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Objeto y alcance

La diabetes gestacional (DG) es la alteracion metabdlica mas frecuente en el embarazo, se
caracteriza por intolerancia a la glucosa en grados variables, iniciada o reconocida por primera vez
durante la gestacion y que puede o no resolverse después de ésta. En México, la prevalencia de
este padecimiento ha ido en aumento pasando de 4% a 30% en los ultimos treinta afios. Aunado a
lo anterior, la falta de programas de deteccién ocasiona que muchas mujeres no sean diagnosticadas
ni reciban tratamiento.

La importancia clinica de la DG radica en su asociacion con las complicaciones tanto maternas como
fetales. La relacion directa que existe entre la presencia de DG y el desarrollo de mayor
susceptibilidad para obesidad pone de manifiesto las consecuencias transgeneracionales de las
enfermedades metabdlicas y la creacion de un circulo vicioso en el que una madre con obesidad y
diabetes gestacional podria generar descendientes con mayor susceptibilidad para desarrollar estas
mismas condiciones en su vida adulta. Este panorama exige un nuevo abordaje, que permita la
implementacion de estrategias preventivas y/o deteccién temprana de riesgos en la infancia, la cual

se considera un periodo de oportunidad para la prevencion.

La evidencia actual sugiere que el vinculo, entre el entorno prenatal y el desarrollo de enfermedades
metabdlicas en la etapa adulta, se encuentra en las modificaciones epigenéticas que ocurren in utero.
Es importante mencionar que para poder considerar un cambio epigenético ocurrido in utero como
un biomarcador potencial, para la identificacidon de sujetos expuestos a un ambiente adverso durante

la gestacion, el cambio debera ser persistente y detectable en la etapa postnatal.

A falta de un diagnéstico gestacional de DG, la identificacion de los nifios que estuvieron expuestos
a este ambiente intrauterino adverso, nos permitiria detectar de forma temprana a aquellos individuos
con mayor riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas en la adultez. Es bien sabido que
intervenciones en la infancia temprana son de crucial importancia para disminuir los factores de

riesgo a enfermedades cronicas tales como la diabetes, obesidad y enfermedad cardiovascular.



Abstract

Gestational diabetes (GD) is the most common metabolic complication during pregnancy. Several
studies have shown that epigenetic modifications can be detected before the clinical diagnosis of the
disease through association studies of candidate genes. However, whether these epigenetic changes
will prevail during extrauterine life and whether these changes will be a risk factor for developing
metabolic diseases in adult life remain unclear. Therefore, this study aimed to identify epigenetic
markers in preschool children exposed to gestational diabetes. No significant differences were
observed between the groups regarding maternal characteristics, at the time of birth and current data
of the offspring. Interestingly, mothers diagnosed with gestational diabetes more frequently reported
the presence of type 2 diabetes in their fathers. This data must be taken with caution because, in this
study, we did not corroborate the presence of diabetes or obesity in direct relatives. Children from
pregnancies with gestational diabetes have lower methylation compared to children who do not come
from pregnancies with gestational diabetes. Regarding the methylation patterns, 41 differentially
methylated promoter regions were observed statistically significantly between both groups; 15
promoter regions presented hypomethylation, and 26 promoter regions showed hypermethylation. In
general, exposure to gestational diabetes modified genes involved in energy metabolism, cell cycle,
endoplasmic reticulum protein processing, lipid metabolism, autophagy, and inflammatory processes.
It is important to mention that some of the genes found have been related to cancer development. In
conclusion, exposure to gestational diabetes induces a methylation pattern that can be detected in
preschool children. These biomarkers could be helpful for the subsequent identification of children
exposed to this adverse intrauterine environment. Finally, this identification would allow us to detect

early those individuals with a higher risk of developing metabolic diseases in adulthood.



Introduccién y antecedentes

Durante la gestacién se presentan diversas adaptaciones metabdlicas por parte de la madre, con el
fin de proveer al feto de sustratos energéticos para permitir el desarrollo adecuado del mismo. El
desarrollo de resistencia a la insulina es una de estas adaptaciones, sin embargo, cuando la madre
es incapaz de compensar las necesidades de insulina mediante el incremento en la secrecién de

esta hormona se diagnostica diabetes gestacional (DG).

La DG constituye la alteraciéon metabdlica mas frecuente en la gestacion, se caracteriza por
intolerancia a la glucosa en grados variables, iniciada o reconocida por primera vez durante la
gestacion y que puede o no resolverse después de ésta. En México, diversos estudios sefialan que
la prevalencia de este padecimiento ha ido en aumento (1), sin embargo, los estudios no son
comparables entre si, debido a que los protocolos y criterios diagndsticos difieren entre las

instituciones. Por lo tanto, es probable que desconozcamos la incidencia real de DG en nuestro pais.

La DG ha sido asociada con complicaciones tanto maternas como fetales. Se ha propuesto por la
teoria de la programacién de los Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (DOHaD por
sus siglas en inglés) que los nifios de madres con antecedente de DG presentan mayor riesgo para
de desarrollar obesidad, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 en la edad adulta (2). El incremento
en la prevalencia de obesidad en nifos y adultos tiene implicaciones importantes en la perpetuidad
del ciclo de obesidad en generaciones subsecuentes. La evidencia actual sugiere que el vinculo,
entre el ambiente intrauterino y el desarrollo de enfermedades metabdlicas en la etapa adulta, se
encuentra en las modificaciones epigenéticas que ocurren in utero. Los estudios en animales sefalan
que ciertos factores ambientales de tipo transitorio, como la dieta durante el embarazo, pueden
producir cambios permanentes en las marcas epigenéticas, las cuales tienen consecuencias
fenotipicas de por vida (3, 4). Aun no esta del todo claro si los embarazos afectados por DG tienen
efectos similares a largo plazo en el epigenoma de la descendencia, sin embargo, estudios
realizados en corddn umbilical provenientes de mujeres con diagnéstico de DG presentan un patrén

diferencial de metilacion (5).

