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En México, una de cada cinco mujeres sufre complicaciones durante el embarazo. Las
causas principales de morbilidad materna son: preeclampsia (70.8%), hemorragia (11.7%),
eclampsia (6.3%), sepsis (3.6%), etc. La obesidad es un factor de riesgo para la presencia de
preeclampsia, siendo tres veces mas comin en mujeres con obesidad. La prevalencia de
obesidad en el embarazo oscila entre el 11 y el 22%. Existen pocas referencias acerca de los
criterios que definen un embarazo normal, y las variables que lo diferencian de uno que cursa
con complicaciones. Ademas, hay pocas fuentes que proporcionan informacién estadistica
sobre la morbilidad obstétrica aguda o crénica. Estos trastornos durante el embarazo tienen
un serio impacto en la salud de los recién nacidos, ya que la exposicién a diversos factores
ambientales (extrinsecos e intrinsecos) durante los estadios prenatal y postnatal tempranos
son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades complejas. Las marcas
epigenéticos son candidatos etioldégicos para el desarrollo de enfermedades complejas
mediante la regulacion de los procesos de programacion fetal y plasticidad del desarrollo. La
metilacion del DNA es una marca epigenética utilizada por las células para controlar la
expresiéon génica y tiene una importante participacion en el desarrollo de los mamiferos. En
este trabajo, se muestra un estudio piloto del analisis del perfil metilbmico de DNA de sangre
total de nifios menores de tres aflos de edad, que estuvieron expuestos a preeclampsia y
obesidad durante el embarazo. Para ello, se diseid una lista de criterios cuantitativos y
cualitativos para evaluar las condiciones durante el embarazo y del nifio menor de tres afios
de edad, y se utilizé para clasificar las muestras en el grupo de control: embarazo normal
(GC) o grupo problema: preeclampsia y obesidad durante el embarazo (GP). El método de
evaluacion utilizado para el perfil de metilacion fue la modificacién del DNA con bisulfito de
sodio y el andlisis de microarreglos de metilacion (Infinium Human Methylation 450K
BeadChip®). El andlisis bioinformatico se realizé utilizando GenomeStudio y Partek Genomics
Suite. Los resultados mostraron que los criterios cuantitativos de evaluacion durante el
embarazo son los mejores indicadores de clasificaciéon en grupos. Ademas, se encontraron
diferencias en el perfil de metilacion del DNA entre el GP y el GC. 213 sitios GpG mostraron
una diferencia significativa de metilacion. Las diferencias encontradas estan especificamente
relacionadas con la metilacion de regiones génicas no asociadas con islas CpG. Asimismo,
estas diferencias estan implicadas en vias de sefalizaciébn y patologias metabdlicas,
hipertensivas e inmunoldgicas, lo que sugiere que el entorno prenatal al que se exponen los
nifos da un fenotipo caracteristico. Se propone que la preeclampsia y la obesidad durante el
embarazo actlan como ambientes adversos para el desarrollo embrionario y fetal, ejerciendo
modificaciones en la metilacion del DNA. La metilacién anormal del DNA esta mediada por
alteraciones sistémicas tales como cantidad, calidad y distribucion de nutrimentos, estrés
oxidativo, hipoxia y ambiente inflamatorio; sin embargo, se deben realizar mas estudios para
confirmar estos hallazgos. Las consecuencias que estas condiciones pueden tener sobre la
salud del nifio aun no se han dilucidado completamente. Los estudios del metiloma en la
infancia temprana son necesarios para comprender los factores etioldgicos relacionados con
las enfermedades complejas que se desarrollan en la edad adulta y que podrian ser
programadas en etapas tempranas durante la exposicion prenatal a condiciones ambientales
adversas.






One in five women suffer complications during pregnancy in Mexico. The main causes of
maternal morbidity are: preeclampsia (70.8%), hemorrhage (11.7%), eclampsia (6.3%), sepsis
(8.6%), and others. Obesity is a risk factor for the presence of preeclampsia, being three times
more common in women with obesity than in women with normal weight. The prevalence of
obesity in pregnancy has ranges from 11 to 22%. In general, there are very few references to
the criteria that define a normal pregnancy, and the variables that differentiate it from one with
complications. Additionally, there are few sources that provide statistical information on acute
or chronic obstetric morbidity, which does not lead to death, but can have consequences on
life quality. These disorders during pregnancy have a serious impact on the health of
newborns so that, exposures to various environmental factors (extrinsic and intrinsic) during
early prenatal and postnatal stages are risk factors for the development of chronic diseases.
Epigenetic factors (like DNA methylation and histone modifications) are etiological candidates
for chronic diseases development through the regulation of fetal programming and
developmental plasticity processes. DNA methylation is a heritable epigenetic mark used by
the cells to control gene expression and it has an important participation in mammalian
development. Here, it is shown a pilot study heading for the analysis of DNA methylome
profiles from whole blood of children below three years old that faced both preeclampsia and
obesity during pregnancy as adverse maternal conditions. For this, a list of quantitative and
qualitative criteria was designed to evaluate the conditions during pregnancy and the born
child below three years old, and it was used to classify the samples on the control group:
normal pregnancy (CG), or problem group: preeclampsia and obesity during pregnancy (PG).
The assessing method used for the methylation profiling was the DNA modification with
sodium bisulfite and methylation microarray chip analysis (Infinium Human Methylation 450K
BeadChip of lllumina®). Bioinformatic analysis was performed using GenomeStudio and
Partek Genomics Suite softwares. The results showed that the quantitative criteria of
evaluation during pregnancy are the best classifying indicators in groups. Additionally,
differences in the DNA methylation profile were found in whole blood cells of the PG,
compared with the CG. 213 CpG sites showed a significant differential methylation. The
differences found are specifically related to the methylation of gene regions not associated
with CpG islands. Likewise, these differences are implicated in metabolic, hypertensive and
immune related signaling pathways and pathologies, suggesting that the prenatal environment
that the children were exposed gives a characteristic phenotype. It is proposed that
preeclampsia and obesity during pregnancy act as adverse environments for embryonic and
fetal development, exerting modifications in DNA methylation. Abnormal DNA methylation is
mediated by systemic alterations in both complications, such as amount, quality and
distribution of nutrients, oxidative stress, hypoxia and inflammatory environment. Further
studies should be conducted to confirm these findings. The consequences that this
conditions may have on the child’s health are yet to be elucidated. The studies of methylome
at early childhood are strongly necessary to understand the etiological factors related to
chronic diseases that develop in adulthood and that could be early programmed during
prenatal exposure to adverse environmental conditions.






La vida de un individuo comienza desde la fertilizacién, ya que durante el desarrollo
embrionario y el fetal ocurren mecanismos moduladores de la formacion y la maduracion
de drganos y tejidos, confiriendo a la etapa de gestacién un gran impacto, ain después
del nacimiento. “Los primeros mil dias de vida” en el individuo es el periodo de tiempo
que abarca desde el momento de la fertilizacidon hasta los dos afios de vida, término que
esta tomando cada vez mayor importancia (Horton, 2008). Este espacio de tiempo
representa gran parte de los momentos mas relevantes en la vida de un individuo, por ser
una ventana critica en el desarrollo para el resto de su vida y que brinda una oportunidad
Unica para obtener los beneficios nutricionales e inmunoldgicos que se necesitaran en la
etapa adulta. Los dafios que se generen durante estos primeros 1000 dias tendran

consecuencias irreversibles en el individuo, por lo que la prevencion es fundamental.

La teoria del DOHaD (por sus siglas en inglés, “Developmental Origins of Health and
Disease”) propone que el riesgo de desarrollar enfermedades complejas esta influenciado
profundamente por ciertas exposiciones ambientales durante el periodo intrauterino y
posnatal (Barker, 1997). Las exposiciones o estimulos ambientales pueden darse en
periodos clave del desarrollo produciendo cambios permanentes en la estructura y la
funcién del organismo (fenotipo); proceso conocido como la programacion fetal. Los
periodos periconcepcionales, intrauterinos y posnatales son los de mayor influencia en la
programacién. Este periodo también cubre procesos vitales como la gametogénesis, la
fecundacion, la implantacion, la morfogénesis, la embriogénesis, la organogénesis y la
placentacion los cuales, tienen una influencia profunda sobre el crecimiento, el desarrollo,
la distincién y el fenotipo de un individuo, incluyendo la susceptibilidad para desarrollar
enfermedades complejas. Si el ambiente gestacional no es ideal se podria llevar una
programacién no deseada e inducir el riesgo a desarrollar enfermedades en la etapa
adulta (Vickers, 2014).

En la actualidad, existe una evidencia creciente que posiciona a la nutricibn como un
factor ambiental que tiene incidencia en diversas enfermedades tanto crénicas como
autoinmunes. El efecto se inicia a nivel epigenético durante el desarrollo embrionario y
fetal, debido a que la nutricion de la madre afecta el crecimiento del feto y de igual forma

impacta en el desarrollo durante la infancia (Pantoja, 2015).

El genoma del embridén contiene toda la informacion para desarrollarse en un nuevo

individuo. Los procesos que vinculan al genotipo y fenotipo durante el nacimiento se
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describen como epigenéticos. La epigenética investiga las bases moleculares en la
regulacion del flujo de la informacion, involucrando el gen, la expresion y la funcion.
Actualmente, existen tres mecanismos involucrados en este proceso: 1) la metilacion del
DNA; 2) las modificaciones quimicas de histonas y alteraciones de la estructura de la

cromatina, y 3) los RNA no codificantes (Yajnik, 2014).

En el presente trabajo, se desarrollé un estudio piloto que evalué el perfil metilémico de
un grupo de individuos mexicanos en la etapa posnatal temprana, que durante la
gestacion fueron expuestos a preeclampsia y obesidad materna como condiciones
adversas durante el embarazo. El perfil metildmico de este grupo fue comparado con
individuos producto de embarazos normoevolutivos. De los resultados obtenidos de las
variaciones de metilacion entre los grupos de estudio, se realizaron las pruebas para
determinar el diferencial genético y tratar de encontrar posibles asociaciones

antropométricas y metabdlicas maternas.

La importancia de este trabajo es que expone la teoria de DOHaD en México, pues, a
pesar de ser una linea de investigacion reciente en todo el mundo, a nivel nacional no se
ha desarrollado ampliamente. A su vez, contribuye al establecimiento de criterios claves
para la definicién del embarazo normoevolutivo, con base en parametros en la poblacion
mexicana y evidencia la urgencia de completar los estudios epidemiolégicos en
complicaciones del embarazo teniendo un conocimiento mayor de las condiciones que
influyen durante los primeros 1000 dias de vida. Adicionalmente, dicta la metodologia
que se debe seguir para el analisis de microarreglos de metilacién, una técnica novedosa,
robusta y aln no muy explorada. Marca las bases para estudios posteriores de
metilacidn con poblaciones mas grandes y mejor control de las variables implicadas. Por
ultimo, propone al perfil de metilacion como un marcador molecular, por su posible
asociacion con el desarrollo de enfermedades complejas y que, con base a los hallazgos
obtenidos y por obtener, se puedan guiar y desarrollar politicas publicas relacionadas
con el desarrollo éptimo de los individuos durante las etapas prenatal y posnatal

temprana.






El embarazo es el estado fisiolégico de la mujer que se inicia con la fecundacion, el
desarrollo del embrién y el feto en su utero, y termina con el parto y el nacimiento del

producto a término (Secretaria de Salud, 2016).

El embarazo dura alrededor de 40 semanas, o 9 meses, medido desde el Ultimo periodo
menstrual hasta el nacimiento, seguido de otras etapas importantes, como se muestra en

la Figura No. 1. Generalmente, el embarazo se divide en tres trimestres:

Primer trimestre (semana 1 a semana 12): los eventos que llevan al embarazo
comienzan con la fecundacion. El cigoto después viaja a través de las trompas uterinas
de la mujer, donde se implanta en la pared uterina. El cigoto estd compuesto por un

conjunto de células que forman el embrion y la placenta.

Segundo trimestre (semana 12 a semana 28): a las 16 semanas se puede conocer el
sexo biolégico del producto. Se ha formado el tejido muscular, éseo y de la piel. A la
semana 20, la madre puede comenzar a sentir el movimiento del producto. A las 24
semanas, el feto duerme y despierta regularmente. La tasa de supervivencia para nacidos

a las 28 semanas es del 92%, aunque se observan complicaciones serias en la salud.

Tercer trimestre (semana 29 a semana 40): a las 32 semanas, los huesos son suaves y
se encuentran formados casi en su totalidad, y los ojos pueden abrir y cerrarse. Los
nacidos antes de 37 semanas son considerados pretérmino. Los nifios que nacen entre la
semana 37 y 38 del embarazo se consideran de término temprano, y los que nacen a las
39 semanas o después, que se consideran de término completo. Los nifilos que nacen a
las 41 semanas a 41 semanas 6 dias se consideran de término tardio, y los que nacen
después de 42 semanas se consideran postérmino (Department of Health and Human

Services, 2010) (Spong, C. Y., 2013).



Fin de los primeros 1000 dias

Figura No. 1 Linea del tiempo de los primeros mil dias. Términos relacionados con las
distintas etapas del embarazo, y las etapas después del nacimiento, hasta los 2 afios de
edad, en el nifio y la madre. Las etapas compartidas por ambos, se indican con un asterisco
(*). Modificado de Brown (2014).

4.1 FISIOLOGIA Y EVOLUCION DEL EMBARAZO

La fertilizacidon es el momento que marca el inicio de la vida. Para que pueda ocurrir, es
necesario que los gametos tengan madurez morfolégica, funcional y bioquimica, y que se
reunan en el lugar y el momento apropiados. El resultado de la fertilizacion es una célula,
el cigoto, cuyas caracteristicas, aunque proviene de los padres, son nuevas e irrepetibles,
lo cual confiere al nuevo ser su individualidad y le permite iniciar su desarrollo hasta

convertirse en un organismo multicelular.
Adicionalmente, se logran los siguientes eventos:

e La reanudacion y terminacion de la segunda divisién meidtica del ovocito, lo que

resulta en un évulo.
e El restablecimiento del nUmero diploide de cromosomas (46).

e La determinacién genética del género: femenino, si el espermatozoide presentaba

el cromosoma sexual X, o masculino, si portaba el cromosoma'Y.
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e La anfimixis (mezcla de los cromosomas maternos y paternos), dando lugar a un

ser Unico, ya que la recombinacién genética ocurrida durante la meiosis origina

cromosomas diferentes a los de los padres.

e Formacién del huevo o cigoto.

e Reactivacion metabdlica del huevo que permite la segmentacién y la formacién

inicial del embrién (Arteaga, 2013).

El crecimiento y desarrollo fetales ocurren de acuerdo a patrones genéticos en que las

células estan programadas para multiplicarse, diferenciarse y establecer niveles

funcionales a largo plazo durante intervalos establecidos, conocidos como periodos

criticos o sensibles (Brown, 2014). En la Tabla No. 1 se muestran los periodos criticos del

desarrollo embrionario y fetal.

Tabla No. 1 Periodos criticos del desarrollo embrionario y fetal

Embrionario
presomitico

'Diat

Fertilizacién; ~ comienza  etapa  de etapa
segmentacion y surge el cigoto. Después de
24 horas, se obtienen dos células
denominadas blastémeros.

Dias 2-3

Se forman 16-32 células (mérula) que ingresan
en la cavidad uterina

Dias 4-5

La moérula se llena de liquido y su nombre
cambia a blastocisto, que se compone de 250
células.

Dia 6

Union del blastocisto al endometrio.

Dia 7-12

Estadio de embrién bilaminar, se implanta en
la pared uterina, donde se acumula
glucégeno. Saco vitelino primario; se forma la
circulacion uteroplacentaria.

Dia 17

Estadio de embrion trilaminar con linea
primitiva, que establece la polaridad del
embrion; formacidn de ectodermo,
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Embrionario 21 a 28 dias
somitico  (etapa

de

organogénesis)

28 a 35 dias

35 a 49 dias

49 a 56 dias

Semana 8

mesodermo y endodermo; comienza el
desarrollo de vasos sanguineos
intraembrionarios.

0.5 cm de longitud; presencia de cabeza,
tronco y brazos rudimentarios; inicio del latido
cardiaco; se observa médula espinal y dos
l6bulos cerebrales principales; formacion de
los surcos Opticos, presencia de los dos
primeros arcos faringeos; incurvamiento del
embrion.

Rifones, higado, sistema circulatorio, ojos,
oidos, boca, manos, brazos y tracto
gastrointestinal rudimentarios; el corazon late
65 veces por minuto; formacion de arcos
faringeos 3 y 4; aparicion de esbozos de
miembros superiores y cola.

Desarrollo de las placas de manos y pies,
seno urogenital primario, fosas nasales
prominentes, evidencia de hemisferios
cerebrales, pigmentos visibles en retina,
desarrollo de prominencias auriculares,
formacion de labio superior y surco naso
lagrimal; elongacion y enderezamiento del
tronco, inicio de la herniacion del intestino
medio hacia el cordon umbilical.

1.25 cm de longitud; peso de 2 a 3 g; el
cerebro envia impulsos; el tracto
gastrointestinal produce enzimas; el higado
produce eritrocitos; dedos de manos y pies
visibles, pero con membranas interdigitales;
degeneracion del membranas anal vy
urogenital; genitales externos indiferenciados.

Los ojos convergen y aparecen las cejas, la
cola desaparece y se libera orina al liquido
amniotico; recanalizacion de la luz del tubo
digestivo, tubos pulmonares adoptan aspecto
granuloide; diafragma completo; inicia primera
osificacion del esqueleto; cayado adrtico
adopta forma definitiva.
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Fetal Semana 9

Semana 10

Semana 11

Semana 12

Mes 4

Mes 5

Mes 6

Se desarrolla el cuello y la barbilla se separa
del térax; los parpados se juntan y fusionan;
deglucién del liquido amnidtico; comienza la
succion del pulgar y la prension; se producen
los primeros movimientos musculares; la
hipdfisis produce ACTH y gonadotropina; la
corteza suprarrenal produce corticoides. Al
embrion ahora se le considera feto.

Los genitales externos son distintos en cada
sexo; los parpados estan fusionados; se
secreta bilis; se establecen islotes
hematopoyéticos en el bazo; hipdfisis produce
prolactina; la epidermis tiene tres capas.

La musculatura del estdbmago se puede
contraer y comienza la absorcion intestinal; los
linfocitos T emigran hacia la corriente
sanguinea.

La cabeza esta erguida, y el cuello casi recto y
bien definido, el oido externo adopta su forma;
comienza expulsion de meconio; los ovarios
descienden por debajo del reborde pélvico; se
produce hormona paratiroidea.

Pesa cerca de 180 g; piel delgada; formacién
de vesicula seminal; aparecen surcos
transversos en superficie dorsal del cerebelo;
se produce bilis en el higado; comienza a
formarse el escroto y a acumularse grasa
parda en el cuerpo; comienza hematopoyesis
en médula ésea.

Pesa cerca de 450 g y mide 27 cm de
longitud; depédsito de vérnix caseoso en la
piel; el abdomen se empieza a llenar; casi todo
el cuerpo estéa cubierto de lanugo; comienza la
mielinizacién de la médula espinal; glandulas
sebaceas comienzan a funcionar; los
testiculos comienzan a descender. Se alcanza
la viabilidad fetal.

35 cm de longitud; deteccion de olor y gusto;
se empieza a secretar surfactante; pulmones,
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Mes 7

Mes 8

Mes 9

tracto gastrointestinal y rifiones estan
formados

Aumenta de 15 a 30 g por dia; parpados
comienzan a abrirse, comienzan movimientos
respiratorios; comienzan a aparecer surcos y
circunvoluciones en el cerebro; los testiculos
han descendido al escroto; termina la
eritropoyesis en higado y bazo.

Crece cerca de 30 g por dia; los ojos
presentan reflejo fotomotor, los testiculos
entran al escroto; almacenamiento de grasa
blanca, glucégeno, hierro, folato, calcio,
magnesio, vitaminas A, E, D, Bg, By, ¥y
rivoflavina; las funciones de los o6rganos
contintan su desarrollo.

El indice de crecimiento disminuye cerca del
término; la mayor parte del lanugo se elimina;
piel cubierta de vérnix caseoso; se secretan
mayores cantidades de surfactante; empieza
la mielinizacion del cerebro; existe 1 L de
liguido amnidtico; la placenta pesa unos 500

g.

Modificado de Brown (2014), Arteaga (2013) y Carlson (2014).

4.1.1 LAS FASES ANABOLICA Y CATABOLICA DE LA MUJER

EMBARAZADA

El desarrollo embrionario desencadena miles de cambios bioldégicos complejos vy

secuenciados que transforman dos células unidas en un individuo. La rapidez con la que

estas estructuras y funciones fetales se desarrollan en la madre y la naturaleza critica de

las necesidades de energia y nutrimentos, hacen de la nutricién materna un factor clave

para la reproduccidn exitosa.
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Los cambios en la composicién y funcién del cuerpo materno ocurren en secuencias
especificas durante el embarazo. El orden de esta secuencia es absoluto porque la
terminacion exitosa de cada cambio depende del anterior. Ya que los cambios
fisiologicos maternos dan lugar al crecimiento y desarrollo fetal, comienzan formalmente

una semana después de la fertilizacion (Brown, 2014).

Para proveer al feto de suficiente energia, nutrimentos y oxigeno para el crecimiento, la
madre primero debe expandir el nivel de plasma en circulacion. Después, las reservas de
nutrimientos maternos se acumulan. Estas reservas se establecen en avance del tiempo
que seran necesitadas para sostener el gran crecimiento fetal. Esta secuencia de eventos
asegura que la placenta esté completamente preparada para el alto nivel de
funcionamiento que sera necesitado mientras el crecimiento fetal aumenta rapidamente.
El feto depende del funcionamiento de multiples sistemas bien establecidos, con

anticipacién de la maxima capacidad de crecimiento y desarrollo.

