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Resumen

La Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) es un problema de salud significativo tanto a nivel mundial como
nacional. La ausencia del control metabdlico de las pacientes embarazadas con esta condiciébn aumenta el
riesgo de complicaciones como preeclampsia, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico, asi como
hipoglucemia neonatal, macrosomia, partos distocicos, obesidad infantil, 6bitos, entre otros. Esto se relaciona
con el concepto DOHaD “Los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad”, la cual afirma que los
factores ambientales adversos durante el desarrollo fetal inducen cambios metabdlicos que pueden impactar
a corto y largo plazo.

La metformina se emplea para el tratamiento de la DMG y alun no se conoce completamente su impacto a
nivel molecular en el tejido placentario y sobre la salud de la descendencia. Los mecanismos intracelulares
que permiten a la metformina atravesar la barrera hemato-placentaria son objeto de investigacion, mostrando
interés en los transportadores del farmaco, como MATEZ1, el cual, en compafiia de OCT3, proporciona una
via excretora del transporte de metformina desde el feto a la madre. Por otro lado, la DNMT1 es una enzima
metil-transferasa que se destaca como posible contribuyente crucial en el origen de diversas enfermedades.

En este articulo se muestran los resultados de un estudio piloto realizado en un grupo de pacientes con
embarazo fisiolégico, embarazo con DMG en control con dieta y ejercicio, ademas de embarazo con DMG
tratadas con metformina, donde se compararon los niveles de expresion proteica de MATE1 y DNMT1
mediante Western blot.
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Introduccion

La Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), es una patologia caracterizada por intolerancia a la glucosa, que se
reconoce por primera vez durante el embarazo. La Federacion Internacional de Diabetes estim6 que en 2021,
21.1 millones (16.7%) de los nacidos vivos presentaron algun tipo de hiperglucemia en el embarazo, de los
cuales 80,3% se debié a DMG!.

El tamizaje para DMG se realiza entre las semanas 24 a 28 de gestacion. En México, el diagndstico puede
realizarse de acuerdo a dos consensos, en un paso con una Curva de Tolerancia de Glucosa Oral (CTGO)
con carga de 75 gr segun el Consenso IADPSG o en dos pasos con un tamizaje de 50 gr y CTGO con carga
de 100 gr con medicion durante 3 horas en pacientes con valores plasmaticos de glucosa 2140 mg/dL segun
el Consenso NIH!. Algunas complicaciones fetales son macrosomia, hipoglucemia después del nacimiento,
muerte neonatal y sindrome de distrés respiratorio, ademas la madre tiene mayor posibilidad de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 en los préximos 5 o 10 afios después del parto?.

El tratamiento no farmacologico de la DMG es la dieta y ejercicio, esto con el objetivo de bajar los niveles de
glucosa plasmatica, controlar la ganancia de peso y minimizar las complicaciones materno-fetales. Sin
embargo, si la meta de <95 mg/dL en ayuno y <120 mg/dL postprandial no lograra alcanzarse en dos
semanas, se comienza con tratamiento farmacoldgico. La insulina es el tratamiento recomendado para la
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DMG por su capacidad de disminuir los niveles de glucosa plasmatica y de ser seguro para el producto, pero
puede tener efectos adversos como la hipoglucemia si no se administra de forma adecuada. La segunda linea
de tratamiento farmacolégico son los hipoglucemiantes orales como la metformina?.

La metformina es utilizada en el embarazo para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y diabetes
mellitus gestacional (DMG)?, estudios in vitro e in vivo han establecido que la metformina atraviesa la placenta,
en el momento del parto en la arteria y vena umbilicales que van desde concentraciones no detectables hasta
concentraciones terapéuticas maternas, pero aun no hay evidencia suficiente que compruebe su seguridad a
largo plazo*®.

Antecedentes y justificacion.

La metformina se prescribe cada vez mas durante el embarazo, con efectos maternos beneficiosos,
reduciendo la presencia de macrosomia fetal, ingreso en cuidados intensivos neonatales, hipoglucemia
neonatal y riesgo de preeclampsia. Sin embargo, el mecanismo exacto de su transferencia transplacentaria
auln esta por dilucidar3.

A pesar del paso de metformina a través de la placenta, en estudios in vivo e in vitro se ha visto que el embrion
humano temprano puede no responder a la metformina debido al bajo contenido mitocondrial y la expresién
insignificante de transportadores de metformina®. Aunque la evidencia es contradictoria, algunos estudios han
demostrado que el tejido placentario retuvo sélo pequefias cantidades de metformina y que es poco probable
gue esta concentracién afecte su funcion”.