Por lo que, este proyecto tiene como objetivo identificar marcas epigenéticas permanentes en la

descendencia de mujeres que transcurrieron su embarazo con diabetes gestacional.

Antecedentes

El embarazo es un estado que involucra diversas adaptaciones metabdlicas que permiten asegurar
el aporte de nutrimentos para un correcto desarrollo y maduracién del feto y la placenta, y al mismo
tiempo el mantenimiento de la salud materna (1). Dentro de estas adaptaciones, el metabolismo de
los hidratos de carbono cambia drasticamente durante el embarazo y ejerce un estrés adicional sobre

las células B. Durante la gestacion se observa un aumento progresivo de la resistencia a la insulina



que se contrarresta con un aumento de la secrecién de esta hormona. También se observa una

disminucién de la glucosa en ayuno a pesar del aumento de la produccion de glucosa hepatica.

El embarazo puede ser clasificado en dos fases: la fase anabdlica (hasta la semana 20 de
gestacion/gestacion temprana) y la fase catabdlica (a partir de la semana 20 hasta la resolucion del
embarazo/gestacion tardia) (1,2,3). La fase anabdlica (la cual ocurre durante los primeros dos
trimestres de gestacion <20sdg), se caracteriza por el incremento en la sensibilidad a la insulina en
tejidos periféricos. Durante la fase catabdlica las principales adaptaciones metabdlicas desarrolladas
en dicha fase para mantener la homeostasis de la glucosa cambian drasticamente debido a que se
desarrolla una resistencia a la insulina fisiolégica en tejidos periféricos e hiperinsulinemia por parte
de las células B pancreaticas para compensar dicha resistencia a la insulina (disminucion del 40-
60% en la sensibilidad a la insulina conforme avanza la gestacion) (4,5), sin embargo, cuando la
madre es incapaz de compensar adecuadamente la resistencia a la insulina, es entonces cuando se
desarrolla hiperglucemia y consecuentemente diabetes gestacional (DG); caracterizada por
alteracion en la respuesta a la insulina, disminuciéon de la supresion hepatica de la produccion de
glucosa durante la infusion de insulina, disminucion de la captacién de glucosa estimulada por la
insulina en el musculo esquelético, asi como una incapacidad de las células B pancreaticas para

incrementar la secrecion de insulina cuando son estimuladas por glucosa (7-10).

La DG se define como la intolerancia a los carbohidratos con severidad variable, con inicio o primer
reconocimiento durante el embarazo (7). En México, la prevalencia de DG ha ido en aumento y
actualmente su frecuencia se reporta en 17.7% (8). Este tipo de diabetes es la alteracion metabdlica
mas frecuente en la gestacion y su importancia clinica radica en su asociacién con complicaciones
tanto maternas como fetales, en las que se incluyen: preeclampsia, macrosomia, nacimiento por
cesarea, nacimiento prematuro y muerte fetal. Generalmente la alteracion metabdlica se termina con
el parto. Sin embargo, se ha observado que el 60% de las mujeres que tuvieron DG, desarrollan en
el futuro diabetes tipo 2 (11-13). Ademas, la presencia de DG durante el embarazo incrementa la
susceptibilidad en los hijos de presentar resistencia a la insulina, obesidad e hipertensién, lo que
perpetua el ciclo obesidad €—>diabetes tipo 2 y pone en evidencia los efectos transgeneracionales

de la diabetes gestacional en generaciones subsecuentes.

La obesidad infantii se ha asociado con la aparicién de alteraciones metabdlicas a edades
tempranas. Existen estudios donde se considera a la infancia un periodo de gran sensibilidad, debido
a que la adiposidad aumentada durante esta etapa incrementa 30% el riesgo de tener anormalidades
metabdlicas como intolerancia a la glucosa, hipertensién, dislipidemias, resistencia a la insulina,

inflamacion crénica, hiperuricemia e higado graso no alcohdlico durante la adultez (14-17).

Actualmente la teoria de la programacion de los Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad
(DOHaD por sus siglas en inglés: Developmental Origins of Health and Disease) sostiene que la

exposicion intrauterina a un ambiente obesogénico, induce cambios epigenéticos y metabdlicos
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permanentes en el feto que promueven el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas en la
etapa adulta (18, 19). A diferencia del genoma, que es sumamente estable, el epigenoma es
susceptible a sufrir modificaciones en respuesta a sefiales tanto endégenas como ambientales. Por
lo tanto, se han propuesto a las modificaciones epigenéticas como un mecanismo molecular de

memoria a exposiciones ambientales que ocurren in Gtero (20, 21).

Las modificaciones epigenéticas son aquellas que son heredables a través de las divisiones celulares
y que tienen la capacidad de regular la expresién génica, sin que se presenten cambios en la
secuencia de DNA. Estas incluyen modificaciones de histonas (ej. Metilacion, fosforilacion y
acetilacion), y metilacion de DNA, entre otras. Las marcas epigenéticas tienen la capacidad de
modificar la estructura de la cromatina a través del reclutamiento de remodeladores de la cromatina,
factores de transcripcién y de coreguladores, resultando en estados transcripcionales mas o menos

permisivos.