Los cambios fisioldégicos en el embarazo se pueden dividir en dos grupos basicos: los
que ocurren en la primera mitad del embarazo y los de la segunda mitad. En general, los
cambios fisiolégicos en la primera mitad se consideran "materno-anabdlicos", ya que
construyen la capacidad del cuerpo de la madre para entregar cantidades relativamente
grandes de sangre, oxigeno, y nutrimentos al feto en la segunda mitad del embarazo. En
el segundo periodo de tiempo ocurren cambios “materno-catabdlicos”, en los que la
energia y las reservas de nutrimentos, y la acentuada capacidad para entregar la energia
y los nutrimentos almacenados al feto predominan. Aproximadamente, el 10% del
crecimiento fetal se lleva a cabo en la primera mitad del embarazo, y el 90% restante se
produce en la segunda mitad (Brown, 2014). Los cambios que ocurren en ambas fases se

pueden observar en la Tabla No. 2.
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Tabla No. 2 Resumen de las fases maternas, anabdlica y catabdlica, del embarazo

Fase Materno-anabdlica (0-20 semanas)

Expansion del volumen sanguineo,
incremento del rendimiento cardiaco

Aumento en las reservas de lipidos,

nutrimentos y glucégeno hepatico

Crecimiento de algunos érganos maternos

Incremento en el apetito y la ingesta de
alimentos (balance caldrico positivo)

Disminucion en la tolerancia al ejercicio

Aumento en los niveles de hormonas

Fase Materno-catabolica (20+ semanas)

Movilizacion de las reservas de lipidos vy
nutrimentos

Incremento en la producciéon y niveles
sanguineos de glucosa, TAGs y &acidos
grasos

Disminucion en las reservas de glucdégeno
hepatico

Apetito e ingesta de alimentos disminuyen
un poco cerca del término del parto

Metabolismo en ayuno acelerado

Aumento en los niveles de hormonas

anabdlicas

Modificado de Brown (2014).

catabdlicas

Los cambios fisiolégicos que normalmente ocurren durante el embarazo se muestra a

continuacion:

Expansion del
volumen sanguineo

* Aumento en
volumen de sangre
(20%)

*Aumento en
volumen de plasma
(50%)

*Edema (60-75% de
las mujeres)

Aumento en tamaho
de organos y tejidos
maternos

« Corazon, tiroides,
higado, rifidnes,
utero, mamas y
tejido adiposo

Hemodilucion

* Disminuye la
concentracion de la
mayoria de las
vitaminas y
minerales en sangre

Sistema
Circulatorio

*Incremento en el
rendimiento
cardiaco (30-50%)

*Incremento en el
ritmo cardiaco (16%)

- Disminucion de la
presion sanguinea
en la primer mitad
del embarazo (-9%)

Niveles sanguineos

de lipidos

* Aumento en las
concentraciones de
TAGs, colesterol, y
colesterol LDL y
HDL

Sistema
Respiratorio

*Incremento en el
volumen corriente o
tidal (30-40%)

*Incremento en el
consumo de
oxigeno (10%)

*Aumento en la
resistencia a insulina

*Incremento en
niveles plasmaticos
de glucosa e
insulina

Ingesta de
alimentos

* Aumento en apetito
e ingesta de
alimentos. Ganancia
de peso

+ Cambios en sentido
de gusto y olfato

* Aumento en
consumo de liquidos
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Cambios Cambios en Metabolismo
9 s vy Hormonas
gastrointestinales rindnes basal

+ Relajacién del * Incremento en * Imnunidad * Incremento en la « Secrecion de
tono muscular del Tasa de Filtracion suprimida tasa metabdlica gran cantidad de
tracto gastrico Glomerular (50- « Aumento en el basal durante la hormonas

« Incremento en 60%) riesgo de segunda mitad placentarias
tiempo de transito + Aumento en la infeeciones del del embarazo necesarias para
gastrico e conservacion de tracto * Incremento de la sopor.tar los
intestinal Na+ reproductivo temperatura basal qamplqs

- Nauseas (70%) y - Aumento en el fisiologicos
vémito (40%) riesgo de durante el

+ Acidéz estomacal infecciones embarazo

« Constipacion urinarias

Modificado de Brown (2014).

Los ajustes en el metabolismo de los nutrimentos de la madre son evidentes dentro de
las primeras semanas después de la concepcion y progresan con el embarazo (King,
2000). Muchos de los ajustes se encuentran encaminados a asegurar que los nutrimentos

estaran disponibles para el feto durante los periodos de alta necesidad (Brown, 2014).

4.2 LA REGULACION METABOLICA DURANTE EL EMBARAZO

Los nueve meses de embarazo representan el periodo mas intenso de crecimiento y
desarrollo que el ser humano experimenta. Lo bien que estos procesos resulten depende
de muchos factores, siendo la mayoria de ellos modificables. De estos factores que
afectan el crecimiento y desarrollo fetal, el que mas sobresale es la nutriciéon. No existe
otra etapa en la vida en la que existan beneficios mas obvios de una nutricién éptima que

durante el embarazo (Brown, 2014).

421 LA INFLUENCIA DE LOS FACTORES MATERNO-
AMBIENTALES EN LA REGULACION METABOLICA

Durante mucho tiempo se ha sabido que la dieta de la madre y el suministro de
nutrimentos para el embridn o feto, son de los principales factores ambientales que
influyen en el desarrollo del mismo. Un suministro fiable y equilibrado de aminoacidos,

lipidos y carbohidratos debe ser compatible con las altas tasas de proliferacion celular y
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los procesos clave de desarrollo que tienen lugar durante las etapas embrionarias y
fetales de la vida (Maloney, 2005). El intercambio de nutrimientos entre la madre y el feto,
asi como la regulacién de la velocidad de paso de los mismos, dentro y fuera de la
circulacioén fetal, son funciones de la placenta, érgano extraembrionario que, ademas,

produce hormonas y enzimas y elimina los desechos del feto (Brown, 2014).

Las necesidades nutricionales del feto estan impulsadas por secuencias genéticamente
programadas de crecimiento y desarrollo histico. La cantidad y tipos de nutrimentos que
se requieren dependen del tipo y cantidad que se necesitan para que funcionen las vias
metabdlicas especificas y para que se desarrollen las estructuras fetales. Debido a que el
crecimiento y desarrollo normales del tejido fetal estan genéticamente cronometrados,
los nutrimentos deben estar disponibles cuando se expresen los genes que controlan el

crecimiento y desarrollo fetales (Georgieff, 2007).

Durante el embarazo se presentan muchos ajustes en el metabolismo de los
carbohidratos, mismos que promueven la disponibilidad de glucosa por parte del feto. La
glucosa es el combustible por excelencia para el feto. La disponibilidad continua de un
aporte fetal de glucosa se logra mediante cambios metabdlicos que promueven la
resistencia materna a la insulina. Estos cambios se conocen como efecto diabetogénico
del embarazo, y ocasionan que, en condiciones normales, la mujer embarazada presente
una ligera intolerancia a los carbohidratos en el tercer trimestre del embarazo (Brown,

2014).

El metabolismo de los carbohidratos en la primera mitad del embarazo se caracteriza por
incremento en la produccion de insulina estimulada por estrogenos y progesterona, y
conversion de glucosa a glucégeno y a grasa. En la segunda mitad, la elevacién de los
valores de somatotropina coridénica humana (hCS) y prolactina inhibe la conversion de
glucosa a glucdgeno y grasa. Al mismo tiempo, la resistencia a la insulina produce en la
madre aumento de la dependencia a las grasas para obtencién de energia. Estas
condiciones ayudan a garantizar la disponibilidad de un aporte constante de glucosa para

el crecimiento y desarrollo fetales en la segunda mitad del embarazo (Rosso, 1990).

Respecto al metabolismo proteico, cantidades mayores de nitrégeno y proteinas son
necesarias durante el embarazo para la sintesis de nuevos tejidos maternos y fetales. El

mayor requerimiento se cubre en cierta medida mediante la reduccién de los niveles de
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excrecion de nitrégeno y la conservacion de aminoacidos para la sintesis de proteinas.
Sin embargo, no hay evidencia de que el cuerpo de la madre almacene proteinas al
principio del embarazo para satisfacer las necesidades fetales mas adelante. Los
requerimientos maternos y fetales de proteinas se cubren con el consumo de la madre

durante el embarazo (Brown, 2014).

Durante el embarazo suelen ocurrir numerosos cambios en la utilizacién corporal de
grasas. En conjunto, los cambios en el metabolismo de los lipidos promueven la
acumulacién de depdsitos de grasa maternos en la primera mitad del embarazo, y
mejoran su movilizacién en la segunda mitad (Godfrey, 1998). Ademas, dada la mayor
dependencia materna de depdsitos de grasa para obtener energia a medida que avanza
el embarazo, se observa que los niveles sanguineos de muchas lipoproteinas aumentan
en forma drastica. El aumento en las concentraciones plasmaticas de triglicéridos ocurre
primero y es el mas pronunciado, al término equivale a tres veces los niveles de mujeres
no embarazadas. También se elevan las lipoproteinas del colesterol, los fosfolipidos y los
acidos grasos. La placenta utiliza el mayor aporte de colesterol para lograr la sintesis de
hormonas esteroideas, y el feto lo aprovecha para la formacidon de nervios y membranas

celulares (Butte, 2000).

De igual forma, ocurren cambios notables en el metabolismo de los minerales. El
metabolismo del calcio se caracteriza por mayor indice de recambio y produccion de
hueso nuevo. La elevacion de los niveles de agua corporal y sintesis de tejidos durante el
embarazo se acompafia de mayores requerimientos de sodio y otros minerales. El
metabolismo del sodio guarda un delicado equilibrio durante el embarazo, para promover
la acumulacion de este mineral por parte de la madre, la placenta y el feto. Esto se logra
mediante cambios en los rifiones que aumentan la secrecion de aldosterona y la

retencion de sodio (Brown, 2014).

En experimentos en modelos animales, la desnutricibn materna al momento de la
fecundacién lleva a una menor cantidad de células en la masa celular interna, que se
asocia con peso al nacer y crecimiento posnatal reducidos, radios 6rgano/peso corporal
alterados y el desarrollo de hipertension (Kwong, 2000). Una mejor nutricion perinatal se
asocia con una elevada trayectoria de crecimiento fetal, que se establece en la gestacion
temprana, cuando los requerimientos absolutos del feto son bajos. Una trayectoria de

crecimiento mas rapida lleva a un incremento en la demanda de nutrimentos en partes
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posteriores de la gestacion, cuando los requerimientos son relativamente méas grandes, y
se reduce la capacidad de reserva de la placenta. La habilidad del feto para mantener el
crecimiento durante un periodo de desnutricion depende del ritmo de crecimiento previo,
ya que los fetos que crecen a mayor velocidad, con un mayor requerimiento de
nutrimentos, son menos capaces de mantener el crecimiento en estas condiciones. Los
hombres crecen mas rapido que las mujeres, y por lo tanto, tienen menos capacidad de

resistir la desnutricién (Harding, 1992).

El feto humano es capaz de adaptarse a la malnutricién. Sus respuestas incluyen
cambios metabdlicos, redistribucion del flujo sanguineo y cambios en la produccion de
hormonas fetales y de la placenta que controlan el crecimiento. La respuesta metabdlica
inmediata a la desnutricidn es el catabolismo: consumir sus propios sustratos para
obtener energia (Barker, 2001). El feto protege los tejidos que son importantes para la
supervivencia inmediata, especialmente el cerebro, disminuyendo la velocidad de
crecimiento. La redistribucion del flujo sanguineo es una forma en la que el cerebro
puede ser protegido. En los humanos, esto puede tener costos exagerados para otros
tejidos, como el higado y otras visceras, debido al gran tamafio del cerebro (Rudolph,
1984).

La nutricion también tiene efectos importantes en las hormonas fetales, y en las
interacciones hormonales y metabdlicas entre el feto, la placenta y la madre, de quienes
depende la coordinacién del crecimiento fetal. La insulina fetal y los factores de
crecimiento (IGFs) tienen el papel central en la regulacion del crecimiento y responden
rapidamente a cambios en la nutricion fetal. Si la madre disminuye su ingesta, las
concentraciones de insulina fetal, IGF-1 y glucosa disminuyen drasticamente, lo que lleva
a una transferencia reducida de aminoacidos y glucosa de la madre al producto,
reduciendo el crecimiento fetal (Fowden, 1995). Las adaptaciones del producto a

condiciones nutricias adversas se puede observar en la Figura No. 2.

Los diferentes efectos de la desnutricion en diferentes etapas de la gestacion se pueden

resumir de la siguiente manera:

e FEtapa temprana del embarazo: las concentraciones de nutrimentos influyen el

crecimiento y desarrollo del embridén. La nutricibn sub-éptima antes de la
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implantacion retarda el crecimiento y desarrollo, siendo las etapas posteriores a la

fecundacioén particularmente sensibles.

e FEtapa media del embarazo: la placenta crece mas rapido que el feto y la
deficiencia de nutrimentos podria alterar el crecimiento fetal cambiando la
interaccion entre ambos. La desnutricion en esta etapa puede llevar a un
crecimiento elevado de la placenta, posiblemente debido a una adaptacion para
mantener la reserva de nutrimentos, sacrificando asi el crecimiento fetal, para

mantener la funcion de la placenta.

e FEtapa final del embarazo: la desnutricion resulta es una disminucion inmediata de
la velocidad de crecimiento fetal. Cuando la desnutricién es aguda, es crecimiento
fetal se puede recuperar; sin embargo, cuando es prolongada, el resultado al

nacimiento es una talla baja (Barker, 2001).

Figura No. 2 Adaptaciones fetales a la malnutriciéon. Modificado de Barker (2001).
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4.3 LAS COMPLICACIONES CLINICAS EN EL EMBARAZO Y SUS
CIFRAS DE PREVALENCIA EN MEXICO

En 2016, la poblacion estimada en México superaba los 122 millones de habitantes, de

los cuales poco mas de la mitad corresponde a mujeres (51.2%) (CONAPO, 2016).

Un aspecto de suma relevancia para el andlisis de la fecundidad y la salud reproductiva
es el comportamiento demografico de la poblacién femenina, en particular de aquélla en
edades fértiles, convencionalmente considerada entre los 15 y 49 afios. Asi, en 2010, a
nivel nacional hay poco menos de 31.1 millones de mujeres en edad fértil (MEF), que
representan al 54.1 por ciento de la poblacion femenina total, siendo el periodo entre 20 y
29 afos las edades criticas para la reproduccion, ya que en éstas se concentran las tasas
mas altas de fecundidad en México (CONAPO, 2011).

A partir de 1974, con el cambio de la politica de poblacion y del impulso de los
programas de planificacion familiar, la tasa de fecundidad comenzé a descender
vertiginosamente. Se estima que en la actualidad (2016), la Tasa Global de Fecundidad
(TGF) asciende a 2.16 hijos por mujer. En este mismo afio, la cantidad de nacimientos

sumo poco mas de dos millones de nifilos (CONAPO, 2016).

De los cambios demograficos ocurridos en México, el descenso de la fecundidad es el

que tiene las mayores implicaciones positivas para la salud reproductiva. Se sabe que:

a) Un menor numero de nacimientos reduce el tiempo que las mujeres estan
expuestas durante su vida al riesgo de complicaciones perinatales (de 63 meses

con una fecundidad de siete hijos a 18 meses con una fecundidad de dos);

b) Una disminuida fecundidad esté relacionada con menor ocurrencia de embarazos

en las edades extremas del periodo reproductivo; y

c) Una fecundidad disminuida alarga el tiempo de espaciamiento entre los
nacimientos traduciéndose en un mayor periodo de recuperacién fisica de la

madre entre parto y parto.

Debido a todos estos cambios ocurridos durante el ultimo cuarto del siglo (reduccién de

la fecundidad, ampliacién del periodo de tiempo que las parejas dejan pasar entre un hijo
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y otro, y disminucién de la fecundidad en las edades extremas), los patrones

reproductivos han sido cada vez mas favorables a la salud (CONAPO, 2011).

La Norma Oficial Mexicana para la atenciéon de la Mujer durante el Embarazo, Parto y
Puerperio y del Recién Nacido considera que un control adecuado del embarazo debe
iniciar en el primer trimestre de gestacién. En México, el porcentaje de mujeres que inicié
con oportunidad la revisién prenatal, del total que tuvo este tipo de atencién, ascendio a
74.1%; 21.4% inicié en el segundo trimestre; y 4.6% en el tercero. La Norma establece

que la mujer debe recibir un minimo de cinco consultas prenatales (CONAPO, 2011).

En el periodo de enero de 2009 a septiembre de 2014, de cada 100 partos ocurridos, 46
fueron por cesarea y 54 fueron partos normales (CONAPO, 2015). Cabe sefialar que las
normas de salud establecen que el limite ideal de este tipo de intervencion no debe

exceder el 20%.

4.3.1 COMPLICACIONES DEL EMBARAZO

Las complicaciones del embarazo son los problemas de salud que se producen durante
este periodo, incluso en mujeres saludables. Pueden afectar la salud de la madre, del
bebé o de ambos. Entre las mas comunes se encuentran: aborto espontaneo, anemia,
depresion, desprendimiento placentario, diabetes gestacional, embarazo ectdpico,
hiperémesis gravidica, hipertension, placenta previa, preeclampsia, problemas fetales y
trabajo de parto prematuro. De igual forma, se pueden presentar infecciones perjudiciales
para la madre, el producto o ambos, como candidiasis, citomegalovirus, infecciones por
Streptococcus del grupo B, listeriosis, toxoplasmosis, vaginosis bacteriana, entre otros

(Department of Health and Human Services, 2009).

Alrededor de 300 millones de mujeres en el mundo sufren de enfermedades de corto y
largo plazo, relacionadas con el embarazo, parto y puerperio. Las complicaciones de
salud durante el embarazo y el parto son responsables del 18% de la carga global de
enfermedad de las mujeres entre los 15 y 44 afios de edad en el mundo entero. Tienen
ademas un serio impacto sobre la salud de los recién nacidos. Los hijos de madres que
fallecen por problemas relacionados con el embarazo, parto o puerperio tienen 10 veces

mas riesgo de morir que los recién nacidos de madres que sobreviven. En México, una
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de cada cinco mujeres sufre complicaciones en el embarazo (Nufez, 2010; Sanchez,
2013).

Las causas principales de morbilidad materna, reportadas por Mejia (2012), fueron los
trastornos hipertensivos, donde la preeclampsia-eclampsia fue responsable del 77.2% de
los casos. En segundo lugar, se encuentra la hemorragia postparto con 11.7%, seguida

de sepsis puerperal con un 3.6%, como se muestra en la Figura No. 3.

Embarazo aAporto  Otras
ectopico  09% 3.1%
3.6% | :

Sepsis _.
3.6%

Hemorragia
11.7%

Figura No. 3 Principales causas de morbilidad materna en México. Modificado de Mejia (2012).

La mayoria de los dafos obstétricos y los riesgos para la salud de la madre y del nifio
pueden ser prevenidos, detectados y tratados con éxito, mediante la aplicacion de

procedimientos normados para la atencién (Bernal, 2012).

A pesar de que la obesidad durante el embarazo no es considerada por el sistema de
salud como una complicacién propia, se sabe que las mujeres con obesidad gestacional
presentan un incremento en el riesgo de tener complicaciones obstétricas, como
hipertension, diabetes, varices, coledocolitiasis, embarazos prolongados, retardo en el
crecimiento intrauterino, infecciones antes y después del parto, complicaciones

trombéticas, anemia, infecciones urinarias y desérdenes en la lactancia. El riesgo de
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hipertension en el embarazo, cesarea y macrosomia se relacionan directamente con el
IMC. La diabetes gestacional esta presente en sujetos de estudio con obesidad

gestacional en un 5.2% comparado con las mujeres con peso normal (Minjarez, 2013).

4.3.1.1 OBESIDAD DURANTE EL EMBARAZO

La obesidad es una enfermedad de etiologia multifactorial de curso crénico en la cual se
involucran aspectos genéticos, ambientales y de estilo de vida que conducen a un
trastorno metabdlico. Se caracteriza por el exceso de tejido adiposo en el organismo, la
cual se determina cuando en las mujeres adultas existe un IMC igual o mayor a 30 kg/m2

antes del embarazo, como se muestra en la Tabla No.3.

Tabla No. 3 Ganancias de peso total para mujeres con embarazos simples en las normas
del Institute of Medicine (IOM) de 2009

Modificado de IOM (2009).

En la actualidad, la obesidad es considerada en México un problema de salud publica.
Estudios recientes demuestran que la incidencia y prevalencia del sobrepeso y la
obesidad han aumentado de manera progresiva durante los Ultimos seis decenios y de
modo considerable en los ultimos 20 afios. La prevalencia de obesidad es mas alta en el
sexo femenino que en el masculino, siendo las mujeres en edad fértil un grupo altamente
afectado, con una presencia de la enfermedad en un porcentaje del 24% (20 a 29 afos)
hasta el 46.1% (40 a 49 afos) (Gutiérrez, 2012). La prevalencia de obesidad en el

embarazo tiene rangos del 11 al 22%. Segun el reporte "Why Mothers Die?", 35% de las
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muertes maternas correspondian a madres obesas, teniendo un 50% mas de riesgo que

la poblacién con normopeso (Nazar, 2014).

Los mecanismos subyacentes al aumento del riesgo no se conocen bien en la obesidad
durante el embarazo. En la fase inicial del embarazo, las mujeres con peso normal (IMC
antes del embarazo <25) depositan grasa en sus caderas, espalda y tercio superior de los
muslos, que se cree importante como reserva caloérica para el embarazo y la lactancia
posteriores. La secrecidon de insulina y la sensibilidad a la misma aumentan, favoreciendo
el incremento de la lipogénesis y la acumulacion de grasa como preparacion para las
mayores necesidades energéticas del feto en fase de crecimiento. Los ajustes
fisiologicos naturales (resistencia a la insulina, hiperlipidemia, inflamacion sistémica) son
practicamente iguales que el fenotipo del sindrome metabdlico. No obstante, en mujeres
obesas (IMC antes del embarazo >30) la sensibilidad periférica a la insulina disminuye,
con el resultado de un incremento escaso o nulo de grasa en el embarazo inicial, tal vez a

causa de una menor necesidad de reservas caloricas adicionales (Herring, 2010).

Se cree que muchas de las complicaciones de la obesidad en poblaciones no
embarazadas son mediadas en parte por la inflamacion y sus secuelas. Estudios
recientes sugieren que una mayor respuesta inflamatoria, tanto a nivel local (tejido
adiposo, placenta y endotelio vascular) como sistémico (concentraciones plasmaticas
circulantes) pueden estar involucradas en la mediacién de los resultados clinicos

adversos durante el embarazo (Denison, 2010).

La obesidad implica una expansion masiva del tejido adiposo. Ahora se sabe que la
grasa no es solamente un érgano de almacenamiento, sino que es un tejido altamente
activo metabodlicamente. En la obesidad, la expansién de la masa del tejido adiposo se
asocia con el aumento de la inflamacién, y hay evidencia emergente de que esta
inflamacion esta causalmente relacionada tanto con la resistencia a la insulina como con
otras morbilidades relacionadas con la obesidad, como Ilas enfermedades

cardiovasculares (Poissonnet, 1983).

El tejido adiposo maduro consiste en adipocitos y células vasculares del estroma,
comprendiendo estas Ultimas células endoteliales vasculares, fibroblastos y células del
linaje hematopoyético. Todos los mamiferos contienen tejido adiposo blanco y tejido

adiposo marrén, con funciones especificas de almacenamiento de lipidos y termogénesis
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respectivamente. Ademas, en muchos animales, incluidos los humanos, el tejido adiposo
visceral, que rodea los o6rganos internos, es mas importante que el tejido adiposo

subcutaneo en el desarrollo del sindrome metabdlico (Poissonnet, 1984).

El tejido adiposo genera TNF, que contribuye a la inflamacion de bajo grado que se
encuentra en la obesidad. La leptina (tiene efectos sobre la ingesta de alimentos) también
se ha identificado como un importante producto secretado por el tejido adiposo. TNF y
leptina son ejemplos de “adipocinas”, péptidos liberados por el tejido adiposo, que
pueden tener efecto en tejidos distantes. En los seres humanos, el tejido adiposo blanco
produce mas de 50 adipocinas. En paralelo con estos eventos proinflamatorios, el tejido
adiposo blanco también produce citocinas antiinflamatorias como la adiponectina, IL-10
e IL-1Ra. Estos marcadores inflamatorios, aunque se originan en la grasa, circulan en la

sangre (Hotamisligil, 1993).

En la obesidad existe una regulacién positiva de la sintesis de quimiocinas y receptores
en el tejido adiposo, tanto visceral como subcutaneo, aunque con un mayor incremento
en el tejido adiposo visceral, y esto es probablemente un mecanismo por el cual esta mas
fuertemente asociado con el sindrome metabdlico. Las citocinas secretadas por el tejido
adiposo visceral son "detectadas" directamente por el higado debido al drenaje venoso
de este a través del sistema portal. Por lo tanto, el tejido adiposo visceral es
plausiblemente capaz de influir en la homeostasis de la glucosa hepatica y en la

sensibilidad a la insulina (Tordjman, 2009).

La expresion de los genes inflamatorios en la grasa esta estrechamente correlacionada
positivamente con el contenido de grasa del higado y la disfuncion arterial sistémica, e
inversamente correlacionada con la sensibilidad a la insulina y los factores lipogénicos
(Poulain-Godefroy, 2008).