Otros estudios arrojan que hay una marcada relaciéon entre las concentraciones de metformina materna,
placentaria y fetal®. Cultivos de trofoblastos primarios expuestos a concentraciones de metformina
clinicamente relevantes han reducido la respiracién mitocondrial, la produccion de ATP dependiente de las
mitocondrias y los marcadores de estrés oxidativo®. La produccion de energia placentaria tiene un papel
importante en el apoyo al crecimiento fetal y el bienestar durante el embarazo, por lo que la disminucién de
ésta podria afectar al crecimiento fetal intrauterino y la programacién metabdlica a largo plazo en embarazos
expuestos a metformina®?®.

En estudios en modelos de ratas se ha concluido que MATEL1 (transportador de metformina) se encuentra
principalmente en el lado apical de la placenta (que mira hacia la madre) y que bombea cationes organicos
desde el trofoblasto a la circulacion materna, por lo que se piensa que desempefia un papel importante en la
proteccién y desintoxicacion fetal y que su expresion proteica es diferente en placentas a término de mujeres
con diabetes gestacional que estan en tratamiento con metformina comparadas con las que no consumen
ésta*S.

DNMT1 es la principal enzima responsable de mantener los patrones de metilacion después de la replicacion
del ADN?°, La fisiologia y morfologia de la placenta esta regulada criticamente por esta metilacion. Por lo
que la metiltransferasa DNMT1 puede estar relacionada con el crecimiento placentario y fetal en embarazos
humanos. Un nivel de metilacion mayor o menor en genes y tejidos especificos se ha asociado con varias
patologias, como la obesidad y la diabetes!®!1,

Se vuelve cada vez mas imperativo realizar mas investigaciones sobre la metformina para garantizar que el
medicamento sea seguro para la madre y la descendencia. Las investigaciones actuales sobre el tema se
inclinan méas hacia los beneficios que se ofrecen a la madre durante el embarazo??.

El objetivo de esta investigacion es evaluar la expresion proteica del transportador de metformina MATEL y
de la metiltransferasa DNMT1 en placentas a término de mujeres con diabetes gestacional con y sin
tratamiento con metformina, asi como en mujeres con embarazo fisiolégico. Se busca comparar y analizar si
existe una asociacion entre la expresion de estas proteinas en la placentay las variables clinicas, metabdlicas
y antropométricas de las madres y los neonatos.
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Material y métodos

Poblacion

Se incluyeron en el estudio mujeres embarazadas entre 18 a 35 afios con edad gestacional de 37 a 41
semanas, con un embarazo normoevolutivo y mujeres embarazadas con DMG (diagnosticadas por primera
vez en la gestacion durante el segundo trimestre del embarazo, 24-28 SDG); tanto tratadas con metformina
y como Unicamente controladas con dieta y ejercicio. Todas con embarazos a término, con productos Unicos,
nacidos por parto eutdcico o cesarea y sin sufrimiento fetal, del Hospital de Especialidades Materno Infantil
de Ledn, Gto.

El estudio fue aprobado por el 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
Ledén (CEIl 20-2023). Los procedimientos se realizaron de acuerdo con las Leyes Generales de Salud
Mexicanas. Todas las participantes firmaron un consentimiento informado antes del reclutamiento.

No se incluyeron mujeres con diagndstico 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 estar en el estudio.

Los recién nacidos se clasificaron como pequefios para la edad gestacional (PEG), apropiados para la edad
gestacional (AGA) o grandes para edad gestacional (GEG) con base en su peso al nacer y edad gestacional
utilizando las tablas actualmente validadas para la poblacion mexicana's.

Recoleccion de muestras

Dentro de la primera hora después del parto, se corté un trozo de tejido placentario de 5 x 5 cm, incluidos los
lados fetal y materno, a medio camino entre la insercion del corddn y el borde placentario, ademéas de un
lavado con PBS. El tejido placentario se congelé inmediatamente en hielo seco y se transporté para
refrigerarse a -70 °C hasta su uso.

Las biopsias de placentas se dividieron en tres grupos, fisiolégico (FIS), DMG tratada con dieta y ejercicio
(DMGC) y DMG tratada con metformina (DMGM). Para realizar la investigacion se tomaron 12 muestras de
placentas: 4 FIS, 4 DMGC y 4 DMGM.