Durante etapas criticas del desarrollo, algunas modificaciones en la metilacién del DNA no persisten
a lo largo de toda la vida, sino que suceden de modo temporal y coordinado, lo que contribuye a una
expresion espaciotemporal especifica para cada etapa critica del desarrollo y en cada tipo celular,
principalmente en células pluripotenciales (22-25). El avance en la identificacion de mecanismos
involucrados en la programacion fetal en humanos ha sido limitado debido a la dificultad técnica y
ética del acceso a células fetales, cuyo material genético pudiera reflejar la “memoria epigenética”.
Aunque la metilacion del DNA es tejido especifico, a menudo la metilacion del DNA en sangre
periférica refleja una huella epigenética de los tejidos. Para dar sustento a esta idea, se ha
demostrado que individuos que estuvieron expuestos in utero a la hambruna holandesa, presentaron
seis décadas posteriores a la exposicién, disminucion en la metilacion de IGF2 al compararlo con
individuos que no estuvieron expuestos (26). Por otro lado, estudios realizados en cordén umbilical
y placenta provenientes de mujeres con diagnéstico de DG presentan un patrén diferencial de

metilacion, sin embargo, estos estudios no son concluyentes (4).

A continuacion, se muestran algunos genes que se ven afectados por la presencia de diabetes

gestacional

Tabla 1. Conjunto de genes diferencialmente metilados

Gene Nombre Tejido Poblacién Patrén de Referenci
estudiado | estudiada metilacion a
ESM1 Endothelial cell specific Sangre Descendencia | Hipometilacion Hjort et al.
molecule 1 2018
MS4A3

Membrane spanning 4-
domains A3




HNF4A Hepatocyte nuclear factor 4 | Sangre Descendencia | Hipermetilacién Kim et al.
alpha 2017
ADIPOQ | Adiponectin, C1Q and Tejido Madres y Hipermetilacion Ott et al.
collagen domain containing | adiposo, descendencia 2018
Sangre de
cordoén
umbilical, y
sangre
IR Insulin Receptor Tejido Madres y Hipometilacion Ott et al.
adiposo y descendencia 2018
Sangre
SH3PXD2 | SH3 and PX domains 2A Sangre y Descendencia | Hipometilacion Yang et
A sangre de al. 2018
cordon
umbilical
LEP Leptin Sangre de | Descendencia | Hipermetilacion Mansell et
cordon al. 2019
umbilical
GNAS Guanine nucleotide binding | Sangre de | Madresy Hipermetilacion Chen et
protein cordén descendencia al. 2014
umbilical

Objetivo general

Identificar marcadores epigenéticos en pacientes preescolares expuestos a diabetes gestacional.

Objetivos especificos

1. Evaluar clinica, hormonal y bioquimicamente a hijos mujeres que cursaron su embarazo con

y sin diagndstico de diabetes gestacional.

Caracterizar el metiloma de nifios expuestos y no expuestos in Utero a diabetes gestacional.

Comparar el metiloma de los nifios expuestos y no expuestos in Utero a diabetes gestacional.

Materiales y metodologia

El disefio del presente estudio es: analitico, observacional, con seleccion de sujetos a partir de la

exposicion.

Tipo de poblacion: Nifios preescolares divididos en dos grupos: expuestos a diabetes gestacional y

no expuestos a esta patologia.
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Universo de la muestra: 200 pacientes; el 17% deberan ser hijos de madres con diagnéstico
corroborado de diabetes gestacional mediante la prueba estandar de referencia diagndstica de un

paso con una carga de 75¢g de glucosa, segun los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes.
Muestreo: No probabilistico, de eleccion razonada.
Protocolo clinico.

Para este estudio el nifio sera citado en su Hospital de referencia como parte de su seguimiento

pediatrico, en esta consulta se obtendra:

1) Expediente Clinico de acuerdo con la norma institucional.

2) Medidas antropométricas: se tomara peso y talla, para la determinaciéon de peso para la edad
(P/E), talla para la edad (T/E), peso para la talla (P/T) e indice de masa corporal (IMC). Se
calcularan los puntajes Z para las medidas antropométricas actuales (peso, talla) y se
interpretaran utilizando los puntos de corte establecidos para los patrones de crecimiento de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El célculo de puntajes Z y su interpretacion con los
valores de referencia se realizaran mediante el programa WHO-Antro.

3) Determinacion de parametros bioquimicos. En esta consulta se obtendran dos gotas de sangre
(40ul), 20ul seran procesados inmediatamente para la determinacion de glucosa, triacilglicéridos,
colesterol total, c-HDL y c-LDL mediante el equipos CardioCheck Plus®, los 20ul restantes de
sangre seran colocados en papel filtro para la extraccion de DNA. Para la obtencién de la
muestra de sangre capilar: Se esterilizara el dedo anular del nifio con alcohol y se dejara secar.
Se puncionara el area con una lanceta estéril de 2 mm de largo, una vez formada la gota de
sangre (20ul), esta se colocara directamente en el casete para la determinacion de los parametros
bioquimicos y en el papel filtro hasta llenar completamente un circulo de papel filtro con sangre
para que esta sature el papel en todo su espesor. Se dejara secar la muestra a temperatura
ambiente, en posicion horizontal, sobre una superficie plana y limpia durante 2 horas; protegidas
del calor, la luz solar y contaminantes.

4) Extracciéon de DNA, conversién con bisulfito y metilacion de DNA. Para la extraccion del DNA se
utilizara el kit QlAamp 96 DNA Sangre (Qiagen). Para conocer la concentracion e integridad del
DNA, se cuantificara el DNA mediante fluorometria y se realizara una electroforesis en gel con
2% de agarosa. EI DNA aislado sera convertido con bisulfito utilizando el kit EZ-DNA Methylation
Gold kit (Zymo). La metilacion del DNA se determinara empleando el arreglo Illlumina, Infinium
Methylation EPIC kit.