Los macrofagos del tejido adiposo (ATMs) se encuentran en los individuos con peso
normal y obesos, rodeando a los adipocitos necroticos. Sin embargo, su actividad
funcional es proporcional al grado de obesidad. Los ATMs tienen un fenotipo distinto,
identificados como M1 y M2. En los individuos con peso normal, los ATMs se asemejan
mas al fenotipo M2, secretando citocinas antiinflamatorias y arginasa, que bloquea la

actividad de la sintasa de oxido nitrico inducible (NOS2). Por el contrario, en los
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individuos obesos, hay un cambio hacia el fenotipo M1, secretando citocinas

proinflamatorias, y generando ROS a través de la activacion de NOS2 (Lumeng, 2007).

Pocos estudios han examinado el vinculo entre la obesidad y la inflamacién durante el
embarazo. En un estudio, los niveles séricos de leptina, proteina C reactiva e |IL-6 fueron
mas altos en las mujeres obesas gestantes, que en otras condiciones. Este aumento de
las citocinas proinflamatorias circulantes se relaciona, en parte, con la produccién de
células mononucleares maternas de sangre periférica, que muestran una mayor
produccién de mRNA de TNF e IL-6 (Ramsay, 2002).

En contraste con la evidencia sobre la invasion de macréfagos y otros eventos
inflamatorios en el tejido adiposo en personas obesas no embarazadas, no se han
realizado estudios cuantitativos sobre estos eventos en mujeres embarazadas, aunque se
han identificado macrofagos en tejidos adiposo visceral y subcutaneo de mujeres

embarazadas obesas (Farley, 2009).

La inflamacion y las citocinas inflamatorias tienen un papel fundamental en la funcién
placentaria durante el embarazo. Virtualmente, todas las citocinas conocidas son
capaces de ser sintetizadas y liberadas por citotrofoblasto, sincitiotrofoblasto y
macréfagos placentarios (Pang, 2008). El papel fisiolégico de las citocinas en las etapas
posteriores del embarazo aln no se encuentra bien estudiado; sin embargo, se cree que

IL-6 y TNF estan implicados en la regulacion del crecimiento fetal (Jones, 2009).

Los avances significativos en la comprensiéon de la placenta han establecido que la
funcidn placentaria es dinamica e influenciada por la salud materna, y tiene un importante
papel regulador en el bienestar materno durante el embarazo. Dado que la obesidad
materna se acompana de una desregulacion significativa de la fisiologia normal, es
plausible que la estructura y la funcién placentaria se alteren como consecuencia de la
obesidad materna, e igualmente que la placenta pueda modular la fisiologia materna

mediante la liberacién de citocinas inflamatorias (Radaelli, 2009).

Se cree que hay una tendencia hacia el aumento del peso placentario, paralelamente al
aumento significativo en el IMC materno; sin embargo, se necesitan mas estudios para
confirmar si el aumento de la obesidad materna es responsable del aumento del peso

placentario. El hipo o hiperenrollamiento del corddn umbilical, asociado con el
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fallecimiento fetal y la trombosis vascular, es también mas comun en embarazos

complicados por obesidad, diabetes gestacional y preeclampsia (Sebire, 2007).

A nivel microscépico, no hay estudios detallados que examinen el efecto de la obesidad
materna en la estructura placentaria. Sin embargo, es posible que la obesidad pueda
afectarla. Apoyando esto, existen estudios que demuestra un aumento de dos a tres
veces en los macréfagos placentarios en las mujeres obesas en comparacion con las
mujeres no obesas. También es posible que la obesidad materna pueda afectar el
numero y la funcion de otras poblaciones de células inmunes en la interfaz materno-fetal,
incluyendo las células NK y las células dendriticas. Las alteraciones en estas poblaciones
de células podrian tener implicaciones de por vida para el sistema inmunoldgico fetal

adquirido y la susceptibilidad a la enfermedad en la vida posterior (Challier, 2008).

La obesidad materna también puede afectar el transporte placentario y la disponibilidad
de sustrato. Se demostré un aumento significativo en la expresion de la fosfolipasa A2
(PLA2), PLA2G2A y PLA2G5, leptina y TNF en las placentas de los neonatos obesos. Se
sugiriere que este bucle inflamatorio puede ser un mecanismo por el cual el exceso de
grasa se acumula en los neonatos obesos. Alternativamente, la insulina y los acidos
grasos aumentan la expresion de la adipofilina, que esta asociada con gotas lipidicas
celulares y estda implicada en la absorcion de acidos grasos celulares y el
almacenamiento de lipidos neutros, en trofoblastos humanos. En la obesidad materna,
mayores niveles circulantes de insulina podrian aumentar la expresidon de los
transportadores de acidos grasos, aumentando asi la disponibilidad de acidos grasos,

tanto para la placenta como para el feto (Varastehpour, 2006).

El transporte de aminoacidos puede verse afectado por la obesidad materna. Las
concentraciones fisioldgicas de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF estimulan la
actividad del sistema de transporte de aminoéacidos A, incrementando asi el transporte de

aminodcidos al feto (Jones, 2009).

Las adipocinas también modulan la funcidn placentaria. Es posible que el aumento de los
niveles locales y/o circulantes de leptina en la obesidad materna pueda modular la

inflamacion y la funcion placentaria.

La evidencia presentada podria sugerir que la placenta es un espectador pasivo en el

ambiente inflamatorio hostil de la obesidad materna. Sin embargo, esta explicacion
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puede ser demasiado simplista. Aunque el estrés nitrosativo se incrementa en las
placentas de las mujeres obesas, generalmente es acompafiado por una disminucién en
el estrés oxidativo. Se propone que el cambio en el equilibrio entre el estrés oxidativo y
nitrosativo puede actuar como un mecanismo protector para la placenta con la formacién
de peroxinitrito consumiendo ROS y reduciendo el estrés oxidativo. Se plantea la
posibilidad de que la placenta pueda "sentir" el ambiente materno y adaptarse para
proteger no sélo a si misma, sino también potencialmente al feto del medio hostil
inflamatorio, oxidativo e hiperinsulinémico presente en la obesidad materna (Colomiere,

2009).

En individuos obesos, la funcién vascular y endotelial local y sistémica esta
significativamente deteriorada. La estructura de los vasos sanguineos se altera en la
obesidad con un aumento en el diametro de los vasos, el grosor de la membrana basal,
la permeabilidad vascular y la rigidez de los vasos. Con la progresion de la enfermedad,
las paredes de los vasos microvasculares empiezan a atrofiarse, el diametro del vaso se
estrecha y se desarrolla una rarefaccién microvascular progresiva. El tejido adiposo, que
rodea los vasos sanguineos (tejido adiposo perivascular), también afecta indirectamente
la estructura y el tono vascular a través de la liberacion de mediadores inflamatorios
vasoactivos, incluyendo adipocinas, angiotensina y endotelina-1 (Zhang, 2009b). La
obesidad también se asocia con un estado protrombético con concentraciones
plasmaticas mayores de factores, incluyendo el factor de von Willebrand, fibrindégeno y el
factor VII (Faber, 2009).

Con el fin de sostener el feto en desarrollo, una amplia adaptacién cardiovascular se
produce durante el embarazo. Las mujeres obesas entran en el embarazo con una
activacion endotelial preexistente crénica. Aunque la funcién dependiente del endotelio
aumenta durante el embarazo, sigue siendo menor en las mujeres obesas en
comparacion con las mujeres que tienen un peso normal, en todas las etapas del
embarazo. Ademas, en el puerperio, la funcion endotelial disminuye a los niveles del
primer trimestre en las mujeres obesas, mientras que la funcién endotelio-dependiente
mejorada persiste en las mujeres con peso normal. La vasodilatacién dependiente del
endotelio también esta alterada en las arterias del miometrio de las mujeres con un IMC
elevado. Los mecanismos subyacentes a la funcion endotelial deteriorada en las mujeres

obesas no se conocen bien. Sin embargo, es probable que tanto la inflamacién sistémica
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como la local dentro de la vasculatura participen en la mediacidén del deterioro de la
funcidén endotelial. La obesidad materna también se asocia con un mayor riesgo de
tromboembolismo, aunque no hay estudios que hayan comparado fibrindlisis endoégena,
ni se ha establecido si existen diferencias en los factores de coagulaciéon entre mujeres
obesas y con peso normal durante el embarazo (Denison, 2010). En la Figura No. 4 se
puede observar un mecanismo generalizado de lo poco que se conoce de la

fisiopatologia de la obesidad durante el embarazo.

Figura No. 4 Fisiologia de la placenta y el tejido adiposo en la obesidad durante el embarazo.
La infiltracion de macrofagos de la placenta contribuye al aumento de la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6). Estas contribuyen a aumentar la resistencia a la
insulina y el aumento de la lipdlisis. El aumento de los acidos grasos plasmaticos como
resultado de la lipdlisis también aumenta la resistencia a la insulina. El transporte alterado de
nutrimentos en la obesidad durante el embarazo puede incluir: aumento del transporte de
glucosa (a través de una mayor resistencia a la insulina), aumento del transporte de
aminoacidos (a través de citocinas proinflamatorias) y aumento del transporte de lipidos. IL,
interleucina; TNF, factor de necrosis tumoral. Modificado de Denison (2010) y Reynolds
(2013).
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4.3.1.2 PREECLAMPSIA

La preeclampsia es un trastorno multisistémico de etiologia ain desconocida y severidad
variable, que se presenta Unicamente en el embarazo de la especie humana. Se
caracteriza por la presencia de hipertension y proteinuria a las 20 semanas de gestacion
o después, con evidencia de enfermedad sistémica (como trombocitopenia, niveles
elevados de transaminasas hepaticas, insuficiencia renal, edema pulmonar y disturbios
visuales o cerebrales). Para el desarrollo de la preeclampsia se requiere una placenta,
pero no un feto; es decir, el Unico tratamiento efectivo para la preeclampsia es la
expulsién de la placenta (Chaiworapongsa, 2014). El cuadro clinico se caracteriza por
hipertension arterial > 140/90 mm Hg, acompafnada de proteinuria. Es frecuente que,
ademas, se presente cefalea, acufenos, fosfenos, edema, dolor abdominal y/o

alteraciones en las pruebas de laboratorio clinico (ACOG, 2002).

Los trastornos hipertensivos son padecimientos que, a nivel mundial, causan un nimero
elevado de defunciones maternas. En México, con datos del 2004, la Direccion General
de Informacién en Salud de la Secretaria de Salud, reportd 316 defunciones debidas a
esta patologia, lo que corresponde al 2.5% del total de defunciones. Actualmente la
preeclampsia/eclampsia, aparte de ser causa importante de muerte materna y neonatal,
lo es de prematurez, restriccidn en el crecimiento intrauterino y todas las complicaciones
secundarias a la prematurez como la inmadurez pulmonar y neurolégica (Secretaria de
Salud, 2007), nefropatia, bajo peso al nacer, anemia, ictericia, hipoglucemia, entre otras
(Goémez, 2006).

Aunque la causa exacta es desconocida, los procesos fisiopatoldgicos subyacentes a
este trastorno se describen en dos etapas. La primera etapa se caracteriza por una
perfusién placentaria reducida, posiblemente relacionada con una placentacion anormal
con alteracion de la invasion de trofoblasto y una remodelacién inadecuada de las
arterias espirales uterinas. La segunda etapa se refiere a las manifestaciones sistémicas
maternas con respuestas inflamatorias, metabdlicas y trombdticas que convergen para
alterar la funcion vascular, lo que puede resultar en dafio de mdultiples o6rganos

(Jeyabalan, 2013).
El sindrome se caracteriza por:

e Estrés oxidativo, defensas antioxidantes inadecuadas y disfuncion endotelial.
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e Agregacion plaquetaria y coagulaciéon sanguinea ocasionadas por deficiencias de
prostaciclina en relacion con el tromboxano.

e Espasmos y constriccion de vasos sanguineos, restriccion de la circulacion
sanguinea.

e Respuestas adversas a la placenta por parte del sistema inmune de la madre.

e Elevacién en concentraciones sanguineas de triglicéridos, acidos grasos libres y
colesterol (Brown, 2014).

La vision tradicional del mecanismo patogénico de la preeclampsia es que una placenta
isguémica produce factores solubles que, cuando se liberan a la circulacién materna, son
responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se cree que estos
factores solubles causan disfunciones en las células endoteliales, inflamacion

intravascular y activacion del sistema hemostatico (Chaiworapongsa, 2014).

La fisiopatologia de la preeclampsia comienza con una falla en la transformacién de las
arterias espirales. En un embarazo normal, incrementa el flujo sanguineo en el Utero para
permitir la perfusion del espacio intervelloso de la placenta, y permitir el crecimiento fetal.
El incremento en el flujo sanguineo se logra por la transformacién fisiolégica de las
arterias espirales del Utero, mediante la placentacién profunda, un proceso en que el
trofoblasto invade la decidua, un tercio del miometrio, y la pared arterial, destruye el
medio y transforma las arterias (Brosens, 1967). En la preeclampsia, el segmento

miometrial de la arteria espiral falla en lograr la transformacion fisiolégica (De Wolf, 1975).

La hipoxia es un factor importante en la invasién trofoblastica. Se sabe que en las
primeras fases de implantacién, el saco gestacional se encuentra en un ambiente con
baja tension de oxigeno, lo que favorece la proliferacién del trofoblasto. Los trofoblastos
anclan el blastocisto a los tejidos maternos, y también conectan las puntas de las arterias
espirales dentro de la decidua. Eventualmente, se crea el espacio intervelloso, que
permite la placentacién y desplaza la nutricién de un tipo histiotrofico a hematotréfico. La
irrupcién de sangre aumenta la tension de oxigeno, generando estrés oxidativo en los
trofoblastos, que promueve la diferenciacion de un fenotipo proliferativo a un fenotipo
invasivo (Jauniaux, 2000). Asi, la fase inicial de la placentacion se produce bajo
condiciones de hipoxia relativa (el factor inducible por hipoxia HIF-1a se expresa en altos
niveles en los trofoblastos). Existe evidencia que apoya el papel de la hipoxia en la

creacién de un entorno que predispone a trastornos de implantacion: la expresién de las
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proteinas HIF-1a y HIF-2a aumenta en las placentas de las mujeres con preeclampsia;
sin embargo, la expresion de HIF-1a esta regulada positivamente no sélo por hipoxia,

sino también por estimulos inflamatorios (Rajakumar, 2004; Tal, 2010).

La placentaciéon profunda inadecuada puede también resultar de un defecto decidual. La
decidualizacién o6ptima requiere un precondicionamiento adecuado, que se logra
mediante menstruaciones sucesivas (esto podria explicar la alta tasa de preeclampsia en
mujeres jovenes) (Brosens, 2009). Otra posibilidad es que la placentaciéon defectuosa
pueda ser el resultado de combinaciones de factores que afectan tanto a la decidua

como al trofoblasto, como los que se mencionan a continuacion.

La implantacién crea condiciones en las cuales las células fetales (que transportan
antigenos paternos) y las células maternas entran en contacto en la decidua. Un
embarazo exitoso requiere que el sistema inmune materno no rechace el trofoblasto. Las
funciones de las células natural killer (NK) en la decidua, las moléculas HLA-C en el
trofoblasto fetal y las células T reguladoras han estado implicadas en el estado
tolerogénico asociado con el embarazo normal, asi como en la preeclampsia (Redman,

2010).

El reconocimiento inmunolégico materno-fetal en el sitio de la placentacion se encuentra
controlado por dos sistemas de genes polimorficos: las moléculas HLA-C del trofoblasto
y sus receptores afines, y los receptores KIR de células NK. Se conocen al menos dos
grupos de haplotipos de KIR (A y B) y dos tipos de HLA-C (C1 y C2). HLA-C2 interactla
con KIR mas fuertemente que HLA-C1. Las células NK uterinas liberan quimiocinas,
factores angiogénicos y citocinas que promueven la invasién de trofoblasto. Estas
secreciones se incrementan al unirse los antigenos HLA-C a los KIR haplotipo B, mientras
que se reducen mediante la union del antigeno al haplotipo A. Por lo tanto, las madres
KIR BB que portan fetos HLA-C1 podrian tener la mejor oportunidad de placentacién
adecuada y evitar la preeclampsia. Por el contrario, las madres KIR AA que portan fetos

HLA-C2 podrian tener una mayor susceptibilidad a la preeclampsia (Moffett, 2007).

El hecho de que cualquiera de los factores anteriores, o la combinacién de ellos,
provoquen una disfuncion placentaria, desencadena otra serie de procesos con efectos

sistémicos.
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Ya que las arterias espirales se encuentren estrechas puede generar estrés del reticulo
endoplasmico (RE), pues se crean condiciones para una lesion de isquemia-reperfusion
en el espacio intervelloso. Esta lesion, a su vez, podria conducir al estrés del RE, que
regula las modificaciones post-traduccionales y el plegamiento de proteinas. Durante los
estados de crisis energética (como la hipoxia), el RE suspende el plegamiento de
proteinas (denominado respuesta de proteina no plegada, o UPR). La UPR puede
conducir al cese de la proliferacion celular y, cuando es grave, la apoptosis. La apoptosis
del trofoblasto da como resultado la liberacidén de microparticulas y nanoparticulas en la
circulacion materna, lo que puede estimular una respuesta inflamatoria intravascular,

apoyando la implicacion del estrés del RE en la preeclampsia (Burton, 2009; Lian, 2011).

El estrés oxidativo es relevante para la fisiopatologia de la preeclampsia, ya que induce la
liberacién de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. Se cree que la causa del estrés
oxidativo en las placentas de mujeres con preeclampsia es la hipoxia intermitente y
reoxigenacion, probablemente como resultado de una deficiente conversion del

segmento miometrial de las arterias espirales (Burton, 2011).

El aumento de la exposicion a especies reactivas de oxigeno (ROS) puede conducir a la
carboxilacion de proteinas, la peroxidacidn de lipidos y la oxidaciéon del DNA, todos los
cuales se han observado en placentas de sujetos de estudio con preeclampsia. Los
mecanismos antioxidantes placentarios estan alterados en sujetos de estudio con
preeclampsia, como lo demuestran su disminucion de la expresidn de superdxido
dismutasa y glutatiéon peroxidasa en comparacion con las mujeres con embarazos

normales (Vaughan, 2002).

Otra fuente importante de radicales libres en humanos es el grupo hemo libre, una
molécula pro-oxidante producida diariamente a través de la degradacion de los
eritrocitos circulantes. La proteccién contra el hemo libre es proporcionada por las
acciones de la hemoxigenasa, que convierte el hemo libre en biliverdina y posteriormente
en bilirrubina (propiedades antioxidantes), liberando hierro libre y monéxido de carbono
(induce vasodilatacién, propiedades antiapoptéticas y angiogénicas). Varios estudios
apoyan el papel de las hemoxigenasas en la patogénesis de la preeclampsia, ya que su
expresion esta disminuida en placentas de mujeres con preeclampsia. Estos hallazgos
indican que la preeclampsia se asocia con una deficiencia de enzimas antioxidantes en la

placenta y probablemente también en sangre periférica (George, 2013).
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Hay evidencia fenotipica y funcional de que en el embarazo hay activacion de
granulocitos y monocitos circulantes, y la magnitud de esta respuesta inflamatoria
intravascular se encuentra aumentada en sujetos de estudio con preeclampsia. La
evidencia que apoya esta visién incluye hallazgos de niveles elevados de citocinas
proinflamatorias en la sangre de mujeres con preeclampsia. Se cree que los mecanismos
responsables de la inflamacion intravascular en la preeclampsia incluyen una mayor
liberacion de microparticulas y nanoparticulas del sincitiotrofoblasto en la circulacion
materna, asi como citocinas y quimiocinas proinflamatorias liberadas en el contexto de

estrés oxidativo y del RE (Cindrova, 2007).

Adicionalmente, se ha estudiado que durante embarazo normal hay una respuesta
vascular reducida a la angiotensina Il (Gant, 1974). Sin embargo, las mujeres
embarazadas con preeclampsia presentan un aumento en la sensibilidad a los efectos de
la angiotensina Il. Los mecanismos responsables de la refractaria fisiolégica a la
angiotensina Il en el embarazo normal y la respuesta mejorada a ella en la preeclampsia
incluyen predisposicion genética, mala respuesta inmune adaptativa y desencadenantes
ambientales. Estudios en modelos animales sugieren que los autoanticuerpos anti-AT1
influyen la hipertensidon durante el embarazo mediante la activacién del complemento C3
y la produccion de factores antiangiogénicos. Un subconjunto de células B podria estar
involucrado en la produccién de autoanticuerpos anti-AT1 en la preeclampsia (Dechend,

2005; Zhou, 2008).

Todos los mecanismos anteriores convergen en un efecto generalizado, que es la

desregulacién en la angiogénesis.

La angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los pre-existentes) es
esencial para un embarazo exitoso (Ferrara, 1996). La angiogénesis defectuosa se ha
considerado durante mucho tiempo como una via para la preeclampsia, y se ha
demostrado que un estado antiangiogénico esta implicado en la patogénesis de la
preeclampsia. Un analisis de los patrones de expresidn génica diferencial mostré que los
niveles de mRNA del receptor VEGF son mas altos en las placentas de mujeres con
preeclampsia que en los de mujeres embarazadas sanas. La preeclampsia se asocia con
una disminucién de los niveles plasmaticos y/o séricos de VEGF libre y del factor de

crecimiento placentario (PIGF) (Torry, 1998; Maynard, 2003).
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Se ha propuesto que la reduccién del flujo sanguineo uteroplacentario, el dafio a los
vellosidades, el desprendimiento sincitial de factores antiangiogénicos, el estrés
oxidativo, los autoanticuerpos anti-AT1, las citocinas proinflamatorias, el exceso de
trombina y la hipoxia son responsables del cambio en el equilibrio de factores
angiogénicos y antiangiogénicos, a favor de un estado antiangiogénico en la

preeclampsia (Chaiworapongsa, 2014).

VEGFR-1 y la endoglina soluble ejercen efectos antiangiogénicos, por unién e inhibicién
de la actividad biolégica de VEGF y PIGF circulantes, y por induccién de la migracion y

proliferacién de células endoteliales, respectivamente (Craici, 2013).

La desregulacion en la angiogénesis tiene efectos directos sobre la activacion de células
endoteliales. Se ha propuesto que la activacion y/o disfuncién de las células endoteliales
es una caracteristica central de la preeclampsia, afectando en la inflamacién
intravascular,. La proteinuria también puede considerarse como una manifestaciéon de

dafno al endotelio glomerular (Eremina, 2003).

La preeclampsia puede asociarse con trombocitopenia. Varias lineas de evidencia
apoyan el papel de la activacion plaquetaria en la preeclampsia: aumento del tamafio de
las plaquetas, disminucion de la vida util de las plaquetas, aumento de la produccion de
tromboxano B2, entre otros. Dado que el vasoespasmo y el consumo de plaquetas son
caracteristicas de la preeclampsia, se propone que este trastorno representa una
anomalia plaquetaria y del endotelio, debido a una deficiencia de prostaciclina (efectos
vasodilatadores e inhibicion de la agregacidon plaquetaria). Ademas, las placentas de
mujeres con preeclampsia producen mas tromboxano A2 que prostaciclina, y el
tromboxano A2 puede inducir vasoconstriccion y agregacién plaquetaria. Un argumento
similar existe para el papel del 6xido nitrico en la preeclampsia, ya que una deficiencia de
oxido nitrico puede causar vasoconstriccidon y aumento de la agregacion plaquetaria

(Chaiworapongsa, 2014).