Procedimiento

Se tomaron 100 mg de cada placenta en un tubo rotulado con su respectivo codigo, abarcando la cara
materna y la cara fetal, se afadieron 40 uL de inhibidor de proteasas (mini complete ROCHE
Cat.11836153001) y 400 uL de amortiguador de lisis (100 mM de Tris-HCL, 1% NP-40, 1mM de EDTA, 250
mM de sacarosa, 150 mM NaCl, 100 mM pirofosfato de sodio, 100 mM de NaF y 10 mM de ortovanadato de
sodio) en cada muestra. Se homogeneiz6 15 segundos con polytron en hielo, con descansos de 15 segundos
hasta completar 4 ciclos, o bien, hasta conseguir una muestra homogénea. Se incub6 2h a 4°C y se mezclé
con ayuda del vortex cada 15 minutos. Al finalizar las 2h, se centrifug6 a 10,000 rpm por 15 min a 4°C. Se
recupero el sobrenadante en alicuotas.

Western blot

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el ensayo de Lowry, por duplicado. A todos los pozos se
les agreg6 primero SDS al 0.2%, se realizd una curva estandar de proteina empleando BSA (1Img/ml) en un
rango de 2.5 ng/ml (mezclando en vortex antes de cada uso). Se cargaron las proteinas recuperadas en las
alicuotas en su celda correspondiente, se agregaron 100 uL de mezcla (sulfato de cobre al 1%, tartrato de
sodio y potasio al 2 % y solucién alcalina de carbonato de sodio al 2 % en NaOH 1N). Se dejé incubar en
placa de agitacion orbital durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se le agreg6 a cada pozo
20 pL de reactivo de Folin. Se incub6 30 min a temperatura ambiente y se cubrieron con papel aluminio.
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Se realiz6 la cuantificacion de las proteinas mediante el uso de espectrofotometro (Thermo Scientific) a una
absorbancia de 630.

Las proteinas se transfirieron mediante electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% (para MATE 1) y al 8% (para
DNMT1) se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas durante
2h en leche desnatada al 5% (para MATEL) y en BSA (para DNMT1) para reducir la unién no especifica.

Luego, las membranas se incubaron durante 20 h con anticuerpo primario tanto MATE 1 (Cell Signaling Cat.
14550) y DNMT1 (abcam Cat. abh13537) con dilucién 1:1000, se lavaron y se incubaron posteriormente con
anticuerpo secundario cabra anti-conejo (abcam Cat. 97051) (1:155,000, para MATE 1) y anti-ratén (Sigma
Cat. A9044) (1:5000 para DNMT1) durante 2h. Las bandas se detectaron mediante quimioluminiscencia
utilizando el sistema de deteccién Western Luminol ECL Plus (Amersham, GE Healthcare). Las intensidades
de las bandas se cuantifican mediante densitometria en un Chemidoc XRS + Molecular Imager®, utilizando
el software Lab Image 3.0 (Bio-rad). La normalizacion de la intensidad de la banda se realiz6 mediante la
deteccion de tubulina (como control de carga) con un anticuerpo primario monoclonal anti-alfa tubulina
(Sigma, Cat. T6074, 1:8000,) usando anticuerpo anti-ratbn como anticuerpo secundario (1:5000, Sigma, Cat.
9044).

Resultados

Se obtuvieron los datos antropomeétricos y clinicos tanto de las madres como de los recién nacidos (tabla 1)
con previo consentimiento informado, fueron recolectados tanto del expediente clinico como de nuestras
mediciones realizadas (peso de la placenta). Destacando de estos datos que la gran mayoria de los recién
nacidos del grupo de diabetes gestacional tratado solo con dieta y ejercicio (DMGC), tanto como el que se
tratdé con metformina (DMGM), fueron clasificados de acuerdo a la NOM-007-SSA2-2016 (norma oficial
mexicana para la atencion de la mujer durante el embarazo, parto y puerperio, y de la persona recién nacida)
como grandes para edad gestacional (LGA).