Analisis estadisticos.

Se evaluara la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos que
tengan distribuciéon normal seran presentados como media £ SD y se analizaran con la prueba t de

Student de dos colas. Los datos no paramétricos se presentaran como mediana y rango intercuartil

11



y se analizaran con la prueba U-Mann-Whitney. Para el analisis de los datos de metilacién se
emplearan modelos de regresion lineal multiple, para conocer el efecto de las variables confusoras
(peso al nacer, tiempo de lactancia, via de nacimiento, edad gestacional, sexo, edad, IMC-
pregestacional, edad materna, paridad) sobre la metilacién de la descendencia. Para conocer si la
DG tiene efecto sobre la metilacion permanente en la descendencia, se realizaran analisis de
regresion ajustando por el sexo, la edad, e IMC. Los resultados seran presentados como coeficientes
B e IC. Todos los andlisis estadisticos se realizaran con el software estadistico SPSS y R se

considerara una P < 0.05 como estadisticamente significativa.

Resultados

A continuacion, se muestran los resultados de 152 participantes. En la Tabla 1 se describen las
caracteristicas de la madre, asi como los antecedentes heredofamiliares. Hasta el momento no se
observan diferencias significativas entre los grupos respecto a las caracteristicas materna. De forma
interesante, las madres diagnosticadas con diabetes gestacional reportaron con mayor frecuencia la
presencia de diabetes tipo 2 en su padres. Este dato debe ser tomado con cautela debido a que en

este estudio no corroboramos la presencia de diabetes u obesidad en los familiares directos.

Tabla 1. Caracteristicas de la madre y antecedentes heredofamiliares
DG Sin DG

Caracteristica (n=21) (n=131) p
Edad (afos) 30.40 £ 6.91 28.27 £ 6.17 0.62*
Numero de gestas 2.40 + 1.67 2.05+1.17 0.71 +
Antecedentes
heredofamiliares
Obesidad % %
Abuela materna 20.00 5.41 0.32
Abuelo materno 20.00 5.41 0.32
Abuela paterna 0.00 5.41 1.00
Abuelo paterno 20.00 8.11 0.41
Hermanos 20.00 0.00 0.11
Sobrepeso
Madre 20.00 21.62 1.00
Abuela materna 0.00 16.22 1.00
Abuelo materno 0.00 8.11 1.00
Padre 20.00 13.51 0.55
Abuela paterna 0.00 16.22 1.00
Abuelo paterno 0.00 8.11 1.00
Hermanos 0.00 2.70 1.00
Diabetes tipo 2
Abuela materna 0.00 5.41 0.32
Abuelo materno 60.00 16.22 0.05
Padre 0.00 2.70 1.00
Abuela paterna 20.00 18.92 1.00
Abuelo paterno 0.00 13.51 1.00
HTA
Abuela materna 40.00 21.62 0.57
Abuelo materno 0.00 8.11 1.00
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Padre 0.00 8.11 1.00
Abuela paterna 0.00 13.51 1.00
Abuelo paterno 0.00 5.41 1.00

Resultados en medias + SD. * t Student independiente. +U de Mann Whitney. Resultados en porcentajes. F
exacta de Fisher

En la Tabla 2 observamos las caracteristicas del nifio al nacer. Hasta el momento no se observan
diferencias significativas entre los grupos respecto a las caracteristicas al nacimiento y sélo se
observan tendencias, por lo que es importante mencionar que el tamano de muestra comprometido
es mayor (200 participantes), con lo cual se estima que los cambios entre los grupos sean

significativo.

Tabla 2. Caracteristicas del nifio al nacer

Caracteristica DG Sin DG p
(n=21) (n=131)
Semanas de gestaciéon 37.8+228 39.22 + 1.25 0.14*
Desenlace del embarazo % % 1.00 +
Parto 40.0 51.35
Cesarea 60.0 48.64
Complicaciones clinicas 40.0 13.51 0.18 +
Sexo % 0.31+
Masculino 40.0 70.27
Femenino 60.0 29.73
Peso (g) 3225.00 + 278.29 3137.14 £ 640.51 0.50 *
Longitud (cm) 49.60 + 3.05 49.71 £ 3.40 0.96 **

Resultados en medias + SD para variables continuas y porcentajes para variables nominales. * U de Mann
Whitney; +F exacta de Fisher; **t de Student muestras independientes

Con lo que respecta a las caracteristicas actuales de los nifios participantes, estas se muestran a
continuacion en la Tabla 3. Hasta el momento no se observan diferencias significativas entre los

grupos.

Tabla 3. Caracteristicas del nifio actuales y puntajes Z para los patrones de crecimiento de la OMS

Caracteristica DG Sin DG p
(n=21) (n=131)

Edad (meses) 22.3+4.01 235+ 2.71 0.36 +

Peso (Kg) 11.10 £ 2.83 11.89 +2.24 0.56 *

Longitud (cm) 80.33 +2.32 83.06 + 4.02 0.45*

Resultados en medias + SD. * t de student muestras independientes + U de Mann Whitney

En la Figura 1 se muestra un gel de electroforesis representativo de las muestras que se llevan
colectadas. EI DNA gendémico aun no es convertido con Bisulfito, en nuestra experiencia la vida util
del DNA convertido es de alrededor 2 semanas. Por este motivo, estamos en espera de recolectar
las muestras faltantes, para convertir todas las muestras al mismo tiempo y disminuir el sesgo por

lote.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de DNA gendmico obtenido de sangre total.