Todas las condiciones adversas generadas por la preeclampsia generan un efecto
sistémico, tanto en la madre como en el producto, pudiendo afectar érganos como los
rifones, higado, pancreas, corazon, venas, arterias y sistema nervioso en la madre, y
afectar de distintas formas al embrién o feto, que se revisara méas adelante. Un resumen

de la fisiopatologia de la preeclampsia se puede observar en la Figura No. 5.
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Fallo de transformacién
fisiolégica del segmento
miometrial de la arteria
espiral

Figura No. 5 Modelo integrado de la patofisiologia compleja de la preeclampsia. Factores
genéticos (incluyendo la incompatibilidad genotipica materno-fetal) y ambiental (exposicion
periconcepcional a antigenos paternos) interrumpen la inmunomodulacion inducida (continta)
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por el embarazo, llevando a la patologia del trofoblasto y decidual, invasion del endometrio
superficial y la falla en la transformacion fisioldégica de las arterias espirales (desorden en la
placentacion profunda). El grado de la isquemia uterina esta determinado por la severidad del
defecto de placentaciéon y la demanda fetal del suministro sanguineo. Las complicaciones
obstétricas ocurren cuando estos dos factores se encuentran desajustados. El tiempo y
extension del desajuste determina la presentacion clinica (muerte fetal, preeclampsia con
RCIU, RCIU solo o preeclampsia tardia). La preeclampsia ocurre como resultado de la
respuesta adaptativa, involucrando la liberacién de citocinas inflamatorias, autoanticuerpos
anti-AT,, factores angiogénicos Yy antiangiogénicos, y particulas derivadas del
sincitiotrofoblasto a la circulacidn materna. Colectivamente, estos factores inducen la
activacion de leucocitos, inflamacion intravascular, disfuncién de células endoteliales y
generacion excesiva de trombina. Las caracteristicas multiérgano de la preeclampsia resultan
de las consecuencias de estos procesos en diferentes 6rganos diana. Abreviaturas: AT1,
receptor angiotensina Il tipo 1; RE, reticulo endoplasmico; HIC, hemorragia intracerebral;
RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino; PIGF, factor de crecimiento placentario; ROS,
especies reactivas de oxigeno; s, soluble; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial;
VEGFR-1, receptor 1 de factor de crecimiento vascular endotelial. Modificado de
Chaiworapongsa (2014) y Parikh (2008).

4.3.1.3 PREECLAMPSIA Y OBESIDAD EN EL EMBARAZO

La mujer con obesidad que se embaraza tiene un mayor riesgo para desarrollar
preeclampsia. En México no existen reportes epidemioldgicos que relacionen ambas
patologias, sin embargo, en un estudio se analizaron los riesgos y la influencia que tiene
el aumento de peso materno en relacion con la aparicidén de la enfermedad encontrando
que el riesgo de preeclampsia en mujeres con un IMC>29.9 tiene una alta significancia,
sobre todo cuando esta asociado con otros factores de riesgo como la edad materna
avanzada, antecedentes de preeclampsia y riesgo hereditario de obesidad (Minjarez,
2013).

La obesidad es un factor de riesgo para la preeclampsia, pero los mecanismos
involucrados aun no se conocen. Hay un riesgo tres veces mayor de que las mujeres
obesas presenten preeclampsia (reporte mundial) (Roberts, 2011). La obesidad y la
preeclampsia comparten muchas caracteristicas comunes. Ambas se asocian con estrés
oxidativo, asi como con los marcadores circulantes de inflamacion. Las mujeres obesas y
preeclampticas también comparten rasgos comunes de dislipidemia, hiperinsulinemia,

resistencia a la insulina y deterioro de la funcion endotelial. Todas estas caracteristicas
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compartidas estan relacionadas con la inflamacion y alteracion de la funcién vascular
(Walsh, 2007).

La perturbacion en la sintesis de 6xido nitrico (NO) y la biodisponibilidad que conduce a
la disfuncién vascular ha sido una via mecanica clave que ha llamado la atencién en el
contexto de la enfermedad cardiovascular y la obesidad. La dimetilarginina asimétrica
(ADMA) es un agonista competitivo de L-arginina, el precursor de la sintesis de éxido
nitrico. ADMA funciona como un inhibidor de la éxido nitrico sintasa, que resulta en la
reduccion de la produccion de NO y aumento en la generacién de superoxido. La
inflamacioén, la dislipidemia, la resistencia a la insulina, la homocisteina elevada y la
obesidad estan asociados con un aumento de ADMA. Curiosamente, se ha demostrado
que la ADMA circulante disminuye con la pérdida de peso. Varios estudios han
demostrado concentraciones mas altas de ADMA con preeclampsia e incluso antes de la

aparicion de la enfermedad, en la gestacion (Jeyabalan, 2013).
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La continuacidn posnatal de los primeros mil dias de vida también es un periodo critico
para el crecimiento y desarrollo de los nifios, ya que su alimentacién, que comprende dos
etapas fundamentales: lactancia y ablactacion; provee de los nutrimentos exactos para
que el individuo pueda construirse un estado de salud generalizado, y establece las

bases para que pueda mantenerlo en etapas posteriores de su vida.

5.1 PUERPERIO Y ETAPAS DE ALIMENTACION EN LA NINEZ
TEMPRANA

El puerperio, periodo que ocurre en la madre después del parto, es también de suma
atencién e interés, pues el cuidado de su evolucion aseguran la recuperacion completa
de la mujer, y una mejor alimentacién, cuidado y desarrollo para los nifos, ya que durante
sus etapas de desarrollo, no pueden alimentarse por su cuenta y depende de quienes lo

rodean, especialmente la madre.

5.1.1 PUERPERIO

El puerperio es el periodo de la vida de la mujer que sigue al parto. Comienza después de
la expulsion de la placenta y se extiende hasta la recuperacion anatémica y fisioldgica de
la mujer. Es una etapa de transicién de aproximadamente 6 a 8 semanas, en la que se
inician y desarrollan los complejos procesos de la lactancia y de adaptacién entre la
madre, su hijo/a y su entorno. En el parto se produce una disminucién ponderal de 5 a 6
Kg. Posteriormente, la mujer pierde alrededor de 2 Kg durante el puerperio temprano y

alrededor de 1.5 Kg por semana en las semanas siguientes (Peralta, 1996).

En el puerperio, los érganos y sistemas maternos que sufrieron transformaciones durante
el embarazo y parto, presentan modificaciones que los retornan o involucionan en gran

medida a las condiciones pregestacionales.

En el Utero, después de la salida de la placenta continian las contracciones. Estas
contracciones son esenciales para la hemostasia al comprimir los vasos sanguineos del
lecho placentario y lograr su obliteracion. El resultado es la disminucion de peso vy

tamano del Utero con regresidn de su gran masa muscular. Gracias a esto, se reubican
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las visceras del tracto gastrointestinal. EI endometrio se reconstituye rapidamente
exceptuando el lecho placentario, que requiere de 6 a 8 semanas para su total
restauracioén. El cuello uterino reduce rapidamente su dilatacién a 2 -3 centimetros en las
primeras horas postparto y permanece asi durante la primera semana del puerperio para
luego disminuir a 1 cm. Se denomina loquios al contenido liquido normal expulsado por
el Utero en su proceso de involucion y curacidn de la superficie dejada por el lecho
placentario. La pérdida de loquios dura aproximadamente 4 a 6 semanas coincidente con

el término de la involucién uterina (Brady, 1992).

El volumen sanguineo disminuye en un 16% ya al tercer dia postparto para continuar
descendiendo gradualmente hasta llegar a un 40% en la sexta semana. El gasto cardiaco
aumenta después del parto en aproximadamente 13% y se mantiene asi por una
semana. Posteriormente desciende paulatinamente hasta llegar a un descenso de 40% a
la 6° semana. Estos cambios permiten que la frecuencia cardiaca y la presién arterial
regresen a valores pregestacionales. Existe un aumento de la masa eritrocitica, que
aumenta en un 15% en la primera semana postparto para llegar a los valores habituales 3
a 4 meses después. En la serie blanca, hay leucocitosis en la primera semana postparto
con aumento de los granulocitos. Las plaquetas también aumentan significativamente en

la primera semana después del parto (Peralta, 1996).

Las modificaciones morfoldgicas del tracto urinario que ocurren normalmente durante el
embarazo pueden persistir en el puerperio hasta alrededor de la 4° a 6° semana
postparto. Los rifiones se mantienen aumentados de tamafo los primeros dias y los
uréteres persisten significativamente dilatados durante el primer mes. La funcion renal
retorna a su condicidon pregestacional en las primeras semanas del puerperio. El
metabolismo hepatico regresa a su funcion pregestacional aproximadamente a partir de

la tercera semana postparto (Diaz, 1994).

5.1.2 LACTANCIA

La OMS define como lactancia materna exclusiva (LME) la alimentacion del lactante con
leche materna de la madre o de otra mujer, sin ningun suplemento sélido o liquido, lo que

incluye el agua. En el 2002, durante la 55a Asamblea Mundial de Salud, se recomendd
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que la LME deba realizarse durante los primeros seis meses de vida, y continuar

posteriormente con alimentos complementarios, hasta los 2 afios como minimo.

La lactancia materna en México ha presentado un incremento del 0.75% por afio a partir
de 1985 a 2000, en comparacién con otros paises de América Latina como Honduras y

Nicaragua que reportaron un incremento de 7.75% por afo (Aguilar, 2007).

De acuerdo a UNICEF, en 2010 México era uno de los diez paises con los porcentajes
mas bajos de inicio temprano de lactancia materna. Para el afio 2012, los datos
nacionales indicaban un porcentaje del 14.4 de los nifios y nifias menores de seis meses
con lactancia materna exclusiva. Es decir, 85% de los nifios y nifias que nacen en México

no cuentan con la proteccion y los beneficios que la lactancia materna exclusiva aporta.

La leche humana se elabora de acuerdo con un patrén y cédigo genético, propios de la
especie humana, de tal forma que su composicion experimenta variaciones. Se
encuentra como calostro durante los primeros cinco dias de vida, en las siguientes
semanas se conoce como leche de transicidn y a partir de la tercera semana y hasta mas
de dos afos como leche madura (Aguilar, 2007). La composicién basica de nutrimentos

del calostro y la leche madura se muestran en la Tabla No. 4.

Tabla No. 4 Composiciones de 100 mL de calostro y leche madura

Contenido Calostro Leche madura
Agua (mL) 87 88
Calorias (Kcal) 55 67
Lipidos (g) 2.9 4.2
Lactosa (g) 5.3 7.0
Proteinas totales (g) 2.0 1.1
IgA secretora 0.5 0.1
Lactoferrina 0.5 0.2
Caseina 0.5 0.4
Calcio (mg) 28 30
Sodio (mg) 48 15
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Vitamina A (ug) 151 75

Vitamina B; (ug) 2 14
Vitamina B, (ug) 30 40
Vitamina C (ug) 6 5

Modificado de Brown (2014).

La produccién de leche materna o lactogénesis es, en promedio, de alrededor de 600
mL/dia en el mes posterior al parto, y se incrementa de 750 a 800 mL por diaalos4 a5
meses posparto. La produccién de leche varia de 450 a 1200 mL/dia en mujeres que

amamantan un nifio (Brown, 2014).

Las mujeres que amamantan obtienen beneficios hormonales, fisicos y psicolégicos. La
lactancia materna aumenta de inmediato los niveles de oxitocina, contribuyendo al
estimulo de las contracciones uterinas, minimiza las hemorragias posparto y ayuda a que

el Utero recupere su tamafo normal (Heinig, 1997).
También para los nifios presenta beneficios nutricionales, ya que:
e Esisoosmotica

e Su contenido relativamente bajo de proteinas satisface las necesidades de los

lactantes sin sobrecargar los rifiones inmaduros

e Proporciona cantidades generosas de lipidos en forma de acidos grasos
esenciales, acidos grasos saturados, triglicéridos de cadena media, colesterol y
DHA

e Los minerales que contiene estan unidos de manera importante a las proteinas y

equilibrados para aumentar su disponibilidad

De igual forma, la lactancia ofrece beneficios inmunoldgicos, ya que, entre la
composicion de la leche materna, se encuentran: macréfagos, neutréfilos, linfocitos B y
T, inmunoglobulinas secretoras (slgA, slgG, sIgM, sIgE y slgD), antigenos de
histocompatibilidad, productos de las células T, factores inespecificos (complemento y

factor bifidus), proteinas transportadoras (lactoferrina, transferrina, proteina fijadora de
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vitamina B, y proteina fijadora de corticoides) y enzimas (lisozima, lipasa y enzimas

leucociticas) (Lawrence, 2005).

Por ultimo, se han reportado de igual forma, los beneficios cognitivos, analgésicos y

economicos que la lactancia materna confiere (Brown, 2014).

5.1.3 ABLACTACION

Los primeros dos afios de vida (periodo de continuacion de los “Los primeros mil dias”)
representan un periodo de desafio especial para la nutricion y salud de los nifios porque
su tasa metabdlica relativamente elevada y la rapida velocidad de crecimiento imponen
unos requerimientos nutrimentales relativamente mayores. Ademas, la inmadurez del
tracto gastrointestinal, la coordinacién neuromuscular y la funcién inmunoldgica del
lactante limitan los tipos de alimentos que es capaz de consumir y lo expone a un riesgo
elevado de infeccion trasmitida a través de los alimentos y a alergias alimentarias (Brown,
2007). Por estas razones, las recomendaciones para la 6ptima alimentacion del nifio
deben considerar los requerimientos de los nutrimentos indispensables a su edad
especifica, los alimentos apropiados, fuente de estos nutrimentos, y los métodos

adecuados para prepararlos (Devaney, 2004)

Durante el primer afio de vida, se presenta el primer brote de crecimiento acelerado que
resulta en un cambio constante de los requerimientos energéticos y de nutrimentos en
este grupo de edad. Los lactantes deben recibir alimentos complementarios adecuados y

seguros mientras continda la alimentacién al pecho materno hasta los dos afios de edad.

La palabra ablactacion tienen su origen del francés, prefijo latino “ab”, de separacién, y
“lactare”, amamantar. Este término se refiere al proceso de inicio de la introduccién de
alimentos diferentes a la leche en la dieta del lactante; la introduccion de estos alimentos
se realiza de manera gradual a partir del cuarto al sexto mes de vida. Lo anterior no
significa que se interrumpa la lactancia, sino que “se complemente” con alimentos
adecuados. Asi, la ablactacion es un proceso en la alimentacidn que expresa la

secuencia en la introduccion de alimentos diferentes a la leche.

Respecto a la alimentacidon complementaria de nifos menores de dos afios en el ambito

nacional se encontrd que la edad de inicio fue a los cinco meses de vida. De acuerdo al
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Comité para el Consenso Mexicano de Ablactacién, el seguimiento en la introduccion de
alimentos complementarios deben ser frutas, seguido de verduras, cereales, leguminosas

y carnes (Vasquez, 2008).

5.2 LOS HABITOS NOCIVOS EN LA NINEZ TEMPRANA

Los primeros afios de vida son los mas importantes para el desarrollo de un individuo.
Las experiencias en esos primeros afnos dependen de la interaccion entre factores
genéticos y del medio ambiente, asi como de la nutricidon, las interacciones, etc. Por ello,
la infancia temprana es un periodo corto pero Unico en el que los nifos necesitan
atencién, oportunidades para la exploracién e interacciones adecuadas que les permitan

desarrollar su potencial.

Las experiencias negativas en la primera infancia y las deficiencias de desarrollo
acumuladas influyen en etapas posteriores de la vida, tanto en forma de potenciales
limitaciones en las capacidades cognitivas, educativas y laborales. El desarrollo infantil
temprano es un proceso de cambio que involucra cuatro dominios: fisico, cognitivo, del
lenguaje y socioemocional. Estos dominios se encuentran vinculados y el progreso en
uno de ellos afecta o promueve el progreso en otros, como se muestra en la Figura No. 6

(Raineri, 2015).

Figura No. 6 Periodos criticos en los dominios del desarrollo infantil temprano. Modificado de
Raineri (2015).
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El desarrollo que se produce durante la primera infancia proporciona los cimientos
esenciales para el éxito en muchas areas de la vida, tales como el bienestar fisico, social

y econdémico.

La interaccion que sucede entre los rasgos individuales (genéticos vy fisioldgicos) y las
experiencias y exposiciones provenientes del ambiente son fundamentales para el
desarrollo infantil. El cerebro humano, en particular, es el “6rgano maestro” del
desarrollo. En los primeros afios de vida, se producen periodos sensibles programados
genéticamente, durante los cuales el nifio en desarrollo es excesivamente sensible a las
influencias del medio ambiente externo. El proceso de experiencias iniciales que se
solidifican y repercuten en la salud y el desarrollo a largo plazo se conoce como

incrustacion bioldgica (Irwin, 2007).

El desarrollo y crecimiento infantiles 6ptimos precisan una nutricion adecuada. Durante
los primeros meses de vida, la lactancia desempefa un papel crucial en proveer los
nutrimentos que los niflos necesitan; de hecho, se cree que disminuye las posibilidades
de retardo del desarrollo post-natal. La infancia desnutrida corre mayor peligro de sufrir
las consecuencias de un desarrollo mental y fisico insuficiente; rendir menos en la
escuela; mostrar propension a infecciones y sus secuelas; padecer episodios diarreicos
mas severos; desarrollar neumonia; tener sistemas inmunoldgicos ineficientes; y, con
frecuencia, presentar bajos indices de hierro, yodo, proteinas y, por ende, menos energia,
lo cual podria generar enfermedades cronicas (Irwin, 2007). Entre las carencias
nutricionales mas frecuentes en el mundo se encuentra la anemia por deficiencia de

hierro.

Las consecuencias de la drogadiccion materna sobre el recién nacido son muy variables,
y dependen del tipo de droga, la dosis, el tiempo de drogadiccién; el consumo o no de
multiples farmacos, infecciones asociadas, y una alimentacién deficiente, siendo dificil el
relacionar patologias determinadas con una droga en concreto. Las drogas mas
utilizadas son: alcohol, tabaco, psicoestimulantes (cocaina), opiaceos, cannabinoides,
éxtasis, benzodiacepinas, inhalantes y cafeina (Calvo, 2004). Las drogas pueden
repercutir negativamente en el feto y el neonato, tanto de forma precoz como tardia.
Suele padecer estrés fetal, evacuacion de meconio y la posibilidad de su aspiracion,
prematuridad y bajo peso. La reduccion del perimetro cefdlico, el aumento de

malformaciones congénitas, la fragilidad y las rupturas cromosoémicas, y los infartos
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cerebrales también se han descrito en recién nacidos, asi como anomalias en el
comportamiento neuroldgico. Las infecciones (sepsis, sifilis, SIDA, hepatitis B y C) se ven
favorecidas por el estilo de vida de la madre y por el mal entorno familiar y social. En
etapas tardias, se pueden observar alteraciones en el desarrollo neuromotor y en el
comportamiento  (agresividad, hiperactividad), retrasos madurativos, retrasos
pondoestaturales, etc. También se describe una mayor incidencia de sindrome de muerte

subita del lactante (Arroyo, 2012).

Si bien una nutricion adecuada es fundamental para el desarrollo infantil, lo mismo ocurre
con el estado psicoemocional desde el embarazo. La depresion materna, la ansiedad, la
soledad y el aislamiento social (pobreza, violencia, abuso, fallecimiento de la pareja,
enfermedad psiquiatrica previa, entre otros) se asocian a complicaciones obstétricas,
danos al desarrollo fetal, problemas emocionales y de comportamiento en la infancia
(Raineri, 2015)

Por ultimo, el medio ambiente es uno de los factores que influyen de forma mas decisiva
en las defunciones infantiles anuales, y es muy importante para la salud y el bienestar de
las madres. Cada afio mueren mas de tres millones de menores de cinco afos por
causas y afecciones relacionadas con el medio ambiente. El aire interior y exterior y el
agua contaminados, la falta de saneamiento adecuado, los riesgos de toxicidad, los
vectores de enfermedades, la radiacién ultravioleta y los ecosistemas degradados son
factores ambientales de riesgo importantes para los nifios, y en la mayor parte de los
casos para sus madres también. En particular en los paises en desarrollo, los riesgos y la
contaminacién ambientales contribuyen de manera muy importante a la mortalidad, la
morbilidad y la discapacidad infantiles asociadas a las enfermedades respiratorias
agudas, enfermedades diarreicas, traumatismos fisicos, intoxicaciones, enfermedades
transmitidas por insectos e infecciones perinatales. La mortalidad y la morbilidad
infantiles debidas a causas como la pobreza y la malnutricién también van asociadas a
modalidades insostenibles de desarrollo y a la degradacion del medio ambiente urbano o
rural (OMS, 2002).

49



S0



Gran parte del interés cientifico sobre los efectos de la nutricidon materna en el curso y
resultado del embarazo proviene de estudios realizados en la primera mitad del siglo XX.
Las hambrunas durante la Segunda Guerra Mundial en Europa y Japoén produjeron
efectos tanto negativos como positivos para la fertilidad y el recién nacido. Los
habitantes de muchas regiones holandesas experimentaron graves disminuciones en la
provision de alimentos durante un periodo de ocho meses en la Segunda Guerra Mundial
(1943-1944), a causa de la ocupacién de las ciudades principales por el enemigo. El
consumo solamente promediaba cerca de 1,100 calorias y 34 g de proteinas por dia, el

aporte alimenticio fue bajo y el invierno crudo (Brown, 2014).

En los registros guardados, se mostré una aguda disminucion de mas de 50% de los
indices de embarazo durante la hambruna, efecto atribuido a la ausencia e irregularidad
de los periodos menstruales. El peso al nacer se redujo 372 g en promedio, el nacimiento
de nifios con bajo peso aumentd 50% vy los indices de muerte infantil se acrecentaron. El
peso al nacer no se “recuperd” por completo en los nifios nacidos de mujeres expuestas
a escasez de alimentos al inicio del embarazo, aunque recibieran suficiente comida en

etapas posteriores (Lumey, 1997).

En los estudios realizados en los ultimos 30 afos en adultos nacidos después de la
hambruna invernal holandesa (la cohorte de la hambruna holandesa), se observaron
relaciones entre el momento de la escasez durante el embarazo y los resultados de salud

del producto en la edad adulta (Gabory, 2011).

A diferencia de los holandeses, la poblacion de Leningrado (actualmente San
Petersburgo) en 1942 experimentd privaciones moderadas en el estado nutricional y la
calidad de vida antes de la hambruna. Al igual que en el caso de las mujeres
embarazadas de Holanda, la hambruna de Leningrado condujo a un consumo promedio
de 1,100 calorias por dia. Los indices de infertilidad y bajo peso al nacer aumentaron mas
de 50%, las tasas de muerte infantil se elevaron y el peso al nacer disminuyd en
promedio 535 g durante este periodo. Ademas, las cifras de recién nacidos pretérmino

aumentaron (Antonov, 1947).

La escasez de alimentos en Japon después de la Segunda Guerra Mundial tuvo efectos
reproductivos similares a los observados en Holanda. En términos generales, las mujeres

japonesas contaban con buena nutricidn antes de la escasez. La falta de alimentos antes
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y después del embarazo se reflejé en disminucién de la fertilidad en las mujeres y una
reduccion promedio de 200 g en el peso al nacer. Las mejorias sociales y econdmicas
que ocurrieron en Japoén después de la guerra condujeron a un aumento en la
disponibilidad de muchos alimentos. Este mayor nivel de nutricién alcanzado durante los
aflos de posguerra en Japdén se acompand de aumentos importantes en el tamafo de los

recién nacidos y de nifios japoneses (Gruenwald, 1967).

La hambruna de China de 1959-1961 fue la mas grande en la historia de la humanidad y
afectd primordialmente a individuos que vivian en areas rurales. Existe poca informacién
relacionada con la dieta y estilos de vida del pueblo chino durante esa época. Con base
en datos disponibles, se ha concluido que la exposicion a la hambruna durante el
embarazo se asocia con gran reduccion en partos y con aumento del triple en las
probabilidades de presentar hipertension y del doble en el riesgo de esquizofrenia en

adultos (Jowett, 1991; Huang, 2010).

