondrial
(ADNmt) ha sido relevante como un potencial mediador entre el ambiente materno y la salud futura del
individuo. Diversos estudios sugieren que el numero de copias ADNmt puede alterarse ante la exposicion a
factores como la hiperglucemia, dado que el exceso de glucosa favorece la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS), lo que conlleva a dafio mitocondrial’.

Las mitocondrias desempefian funciones esenciales en la célula como la produccién de ATP, el metabolismo
de lipidos y carbohidratos, y la regulacion del estrés oxidativo. Por esta razén, la disfuncion
mitocondrial puede contribuir al desarrollo de mdltiples enfermedades cronicas’. En particular, la placenta es
un érgano de alta demanda energética debido a su papel en el suministro de nutrientes y oxigeno al feto. Su
riqueza en mitocondrias convierte al ADNmt en un marcador sensible del estado metabdlico intrauterino.
Ademas, al ser exclusivamente de herencia materna, las alteraciones en su integridad o cantidad podrian
tener implicaciones directas en la salud fetal®.

El presente estudio busca determinar si los diferentes tratamientos empleados en el manejo de la diabetes
gestacional-intervenciones no farmacoldgicas como dieta y ejercicio, frente al uso de metformina, tienen un
impacto diferencial en la cantidad de copias de ADN mitocondrial de la placenta, comparado con embarazos
fisioldgicos. Esta cuantificacion puede ofrecer informacion valiosa sobre los efectos que tiene el tratamiento
materno en el ambiente metabdlico del feto. En general, las copias de mitDNA se calculan mediante la
amplificaciéon de genes mitocondriales usando PCR cuantitativa en tiempo real, con la amplificacion de genes
nucleares como referencia.

La eleccién del ADN mitocondrial como marcador obedece a su papel clave en la funcién energética celular
y a su sensibilidad frente al estrés oxidativo’. Al considerarse un biomarcador temprano de disfuncion
mitocondrial su analisis puede brindar evidencia sobre el impacto sobre la DMG y sus terapias sobre el
desarrollo fetal.

Ademas, comprender estos efectos podria reforzar la importancia del asesoramiento preconcepcional y abrir
nuevas lineas de investigacion para el desarrollo de estrategias preventivas. A futuro, este conocimiento
podria contribuir al disefio de terapias que protejan la funcion mitocondrial o al uso del ADNmt como
herramienta diagnostica para predecir complicaciones como macrosomia o hipoglucemia neonatal, facilitando
la toma de decisiones en tiempo oportuno.
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Material y métodos

Poblacion

En el estudio realizado se incluyeron mujeres embarazadas con edades entre 18 a 35 afios, con embarazos
de entre 37 a 41 semanas, que tuvieran embarazo con evolucién normal y mujeres con DMG que hayan sido
diagnosticadas por primera vez durante la gestacion en el segundo trimestre del embarazo, (24 a 28 semanas
de gestacion), tratadas con metformina y inicamente controladas con dieta y ejercicio. Todas con embarazos
llegados a término, productos Unicos nacidos por parto eutdcico o cesarea y sin sufrimiento fetal, en el
Hospital de Especialidades Materno infantil de Ledn, Gto.

El estudio cuenta con aprobacién del Comité de Etica para la investigacion de la Universidad de Guanajuato
(CIPIUG-P49-2022), y el Comité de Etica en investigacion del Hospital de Especialidades Materno Infantil de
Ledn (CEI 20-2023). Los procedimientos realizados fueron de acuerdo con las Leyes Generales de Salud
Mexicanas. Todas las mujeres que participaron en el estudio firmaron un consentimiento informado antes del
reclutamiento.

Se tomaron en cuenta los siguientes parametros para no incluir a mujeres en el estudio: diagnéstico de
enfermedad hipertensiva del embarazo, diabetes pregestacional o tipo 2, sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos, enfermedades del tejido conectivo, enfermedades infecciosas crénicas, tabaquismo o
alcoholismo durante el embarazo y aquellas que no dieron su consentimiento previo para participar en el
estudio.