Patrones de metilacion

La metilacion de las regiones promotoras es crucial para la regulacion de la expresién génica. En el
presente estudio se evaluaron 116,235 regiones promotoras, los nifios expuestos a DG presentaron

significativamente (<0.0001) menor metilacion en la regiones promotoras (Figura 2).

o

-

(3}
|

0.00-

Metilacion regiones promotoras

Sin DG DG

Figura 2. Porcentaje de metilacion de regiones promotoras. Resultados en medias + SEM.
* t de student muestras independientes + U de Mann Whitney (p<0.0001).

Se determinaron las regiones promotoras que presentaban mayor cambio de magnitud y fueran
estadisticamente significativas, entre los grupos. Se observaron 41 regiones promotoras candidatas
(Figura 3). Los hijos provenientes de embarazos con diabetes gestacional presentan de forma
significativa hipometilacién en los siguientes genes: WDSUB1, TMEM9, SLC10A3, NINJ2, NKRF,
OR2L13, ZDHHC9, PRDM8, RBM41, RP11-620J15.3, MAP7D3, PSTPIP y 3 genes que a la fecha
no han sido identificados), e hipermetilacion de 26 regiones promotoras de los siguientes genes:
PPT2, PIGA, IDH3G, FTSJ, JRK, SMS, LCLAT1, HPRT1, ATG4A, LCLAT1, IGF2BP1, FOSL2,
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SSR4, MBTPS2, BTN3A2, ARHGEF9, GPSM3, HLA-L, PDE4C, FUT4, MAP7D3, SMC1B;RIBC2,
GPKOW, FLNA, BTBD11 y UPP1).

PIGA
qg27251926 cg18868178
V. HPRT1
: RP11-620J15.3
! RBM41
1 BTN3A2
D WDSUB1
5630320 SLC10A3
NKRF
H PDE4C
: TMEM9
401233153 MAP7D3
,g, A SMS
cg03617379 cg3;4466.'4 Status FLNA
= L]
5 cgOa03L3BI0 Weri7IeTE | oown e
E Hibh ™) j Non-SIG 916251399
' 511235406 I‘.'q. . a up PSTPIP2
. : . ARHGEF9
* G i e 5 Mge === - -m- oot N~ @I6510200 | JRK
. HLA-:
) ATG4A
; LCLAT1
i IGF2BP1
. MAP7D3
| UPP1
H NINJ2
] OR2L13
| BTBD11
“ 1 PRDMS8
: : orion
log2{FC) PPT2

FOSL2
LCLAT1
MBTPS2
SMC1B
ZDHHC9
FTSJ1
927393487

Sin DG DG

Figura 3. Genes diferencialmente expresados entre los grupos. A) Volcano plot de regiones promotoras.
Representado el FC frente al p-value de las 116,235 regiones promotoras analizadas, resaltando aquellos
genes con una expresion diferencial significativa (p < 0.05). Los circulos rojos representan mayor metilacion
en los hijos provenientes de embarazos con diabetes gestacional. Los circulos azules representan menor
metilacion en los hijos provenientes de embarazos con diabetes gestacional. B) Mapa de calor de los genes
diferencialmente expresados. El color amarillo indica 100% de metilacion mientras que el color azul indica 0%
de metilacion.

Con la finalidad de conocer en que vias metabdlicas se encontraban involucrados los genes

diferencialmente expresados, se realizé un MSEA (Tabla 4).

Tabla 4. Vias metabdlicas enriquecidas en nifios expuestos a diabetes gestacional.

Via valor p

Via metabdlicas 0.00143
Metabolismo de farmacos 0.0127
Metabolismo de purinas 0.0323
Metabolismo del acido 2-oxocarboxilico 0.0389
Biosintesis de O-glicanos de tipo manosa 0.0494
Procesamiento de proteinas en reticulo 0.0499
Biosintesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI) 0.0536
Elongacién de acidos grasos 0.0578
Biosintesis de glicoesfingolipidos 0.0578
Ciclo de &cidos tricarboxilicos 0.064
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A continuacion, se muestra las veces de cambio, los valores de p, la funcion y el porcentaje de metilacion de los genes diferencialmente encontrados
en este estudio.

Tabla 5. Genes diferencialmente expresados

% de Metilacion

Nombre log2(FC) | log(pvalue) Funcion Sin DG oG | REF
€g27393487 1.06 1.31 AUn no ha sido descrita 28% 12% | 3
WDSUBH1 codifica para la ubiquitina ligasa U-box, involucrada en la unién de ADN
WDSUB1 1.79 1.73 especifica de secuencia y en la actividad de la ubiquitina-proteina transferasa. Se 25% 10% 35

encuentra expresada en tejido adiposo de sujetos con obesidad mérbida.

El gen TMEM9 es una proteina transmembrana tipo 1 localizada en los lisosomas y
cuerpos multivesiculares (MVBs). TMEM9 activa la sefalizacion de Wnt/ B-catenina
para promover la regeneracién de higado a través de degradacion lisosomal de la
proteina APC.

TMEM9 1.53 1.62 25% 10% | 3

Pertenece a la familia 10 de transportadores de solutos (SLC) (SLC10). La
enfermedad de la arteria coronaria (CAD) disminuye la expresion del gen SLC10A3.