En diversas partes del mundo siguen existiendo carencias de alimentos que afectan la
fertilidad y el curso y desenlace de los embarazos de manera adversa. Estos efectos se
han vuelto predecibles, al punto en que los descensos en fertilidad y en el tamafio y
vitalidad de los neonatos se consideran parte de las consecuencias de este tipo de
desastres. Por ejemplo, el sitio de Sarajevo, que disminuyd la disponibilidad de alimentos
de 1993-1994, condujo a una reduccién en la ingesta de calorias y nutrimentos durante el
embarazo, a una reduccion del peso materno y del peso de los neonatos, y a un aumento

en los indices de mortalidad perinatal y de anomalias congénitas (Simic, 1995).

Este resultado sustenta la idea de que la trayectoria del crecimiento fetal puede
establecerse al inicio de la gestaciéon y que las privaciones nutricionales tempranas
limitan el crecimiento fetal sin importar la ingesta alimentaria posterior durante el
embarazo. Se sospecha que existe la probabilidad de que los mecanismos epigenéticos
representen una funcién importante en las relaciones entre la hambruna prenatal y los

desenlaces adversos posteriores en la vida (Brown, 2014).

El trabajo de Sir David Barker, en la década de 1980, mostré una diversa coleccién de
observaciones para lograr un nuevo campo de investigacion, que estudia esta relacion. El
reporte mejor conocido y mas detallado se bas6 en expedientes de bienestar infantil del

condado de Hertfordshire, que contenian informacién sobre el peso al nacer, el
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crecimiento y desarrollo temprano, y se convirtieron en la base para un largo estudio de
cohorte. El seguimiento de estos nifos mostr6 que las tasas de mortalidad por
enfermedad cardiovascular disminuyeron progresivamente, mientras el peso al nacer se
acercaba mas al ideal. La presion arterial y los niveles de colesterol mostraron tendencias
equivalentes. El trabajo de Barker llamo la atencion del fisidlogo fetal Geoffrey Dawes,
quien lo presentd con sus colegas cerca de La Spezia, ltalia, en 1989. La primera reunion
sobre “Origenes fetales de las enfermedades en el adulto” se llevd a cabo en Sydney en
1994, y reunié al grupo de cientificos mas amplio que se encontraban en contacto con
Barker. Esta reunioén lanzé una serie de reuniones anuales cada vez mas grandes. Bajo el
liderazgo de David Barker, se credé el Consejo para los origenes fetales de las
enfermedades del adulto, con John Challis como presidente. En el segundo congreso, en
Reino Unido en 2003, se decidié que el consejo seria reformado como una sociedad
académica, DOHaD, con Peter Gluckman como presidente y Mark Hanson como

secretario (Gluckman, 2016).

6.1 LA PROGRAMACION FETAL Y LA PLASTICIDAD DEL
DESARROLLO

Segun la teoria del “DOHaD”, las alteraciones en el crecimiento fetal dan lugar a
adaptaciones del desarrollo que programan la vulnerabilidad a enfermedades
cardiovasculares, metabdlicas y endocrinas en etapas posteriores de la vida. La
programacién es un fenomeno por el cual una alteracién irreversible a largo plazo, en
estructura o metabolismo, es inducida por un estimulo relativamente breve. Durante el
crecimiento fetal, los cambios en el medio nutritivo y hormonal en periodos criticos
pueden alterar la expresion del genoma fetal, dando lugar a efectos permanentes en una
serie de funciones y estructuras fisiologicas. Una amplia gama de dérganos y sistemas

pueden ser programados por el ambiente intrauterino (Delisle, 2002).

La reprogramacion refleja las adaptaciones metabdlicas, fisioldégicas y endocrinas que el
feto emprende cuando los substratos o el oxigeno son escasos por una razon u otra. Los
acontecimientos significativos de la vida temprana reformulan estos programas,
probablemente como adaptaciones para asegurar la supervivencia temprana (Lane,
2014).
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La capacidad del genotipo para producir diferentes fenotipos en respuesta a diferentes
entornos se denomina "plasticidad" (la capacidad de una célula, tejido u érgano para
reaccionar a un estimulo o lesion externa mediante la alteracién de su estado, o incluso
su destino) (Martinez, 2013). El tiempo en que la plasticidad es maxima parece ser
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, la variacién fenotipica heredable en una
etapa posterior también es posible debido a la capacidad del individuo para responder a

senales ambientales.

La plasticidad de desarrollo procura adaptar la expresién de genes para producir un
fenotipo mas adecuado para el medio ambiente predicho. Cuando el fenotipo resultante
corresponde con su entorno, el organismo se mantendra saludable. Cuando hay una
discrepancia, la capacidad del individuo para responder a los retos ambientales puede
ser inadecuada y el riesgo de enfermedad aumenta. Asi, el grado de la falta de
coincidencia determina la susceptibilidad del individuo a las enfermedades cronicas. Las
condiciones ambientales que se experimentan en la vida temprana pueden influir
profundamente en la biologia humana y la salud a largo plazo. La nutricién temprana en
la vida y el estrés son algunos de los ejemplos mejor documentados de tales condiciones
porque influyen en el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas y cardiovasculares

en los adultos (Portha, 2014).

Las respuestas de adaptacién o plasticidad son de dos tipos. El primer tipo es la
respuesta adaptativa de anticipacién o prediccidon, donde el organismo en desarrollo
pronostica el futuro entorno y ajusta su trayectoria fenotipica en consecuencia. El
segundo tipo son las respuestas de adaptacién inmediatas que promueven la
supervivencia materna o fetal a corto plazo con algunas ventajas en su vida posterior.
Debido a que estos dos tipos de respuestas de adaptacién tienen un costo significativo,
cada miembro de una especie hace un andlisis de costo-beneficio para determinar el
verdadero valor de una respuesta adaptativa. Dentro de las respuestas de adaptacion, el
organismo puede ajustar un equilibrio entre los cambios fenotipicos para asegurar su

supervivencia a corto plazo a expensas de una ventaja a largo plazo (Gluckman, 2006).

El crecimiento y el desarrollo humano son procesos orquestados de eventos bien
reconocidos y predecibles con cinco etapas de la vida preadulta superpuestas, aunque
distintas: la prenatal, infantil, nifiez, juvenil, y la fase de crecimiento puberal. Los periodos

de transicién entre estas fases son ventanas sensibles de la plasticidad del desarrollo.
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Con la disminucién de la sensibilidad, las transiciones entre fases son periodos de
plasticidad adaptativa, y la regulacion multifactorial de crecimiento durante cada fase
refleja la interaccidn entre factores genéticos, hormonales, ambientales y psicosociales
(Hochberg, 2011).

La embriogénesis temprana es un periodo critico para el establecimiento del epigenoma.
El exceso dietético o deficiencias en los nutrimentos clave necesarios para el proceso de
metilacion pueden alterar los patrones epigenéticos. Estas alteraciones epigenéticas
ambientalmente inducidas pueden mantenerse durante toda la vida, influir en la expresion
génica y causar cambios en los rasgos fenotipicos. Un creciente cuerpo de evidencia
sugiere que la regulacién epigenética puede ser uno de los mecanismos moleculares que
juegan un papel importante en la fundacién de la programacion fetal (Chmurzynska,
2010).

6.2 LA EPIGENETICA Y SUS MECANISMOS ASOCIADOS

La palabra "epigenética" significa literalmente "en adicion a los cambios en la secuencia
genética". El término ha evolucionado para incluir cualquier proceso que altera la
actividad o funcién del gen sin cambiar la secuencia de DNA, y conduce a

modificaciones que se pueden transmitir a las células hijas (Ray, 2006).

Aunque practicamente todas las células de un organismo contienen la misma informacion
genética, no todos los genes se expresan simultaneamente en todos los tipos de células.
En un sentido mas amplio, los mecanismos epigenéticos median los perfiles de expresion
de genes diversificados en una variedad de células y tejidos en organismos
multicelulares. La transmision estable de informacién durante la division celular basada
en los niveles de expresion de genes, aparte de los que se derivan de la secuencia de
DNA en si, se define como herencia epigenética. Para la mayoria de tipos de células en el
cuerpo, estas marcas epigenéticas quedan fijadas una vez que la célula se diferencia o
sale del ciclo celular. Sin embargo, en etapas discretas del desarrollo, y en algunas
situaciones de enfermedad, algunas células se someten a una “reprogramacién”
epigenética significativa, que implica la eliminacién o la modulacién de sus marcas

epigenéticas (Reik, 2001; Surani, 2001).
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La reprogramacion epigenética implica la eliminacién de las marcas epigenéticas en el
nucleo, seguido por el establecimiento de un conjunto diferente de marcas. El correcto o
incorrecto, manejo de estos periodos de alta sensibilidad puede tener efectos
significativos a corto plazo y largo plazo sobre el individuo y su progenie. La fisiologia y la
fisiopatologia de la dindmica de la reprogramacion epigenética pueden ser estudiadas en
cuatro fases distintas: la fecundacién (Dean, 2003), el desarrollo embrionario temprano
(Seki, 2005), la gametogénesis (Walsh, 1998), y la reprogramacion durante el resto de la
vida (Richardson, 2003).

La expresion génica estd modulada por la regulacion epigenética. Este mecanismo
proporciona la activacién o silenciamiento de determinados genes de acuerdo a la
herencia epigenética establecida previamente, los que proporcionan un buen desarrollo
del organismo y la diferenciacion de células y tejidos. Cuando las células se han
diferenciado, las marcas epigenéticas se fijan y proporcionan una actividad estable,
adquiriendo cada célula sus propias caracteristicas epigenéticas. La transcripcion es
posible cuando la secuencia de DNA del gen esta disponible para factores de
transcripcion, por lo que el control epigenético es proporcionado por la metilaciéon del
DNA, modificacién de histonas, remodelaciéon de la cromatina y RNAs no codificantes.
Aunque son basicamente distintos, estos mecanismos son a menudo interdependientes y

pueden ser sinérgicos (Nafee, 2008):

RNAs no codificantes. Diversas clases de RNA han emergido como reguladores clave
de la expresion génica, estabilidad gendmica y defensa contra elementos genéticos
foraneos. Mediante diversos mecanismos, modifican la estructura de la cromatina y
silencian eventos transcripcionales inapropiados, asi como reclutan a los complejos

implicados en los demas mecanismos epigenéticos (Holoch, 2015).

Modificaciones de histonas. Las colas amino (N)-terminal en la estructura basica de las
proteinas histonas pueden sobresalir de su propio nucleosoma y tener contacto con
nucleosomas adyacentes. Las modificaciones quimicas de estas colas (metilacion,
acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, sumoilaciéon, ADP-ribosilacién, etc.) afectan las

interacciones internucleosomales, y la estructura general de la cromatina, no solamente
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por estar ahi, sino que también reclutan enzimas remodeladoras, modificando la

transcripcion (Bannister, 2011).

Remodelacion de la cromatina. La modificacion quimica de los diversos aminoacidos
que constituyen las proteinas histonas puede alterar significativamente la estructura de la
fibra de cromatina, su grado de compactacién y, por lo tanto, el acceso de la maquinaria
de transcripcidon al DNA. Las conformaciones basicas que adquiere la cromatina son

eucromatina y heterocromatina (Bannister, 2011).

Metilacion del DNA. El estado de metilacidon de los residuos de citosina, dentro del
contexto de dinucledtidos (o sitios) CpG y de las islas CpG, proporciona un mecanismo
importante para distinguir genes que estan activos de los que no lo estan. La metilacion

en el DNA esté asociada con el silenciamiento transcripcional del gen asociado.

La metilacion en la quinta posicién de la base nitrogenada citosina es una de las
modificaciones epigenéticas mas estudiadas y con un mecanismo mejor entendido,
aparte de que esta bien conservada entre la mayoria de los modelos de plantas, animales
y hongos. Histéricamente, la metilacion del DNA fue descubierta en los mamiferos tan
pronto como se identific6 al DNA como material genético. Ahora es bien reconocido que
la metilacién del DNA, en conjunto con otros reguladores, es un importante factor

epigenético que influyen en la actividad de los genes.

En los mamiferos, la metilacién de citosina se restringe principalmente al contexto CpG
simétrico. Los genomas de mamiferos se encuentran globalmente reducidos en CpG v,
de los aproximadamente 28 millones de CpG en el genoma humano, el 60-80% se
encuentran generalmente metilados. Menos de 10% de CpG se producen en regiones
CG-densas que se denominan islas CpG; estas son prevalentes en los sitios de inicio de
transcripcion de genes reguladores del desarrollo, donde son muy resistentes a la
metilacion del DNA. Este paisaje bimodal representa la perspectiva global en la

comprension de la metilacion del DNA (Moore, 2012).
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La 5mC solo representa aproximadamente el 1% del total de los acidos nucleicos en el
genoma humano. La mayoria de la metilacién del DNA se produce en las citosinas que
preceden a un nucledtido de guanina o sitios CpG. En general, los genomas de
mamiferos se encuentran reducidos en sitios CpG, posiblemente como resultado del
potencial mutagénico de las 5mCs, que pueden desaminarse a timina. Los sitios CpG
restantes se extienden en todo el genoma en el que estan fuertemente metilados, con la
excepcion de las islas CpG. La metilacion del DNA es esencial para silenciar elementos
retrovirales, la regulacion de la expresion génica especifica de tejido, la impronta
gendmica, y la inactivacion del cromosoma X. Es importante destacar que la metilacion
del DNA en diferentes regiones gendmicas puede ejercer diferentes influencias en las
actividades de genes basados en la secuencia genética subyacente. A continuacion, se
describen las principales distribuciones de la metilacién del DNA, al igual que en la

Figura No. 7.

Regiones intergénicas. Aproximadamente, el 45% del genoma de los mamiferos consta
de elementos de transposicién y virales que son silenciados por la metilacién de relleno.
La gran mayoria de estos elementos se encuentran inactivados por la metilacion del DNA
o por mutaciones adquiridas con el tiempo, como resultado de la desaminacién de 5mC.
Dentro de las regiones intergénicas, una de las principales funciones de la metilacion del

DNA es reprimir la expresion de los elementos genéticos potencialmente dafinos.

Islas CpG. Las islas CpG son tramos de DNA de aproximadamente 1000 pares de bases
de longitud que tiene una densidad de CpG mas alta que el resto del genoma, pero a
menudo no estan metiladas. La mayoria de los promotores de genes, aproximadamente
el 70%, residen dentro de las islas CpG. En particular, los promotores de los genes
constitutivos (“housekeeping”) se encuentran a menudo incrustadas en las islas CpG. La
ubicacion y la preservacion de las islas CpG a lo largo de la evolucién implican que estas
regiones posean una importancia funcional. Se piensa que las islas CpG se han
conservado evolutivamente para promover la expresion génica mediante la regulacion de
la estructura de la cromatina y la unién de factores de transcripcion. EI DNA se envuelve

regularmente alrededor de las proteinas histonas que forman pequefias secciones
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empaqguetadas, llamadas nucleosomas. Cuanto mas estrechamente asociada con las
proteinas histonas se encuentra el DNA, menos permisivo es para la expresidon génica.
Una de las caracteristicas comunes de las islas CpG es que contienen menos
nucleosomas que otros tramos de DNA. Los pocos nucleosomas con los que se asocian,
a menudo contienen histonas con modificaciones implicadas en la mejora de la expresion
génica. Como muchos sitios de union de factores de transcripcion son ricos en GC, las
islas CpG son propensas a aumentar la unidn a sitios de inicio de la transcripcion. A
pesar de su falta de elementos promotores comunes, las islas CpG mejoran la
accesibilidad al DNA y promueven la unién de factores de transcripcion (Ramirez-
Carrozzi, 2009; Choi, 2010).

La metilacion de islas CpG resulta en el silenciamiento estable de la expresion génica.
Como las islas CpG se asocian con el control de la expresion génica, seria de esperar
que se mostraran patrones tejido-especificos de la metilacion del DNA. Aungque las islas
CpG en regiones intragénicas y del cuerpo de los genes pueden tener patrones de
metilacion especificos de tejido, las islas CpG asociadas con los sitios de inicio de la
transcripcion rara vez se muestran patrones de metilacion especificos de tejido. En lugar
de ello, regiones llamadas “shores (costas)”, ubicadas a 2 Kb del cuerpo de las islas
CpG, y “shelves”, a 4 Kb del cuerpo de las islas, tienen patrones de metilacion
especificos de tejido altamente conservados (Bibikova, 2011). Al igual que la metilacion
de las islas CpG, la metilacion de las shores y shelves CpG esta altamente
correlacionada con expresién génica reducida. La metilacion de las islas CpG puede
afectar la unién de factores de transcripcion, el reclutamiento de proteinas represivas de
union a metilo, y el silenciamiento estable de la expresion génica (Irizarry, 2009; Mohn,
2008).

Cuerpo del gen. Mientras la mayoria de los sitios CpG del genoma de mamiferos se
encuentran metilados, los propios genes también deben contener metilacion. El cuerpo
del gen se considera la region del gen que sigue del primer exdon porque la metilacién del
primer exén, como la metilacion del promotor, conduce a silenciamiento génico. La
evidencia sugiere que la metilacién del DNA del cuerpo del gen se encuentra asociada

con un mayor nivel de expresion génica en células en division. La forma en que la
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metilacién del DNA en el cuerpo del gen contribuye a la regulacion de la expresion

todavia no es clara (Moore, 2012).

Figura No. 7 Distribucién de los sitios CpG en genomas de mamiferos. A. Los dinucleétidos
CpG se encuentran generalmente altamente metilados, mientras que las islas CpG asociadas
con los promotores génicos (sitios de inicio de la transcripcion, TTS) tienen patrones globales
no metilados. Ademads, existen islas CpG huérfanas de funcién desconocida, que se
encuentran dentro de los cuerpos génicos (intragénicos) y entre los genes anotados
(intergénicos). Las islas CpG no metiladas en los extremos 5’ estan correlacionadas
positivamente con la actividad transcripcional activa (B), mientras que los genes que estan
hipermetilados en sus islas CpG de promotores son reprimidos (C). Circulos vacios, CpGs no
metilados; circulos rellenos, CpGs metilados; Caja verde, exones transcritos; Caja roja,
exones silenciados; Los estados transcripcionales estan representados por la flecha negra
(activo) y cruz negra (inactivo). Modificado de Meng (2015).

6.3 DINAMICA EPIGENETICA EN LOS PRIMEROS MIL DIAS

Los acontecimientos de la vida temprana (prenatal y primeros eventos posnatales)
pueden iniciar cambios a largo plazo en la vida del individuo, lo que aumenta el riesgo a
algunas enfermedades que podrian aparecer mucho mas tarde (Nafee, 2008).

El desarrollo individual estd determinado no sélo por la genética, sino a través de una
compleja interaccion entre los genes y el medio ambiente, que se encarga de estudiar la
epigenética. Se ha estimado que el 20% de la salud a lo largo de toda la vida puede
explicarse por genes heredados. Esto significa que al menos el 80% del riesgo de
enfermedad en la vida posterior se debe al medio ambiente, incluyendo la nutricion y el
estilo de vida (Figura No. 8) (Nutricia Research, 2015).
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Figura No. 8 Influencia de la genética y del medio ambiente en la salud del individuo. La
genética tiene una influencia limitada (maxima del 20%). Por otra parte, los factores
ambientales tienen una alta influencia en la salud del individuo (80%), implicandose en el
desarrollo del cerebro, inmune y metabdlico, mediante mecanismos epigenéticos. Modificado
de Nutricia Research (2015).

El crecimiento del producto se encuentra influenciado por sus genes, no obstante,
estudios reportan que usualmente esta limitado por los nutrimientos y oxigeno que
recibe. La madre parece ejercer un mayor efecto en el crecimiento fetal que el padre. En
estudios recientes se ha demostrado que el 62% de las variaciones individuales en el
peso al nacer se deben al ambiente intrauterino, 20% a los genes maternos y 18% a los

genes fetales (Barker, 2001).

Los estimulos ambientales, como la nutricidn, actuando durante el desarrollo fetal y/o
neonatal pueden producir cambios permanentes en la estructura y funcion celular-tisular,

a través de la modificacién permanente la expresion de genes. Se ha propuesto, y en la
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actualidad esta ampliamente aceptado, que la influencia de la nutricion temprana
produce cambios epigenéticos que inducen a la salud y la enfermedad tardia (Horton,

2008; Victora, 2008).

Los nutrimentos pueden ser subdivididos arbitrariamente en dos categorias:
macronutrimentos y micronutrimentos. Los macronutrimentos son los carbohidratos,
proteinas y lipidos. Los macronutrimentos son metabolizados en la célula, dando lugar a
un numero de sefales intracelulares, incluyendo SAM, FAD, a-cetoglutarato o NAD", que,
a su vez, pueden influir en el establecimiento de las marcas epigenéticas. Se ha
propuesto recientemente que el ATP puede ser un enlace comun entre la nutricién (es
decir, el estado energético de la célula) y la generaciéon de los multiples segundos
mensajeros que inducen adaptaciones fisioldgicas epigenéticas adecuadas a las
condiciones energéticas intracelulares. Los donadores del grupo metilo se incluyen en la
clase de micronutrimentos, ya que estan presentes en una concentracion muy baja en

una dieta regular (Chalkiadaki, 2012). Esta clasificacidon se muestra en la Figura No. 9.

Figura No. 9 Modificaciones epigenéticas mediadas por los componentes de la dieta.
Modificado de Jiménez (2012).
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En la actualidad, hay evidencias que apoyan el hecho de que las histonas pueden sufrir
una serie de modificaciones post-traduccionales, incluyendo la metilacién, acetilacion,
sumoilacion, biotinilacion, fosforilacion, ubiquitinacion o ribosilacion ADP, que alteran su
actividad y, por lo tanto, los estados de la cromatina. Existe evidencia de que los factores
nutricionales pueden influir en algunas modificaciones de las histonas, principalmente

actuando en la presencia de sustratos y cofactores.

Recientemente, los RNAs no codificantes han ampliado la lista de los mecanismos
moleculares con potencial de regulacion epigenética. Uno de los RNAs no codificante
mas ampliamente estudiados son los microRNAs (miRNAs), que pueden regular la
expresion de hasta el 30% del genoma humano, principalmente a través de la orientacion
post-transcripcional del mRNA. Recientes evidencias apoyan que una amplia gama de
nutrimentos, incluyendo la alimentaciéon de lipidos, proteinas, etanol, vitamina E,
hormonas y un nimero de polifenoles puede alterar la expresion de miRNAs especificos
(Zhang, 2009a; Wang, 2009).

A nivel molecular, no esta bien caracterizado la manera en que la nutricibn modula la
abundancia de miRNA, pero se propone que se puede lograr a través de la regulacion
transcripcional, a través de la RNA-Pol I, de una manera similar a la del mRNA (Cheung,
2009).

Los nutrimentos pueden modificar el patrén de metilacién del DNA, ya sea a escala
global o en sitios especificos. Se ha propuesto que la nutricidn influye en los patrones de
metilacion del DNA en tres posibles maneras: 1) al proporcionar directamente los
sustratos necesarios para la propia metilacién, 2) al proporcionar los cofactores que
modulan la actividad enzimatica de las DNA metiltransferasas (DNMTs), que catalizan la
incorporacion de grupos metilo en el DNA y, 3) mediante la alteracion de la actividad de
las enzimas que regulan el ciclo de la metionina (también conocido como ciclo de un
carbono), que a su vez proporcionan la biodisponibilidad de grupos metilo. Los tres
mecanismos no son mutuamente incompatibles y pueden operar juntos en el tiempo.

(Jiménez, 2012).

La mayoria de los patrones de metilacidén de relleno del genoma se encuentran estaticos
a través de los tejidos y a lo largo de la vida, cambiando so6lo en contextos localizados,

mientras procesos celulares especificos se activan o apagan. Las excepciones notables
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estan en la linea germinal y durante el desarrollo previo a la implantaciéon (Moore, 2012).
El estado general de la metilacidon durante la etapa embrionaria y fetal se muestra en la

Figura No. 10.