Tabla 1. VARIABLES CLINICAS Y METABOLICAS MATERNAS

VARIABLE CONTROL DMGC DMGM

Edad (afios) 23.25+4.99 30 +4.08 31.5+3.10
SDG 38.42 +1.28 38.55 +0.77 38.375 +0.99
IMC 24.28 +5.46 29.68 +2.55 30.34 £5.23
Glucosa (mg/dL) 94.5 +20-07 101.25 +26.46 89.75 +£7.80
HbAlc (%) 4.675 £0.95 5.8 +1.85 5.675+1.51
Colesterol total (mg/dL) 239 +58.79 215.25 +25.70 257.5 +52.36
HDL (mg/dL) 58.5 +8.18 51.25+25.0 48.50 £10.98
LDL (mg/dL) 141.25 +54.9 105.75 £30 148.75 +45.7
VLDL (mg/dL) 39.25 +£10.71 58.25 +21.1 179.5 +23.48
Triglicéridos (mg/dL) 194 +56.60 292.5 +103 265.25 +142

En la tabla 1 se describe el promedio y desviacién estandar tanto de las variables clinicas, antropométricas y
metabdlicas maternas, observamos que de acuerdo a los datos obtenidos en el expediente clinico, las
semanas de gestacion en los 3 grupos no muestra variacion significativa entre ellos (encontrandose alrededor
de 38 sdg). En cuanto al IMC sélo en el grupo control estan dentro de rangos normales, en el grupo tratado
solo con dieta y ejercicio esta dentro de rangos correspondientes a sobrepeso, y obesidad en el caso del
grupo tratado solo con metformina.
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En cuanto a los resultados laboratoriales la glucosa se encuentra con mas tendencia a la alta en el grupo de
diabetes gestacional Gnicamente tratado con metformina. En cuanto al perfil de lipidos: colesterol total, LDL
Y VLDL se encuentran en cifras mayores igualmente en el grupo tratado con metformina.

Tabla 2. VARIABLES CLINICAS Y METABOLICAS DE LOS RN

VARIABLE (RN) CONTROL DMGC DMGM
Capurro (SDG) 37.75£1.25 39.75+0.5 37.875 +1.03
Peso placenta (g) 550.75 +143 678.25 +62 668 +170
Peso al nacimiento (g) 3228.75 £590.72 4037.75 3688.75
+339.55 +275.87
Talla (cm) 48.5 +2.38 52.75 +-2.21 49.5 +1
Perimetro cefalico (cm) 34 £0.81 35.5+2.38 34.75 £0.50
Perimetro abdominal (cm) 31.5+3.41 34.25 £1.70 33.5+2.38
Glucosa (mg/dL) 87 +14.09 73 +8.12 57.25+19.12
Colesterol total (mg/dL) 69.5 +17.59 66 +14.78 74.75 +8.84
HDL (mg/dL) 34.25 +8.42 20.25 +8.22 27.75 +5.56
LDL (mg/dL) 29.75 +11.87 39 £10.92 39.75 +£12.96
VLDL (mg/dL) 55+1.29 7.75 £3.09 7.25£1.25
Triglicéridos (mg/dL) 27.5+7.23 39.5 +16.54 36 +5.88

Tabla 3. ANALISIS DE DIFERENCIA DE PROPORCIONES ENTRE RN LGA Y AGA POR GRUPO

CLASIFICACION
TOTAL
AGA LGA
GRUPO FIS Recuento 3 1 4
% del total 25.0% 8.3% 33.3%
DMGC Recuento 1 3 4
% del total 8.3% 25.0% 33.3%
DMG Recuento 1 3 4
M
% del total 8.3% 25.0% 33.3%
Total Recuento 5 7 12
% del total 41.7% 58.3% 100.0%
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Tabla 4. PRUEBA DE CHI-CUADRADO

VALOR gl SIG. ASINTOTICA (BILATERAL)

Chi-cuadrado de Pearson 2.743% 2 .254

Razon de verosimilitudes 2.805 2 .246

Asociacion lineal por lineal 1.886 1 .170

N de casos validos 12

Se observa el promedio y desviacion estandar de las variables clinicas, antropométricas y metabdlicas del
recién nacido (tabla 2). Las semanas de gestacién aqui fueron calculadas mediante la escala Capurro,
encontrandose mediante este método un aumento en la edad gestacional del grupo de diabetes gestacional
tratado solo con metformina en comparacion al grupo tratado solo con dieta y ejercicio y el control. Tanto el
promedio del peso de la placenta como el de los recién nacidos es mas elevado en el grupo tratado solo con
dieta y ejercicio, llegando a 4037 gramos el peso neonatal.

Se hizo el andlisis de la diferencia de proporciones entre RN LGA y AGA de los 3 grupos (Tabla 4) y no se
encontraron diferencias (p=0.254).