Se utilizaron las tablas actualmente validadas para la poblacién mexicana para la clasificacion de los recién
nacidos como pequefios para la edad gestacional (PEG), apropiados para la edad gestacional (AGA) o
grandes para la edad gestacional (GEG) con base en su peso al nacer y la edad gestacional.

Recoleccion de muestras

En la primera hora después del parto se obtuvo un trozo de tejido placentario de 5 x 5 cm, incluyendo los
lados fetal y materno, a medio camino entre la insercion del cordén y el borde placentario, se realizé un lavado
con PBS. El tejido placentario se congelé de manera inmediata en hielo seco y se transportd para ser
almacenado en refrigeracion a -70°C hasta su uso.

Las biopsias de placenta obtenidas se dividieron en tres grupos para su estudio: fisioldgico (FIS), DMG tratada
con dieta y ejercicio solamente (DMGC) y DMG tratada con metformina (DMGM). Para realizar la investigacion
se tomaron 50 muestras de placentas: 20 FIS, 15 DMGC y 15 DMGM.

Procedimiento

Se tomaron 10 mg de cada placenta en un tubo rotulado con el cédigo correspondiente, abarcando la cara
materna y la cara fetal. Se homogeneizé el tejido utilizando un politrén con 300 uL de buffer de lisis (cat.
1045730), se anadieron 1.5 pL de proteinasa K, se mezclé 25 veces por inversion y se incubé a 55°C por 1
hora (hasta ver el tejido completamente lisado) invirtiendo el tubo periédicamente durante la incubacion. En
el siguiente paso se afiadieron 1.5 uL de la solucién “A” de RNasa y se mezclé por inversion 25 veces,
posteriormente se incubd a 37°C por 1 hora, terminando la incubacién a 37°C se mantuvo por un minuto en
hielo y se afiadieron 50 pL de la solucion de precipitacion de proteinas y se realizé vortex vigoroso por 20
segundos. Se centrifugd por 3 minutos a 13,000 x g, una vez terminada la centrifugacion se colocaron 1,500
uL de isopropanol frio en un nuevo tubo de 2 mL y se afadié cuidadosamente el sobrenadante obtenido, se
mezcld por inversion 50 veces y se centrifugd por 1 minuto a 13,000 x g, posteriormente se desechd el
sobrenadante y se retird el resto del liquido por capilaridad, cuidando que el pellet permaneciera en el tubo,
se afiadieron 300 pL de etanol al 70% y se lavo el pellet de ADN, se volvié a centrifugar durante 1 minuto a
13,000 x g y se desechd el sobrenadante, se dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente se
afiadieron 100 pL de la solucién de hidratacion del ADN y se dio vértex 5 segundos a velocidad media.
Finalmente se incub6é a 65°C durante 1 hora para disolver el ADN y se almacenaron a -20°c hasta su
utilizacién.
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PCR cuantitativa (qPCR)

Se cuantificaron las muestras de ADN utilizando un espectrofotdémetro (NanoDrop), midiendo la absorbancia
a 260 nm, (se calcul6 de igual manera la relacion de absorbancias a 260 y 280 nm para evaluar la pureza del
ADN), una vez cuantificadas las muestras, se realizaron diluciones de cada una de ellas, partiendo de la
concentracion inicial para obtener una concentracion final de 50 ng/uL. Una vez hechas las diluciones se
procedi6 a realizar la gPCR.

Los dos genes a analizar mediante la qPCR fueron MT-RNR1 y HBB, siendo HBB el gen “control” ya que este
es un gen nuclear, y MT-RNR1 el gen de interés, ya que este codifica para la subunidad 12s de los ribosomas
mitocondriales.