Figura No. 10 Dinamica de la metilacion del DNA durante el desarrollo humano embrionario y
fetal. Primero se muestra el nivel de metilacion a través de cada etapa temprana de los
embriones, desde el nivel de ambas células germinales, la fecundacién, el cigoto y sus etapas
de division, moérula, blastocisto, y después de la implantacion. A la derecha, se muestra el
nivel de metilacién de grupos de genes especificos después de la implantaciéon, ain en
desarrollo prenatal. MIl: meiosis Il. Modificado de Guo (2014) y Slieker (2015).

6.4 EL ORIGEN DE LAS ENFERMEDADES MULTIFACTORIALES
ASOCIADAS CON CAMBIOS EPIGENETICOS EN LA NINEZ
TEMPRANA

En la dltima década, el pensar en el riesgo de enfermedades crénicas ha cambiado
sustancialmente. En contraste con la idea anterior de que el riesgo de enfermedad
comienza en la infancia o en la edad adulta, estudios que prueban la hipétesis de DOHaD
indican que los riesgos comienzan en el Utero. El concepto de que el riesgo de las
enfermedades crénicas se puede establecer en el Utero esta fuertemente apoyado por
estudios en animales e investigaciones en seres humanos. Gran parte de la evidencia que
relaciona exposiciones intrauterinas con las enfermedades en la vida adulta de seres
humanos proviene de estudios que muestran un mayor riesgo de altos niveles de grasa

visceral, obesidad, enfermedades del corazén, hipertension, diabetes tipo 2, diabetes
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gestacional, y bronquitis crénica en recién nacidos de talla baja. La nutricion materna se
cree que juega un papel fundamental en los mecanismos que conducen al riesgo de
enfermedades mas adelante porque es un factor importante que afecta el crecimiento y

desarrollo del feto (Brown, 2014).

A la luz de gran cantidad de datos epidemioldgicos, Barker propueso la hipotesis del
fenotipo ahorrativo para explicar las relaciones entre los patrones de crecimiento inicial y
la salud a largo plazo. Esto sugirié que las relaciones entre el peso al nacer y las
enfermedades metabdlicas surgieron debido a la respuesta de un feto en crecimiento a
un medio ambiente nutricional suboptimo. La parte central de esta hipotesis era la
sugerencia de que durante los momentos de privacién nutricional, el crecimiento del feto
adopta una serie de estrategias para maximizar sus posibilidades de supervivencia
después del nacimiento en condiciones similares de mala nutricion. Estas adaptaciones
incluyen la preservacion de crecimiento del cerebro (a expensas de otros tejidos tales
como musculo esquelético y el pancreas endocrino) y la programacion del metabolismo
de una manera que estimule a almacenamiento de nutrimentos cuando estaban
disponibles. Esto no tiene ningun efecto perjudicial y de hecho es beneficioso para la
supervivencia si el feto nace en condiciones de mala nutricion. Por lo tanto, en las
poblaciones donde hay desnutricion cronica, estas adaptaciones son beneficiosos y la
prevalencia de enfermedades metabdlicas es baja. Sin embargo, se propusieron también
las consecuencias perjudiciales de la programacién durante el desarrollo que pueden
surgir si el feto nacié en condiciones que difieren de las experimentadas en el utero. El
desequilibrio entre los ambientes prenatal y postnatal temprano pone en conflicto la
programacion que se produjo durante la vida fetal y predisponen a la descendencia al
posterior desarrollo de enfermedades metabdlicas en la edad adulta. Para reflejar la
evidencia de que los periodos criticos de la vulnerabilidad a las influencias ambientales
se extienden mas alla del periodo fetal, el concepto de que los acontecimientos en la vida
temprana afectan la salud a largo plazo ahora se conoce generalmente como
“Developmental Origins of Health and Disease” (DOHaD), o “Hipétesis de los origenes de

la salud y la enfermedad en el desarrollo” (Portha, 2014).

La teoria de DOHaD menciona que las exposiciones ambientales durante periodos

criticos del desarrollo pueden causar cambios discretos en ciertas funciones bioldgicas,
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que predisponen al individuo a enfermedades y disfunciones en etapas posteriores de la

vida (Barnes, 2016).

El proceso de crecimiento y desarrollo humano en el Utero y durante los dos primeros
afos de vida no es un periodo inflexible o determinado Unicamente por los genes.
También se ve influido por la exposicion ambiental, mediado por la plasticidad del
desarrollo. Las exposiciones ambientales modifican el desarrollo a través de mecanismos
epigenéticos que programan cambios metabdlicos en la actividad genética y no en la
estructura del DNA. Los mecanismos epigenéticos influyen en el crecimiento y desarrollo
al silenciar la expresion de ciertos genes y activar la de otros. Por ejemplo, los
mecanismos epigenéticos pueden desarrollar, en respuesta a la desnutricién materna, la
reduccion de la multiplicaciéon celular en los rifiones sin afectar el crecimiento del cerebro.
Los cambios epigenéticos pueden durar a lo largo de todas las divisiones de la célula

para el resto de su vida y para varias generaciones (Wu, 2004).

Los efectos epigenéticos en la funcidon de los genes son iniciados por respuestas
adaptativas que el feto hace a las sefales de la madre sobre su salud y condicion fisica.
La salud de la madre y el estado fisico se determinan por factores como la genética, la
dieta, el nivel de grasa corporal, y las enfermedades. Los indicadores biolégicos de estas
condiciones son transferidos al feto por la sangre de la madre. El feto se adapta a las
sefiales del medio ambiente que se han enviado por la madre mediante la modificacion
de la funcién de ciertos genes. Estas modificaciones pueden fomentar la supervivencia
del feto en el Utero y en el futuro, si se da el mismo conjunto de circunstancias

ambientales (Gabory, 2011).

Algunos estudios han demostrado un vinculo entre las exposiciones nutricionales
maternas durante el embarazo y el riesgo de enfermedad mas adelante en los recién
nacidos con una amplia gama de pesos al nacer. Un aumento de peso minimo alrededor
de la mitad del embarazo, por ejemplo, se ha asociado con la presion arterial alta en los
nifios, y los bajos niveles de grasa corporal de la madre durante el embarazo con un

mayor riesgo de enfermedades del corazon en la descendencia.

La hipétesis de que las exposiciones nutricionales maternas y fetales influyen en el riesgo
de enfermedad mas adelante esta ganando apoyo y reconocimiento. Sin embargo, hay

muchas preguntas sin una respuesta concreta: ;Qué exposiciones nutricionales en
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especifico son responsables de los cambios en la funcién del gen y un mayor riesgo de
enfermedades?, ;Cuando se presentan los periodos mas vulnerables de la sensibilidad
del feto a la mala nutricién?, ¢Qué niveles de energia y de disponibilidad de nutrimentos
estan relacionados con el funcionamiento éptimo de los genes?, ;Como se pueden
reparar los cambios epigenéticos perjudiciales de modo que correspondan a una persona
adulta sana en lugar de un ser en desarrollo uterino o en la vida temprana?, entre otras.
Actualmente, se esta avanzando hacia la busqueda de las respuestas a cada una de
estas preguntas. Las implicaciones de las asociaciones entre la madre y la nutricién fetal

y el riesgo de la enfermedad de adultos son inmensas (Brown, 2014).
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En México, cada minuto nacen 5 personas (INEGI, 2014). A nivel nacional, hay poco
menos de 31.1 millones de mujeres en edad fértil, que representan al 54.1% de la
poblacién femenina total. Se estima que, en la actualidad, la Tasa Global de Fecundidad
asciende a 2.16 hijos por mujer (CONAPO, 2016). En México, una de cada cinco mujeres
sufre complicaciones en el embarazo (Nufez, 2010), siendo las mas comunes:
preeclampsia (70.8%), hemorragia (11.7%), eclampsia (6.3%), sepsis (3.6%), entre otras
(Mejia, 2012). La obesidad, aunque no se considera una complicaciéon propia del
embarazo, tiene una prevalencia del 11 al 22%, y representa un riesgo importante para

las madres y sus productos (Nazar, 2014).

Estas complicaciones durante el embarazo tienen ademas un serio impacto sobre la
salud de los recién nacidos. Existen numerosos estudios epidemioldgicos referentes a la
asociacion entre eventos prenatales y enfermedades crénicas que se presentan durante
el desarrollo precoz asi como en la vida adulta. A nivel nacional, se ha mostrado un
considerable aumento para las enfermedades crénicas (74.4% en 2009),

correspondiendo a tres cuartas partes de la mortalidad general (DGIS, 2014).

Los factores epigenéticos son candidatos etiolégicos de las enfermedades crénicas, ya
que el estado epigenético es mas dinamico en comparacién con la secuencia de DNA,
ademas de que puede ser alterado por aspectos del desarrollo y condiciones
ambientales a las que esté expuesto el organismo. Adicionalmente, existe gran cantidad
de evidencia experimental en humanos y otros animales que demuestra que, en las
enfermedades cronicas, se observan patrones anormales de las marcas epigenéticas,
pudiendo ser las bases moleculares que explican la predisposicion a estas enfermedades

(Gonzélez, 2011).

Los cambios epigenéticos asociados con las enfermedades se producen a lo largo de
toda la vida. Sin embargo, la labilidad del estado epigenético de los primeros estadios del
desarrollo lleva a plantear la hipdtesis que la asociacién de los eventos adversos al inicio
de la vida con una predisposicién a enfermedades esté mediado por mecanismos
epigenéticos. Entre las enfermedades que se podrian favorecer por este mecanismo
estan: la obesidad, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa, depresion, trastornos

ansiosos, adicciones, enfermedad coronaria, entre otras (Bedregal, 2010).
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A partir de toda esta evidencia, surgio la linea de investigacion conocida como DOHaD,
que se encuentra sustentada por la primicia de que la exposicion a diversos factores
ambientales (extrinsecos e intrinsecos) durante las etapas prenatal y posnatal temprana
son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades crdnicas en etapas posteriores
de la vida. Estos eventos se vinculan con los procesos de programacion fetal y

plasticidad del desarrollo que a su vez, se regulan a través de mecanismos epigenéticos.

La nutricion es uno de factores ambientales que mas se ha conceptualizado en la teoria
de DOHaD, y que mas contribuye al establecimiento de marcas epigenéticas. La
asociacion entre los cambios en la dieta durante las ventanas especificas de desarrollo y
modificaciones epigenéticas ha sido reportada en varios modelos animales. Constituyen
una excelente herramienta para entender como los regimenes nutricionales o factores
especificos de la dieta en particular pueden influir en el epigenoma. Las intervenciones

nutricionales mas ampliamente estudiadas incluyen:

a. Restriccion de proteinas: se utiliza con frecuencia como modelo para la
desnutricidn materna. Los genes que han reportado cambios en la metilacién se
encuentran implicados metabolismo lipidico alterado y esteatosis hepatica
(contribuyen a la resistencia a la insulina) y regulacién del apetito en los roedores,
pudiendo alterar el comportamiento de alimentacién y explicar el desarrollo de la

obesidad y las enfermedades relacionadas con ella.

b. Restriccidon caldrica global: es otro modelo de uso frecuente para la desnutricidn
materna. La desnutricidn in Utero en ratas reduce la expresion de genes que

pueden contribuir a la resistencia total a la insulina y diabetes.

c. Dieta alta en grasas: alter6é la expresidon y la metilacidn de genes que pueden
influir en el comportamiento de preferencia a los alimentos de sabor agradable,

asociado con la obesidad y el sindrome metabdlico.

d. Sobrealimentacion neonatal: en ratas, aumenté la metilacion en genes implicados
en la regulacién negativa de la ingesta de alimentos, promoviendo la obesidad.
Del mismo modo, en un estudio de seguimiento, el exceso de nutricién neonatal
aumentd la metilacién media del promotor del receptor de insulina en el
hipotalamo, induciendo resistencia a la insulina por parte del hipotalamo, lo que

contribuye al desarrollo del sindrome metabdlico.
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Los genes implicados en estas modificaciones se encuentran resumidos en la Figura No.

11.

La nutricion durante las etapas tempranas del desarrollo puede inducir cambios
permanentes en la expresion génica de células somaticas a través de las modificaciones
epigenéticas. Los tres puntos importantes son: (1) la desnutricion materna influye en el
epigenoma del feto; (2) algunas de las marcas epigenéticas establecidas durante el
desarrollo temprano se mantienen estables hasta la edad adulta; y (3) la desnutricion

perinatal causa tanto modificaciones epigenéticas especificas de locus como globales.

Respecto a la evidencia en humanos, existen datos suficientes respecto a los resultados
de salud disponibles en las cohortes de la hambruna holandesa, que relacionan la
nutricion fetal y la salud postnatal. En un estudio, se aisl6 el DNA de leucocitos en sangre
de individuos que fueron afectados. Con ello, fue posible demostrar que el locus de IGF-
2 se encontraba menos metilado en el grupo expuesto a hambruna. En un estudio
posterior, se extendié el analisis a mas genes. Curiosamente, se encontrd que algunos de
los cambios epigenéticos observados fueron sexo-especificos. Se especula que los
cambios en la metilacién de promotores de genes tales como Lep (implicado en la
regulacion de la saciedad) y ABCA1 (implicado en el transporte de colesterol y la
formacion de HDL) pueden vincular la nutricién temprana con enfermedades metabolicas

en el adulto.

Un conjunto de estudios muy recientes han determinado los patrones de metilacion del
DNA en las células de sangre del cordon umbilical. Se analizaron los patrones globales
de la metilacion del DNA en las células madre hematopoyéticas (CD34+) de sangre del
corddn umbilical en crecimiento intrauterino restringido y bebés control por el analisis de
microarreglos. El analisis bioinformatico demostré que un pequefio subconjunto de 56
loci mostré diferencias significativas en la metilacion entre los grupos. Estos genes
estaban involucrados en procesos criticos para la funcién de células madre (ciclo y
mantenimiento celular). Aln no esta claro si estos cambios se mantienen estables hasta
la edad adulta y puedan contribuir al riesgo de diabetes (o riesgo de enfermedades

cronicas en general) mas tarde en la vida.

En otra serie de estudios recientes, la metilacion del DNA de varios candidatos se evalud

en sangre del cordon umbilical de dos poblaciones independientes de nifios con peso
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normal al nacer. Sorprendentemente, se encontré que la metilacion de RXRa y eNOS, al
nacer, se correlaciona con la adiposidad a los 9 afnos de edad. Estos estudios
constituyen la prueba inicial para demostrar que la metilacion del DNA al nacer podria ser
un marcador molecular de gran alcance para el riesgo posterior a enfermedades
(Jiménez, 2012).

Figura No. 11 Resumen de los genes que mostraron expresién alterada en asociacion con la
metilacion del DNA. Los resultados se agrupan en intervenciones nutricionales, y periodo de
vida del individuo en el que fue estudiado. También se incluye tejido estudiado, y especie.
Modificado de Jiménez (2012).
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Los hijos nacidos de madres con obesidad y/o preeclampsia durante el embarazo
presentan fenotipos antropométricos y metabolicos diferentes comparados con los hijos
que estuvieron expuestos a embarazos normoevolutivos. La diferencia de los fenotipos
durante los primeros afios de vida es atribuible a perfiles distintos en el metiloma de

DNA.
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9.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el perfil metildbmico de DNA en nifios menores de tres afios que, durante su

desarrollo gestacional, enfrentaron condiciones maternas adversas.

9.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Estandarizar las condiciones técnicas y metodoldgicas para la extraccion del DNA

en sangre total de nifios menores de tres afios.

e Establecer una tabla de criterios de evaluacién cuantitativos y cualitativos durante

el embarazo, para su clasificacion con base a referencias mexicanas.
e Analizar la metilacion del DNA gendmico a través del método de microarreglos.

e Analizar e interpretar de los resultados obtenidos del perfil metildbmico con

programas bioinformaticos.
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La metodologia que se implementd se muestra resumida en el esquema del siguiente
subtitulo, y se explica detalladamente en el resto de los subtitulos pertenecientes a este

tema.

10.1 ESQUEMA DE TRABAJO
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10.2 POBLACION ESTUDIADA

La poblacién consiste en cinco nifios nacidos en la Ciudad de México entre los afios
2013 y 2014, menores de 3 afos y reclutados por consentimiento informado (Anexo No.
1) a partir del seguimiento gineco-obstétrico previo de una cohorte perinatal en el
Hospital Materno Infantil Inguaran de la Secretaria de Salud de la Ciudad de México.
Estos nifios fueron evaluados y clasificados mediante un perfil clinico en grupo control
(GC): compuesto por dos individuos que fueron productos de embarazos
normoevolutivos y, un grupo problema (GP): compuesto por tres individuos productos de

embarazos con obesidad y preeclampsia materna.

10.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los criterios de inclusidn y exclusion se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla No. 5 Criterios de inclusion y de exclusién para los grupos control (GC) y problema
(GP)

Edad (nmo) Edad (nmo)

IMC 18.5- IMC >29.9
pregestacional 924 9 pregestacional

Preeclampsia No Preeclampsia Si
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10.3 PERFIL CLIiNICO

El perfil clinico se compone de dos partes: evaluaciéon durante el embarazo y la

evaluacion del nifo.

En la mujer embarazada, se llevaron a cabo consultas mensuales desde el segundo

trimestre de gestacion, en las que se evaluaron criterios antropométricos, historia clinica

y habitos, se realizaron ultrasonidos, y se tomaron muestras sanguineas (para quimica

sanguinea y biometria hematica), de orina (para examen general) y exudado vaginal. De

igual forma, se consideraron criterios propios del parto. Se realizaron tablas de

evaluaciéon del embarazo para poder clasificar a los individuos en GC o GP, tomando en

consideracién los siguientes criterios en la mujer y la evaluaciéon durante el progreso de

sSu embarazo:

Tabla No. 6 Formato de criterios cuantitativos de evaluacion durante el embarazo

Criterio Calificacién x Referencia Muestra
Edad (afios) (Donoso, 2014) 1: Normal 18-35
2: Limite bajo <18
3: Limite alto >35
IMC pregestacional (Kg/m?) (IOM, 2009) 1: Normal 18.5-24.9
2: Peso bajo <18.5
3: Sobrepeso- >24.9
Obesidad
Parto pretérmino SDG nacimiento (Brown, 2014) 1: Normal 38-42
2: Parto pretérmino | <38
Peso al nacer (g) (Flores, 2012) 1: Normal M?3: 2970-
3487
F*: 2868-
3353
2: Bajo M?:<2970
F*:<2868
3: Alto M?®:>3487
F*:>3353
Preeclampsia 1: No
3:Si
Trimestre de Gestacion 2° | 3
Indice de Ganancia de Peso x semana (IOM, 2009) 1: Normal N'.0.35-0.5
0%0.17-
0.27
2: Bajo N'.<0.35
0%<0.17
3: Alto N':>0.5
02%>0.27
Quimica Sanguinea (UNAM, 2016) Urea (mg/dL) 1. Normal 15.0-43.0
2. Limite bajo <15.0
3: Limite alto >43.0
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Creatinina (mg/dL)

Glucosa (mg/dL)

Colesterol (mg/dL)

TAG (mg/dL)

Ac. Urico (mg/dL)

Biometria Hematica (Hospital
Materno Infantil Inguaran, 2012)

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

Eritrocitos (x10%/mm?®)

Cont. Medio de Hb Corpuscular
(g/dL)

Volumen Corpuscular Medio (fL)

Leucocitos (x10%/mm?)

Linfocitos (%)

Monocitos (%)

Eosindfilos (%)

Neutréfilos (%)

Plaquetas (x10%/mm3)

Examen General de Orina (Heil,
2008)

pH de orina

Proteina (mg/dL) (Secretaria de
Salud, 2010)

Sedimento Bacterias

Levaduras

Cristales

Crecimiento Intrauterino (INPer,

Peso (percentil)
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2003)

2. Limite bajo <10

Circunferencia cefalica (percentil) 1. Normal 10-90

TOTAL (30)

2. Limite bajo <10

" N=Normal

2 0=Obesa

3 M=Masculino
4 F=Femenino

Tabla No. 7 Formato de criterios cualitativos de evaluacion durante el embarazo

Criterio

Calificacion x Referencia Muestra

Historia Clinica
actual

Enfermedades concomitantes no
obstétricas

Complicaciones en el embarazo

Infecciones urinarias

Infecciones vaginales (Perea, 2010)

Uso frecuente de farmacos

Habitos actuales

Fumador pasivo

Actividad fisica (Miranda, 2013) 1: Normal 30 min/3-5 veces x
sem
3: Limite <30 min/3-5 veces x
menor sem

TOTAL (7)

(SEGO, 2010), (Muslera, 2013) (NCHOD, 1999) (SNS, 2011).

De los individuos nacidos, menores de 3 anos, se realizd una consulta de evaluacion

antropomeétrica, de historia clinica y habitos, y se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla No. 8 Formato de criterios cuantitativos de la evaluacion del nifio

Criterio Calificacion x Referencia Muestra
Edad (afios.meses) (Pantoja, 2015) 1: Normal 0-2
Antropometria (OMS, 2016) IMC (Z-score) 1:Normal

2: Delgadez

Peso/edad (Z-score) 1: Normal
2: Desnutricion

Peso/talla (Z-score) 1: Normal
2: Desnutricion

Longitud/talla (Z-score) 1: Normal
2: Retraso en el crecimiento

Circunferencia cefalica (Z-score) 1: Normal




: Riesgo de salud o desarrollo

Circunferencia de brazo (Z-score)

: Normal

: Riesgo de desnutricién

: Riesgo de obesidad-hipertrofia

Pliegue cutaneo (Z-score)

: Masa grasa promedio

: Masa grasa debajo del promedio

QN[N

: Masa grasa arriba del promedio

TOTAL (8)

Tabla No. 9 Formato de criterios cualitativos de la evaluacion del nifio

Criterio Calificacién x Referencia Muestra
Numero de embarazo (Rebholz, 2012) 1 Primipara
3 Multipara
Lactancia materna (Brown, 2014) Exclusiva (0-5 m) 1 Si
3 No
Continua (hasta 1° afio) 1 Si
3 No
Antecedentes personales (Puumala, 2015) Infecciosos 1 No
3 Si
Alérgicos 1 No
3 Si
Trauméaticos 1 No
3 Si
Transfusionales 1 No
3 Si
Quirdrgicos 1 No
3 Si
Cuidado materno (Murgatroyd, 2011) 1 Mayoritario
3 Guarderia

TOTAL (9)

10.4 EXTRACCION DE DNA, CUANTIFICACION Y PRUEBA DE

INTEGRIDAD

La metodologia para la obtencion de DNA a partir de muestras biolégicas de los sujetos

de estudio, y las pruebas de cuantificacion e integridad se describen a continuacion.