SLC10A3 -1.09 1.70 . : A ; . )

Se ha observado que la resistencia a la quimioterapia correlaciona con el incremento

en la expresién de SLC10A3

26% M1%| %

NINJ2 136 1.39 E\Ilgljju)rlnz se asocia a un riesgo incrementado para enfermedad inflamatoria intestinal 239, 8% 38

cg16251399 1.49 1.48 AUn no ha sido descrita 22% 8% 34

Este gen codifica para el factor represor de NF-kappa-B (NRF). La proteina se localiza
predominantemente en el nucléolo con una pequefa fraccion que se encuentra en el
NKRF -1.00 1.65 nucleoplasma y el citoplasma. Durante la obesidad se observa menor expresion de 21% 8% 39
este gen, lo que disminuye la respuesta antiinflamatoria y exacerba la respuesta
proinflamatoria.

Receptor olfativo, familia 2, subfamilia L, miembro 13. En sangre de cordén umbilical
OR2L13 1.04 1.39 proveniente de embarazos con diabetes gestacional se observa hipometilaciéon en la 26% 13% 40
regiéon promotora de OR2L13.

ZDHHC9 ha sido identificado como un regulador de las funciones neuroldgicas. La

ZDHHC9 -1.08 1.32 deficiencia de ZDHHC9 en cultivos de hipocampo conduce a arboles dendriticos mas 19% 7% 4
cortos y menos sinapsis inhibitorias.
PRDMS 108 136 Proteina de dedo de zinc de dominio PR 8, por similitud es probable que sea una 19% 8% 12

histona metiltransferasa, actuando preferentemente sobre 'Lys-9' de la histona H3. Un
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estudio demostrd que posterior a una restriccion caldrica se observé hipermetilacion
de PRDMS en biopsias de tejido adiposo.

cg18868178

212

2.36

AuUn no ha sido descrita

16%

5%

34

RBM41

1.22

1.83

RNA binding motif protein 41; Incrementa su expresion en islotes pancreaticos cuando
son expuestos a citocinas proinflamatorias.

21%

1%

43

RP11-620J15.3

1.59

2.02

La sobreexpresion de este gen se relaciona con mal prondstico e infiltracion inmune
del hepatocarcinoma.

21%

1%

44

MAP7D3

-1.24

1.51

El consumo de berberina en un estado inflamatorio disminuye la expresion de
MAP7D3, eso significaria que en un estado inflamatorio existe mayor expresion de
MAP7D3 y por lo tanto estaria menos metilado

18%

9%

45

PSTPIP

1.47

PSTPIP1 es una proteina adaptadora expresada en la mayoria de los linajes de
células inmunitarias. Mutaciones en este gen se asocian con enfermedades
autoinmunes

10%

4%

46

PPT2

1.05

1.35

Palmitoil-proteina tioesterasa 2, esta enzima elimina los grupos acilo graso enlazados
con tioéster de varios sustratos, incluido S-palmitoil-CoA. Tiene la mayor actividad de
S-tioesterasa para los grupos acilo acido palmitico y miristico seguido de otros
sustratos de acilo de cadena corta y larga.

16%

19%

47

PIGA

-1.07

2.67

Biosintesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI), pertenece a la familia de las
glicosiltransferasas del grupo 1. Mutaciones en este gen conducen a hemodlisis,
anemia y trombosis.

19%

24%

48

IDH3G

-1.03

1.49

Isocitrato deshidrogenasa (IDH) del ciclo de Krebs. Se ha observado menor expresion
de este gen en tejido adiposo y musculo esquelético proveniente de sujetos con
diabetes tipo 2.

23%

29%

49

FTSJ

-1.15

1.31

ARNt putativo (citidina(32)/guanosina(34)-2'-O)-metiltransferasa, se encarga de
metilar la 2'-O-ribosa de los nucleoétidos en las posiciones 32 y 34 en la region del
anticodén de ARNt. Pertenece a la superfamilia de metiltransferasa de unién a SAM
de clase |. Este gen se encuentra disminuido en diabetes gestacional, lo que podria
indicar que se encuentra hipermetilado.

38%

45%

50

PSCA

1.20

1.45

En céncer de pancreas se expresa antigeno de células madre de prostata (PSCA).

23%

31%

51

SMS

-1.02

1.51

Espermina sintasa; se asocia de forma positiva con el HOMA-IR, la espermina se
relaciona significativamente con los niveles de insulina pero no con los niveles de
glucosa, los niveles de espermina se asocian a un mayor riesgo de DT2.

23%

30%

52

HPRT1

-1.21

2.20

Metabolismo de purinas; La hipoxantina Fosforibosiltransferasa 1 cataliza la
conversion de hipoxantina en monofosfato de inosina y de guanina en monofosfato de
guanosina mediante la transferencia del grupo 5-fosforribosilo del 5-fosforribosilo 1-
pirofosfato. Esta enzima juega un papel central en la generacion de nucleétidos de
purina a través de la via de recuperacién de purina. La deficiencia parcial de esta

34%

43%

53
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enzima puede dar lugar a la sobreproduccion de acido urico que conduce a una forma
grave de gota, mientras que la ausencia provoca el sindrome de Lesch-Nyhan,

PSMD10

-1.04

1.42

La sobreexpresion de este gen promueve la autofagia a través de la via de la
Adenosina 5’-monofosfato cinasa e inhibe la via de AKT. Aumenta la proliferacion y
disminuye la apoptosis en células epiteliales.

10%

20%

54

LCLAT1

1.42

Lisocardiolipina aciltransferasa-1; Se aumenta su regulaciéon por el estres oxidativo y
obesidad inducida por la dieta, reduce la fosforilacion de AKT estimulada por insulina,
que lleva a resistencia a la insulina e hiperglucemia.

43%

54%

55

IGF2BP1

1.09

1.42

La proteina de uniéon al ARNm del factor 2 de crecimiento similar a la insulina 1
(IGF2BP1) se correlaciona con el riesgo para desarrollar diabetes.