Se preparo el master mix para cada gen (MT-RNR1 y HBB) el cual incluyé SYBRgreen master mix (5 uL por
1 reaccion), los primers reverso y forward para cada gen correspondiente (1 uL por cada reaccion, cada una
teniendo una concentracion de 10 picoMoles de primers) y agua estéril (1 yL por cada reaccion),
posteriormente en placas para gPCR de 96 pozos se colocaron 8 uL del mix correspondiente (con los primers
para MT-RNR1 o HBB segun fuera el caso) en cada pozo, para posteriormente colocar 2 uL de ADN de cada
muestra en los pozos (se colocaron las muestras por duplicado) y 2 puL de agua estéril para los controles
negativos, para finalmente tener reacciones de 10 uL en cada uno de los pozos, se procedio a realizar la
gPCR en el equipo QuantStudio 5 Real — Time, antes de meter la placa en el equipo se centrifugd durante 20
segundos (centrifuga de placas PCR Labnet MPS1000) para asegurarse que todos los componentes de la
reaccion se encontraran mezclados en el fondo del pozo, posteriormente se introdujo la placa en el equipo y
comenzo con la reaccion bajo los siguientes parametros®:

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 minutos 1
95°C 10 segundos

60°C 30 segundos 45
72°C 13 segundos

Melting Curve

95°C 15 segundos 1
60°C 1 minuto 1
96°C 1 segundo 1
Final

40°C 3 minutos 1

Una vez realizada la gPCR se analizaron los datos utilizando el programa QuantStudio Real — Time PCR
(gPCR) system, Microsoft Excel y GraphPad Prism.

Resultados

Se obtuvieron los datos de los Ct del ADN de las muestras analizadas mediante la PCR cuantitativa (QPCR),
los cuales se utilizaron para realizar el analisis de la expresion génica mediante el método de AACt utilizando
el grupo FIS como grupo control y el gen constitutivo 3-globina como gen de referencia, siendo el gen
mitocondrial MT-RNR1 (12s) el gen blanco a analizar. Esta expresion es representativa del numero de copias
del ADNmt.

Posteriormente se calcul6 el logaritmo de los resultados obtenidos y con estos datos se realizé un andlisis de
las diferencias mediante Kruskal-Wallis. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
analizados (FIS, GDM-C y GDM-M), (p=0.0871. El grupo DMG sin metformina mostré una tendencia no
significativa a una menor expresion del gen 12s) (Figura 1.).
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Figura 1. La grdfica representa el promedio de la expresion génica, representativo del nimero de copias de DNAmt, en cada uno de los grupos
analizados siendo FIS (embarazo fisiolégico), GDM-C (diabetes mellitus gestacional tratada con ejercicio y dieta) y GDM-M (diabetes mellitus
gestacional tratada con metformina).

Discusion

En el presente estudio, las muestras de placenta de las pacientes que fueron evaluadas muestran la expresion
del gen MT-RNR1 (12s) en todos los grupos, se observa una tendencia de que la presencia de diabetes
mellitus gestacional (DMG) disminuye la expresion de dicho gen, sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre los 3 grupos en el andlisis realizado como se mencioné anteriormente en los resultados
obtenidos.

En afios recientes se ha respaldado la teoria de que el ADN mitocondrial (ADNmt) es relevante como un
potencial mediador entre el ambiente materno y la salud futura del individuo. Se ha sugerido que el nimero
de copias ADNmt puede alterarse ante la exposicion a factores como la hiperglucemia, o la exposicion a
diversos contaminantes o farmacos como en este caso el de eleccién para el tratamiento de la DMG que es
la metformina, por esto mismo se analizaron grupos de mujeres que llevaron un embarazo fisiolégico no
patolégico, mujeres con DMG sin tratamiento farmacoldgico y mujeres con DMG que utilizaron metformina
como tratamiento2.

Se observo una tendencia a una disminucion en el numero de copias de ADNmt en las muestras de pacientes
con DMG, lo cual podria deberse a la hiperglucemia con la que cursa esta enfermedad. Asimismo, se observa
una mayor variabilidad en los datos del grupo GDM-M, lo cual podria ser consecuencia del uso y efectos de
la metformina distintos para cada paciente durante el embarazo. Los resultados obtenidos en este estudio
deberan corroborarse en otras cohortes de pacientes.

Conclusiones

La presencia de DMG en el embarazo podria generar una disminucion en la expresién del gen mitocondrial
MT-RNR1 (12s), sugiriendo que el ADNmt placentario es sensible del ambiente materno al que se ha
encontrado sometido el feto durante el embarazo.
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