10.4.1 EXTRACCION DE DNA

La colecta de sangre periférica fue de 2-3 mL total en condiciones de ayunas y total

asepsia con tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA. El transporte de la sangre fue

manteniendo la temperatura de 4°C y su almacenamiento posterior fue en tubos

Eppendorf® a -20 °C hasta ser procesadas las muestras.
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La extraccion de DNA se llevd a cabo conforme a la técnica modificada del “DNA
Isolation Kit for Mammalian Blood” de Roche® (Ref. 11667327001, Alemania),
originalmente para 10 mL, segun el inserto. Se tomaron 200 pL de sangre periférica a T°
ambiente en un tubo Eppendorf® estéril de 1mL y se agregaron 700 pL de solucion de
lisis de eritrocitos (Red Blood Cell Lysis Buffer, DNA Isolation Kit for Mammalian Blood de
Roche®), mezclando (por inversion) por 5 minutos. Después, se centrifugd la muestra a
2,000 rpm (Microcentrifuga SORVALL Fresco® No. Serie S00264) por 10 minutos a 4 °C,
y se deseché el sobrenadante (rojo traslicido) y se mezcld con vortex el excedente del
liquido con el paquete celular. Se afiadieron 250 pL de buffer de lisis de leucocitos (White
Blood Cell Lysis Buffer, DNA Isolation Kit for Mammalian Blood de Roche®), e incubaron
a 65 °C, por 10 minutos. Posteriormente, se transfirid la muestra a un tubo estéril nuevo
con 130 pL de solucién de precipitacidon de proteinas (Protein Precipitation Solution, DNA
Isolation Kit for Mammalian Blood de Roche®), y se mezcld con vortex por 25 segundos.
La muestra se centrifugé a 13,200 rpm por 10 minutos, a 4 °C y se recuper6 el
sobrenadante en un tubo estéril nuevo. Se afiadié el doble del volumen del sobrenadante
(aproximadamente 800 pL) de etanol al 100% a T° ambiente. Se centrifugd a 13,200 rpm
por 10 minutos a 4 °C, y se desechd el sobrenadante. Después, se afadieron 75 pL de
etanol al 70% frio al pellet y se mezcld varias veces (por inversidén). Nuevamente, se
centrifugd el tubo a 13,200 rpm por 5 minutos y se deseché el sobrenadante. Por ultimo,
se dejo evaporar el etanol restante del tubo, y se resuspendié el DNA en 40 pL de buffer
TE (Tris-Cl, 10 mM, pH=7.5; EDTA, 1 mM) por 24 horas, a 37 °C.

10.4.2 CUANTIFICACION DE DNA Y MEDICION DE SU
INTEGRIDAD

La cuantificacién de DNA se realizd por espectrofotometria por goteo con el equipo
NanoDrop 2000c® (ThermoScientific, No. Serie N947). Se utilizé el programa con la
opcion de “Nucleic Acids” para su cuantificacion utilizando como blanco 1 yL del buffer
TE, y el mismo volumen para las muestras de DNA. Para determinar la concentracion de
DNA se realizan mediciones a 260 y 280 nm. A pH neutro, una solucion de DNA tiene una
absorcidon méaxima a 260 nm. Las proteinas tienen un maximo de absorciéon a 280 nm.

Las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algun contaminante proteico. El
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calculo de la relacion A260/A280 es una manera comun para expresar la pureza del DNA
(IBT, 2017). Dependiendo de la composiciéon nucleica, un valor de 1.7 a 2.0 indica una

muestra pura.

El espectrofotometro permite medir la absorbancia de una solucién homogénea a una
determinada longitud de onda. La ley de Lambert-Beer establece que la absorbancia de
una disoluciéon es directamente proporcional a la concentracién de las especies
absorbantes y a la longitud de la cubeta que contiene la muestra. La medida de la
concentracion de DNA en el espectrofotometro es directa sin la necesidad de utilizar
cubetas o capilares. El sistema utiliza la tensién superficial de la gota para mantener el
volumen de muestra en el pedestal durante el ciclo de medida. Para poder realizar las
medidas utiliza diferentes caminos 6pticos (1.0 mm; 2.0 mm; 0.1 mm y 0.05 mm) la
longitud de onda de los cuales varia automaticamente con la concentracion de la
muestra. El cambio de caminos épticos a tiempo real durante la lectura de la muestra
permite obtener un amplio rango dinamico de medida del DNA de doble cadena (Thermo
Fisher Scientific, 2009).

La integridad del DNA fue analizada a partir de una electroforesis en gel de agarosa al
1% y TAE 1X (Tris, 40 mM; &cido acético, 20 mM; EDTA 1 mM) con bromuro de etidio (6
pL). Las muestras se mezclaron con una solucién de carga (DNA Gel Loading Dye [azul
de bromofenol y xileno cianol FF], ThermoFisher® No.Cat. R0611; 1x) para su
visualizacidn en el gel y las condiciones de electroforesis fue en una camara horizontal
(BioRad®, No. Serie 1704401) con un voltaje de 50 V. La visualizacion de las bandas de
DNA se realizd en un transiluminador (Universal Hood Ill, BioRad®, No. Serie
731BR02553). Los criterios que se evallan para la integridad del DNA son bandas de

1000 Kb (o sin gran longitud de desplazamiento), bien tefidas, y sin contenido barrido.

10.5 TECNICA DE MICROARREGLOS

Las muestras de DNA integras y puras se disolvieron en solucién de TE a las condiciones

que marca el siguiente recuadro:
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Volumen: dependiente de la concentracion

Las condiciones antes mencionadas son las adecuadas para el envio de las muestras a la
Unidad de Microarreglos de la Unidad de Alta Tecnologia del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica, donde se realizo la técnica de microarreglos de metilacién, haciendo

uso del “Infinium Human Methylation 450 BeadChip” de lllumina®, con los equipos:

e Robot Tecan®: estacién automatizada para el procesamiento de microarreglos.

e Lector de microarreglos iScan®: tecnologia de microarreglos en esferas para

anadlisis de DNA y RNA.

El ensayo automatizado requiere 1000 ng de gDNA para someterlo a la conversion con
bisulfito. En la conversion con bisulfito, el DNA fue tratado con bisulfito de sodio,
utilizando el Kit de conversion “EZ DNA Methylation Kit” (Zymo Research®, No. Cat.
D5001). Después del tratamiento, las citosinas no metiladas fueron convertidas a uracilo,
mientras que las citosinas metiladas permanecen sin cambio, como se muestra en la
Figura No. 12. Las muestras de DNA convertido con bisulfito fueron después

desnaturalizadas y neutralizadas, para su posterior amplificacion.
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El DNA desnaturalizado fue sometido a una amplificacién isotérmica durante toda una
noche. La amplificacion de genoma completo incrementa uniformemente la cantidad de
muestra de DNA. Después, el producto amplificado fue fragmentado por un proceso
enzimatico controlado, que usa fragmentacién de punto final. Posteriormente, el DNA fue
precipitado con isopropanol, recolectado por centrifugacién a 4°C y resuspendido en

buffer de hibridizacion.

Las muestras de DNA fragmentado y resuspendido fueron dispensadas en el BeadChip,
con ayuda del robot Tecan®, y el chip fue incubado en el horno de hibridizacion de
lllumina® durante toda una noche. Los fragmentos de DNA se alinean a 50meros locus-
especificos durante la hibridizacion. Dos tipos de perlas corresponden a cada sitio CpG
para los ensayos Infinium | (una metilada, y una no metilada), dependiendo del estado de
metilacidn que tenga. Para el ensayo Infinium Il solamente existe un tipo de perla para
cada sitio CpG, independiente de su estado de metilacidon, como se observa en la Figura
No. 13. Los fragmentos de DNA que no hibridizaron, o que hibridizaron de forma no

especifica, fueron lavados, preparando al chip para la tincion y extension.

El chip fue sometido a extension y tincion a través de camaras de flujo capilar. La
extension de una sola base de los oligos del chip, usando el DNA hibridizado como
plantilla incorpora sefales detectables en chip y determina el nivel de metilacion del sitio

CpG evaluado.
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Figura No. 13 Extension y tincidon para los dos tipos de ensayos que contiene el chip
“Infinium Human Methylation 450 BeadChip” de lllumina®. A. Para Infinium |, se muestran los
dos tipos de perlas (metilada y no metilada), y como es la extension y tincion cuando hibridizé
un fragmento de DNA metilado, y no metilado. B. Para Infinium Il, se muestra el Unico tipo de
perla, y como es la extension y tincion, cuando hibridizé un fragmento de DNA metilado y no
metilado. Modificado de Bibikova (2011).

La cobertura de sitios CpG evaluados que se obtiene a partir del chip incluye regiones
génicas con sitios en la regiéon promotora, 5’UTR, 1er exdn, cuerpo del gen y 3’UTR, para
tener una vision mas amplia del estado de metilacion del fragmento evaluado. La
evaluacion también se extiende a regiones de islas CpG (cobertura del 96%), incluyendo
el cuerpo de las islas, asi como las regiones flanqueantes, conocidas como shores y
shelves. Un esquema de la cobertura, asi como el total de sitios evaluados en el chip se

puede observar en la Figura No. 14.
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Figura No. 14 Sitios CpG que son evaluados en el “Infinium Human Methylation 450
BeadChip” de lllumina®, en regiones génicas e islas CpG, respectivamente. En regiones
génicas (arriba), se eveallan los sitios de inicio de la transcripcion (TSS), la region 5’UTR, 1er
exon, cuerpo del gen, y region 3’UTR. Para las islas CpG (abajo), se evalian North Shore y
Shelf, el cuerpo de la isla CpG, y South Shore y Shelf. En las tablas, se muestra la cobertura
de genes reportados en las referencias que se encuentran evaluados en el chip de
microarreglos. Modificado de lllumina (2012).

Por ultimo, el sistema iScan de lllumina® escaneo el chip, utilizando un laser para excitar
el fluoréforo del producto de la extension de una sola base, en las perlas. El escaner

registra imagenes de alta resolucién de la luz emitida por los fluoréforos (lllumina, 2011).

La base de datos generada, y con la que se trabajé el andlisis bioinformatico, reporta los
resultados en valores de beta (B). El valor de beta es utilizado para estimar el nivel de

metilacion del sitio CpG evaluado, usando el radio de intensidades entre los alelos
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metilados y no metilados. Su valor tiene un rango de 0 (no metilado) a 1 (metilado). Para

el ensayo Infinium, la forma de calcular B es:

Max (Signal B, 0)
Max (Signal A,0) + Max (Signal B,0) + 100

Para los ensayos Infinium |, las sefiales A y B son producidas por dos diferentes tipos de
perlas, y se reporta en el mismo color. Para los ensayos Infinium I, la sefal A
corresponde a la sefial en el canal rojo y la sefial B corresponde a la sefial en el canal

verde (lllumina, 2010).

10.6 ANALISIS BIOINFORMATICO

El analisis bioinformatico se divididé en tres partes, mismas en las que se utilizaron los

siguientes softwares:

a. Normalizacion y analisis exploratorio: lllumina GenomeStudio® v2.0.2 y Partek
Genomics Suite® v6.6 (equipo de la Unidad de Microarreglos de la Unidad de Alta

Tecnologia, en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica)

b. Andlisis diferencial: Partek Genomics Suite® (equipo de la Unidad de
Microarreglos de la Unidad de Alta Tecnologia, en el Instituto Nacional de

Medicina Gendmica)

c. Analisis biolégico: Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(DAVID; https://david.ncifcrf.gov/), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG; http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), UniProt
(http://www.uniprot.org/) y Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM;

https://www.omim.org/).

Para el analisis bioinformatico, se considerd una normalizacién de los valores de Beta por
cuantiles, y una escalacion por estandarizacién, ambas realizadas con Partek Genomics

Suite®. Adicionalmente, se aplicé un filtro N-fold de 1.1 entre ambas muestras
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correspondientes al grupo control (GC) para aumentar la correlacién de los valores de
Beta entre ambas. Este filtro redujo la cantidad de sitios CpG evaluados, de 485 577
(datos crudos) a 227 958. Para el andlisis diferencial, se realizo la prueba estadistica de
ANOVA de una via, y para identificar los sitios CpG con pérdida o ganancia de metilacién
significativa se considerd un p-value=0.05 y un Fold-change <-1.5 y >1.5. Por ultimo, se
descartaron los sitios CpG con metilacion diferencial significativa que se encontraran en
los cromosomas X o Y, para excluir la variabilidad dada por diferencia de sexo entre los

sujetos de estudio.
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Los resultados, de acuerdo a la metodologia, se describen a continuacion.

11.1 EVALUACION DEL PERFIL CLINICO EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

El establecimiento del perfil clinico surgié por la necesidad de evaluar el desarrollo y
crecimiento de los individuos durante los primeros 1000 dias de vida, con base en dos
ejes principales: determinar las condiciones de un embarazo normoevolutivo, para saber
si los individuos del GC cumplen con ellas, y las condiciones en las que los individuos del
GP difieren; e identificar posibles eventos que podrian afectar el perfil de metilacion de

los individuos, en adicién a las complicaciones durante el embarazo estudiadas.

Como se menciond anteriormente, el perfil clinico fue dividido en dos partes, la
evaluacion durante el embarazo, y la evaluacién del niflo, mismas que fueron registradas
en las Tablas No. 10, 11, 12 y 13, para todas las muestras de ambos grupos. En ellas, se
asigné una calificacién para el resultado que cada individuo obtuvo en los indicadores
utilizados, con base a las referencias reportadas. Al final de cada tabla, se muestra la
suma de calificaciones ideal, considerando todos los criterios, y la suma del total de las

calificaciones obtenidas por cada individuo.

Tabla No. 10 Criterios cuantitativos de evaluacion durante el embarazo

Criterio Calificacion X Control Control Problema Problema Problema
Referencia 1 2 1 2 8
Edad (afios) (Donoso, 2014) 1: Normal 18-35 1 1 1 1 1
2: Limite | <18
bajo
3: Limite | >35
alto
IMC pregestacional (Kg/m?) (IOM, | 1: Normal 18.5- 1 1 3 3 3
2009) 24.9
2: Peso | <18.5
bajo
3: >24.9
Sobrepeso
-Obesidad
Parto SDG nacimiento | 1: Normal 38-42 1 1 1 1 1
pretérmin | (Brown, 2014) 2: Parto | <38
o pretérmino
Peso al nacer (g) | 1: Normal M3: 1 1 2 1 1
(Flores, 2012) 2970-
3487
F:
2868-
3353
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Preeclampsia

Trimestre de Gestacion

Indice de Ganancia de Peso x

semana (IOM, 2009)

Quimica Urea (mg/dL)

Sanguine

a (UNAM,

2016)
Creatinina (mg/dL)
Glucosa (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
TAG (mg/dL)
Ac. Urico (mg/dL)

Biometria | Hemoglobina (g/dL)

Hematica

(Hospital

Materno

Infantil

Inguaran,

2012) Hematocrito (%)

3
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Eritrocitos
(x10%/mm?)

Cont. Medio de Hb
Corpuscular (g/dL)

Volumen
Corpuscular
(fL)

Medio

Leucocitos
(x10%/mm?)

Linfocitos (%)

Monocitos (%)

Eosindfilos (%)

Neutréfilos (%)

Plaquetas
(x10%/mm?)

Examen pH de orina

General

de Orina

(Heil,

2008)
Proteina (mg/dL)
(Secretaria de
Salud, 2010)
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Sedimen | Bacteria

to S
Levadur
as
Cristales

Crecimien | Peso (percentil)
to
Intrauterin
o (INPer,
2003)

Circunferencia
cefalica (percentil)

Calificacion total (Ideal=30)

" N=Normal *Para la muestra Problema 3, hay criterios que no fueron
2 0=Obesa documentados en los expedientes de forma completa, o
3 M=Masculino que no contemplaron el tercer trimestre del embarazo.

4 F=Femenino

En la calificacién total de las muestras en la tabla anterior (Tabla No. 10) se puede
observar que ambos individuos del GC presentan un puntaje cercano a la calificacion
ideal, mientras que los individuos del GP presentan un puntaje elevado, por lo que se
puede considerar a una calificacion de 40 o mayor como una evolucién del embarazo

diferente a la normal, para los criterios cuantitativos evaluados.

Tabla No. 11 Criterios cualitativos de evaluacion durante el embarazo

Criterio Calificacion x Problema
Referencia 3

Historia | Enfermedades
Clinica concomitantes
actual no obstétricas
Complicaciones
en el embarazo
Infecciones

urinarias
Infecciones
vaginales

Uso frecuente
de farmacos

Habitos | Fumador
actuales | pasivo

Actividad fisica
(Miranda, 2013)
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Calificacion total (Ideal=7)

Respecto a la calificacién total que obtuvieron las muestras en la Tabla No. 11, los

individuos que conforman ambos grupos presentan calificaciones similares, aunque

todas son mayores que la calificacion ideal.

Tabla No. 12 Criterios cuantitativos de la evaluacion del nifio

Criterio

Edad (afios.meses) (Pantoja, 2015)

Antropometria
(OMS, 2016)

IMC (Z-score)

Peso/edad (Z-
score)

Peso/talla (Z-
score)

Longitud/talla (Z-
score)

Circunferencia
cefalica (Z-score)

Circunferencia de
brazo (Z-score)

Pliegue cutéaneo
(Z-score)

Problema
3
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Calificacion total (Ideal=8)

Entre las calificaciones obtenidas por cada muestra en la tabla anterior (Tabla No. 12) no

se observan diferencias entre grupos, aunque son mayores a la calificacién ideal.

Tabla No. 13 Criterios cualitativos de la evaluacion del nifio

Criterio Calificacion X Problema
Referencia 3

Numero de embarazo (Rebholz,
2012)

Lactancia Exclusiva (0-5

materna m)

(Brown, 2014) | Continua (hasta -
1° afo)

Antecedentes | Infecciosos

personales
(Puumala, Alérgicos

2015)
Traumaticos

Transfusionales

Quirdrgicos

Cuidado materno (Murgatroyd,
2011)

Calificacion total (Ideal=9)

*Para la muestra Problema 3, no aplica el criterio de Lactancia materna continua, porque la edad que tienen el individuo
aun no contempla esa etapa.

Las calificaciones obtenidas por cada muestra, en la Tabla No. 13, indica que no hay
diferencias entre GC y GP. Adicionalmente, todas las muestras tienen una calificacion

total mayor a la ideal.
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11.2 OBTENCION DEL DNA EN CONDICIONES DE INTEGRIDAD Y
PUREZA

Después de evaluar y clasificar a los individuos en GC y GP, se procedio a extraer el DNA

a partir de sangre periférica, por medio de la técnica mencionada anteriormente.

La evaluacion de la calidad del DNA obtenido se realizé mediante geles de electroforesis
(para evaluar su integridad) y cuantificacién por medio de espectrofotoscopia (para
evaluar su concentracion y pureza). Los resultados obtenidos en ambas técnicas se

muestran a continuacion.

Figura No. 15 Gel de
electroforesis de agarosa al
1%, que muestra la integridad
del DNA extraido de las cinco
muestras de sangre periférica.
Pozo 1: marcador de peso
molecular; Pozo 2: problema
1; Pozo 3: control 1; Pozo 4:
problema 2; Pozo 5: control 2;
Pozo 6: problema 3.
Condiciones: 40 min, 50 V.
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Tabla No. 14 Cuantificacion espectrofotoscédpica de DNA extraido de cinco muestras de

sangre periférica

~ Marcador de peso peso
molecular
2 Problema 1 49.84 1.85
3 Control 1 34.56 1.78
4 Problema 2 33.49 1.82
5 Control 2 70.64 1.69
6 Problema 3 61.39 1.78

Los resultados anteriores indican que las muestras Control 1 y Control 2 tenian una

relacion 260/280 y concentracion adecuadas (Tabla No. 14). Los resultados de la Figura

No. 15 muestran que, para las tres muestras pertenecientes al GP, se observa una banda

gruesa que muestra la integridad adecuada del DNA extraido. Sin embargo, para las

muestras pertenecientes al GC, no se observd una banda definida, lo cual significa que

hay degradacién del DNA, por lo que se repitieron las extracciones para ambas, y los
resultados de integridad, concentracion y pureza se muestran a continuacién.

Figura No. 16 Gel de
electroforesis de agarosa al
1%, que muestra la integridad
del DNA extraido de las dos
muestras que se habian
degradado en la extraccién
anterior. Pozo 1: marcador de
peso molecular; Pozo 2:
control 2; Pozo 3: control 1.
Condiciones: 40 min, 50 V.
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Tabla No. 15 Cuantificacidon electrofotoscopica de DNA extraido de dos muestras de
sangre periférica (correccion de extraccion anterior)

Pozo Muestra Concentracion Relacion 260/280
(ng/pL)
1 Marcador de peso - -
molecular
2 Control 2 38.54 1.56
3 Control 1 81.07 1.75

En la Figura No. 16 se observan los resultados en los que las bandas obtenidas son
definidas, y evidencian la integridad del DNA obtenido en la segunda extraccion para

ambas muestras.

En la Tabla No. 15, se muestran los resultados de cuantificacién de DNA extraido a partir
de las muestras de GC. Ambas muestras tienen una concentraciéon adecuada para la
técnica de microarreglos, y en la relacion 260/280, la muestra Control 1 se encuentra en
un rango aceptable, mientras que el Control 2 se encuentra por debajo del mismo; sin
embargo, fue utilizada para la técnica de microarreglos, ya que los pasos posteriores a

este implican también lavados, purificaciones y concentraciones del DNA.

11.3 PERFIL METILOMICO EN LA POBLACION DE ESTUDIO

Después de realizar la técnica de microarreglos de metilacién del DNA extraido, y obtener
la base de datos que resultd, se procedio a estudiar el perfil de metilacion, mediante los
programas bioinformaticos mencionados anteriormente. El analisis bioinformatico de los
perfiles metildbmicos se dividié en tres partes: anadlisis exploratorio, analisis diferencial y
andlisis bioldgico. En las siguientes figuras se muestran los resultados para cada uno de

los apartados mencionados.
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11.3.1 ANALISIS EXPLORATORIO

Inicialmente, se realizé6 una normalizacion de la base de datos, como se menciono en la
metodologia. Después, se utilizé un filtro de N-fold, para aumentar la correlacién entre las
muestras del CG, y poder comparar el GP de forma adecuada. Posteriormente, se evalud
el comportamiento de metilacién global del DNA en las muestras de forma individual y
por grupo, mediante el andlisis exploratorio. En la Figura No. 17 se observan las
frecuencias de los valores de beta para los sitios CpG evaluados de cada muestra,
indicando el grupo al que corresponden. En ella, se observa la frecuencia de sitios CpG
(eje Y) que presentan valores de B, en una escala de 0 a 1 (eje X), presentando las
muestras por separado, pero cada una de ellas con el color de su grupo. La primer
observacion importante es que, en ambos grupos, hay dos picos, uno en un rango de 0 a
0.1 (region de hipometilacién), y el otro en un rango de 0.7 a 0.9 (regién de
hipermetilacion), lo que indica que hay una gran cantidad de sitios CpG que registran
esos valores de B. Otra observacién es que, en esas regiones, las muestras del GC tienen
una mayor frecuencia de sitios CpG registrados, comparadas con las muestras del GP:
en la regidon de hipometilacion la diferencia es menor, pero en la region de hipermetilacion
es mas evidente y variable entre muestras; por otra parte, en la region intermedia, de
hemimetilacion, las muestras del GP tienen ligeramente una mayor frecuencia de sitios
CpG registrados. Sin embargo, no es evidente la existencia de diferencias de metilacion
global entre grupos, ya que esta grafica solamente indica qué tantos sitios CpG

presentan un valor de Beta especifico, para cada muestra.
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Para evaluar si existen diferencias en el perfil de metilacién de DNA por grupos se realiz
una prueba de variacion, andlisis de componentes principales (PCA), que se observa en
la Figura No. 18. En esta figura se observa cada muestra como una esfera, del color de
su grupo correspondiente (GC o GP), distribuidas en un espacio tridimensional de
acuerdo al promedio de sus valores de Beta, e identificando en cada eje a las fuentes de
variacién. El PCA es un método de variable latente a menudo aplicado como un
procedimiento de reduccion de dimensién y utilizado para desarrollar un nimero menor
de variables artificiales, denominadas componentes principales, que representan la
mayor parte de la varianza en las variables observadas de un conjunto de datos (Wilhelm,
2013).

El PCA presentado aqui indica que, con tres dimensiones (tres variables) se puede
observar que las muestras de cada grupo tienen patrones de metilacion similares entre
ellas, y que estos difieren entre ambos grupos, es decir que las tres variables graficadas
son suficientes para explicar el 87.7% de la variabilidad que existe entre muestras. El
primer componente hace referencia a la variabilidad que existe entre las muestras (39.1%
de la variabilidad), y puede ser debida a variabilidad biolégica entre cada una de ellas, el
tamafio de la muestra, o alguna variable no considerada. El segundo componente
muestra la variabilidad entre grupos (26.4%), la variable que se busca obtener en el
presente estudio. La variabilidad que existe entre ambos grupos es suficiente para que
las muestras en cada uno de ellos se rednan en regiones separadas del PCA,
significando esto que existen diferencias de metilacién global entre ambos grupos. Por
ultimo, el tercer componente hace referencia a la variabilidad entre intensidades (22.2%)
que, aunque en menor grado, aporta variabilidad, posiblemente por el rango que se

maneja en los valores obtenidos de intensidad por el escaneo de los microarreglos.