28%

40%

56

FOSL2

1.03

1.34

FOSL2 (también llamado Fra-2) pertenece a la familia de factores de transcripcion AP-
1 que incluye las diversas isoformas de Fos y Jun. La KO de FOSL2 en adipocitos
humanos maduros disminuye la expresién del gen LEP.

28%

40%

57

SSR4

-1.03

1.49

Subunidad delta de proteina asociada a translocon. La menor expresion del complejo
TRAP&/SSR4, disminuye los niveles de proinsulina e insulina

38%

51%

58

MBTPS2

-1.23

1.33

En presencia de estrés en el reticulo endoplasmico, ATF6 es escindido del RER
gracias a las proteasas (MBTPS1, también conocido como S1P y MBTPS2, también
conocido como S2P) creando el factor de transcripcion activo que permite la
transcripcion de las proteinas chaperonas involucradas en el plegamiento de proteinas
para disminuir el estrés del RER presente durante la obesidad.

33%

46%

59

BTN3A2

1.41

1.75

Butirofilina, subfamilia 3, miembro A2. Inhibe la liberaciéon de IFNG (proinflamatoria)
de las células T activadas. Los miembros de la familia de la butirofilina (BTN) son
moléculas similares a las inmunoglobulinas, que actian como moduladores de puntos
de control inmunitarios y juegan un papel en la autotolerancia. La expresion de
BTN3A2 en enfermedades alérgicas y autoinmunes neonatales tiene una relacion
causal.

33%

46%

60

ARHGEF9

-1.19

1.47

ARHGEF9, también conocido como colibistina, es una GTPasa similar a Rho que
cambia entre el estado activo (unido a GTP) y el estado inactivo (unido a GDP) para
regular CDC42 y otros genes. Esta involucrado en el desarrollo cerebral.

39%

53%

61

GPSM3

1.49

Interactia con la subunidad de las proteinas G(i) alfa y regula la activacion de las
proteinas G(i) alfa. Este gen se encuentra mas metilado en madres con obesidad.

61%

75%

62

HCG17

1.45

HCG17 es un ARN largo no codificante (IncRNA), considerado como un biomarcador
de accidente cerebrovascular isquémico.

60%

74%

63

PDE4C

1.65

Estimula la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS), por lo tanto si se
encuentra mas metilado habra menor secrecion de insulina

46%

61%

64
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FUT4

1.01

1.35

Fucosiltransferasa 4, participa en el reclutamiento de leucocitos dependiente de
selectina en el contexto de la inflamacién, su expresion se ha correlacionada con
apoptosis celular.

32%

47%

65

RIBC2

1.49

1.32

La sobreexpresion de RIBC2 lleva a un aumento en la regulacion del gen TRIM37 que
se asocia con oncogenesis y puede promover el crecimiento y la migracion de células
de cancer pancreatico.

10%

26%

66

GPKOW

-1.06

1.36

GPKOW es una proteina de unién a ARN que se une al ARN de forma regulada por
PKA. Junto con nuestros resultados anteriores que demuestran que la PKA regula el
empalme del ARNm previo, nuestros resultados sugieren que la fosforilacién de la
PKA esta involucrada en la regulacién del procesamiento del ARN en varios pasos.

54%

71%

67

FLNA

1.06

1.50

FLNA inhibe la sefializacion de la insulina mediante la via de senalizacion de MAPK.
A mayor metilacion menor expresion.

29%

46%

68

BTBD11

1.20

1.36

Repeticion de anquirina y proteina que contiene el dominio BTB/POZ. Se ha asociado
con la prediccion de sobrepeso/obesidad.

52%

69%

69

UPP1

1.39

Uridina fosforilasa 1, cataliza la escision fosforolitica reversible de uridina y
desoxiuridina a uracilo y ribosa o desoxirribosa-1-fosfato. La uridindlisis (escision
fosforilitica de la uridina por UPP1), permite que se lleve a cabo la gluconeogénesis,
asi como la glucdlisis en ausencia de glucosa. Estudios previos han demostrado que
una dieta rica en uridina conduce a la acumulacién de glucégeno, mayor
gluconeogénesis, desarrollo de higado graso y estados de prediabetes en ratones.

42%

60%

70
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Respecto a la metilacion de las regiones génicas se observé que los nifios expuestos a DG

presentaron significativamente (<0.0001) mayor metilacion en estas regiones (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de metilacion de regiones génicas. Resultados en medias + SEM.
* t de student muestras independientes + U de Mann Whitney (p<0.0001).

Se determinaron las regiones génicas que presentaban mayor cambio de magnitud y fueran
estadisticamente significativas, entre los grupos. Con la finalidad de conocer en que vias metabdlicas

se encontraban involucrados los genes diferencialmente expresados, se realizé un MSEA (Tabla 6).
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Figura 5. Genes diferencialmente expresados entre los grupos. A) Volcano plot de regiones génicas.
Representado el FC frente al p-value de las 4,850 regiones génicas analizadas, resaltando aquellos genes
con una expresion diferencial significativa (p < 0.05). Los circulos rojos representan mayor metilacion en los
hijos provenientes de embarazos con diabetes gestacional. Los circulos azules representan menor metilacion
en los hijos provenientes de embarazos con diabetes gestacional.
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Tabla 6. Vias metabdlicas enriquecidas en nifios expuestos a diabetes gestacional.