DMGM | DMGC | FIS

a-tubulina .“. E— -" 52kDa

i “ SR~ @

Y N L L

a-tubulina -‘ . S ‘ - B S 1kDa

Figura 1. Inmunodeteccion de la proteina MATE-1 y DNMT1 en placenta y su respectivo control con alfa-Tubulina.

El analisis mediante Western blot revel6 la presencia de las proteinas MATE-1 (50 kDa) y DNMT1 (180 kDa)
en todas las muestras analizadas (Figura 1). Se observaron las bandas correspondientes a sus pesos
moleculares en los extractos de las células tratadas. La intensidad de la banda para MATE-1 mostré una
tendencia de expresion mayor en el grupo de DMGM en comparacion al control con alfa-Tubulina. Por otro
lado, para DNMTL1 las bandas fueron mas intensas en el grupo DMGC, indicando mayor tendencia de
expresion de la proteina objetivo en este grupo.
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Figura 2. La grdfica A) representa el promedio de la expresion de MATE-1. La grdfica B) representa la expresion de
DNMT-1.

Discusion
En este estudio piloto, las muestras placentarias de las pacientes evaluadas revelan la expresion de DNMT1

en todos los grupos. En el grupo DMGC, se observa una mayor tendencia en la expresion de esta metil-
transferasa, asi como un aumento de peso en las placentas en comparacion con los otros grupos.

Estudios recientes destacan la relacion entre los niveles de DNMTL1 y la suplementacion con &cido félico,
caracteristica presente en la cohorte estudiada, por lo que resultaria interesante realizar estudios
considerando la influencia de este y de otros suplementos, tanto de forma independiente como en conjunto
con otras intervenciones no farmacol6gicas como la dieta y el ejercicio (especialmente el aerébico), de los
cuales se sabe son dos modificadores directos de los perfiles de metilacion 1415,

En modelos en placenta de ratas se observd un aclaramiento transplacentario de metformina dependiente de
la concentracion, tanto en direccion materno-fetal como feto-materna, MATE1 bombea cationes organicos
desde el trofoblasto a la circulacion materna, por lo que se piensa que desempefian un papel importante en
la proteccidn y desintoxicacion fetal y que su expresion proteica es diferente en placentas a término de
mujeres con diabetes gestacional que estan en tratamiento con metformina comparadas con las que no
consumen ésta 46, En este estudio piloto se puede observar que parece haber una mayor tendencia a la
expresion de MATE en el tejido placentario de embarazadas con diabetes gestacional tratadas con
Metformina. La presencia de estos transportadores del farmaco podria asociarse a la permeabilidad de la
barrera hemato-placentaria y a los niveles detectados en el recién nacido, pero es necesaria una poblacién
mas grande para confirmar este comportamiento.

En cuanto el peso de la placenta como el del recién nacido se encuentra mas elevado en el caso de la muestra
correspondiente a diabetes gestacional con manejo Unicamente con ejercicio y dieta en comparacion al grupo
control y el tratado con metformina. Esto apoya lo que muchas investigaciones arrojan sobre el beneficio
mayor que tiene el uso de metformina en comparacion al riesgo.
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Conclusiones

Una posible asociacién con la mayor expresion de MATE en el grupo DMGM surge como interrogante si a
una mayor dosis de metformina aumenta su expresion, y si por ende incrementa los niveles del farmaco en
la circulacion fetal, y de ser el caso, cual seria la relacion con la concentracién en la circulacién materna.

Presuntivamente vincular la mayor expresion de DNMT1 con un aumento en el peso de las placentas del
grupo DMGC crea la duda si hay un posible aumento en la metilacion y en la transcripcion de genes
importantes para la fisiologia fetal en estas pacientes, o bien, si esta expresion esta protegiendo de un
mecanismo que genera mas grupos metilo y si el perfil de expresién se mantiene durante la etapa neonatal y
adultez.

El peso placentario y neonatal fue mayor en el grupo con diabetes gestacional tratado solo con dieta y
ejercicio, comparado con el que se le dio metformina, por lo que puede ser mejor un manejo farmacologico
de la DMG para mejores resultados neonatales.

La expresion de ambas proteinas en este estudio piloto sugiere incrementar el tamafio de la cohorte analizada
y profundizar en la relacién con otras vias de sefalizacién y su impacto en los diversos procesos fisiolégicos
ademas fisiopatoldgicos.
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