Via valor p

Degradacion de lisina 0.0594
Secrecion de acidos biliares 0.0721
Peroxisoma 0.0827
Sintesis y secrecion de aldosterona 0.097
Toxoplasmosis 0.111
Protedlisis mediada por ubiquitina 0.133
Hepatitis C 0.15
Procesamiento de proteinas en reticulo 0.158
Influenza A 0.16

Discusidn

La diabetes gestacional (DG) es un problema de salud mundial que afecta a las mujeres
embarazadas y a sus hijos. En 2019, esta complicacion afecté a 17 millones de recién nacidos en
todo el mundo. De acuerdo con el Atlas de Diabetes publicado en 2019 por la Federacion
Internacional de Diabetes se indica que el 15.8% de los nacidos vivos en 2019 se vieron afectados
por hiperglucemia durante el embarazo, de los cuales el 83.6% se debid a diabetes gestacional, el
8.5% se debio a diabetes detectada por primera vez en embarazo, y el 7.9% se debieron a diabetes
detectada antes del embarazo, aumentando la susceptibilidad a desarrollar enfermedades crénicas
en su vida adulta (71,72).

La obesidad, la desnutricion, el exceso de peso gestacional, el sedentarismo y el estrés favorecen
la resistencia a la insulina en el embarazo y el desarrollo de DG. Si bien es cierto, que la DG puede
desaparecer después del parto, las mujeres que presentaron DG durante el embarazo pueden tener

un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, preeclampsia y parto prematuro (72).

La evidencia sugiere que los mecanismos epigenéticos pudieran estar implicados en las
consecuencias de la DG tanto para la madre como para la descendencia. Asi, por ejemplo, se ha
demostrado que en sangre de corddn umbilical de recién nacidos expuestos a DG presentan menor
metilacion en los genes OR2L13 y CYP2E1 (40). Con lo que respecta a la metilacién de la region
promotora del gen OR2L13 nuestros resultados concuerdan con la evidencia. Lo anterior, podria
implicar que el patrén de metilacion de este gen se mantiene hasta la edad preescolar y podria ser

utilizado como un biomarcador para la identificacion de los nifios expuestos a DG.

Recientemente, Vastrad y colaboradores observaron que la expresion del gen FTSJ se encontraba
disminuida en DG (50). En el presente estudio observamos que los nifios expuestos a DG
presentaban mayor porcentaje de metilacion en comparacién con los nifios controles. Este gen es
relevante en el aspecto epigenético debido a que pertenece a la familia de las metiltransferasas de

clase 1y al estar mayormente metilado podria impactar en el % de metilacion del DNA.
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Como se menciond anteriormente, la obesidad pregestacional es un factor de riesgo para el
desarrollo de DG. La obesidad es una condicién que se caracteriza por la presencia de inflamacién
sistémica cronica de bajo grado. Un estudio realizado en placentas provenientes de embarazos con
DG indica que el perfil de metilacion de la adipocina leptina (LEP) y genes involucrados en procesos
inflamatorios como la fosfodiesterasa 4B 3',5'-ciclica especifica de AMPc (PDE4B), se asocia con la
exposicion a la hiperglucemia materna (73,74). En el presente estudio observamos que la
descendencia expuesta a diabetes gestacional presenta cambios en los patrones de metilacion de
genes implicados en la respuesta inflamatoria (NINJ2, RBM41, MAP7D3, FUT4) (38, 43, 45, 65), asi
como en genes relacionados con el porcentaje de masa grasa, la ganancia de peso y el IMC
(WDSUB1, NKRF, PRDM8, MBTPS2, GPSM3, BTBD11) (35, 39,42,59, 62, 69). Por otro lado,
aunque no ser observaron cambios en el porcentaje de metilacion del gen LEP, el gen FOSL2 que

regula la expresion del LEP, se encontré mayormente metilado en los nifios expuestos a DG.

Se ha propuesto que el estado inflamatorio presente en la obesidad condiciona para el desarrollo de
otras patologias como la resistencia a la insulina, dislipidemias e higado graso (75). Adicionalmente,
los hijos expuestos a DG presentan mayor riesgo para el desarrollo de obesidad, DT2, enfermedades
cardiovasculares y asma (76). De forma interesante en nuestro estudio observamos que los nifios
expuestos a DG presentaban mayor porcentaje de metilacion en la regién promotora de genes
asociados a la secrecion y sefializacidon de la insulina, al desarrollo de resistencia a la insulina y
diabetes tipo 2 (IDH3G, SMS, LCLAT1, IGF2BP1, SSR4, PDE4C, FLNA y UPP1).

Un hallazgo que llamo nuestra atencion en el presente estudio fue el cambio en el porcentaje de
metilacion de genes involucrados en procesos oncoldgicos, autoinmunes y neuronales. Lo anterior,
posee diversas implicaciones en la salud futura de los niflos expuestos a DG. Para el caso particular
de los canceres infantiles la prevencioén es un reto para el sistema de salud debido a que aun no se
comprenden completamente las causas. Estudios realizados en adultos sefialan que la presencia de
obesidad y/o diabetes son factores de riesgo para el desarrollo de algunos tipos de cancer (77).
Recientemente Auger y colaboradores observaron que los nifios expuestos a diabetes gestacional
presentaban 20% mas de riesgo de desarrollar cancer antes de los 14 afos. Para el caso de la
leucemia los autores indican que el riesgo puede aumentar entre un 38% y un 90%, segun el subtipo
de leucemia (78). Lo anterior resalta la importancia del control glucémico durante el embarazo, asi

como la diagnéstico oportuno de DG.

22



Conclusiones

La exposicion a la diabetes gestacional induce un patrén de metilacién que puede detectarse en
nifios en edad preescolar. Estos biomarcadores podrian ser Utiles para la posterior identificacion de
nifos expuestos a este ambiente intrauterino adverso. Finalmente, esta identificacion permitiria
detectar de forma temprana a aquellos individuos con mayor riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas en la edad adulta.
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