Aunque este grafico muestra una separacién evidente entre los grupos, y por lo tanto
variacion, no indica si la tendencia del GP respecto al GC es a una ganancia o pérdida de
la metilacién, en general. Los componentes que aportan la fuente de variacion se

describen a continuacion.
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Para poder identificar si la diferencia en el perfil global de metilacion entre el GC y el GP
es debido a una ganancia o pérdida de metilacion en el Ultimo, se realizé una

comparacion de los valores de Beta, que se observa en la Figura No. 19.

En este grafico, se muestra el promedio de los valores de B de cada sitio CpG para los
dos grupos (para GC se promediaron los valores de las dos muestras que lo integran, y
para GP, de tres muestras), ordenados de menor a mayor para el grupo control,
visualizando el comportamiento del GP respecto a estos. Es interesante observar que, en
un rango de B de 0 a 0.1, la linea correspondiente al GP se encuentra ligeramente arriba
del GC (los sitios CpG que comprende este rango presentan una leve ganancia de
metilacidn); en un rango de B de 0.1 a 0.7 se observan comportamientos parecidos entre
los grupos (los sitios CpG hemimetilados en el GC, también lo estan en el GP, sin
ganancias o pérdidas de metilacion considerables); y en un rango de 8 mayor a 0.7 hasta
1, la diferencia entre grupos es mas evidente, pues la linea que corresponde al GP se
encuentra por debajo que la de GC (los sitios CpG que se encuentran en este rango

presentan una pérdida de metilacion considerable).

El hecho de que la separacién entre las lineas de cada grupo sea mas evidente, y que
este rango de B ocupe la mayor parte del eje X (el rango de B de 0.7 a 0.9 presenta la
mayor frecuencia, segun Figura No. 17) sugiere que, en las muestras del GP, hay una
tendencia a la perdida de metilacion en los sitios CpG evaluados. Después de esto, es
pertinente identificar los sitios CpG especificos en los que hay una mayor diferencia de

metilacion en el GP, comparado con el GC
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11.3.2 ANALISIS DIFERENCIAL

El andlisis diferencial tiene como finalidad identificar, mediante pruebas estadisticas, los
sitios CpG que tuvieron pérdidas o ganancias de metilacién significativas en el GP, en
comparacion con el GC. Como se habia mencionado, la prueba estadistica que se realizé

en este trabajo fue ANOVA de una via.

Los resultados obtenidos en esta prueba se observan en la Figura No. 20, que muestra
los sitios CpG con metilacidn diferencial significativa. Para identificar los sitios CpG con
metilacidon diferencial significativa (213), se utilizaron los parametros de Fold-change
(hacen referencia a la diferencia del valor de B del sitio CpG evaluado en el GP
comparado con el GC), en el eje X, de <-1.5y =1.5, y un p-value, en el eje Y, de 0.05, que
indican, respectivamente, una pérdida de metilacién 1.5 veces o menor, una ganancia de
metilacidén 1.5 veces o mayor, y una significancia estadistica del 99.5%. Las lineas de
corte que se observan en ambos ejes corresponden a los parametros mencionados. En
este grafico, se muestra los sitios CpG como puntos en una escala de color dependiendo

de su p-value, distribuidos respecto a este (en el eje Y) y su Fold-change (en el eje X).

Los puntos incluidos en la zona roja (118) son los sitios CpG que tuvieron una pérdida de
metilacion significativa, con un valor de Fold-change menor, mientras mas se encuentran
desplazados hacia la izquierda; y los puntos incluidos en la zona verde (95) son los sitios
CpG que tuvieron una ganancia de metilacién significativa, con un valor de Fold-change
mayor, mientras mas se encuentran desplazados hacia la derecha, de acuerdo con la
prueba de ANOVA de una via. En esta figura se pueden observar los criterios elegidos
para seleccionar los 213 sitios CpG con metilacidn diferencial significativa, sin embargo,
no es evidente la comparacion entre los valores de Beta entre las muestras que

conforman cada grupo.
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En la Figura No. 21 se pueden observar los 213 sitios CpG que tuvieron una metilacion

diferencial significativa, comparando el estado de metilacién del GP, con el del GC.

De forma horizontal, se observa un agrupamiento jerarquico de las muestras en sus
respectivos grupos. El bloque que se posiciona a lado del cuadro morado (arriba)
representa al grupo problema (GP), y el bloque que se posiciona a lado del cuadro azul

(abajo) representa al grupo control (GC).

De forma vertical, se observa un agrupamiento jerarquico de los sitios CpG con

metilacidn diferencial significativa, identificados anteriormente.

En el heatmap (o “mapa de calor”), del lado izquierdo arriba, se observan los 95 sitios
CpG que tuvieron una ganancia de metilacion en el GP, identificados en un rango de
tonos de verde, ya que tuvieron un valor de Beta cercano a 1, en comparacion con el GC,
del lado izquierdo abajo (que se observa en un tono de rangos de rojo). Del lado derecho
arriba, se observan los 118 sitios CpG que tuvieron una pérdida de metilacion en el GP
que, al contrario, son identificados en un rango de tonos de rojo, ya que tuvieron un valor
de Beta cercano a 0, en comparacidon con el GC, derecho abajo (que se observa en un

rango de tonos de verde).

111



cll

Grupos

Ganancia de
metilacion

Sitios CpG

0.5

Beta

Pérdida de
metilacion

Figura No. 21 Sitios CpGs
con cambios significativos
de metilacién en los
grupos de estudio.
Agrupamiento  jerarquico
de los sitios CpG con
metilacion diferencial
significativa identificados
en el GP (morado) con
respecto al GP (azul). En el
heatmap, se observan en
un rango de tonos de
verde los sitios CpG que
tuvieron una ganancia de
metilacion significativa en
el GP (izquierda arriba), en
comparacién con el GC
(izquierda abajo); y en un
rango de tonos de rojo los
sitios CpG que tuvieron
una pérdida de metilacion
significativa en el GP
(derecha arriba), en
comparacién con el CG
(derecha abajo).



11.3.3 ANALISIS BIOLOGICO

El andlisis biolégico sirve para obtener informacién relevante acerca de los sitios CpG
con metilacién diferencial significativa, como su ubicacién en regiones evaluadas de islas
CpG o regiones génicas, el gen en el que se encuentra el sitio CpG, el cromosoma, y la
funcién asociada al gen, asi como los procesos bioldgicos en los que estos pueden estar
implicados, con el fin de dar sentido bioldgico a la informacién obtenida, en relacion a la
regulacion de la expresion génica que ejerce la metilacion del DNA en regiones

especificas, y el efecto que esto tiene.

El andlisis bioldgico se divide en tres niveles. El primer nivel de este analisis identifica la
localizacion de los sitios CpG con metilacion diferencial significativa, tanto en islas CpG

(Figura No. 22) como en regiones génicas (Figura No. 23).

En la Figura No. 22 se muestran las frecuencias que tienen los sitios CpG con metilacion
diferencial significativa en las regiones en islas CpG evaluadas: cuerpo de la isla y
regiones flanqueantes (shelves y shores). Se puede observar que la mayoria de los sitios
CpG con metilacion diferencial significativa no se encuentran asociados a una isla CpG
(frecuencia de 104), siguiendo los sitios que se encuentran en cuerpos de islas CpG
(frecuencia de 32), después en shores (frecuencias de 24 y 21), y por ultimo, en shelves
(frecuencias de 17 y 15). Este grafico ayuda a identificar si algunos de los sitios CpG
identificados se encuentran en regiones con relevancia en la regulacidon de la expresién
de genes, que sera tratado de forma mas amplia en la discusidn de resultados.

1207 104

100+
80+

60+

Frecuencia

40 32 24

17 15 21
20+

0

1 1 ] 1 1 1
Cuerpo de isla N_Shelf N_Shore S_Shelf S_Shore NoislaCpG
Localizacion enisla CpG

Figura No. 22 Frecuencias de ubicacion de los sitios CpG con metilacion diferencial
significativa en islas CpG y regiones flanqueantes, en el metiloma. Grafica de (continta)
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barras que muestra la frecuencia que presentan los 213 sitios CpG en el cuerpo de la isla
(turquesa), las regiones flanqueantes: N_shelf (morado), N_shore (rojo), S_shelf (verde),
S_shore (amarillo), asi como sitios CpG no asociados con islas CpG (azul).

En la Figura No. 23 se muestran las frecuencias que tienen los sitios CpG con metilacion
diferencial significativa en las regiones génicas evaluadas: TSS, 5’UTR, 1er Exén, cuerpo
del gen y 3'UTR. Ya que un sitio CpG puede ubicarse en mas de una regién, los
resultados se presentan en un diagrama de Venn. En este mismo, se observa que la
mayoria de los sitios CpG se encuentran ubicados en el cuerpo del gen (83), seguido por
la regién TSS (27), 5’UTR (15), 3’'UTR (12), y por ultimo 1er exén (5), considerando que
algunos de estos se encuentran compartidos entre regiones. Este grafico ayuda a la
identificacién de cambios de metilacion relevantes en sitios CpG, con base a la ubicacion
que tienen en las regiones génicas evaluadas. La relevancia y funciéon que puede tener la
ganancia o pérdida de metilacién de estos sitios en la regulacion de la expresion de
genes (y otras funciones bioldgicas) se revisara de forma mas amplia en la discusion de

resultados.

Figura No. 23 Regiones génicas en las que se encuentran los sitios CpG con metilacién
diferencial significativa. Diagrama de Venn que muestra las frecuencias de ubicacién de (continta)
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los sitios CpG con metilacién diferencial significativa en las regiones génicas evaluadas y las
intersecciones entre ellas: cuerpo (café), TSS (azul), 5’UTR (morado), 3’'UTR (verde) y 1er Exén

(rojo).

El segundo nivel del andlisis biolégico consistié en identificar los genes en los que se

encontraron los sitios CpG con la metilacién diferencial significativa, para asi ubicarlos en

su respectivo cromosoma y ubicar el gen correspondiente a dicha regién tratando a su

vez, de obtener la funcion asociada. Estos resultados se dividen en los sitios CpG que

tuvieron una ganancia de metilaciéon (mayor Fold-change) en la Tabla No. 16, pérdida de

metilacidn (menor Fold-change) en la Tabla No. 17 y los que se intersectan en regiones

génicas promotoras (TSS, 5’UTR, 1er Exon y Cuerpo) en la Tabla No. 18, como se puede

observar a continuacion.

Tabla No. 16 Genes con ganancia de metilacion en nifios expuestos a preeclampsia y

obesidad materna durante su gestacion

Gen

PSORS1CH1

MAD1LA

NAT14

CLDN4

SPTB

PROM2

OCA2

ODF3L1

19

14

15

15

Cromosoma

Localizacion

TSS

Cuerpo

TSS

TSS

Cuerpo

TSS

Cuerpo

TSS

Funcion asociada
(Uniprot, 2017)

Susceptibilidad a
psoriasis

Checkpoint del
ciclo celular

Actividad de N-
acetiltransferasa

Molécula
estructural en
espacio intracelular

Formacion de la
estructura del
citoesqueleto

Union a colesterol

Transporte de
tirosina

Formacion de fibra
densa externa
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Gen, cromosoma, localizacién (regién génica) y funcién asociada de los sitios CpG con
ganancia de metilacién significativa identificados en el andlisis diferencial

Tabla No. 17 Genes con pérdida de metilacién en nifilos expuestos a preeclampsia y
obesidad materna durante su gestacion
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UBR3

LGALSS8

Cuerpo

Cuerpo

Habilidad
ubiquitin-ligasa

de

Regulacién positiva
de maduracion de
autofagosoma

Gen, cromosoma, localizacién (regiéon génica) y funciéon asociada de los sitios CpG con
pérdida de metilacion significativa identificados en el andlisis diferencial

Tabla No. 18 Genes con ganancia o pérdida de metilacion ubicados en zonas de
regulacion de la expresién génica en nifios expuestos a preeclampsia y obesidad
materna durante su gestacion

Gen

CDSN

ASTN1

PLEKHG6

HIVEP3

Cromosoma

12

Localizacion

5’UTR; Cuerpo

TSS; Cuerpo

TSS; 5’UTR

5'UTR;

ler

Funcidén asociada
(Uniprot, 2017)

Homodimerizacion
de la barrera
epidermal

Molécula de
adhesién neuronal
que se requiere
para la migracion

normal de
neuroblastos,

durante el
desarrollo del

cerebro y del
cerebelo

Factor de
intercambio de
nucleotidos de
guanina que
activa la GTPasa
RHOA (induce la

formacion de
filamentos de
miosina)

Factor de

Estado de
metilacion

Pérdida
metilacion

Pérdida
metilacion

Ganancia
metilacion

Ganancia

de

de

de

de

17



Exon transcripcion metilacion

SH3BP5 3 5’UTR; Cuerpo Inhibe la actividad Ganancia de
auto- y de metilacion
transfosforilacion
de BTK

Gen, cromosoma, localizacion (regién génica), funcion asociada y estado de metilacion
de los sitios CpG con metilacién significativa identificados que comparten localizacién en
regiones génicas promotoras.

El tercer y ultimo nivel corresponde a un andlisis ontoloégico de la totalidad de sitios CpG
con metilacién diferencial significativa (213) para identificar las vias de sefalizacion
(Figura No. 24) y patologias (Figura No. 25) asociadas con los genes en los que estos
sitios se encuentran. La utilidad de este analisis es identificar las funciones en conjunto
que pueden tener los genes asociados y el efecto que tenga la regulacion de la expresion
de dichos genes, en especifico, de forma que se pueda guiar acerca de desregulaciones
en las vias y/o predisposicion a las patologias encontradas, explicar e identificar posibles
fenotipos encontrados en los individuos del GP y sugerir estudios enfocados en la
evaluacién de tales vias y/o patologias, con base a los conceptos de programacion fetal y

plasticidad del desarrollo.

En la Figura No. 24 se observan las cinco vias de sefalizacién en las que se encuentran
implicados una mayor cantidad de genes asociados con los sitios CpG con metilacién
diferencial significativa, y el grupo de vias de sefalizacion en el que se clasificaron. En las
vias que se encontraron mas genes implicados fueron: diabetes mellitus, moléculas de
adhesion celular y fagosoma, con cuatro genes, cada una. Las vias de procesamiento y
presentacion de antigeno, asi como sintesis y secrecion de aldosterona tienen tres genes
implicados, cada una. Cada una de ellas fue incluida en un grupo, para el analisis del
fenotipo obtenido. En la discusion de resultado se muestran los genes relacionados con
estas vias de sefalizacion, y los estudios que existen acerca del efecto de modificaciones

epigenéticas en ellas.
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Diabetes
mellitus (4)

Procesamiento
y presentacion Fagosoma (4)
de antigeno (3)

Figura No. 24 Ontologia asociativa con las vias de sefializacion de mayor nimero de genes
encontrados a través de la metilacion diferencial. Entre paréntesis, se sefala el nimero de
genes relacionados con la via de sefializacion mencionada. El color en que se muestra cada
via, indica el grupo de vias de sefializacion en el que fueron clasificadas para la discusion de
resultados (DAVID, 2017; KEGG, 2017).

En la Figura No. 25 se observan las cinco patologias en las que se encuentran
implicados una mayor cantidad de genes asociados con los sitios CpG con metilacion
diferencial significativa, y el grupo de patologias en el que se clasificaron. En las
patologias que se encontraron mas genes implicados fueron: diabetes mellitus (22),
hipertension (14), asma (11), lupus eritematosa (10) y psoriasis (6). Cada una de ellas fue
incluida en un grupo, para el analisis del fenotipo obtenido. En la discusién de resultado
se muestra la evidencia que existe acerca del efecto de modificaciones epigenéticas en
ellas, asi como la importancia que tienen los mecanismos epigenéticos como posibles

etiologias de estas patologias, ya que todas ellas se pueden considerar como complejas.
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Diabetes
mellitus (22)

Figura No. 25 Ontologia asociativa con las patologias de mayor cantidad de genes
encontrados en la metilacion diferencial. Entre paréntesis, se sefiala el nimero de genes
relacionados con la patologia mencionada. El color en que se muestra cada patologia, indica
el grupo de patologias en el que fueron clasificadas para la discusién de resultados (DAVID,

2017; OMIM, 2017).
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Las complicaciones durante embarazo representan una problematica importante de
salud, no solamente para la mujer embarazada, sino también en los nifios nacidos. Segun
la OMS (2003), alrededor de 15% de los embarazos, en el mundo, cursan con una
complicacién que podria comprometer la vida de la madre y el producto, de no ser
tratada adecuadamente. Los nifios nacidos expuestos a la preeclampsia y la obesidad
durante el embarazo tienen un mayor riesgo de una variedad de enfermedades, tales
como enfermedades endocrinas, nutricionales, metabdlicas y enfermedades de la sangre

y los 6rganos hematopoyéticos (Wu, 2009).

En los nifios nacidos expuestos a preeclampsia, aumenta el riesgo de mortalidad vy
morbilidad neonatal, asi como el de parto prematuro (mayor riesgo de sindrome de
dificultad respiratoria, taquipnea transitoria del recién nacido, hipertension pulmonar
persistente e insuficiencia respiratoria), restriccion del crecimiento intrauterino y
trombocitopenia neonatal. De igual forma, estd asociada con un mayor riesgo de
desarrollar displasia broncopulmonar, y puede afectar el desarrollo neurolégico de los
recién nacidos de formas variables (Backes, 2011). La obesidad durante el embarazo se
considera un estado de alto riesgo debido a que estd asociado con muchas
complicaciones adversas obstétricas y perinatales como diabetes gestacional,
hipertension, preeclampsia, tromboembolismo, macrosomia, mayor incidencia de

cesareas y mortalidad perinatal (Bautista, 2013).

En México, el panorama es grave, ya que el estudio de la morbilidad materna se ha
centrado en las complicaciones de salud que culminan con la muerte de la madre, pero
no en la morbilidad obstétrica aguda o crénica, que no conduce a la muerte, pero puede
tener consecuencias en la calidad de vida, teniendo escasas fuentes que ofrecen
informacidn estadistica. En una de ellas, ENADID 2009, se muestra informacién sobre la
sintomatologia que presentan las mujeres durante el embarazo. Sin embargo, no son
concluyentes respecto a la presencia de complicaciones (Pérez, 2013). Adicionalmente,
estas encuestas no consideran sintomas relacionados con la obesidad durante el
embarazo, por lo tanto, no se considera a esta enfermedad como una complicacion

propia durante esta etapa.

La falta de evidencia en estudios con la poblacidn mexicana a gran escala, entre otros
factores, llevd al planteamiento de realizar un estudio piloto. El término "estudio piloto" se

utiliza de dos maneras en la investigacion cientifica. Puede referirse a los llamados
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estudios de factibilidad, que son “la versidén a pequefia escala, o los ensayos realizados
en preparacion para un estudio principal”. Un estudio piloto también puede ser la pre-
prueba de un instrumento de investigacion en particular. Una de las ventajas de realizar
un estudio piloto es que puede advertir con antelacion sobre dénde podria fallar el
proyecto de investigacion principal, donde los protocolos de investigacion podrian no ser
seguidos o si los métodos o instrumentos propuestos son inadecuados o demasiado

complicados (van Teijlingen, 2002).

Un obstaculo primario en el estudio presente fue establecer el criterio clasificatorio entre
el grupo control (GC) y el grupo problema (GP), debido a la falta en los consensos
clinicos de las definiciones para el embarazo normoevolutivo y el embarazo de riesgo por
complicaciones asociadas y sus niveles de gravedad. Por ello, se propuso la realizacion
de un perfil clinico clasificatorio utilizando ciertas variables cuantitativas y cualitativas de
la evaluacion durante el embarazo y del nifio menor de tres afos, con base en los datos
consultados de la bibliografia que se reporta en las tablas generadas con los datos
disponibles en los historiales clinicos de los sujetos de estudio. El primer logro del trabajo
presente muestra los parametros ideales a considerar en un embarazo normoevolutivo y
en uno de riesgo alto por complicaciones de preeclampsia y obesidad durante el
embarazo, siendo las variables cuantitativas los mejores indicadores clasificatorios para
la evolucion del embarazo. No obstante, al ser este un estudio piloto con la limitante en el
numero de sujetos de estudio, las variables cualitativas podrian dar una respuesta mayor
en el grado de severidad; razén por las que deberan alun ser contempladas en estudios

futuros.

Los procesos criticos para la maduracion del feto son altamente sensibles a las
alteraciones en el ambiente intrauterino. El feto fisioldgicamente inmaduro es altamente
susceptible a interrupciones en el flujo sanguineo intrauterino placentario y los insultos de
las exposiciones acumuladas. La evidencia sugiere que varias enfermedades complejas
del adulto pueden comenzar durante desarrollo fetal, y los insultos durante los periodos
sensibles del desarrollo pueden predisponer al individuo a un riesgo creciente de
enfermedades en la etapa adulta (Backes, 2011). La necesidad de estudios adicionales
para comprender las vias causales que pueden conducir al desarrollo desordenado del
feto (tentativamente epigenéticas), asi como el impacto potencial de las complicaciones

durante el embarazo en la alteracion de la expresion de genes clave implicados en la
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programacion fetal y en los procesos de la enfermedad en adultos fue el estimulo que
llevd a querer estudiar el perfil de metilacion en la niflez temprana expuesta a

preeclampsia y obesidad durante el embarazo en este estudio.

Se conoce como metiloma o perfil de metilacion a la distribucion gendmica de la
secuencia de DNA metilado presente en una célula, que es capaz de sufrir
modificaciones con respecto al entorno y/o a la etapa de desarrollo (Kanherkar, 2014). La
preeclampsia y la obesidad durante el embarazo, tanto de forma individual, como en
conjunto, se consideradan insultos ambientales que afectan el desarrollo embrionario y

fetal a partir de la desregulacion del metiloma.

En el creciente campo de la epigenética, existen varios métodos disponibles para
determinar el estado de metilacién de las muestras de DNA. Sin embargo, el método para
elegir que mejor se adapte a responder una cuestion bioldgica particular todavia resulta
ser una tarea dificil. Hay varios factores clave que deben ser considerados al elegir un

método para el andlisis de metilacion del DNA:

e Los objetivos del estudio (por ejemplo, el descubrimiento de cambios
epigenéticos de novo o la investigacion de sitios de metilacién conocidos de
genes especificos de interés);

e La cantidad y calidad de la(s) muestra(s) de DNA;
e Los requisitos de sensibilidad y especificidad del estudio;
e Larobustez y simplicidad del método;

e La disponibilidad del programa de bioinformatica para el andlisis e interpretacion
de los datos;

e Ladisponibilidad de equipos especializados y reactivos;

e Costo.

Cuando se conocen los genes candidatos que se van a evaluar, se pueden utilizar
técnicas de estudio como PCR especifica de metilacion, High Resolution Melting (HRM),
conversion con bisulfito seguida de secuenciacion, entre otras. Sin embargo, cuando se
ignoran los genes candidatos, se pueden utilizar técnicas como Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP),
Luminometric Methylation Assay (LUMA), o chips de microarreglos de metilacion; siendo
esta ultima la técnica elegida, ya que se buscaba encontrar regiones de metilacion

diferencial entre grupos.
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La busqueda de regiones metiladas diferencialmente utilizando DNA convertido con
bisulfito podria hacerse con el uso de diferentes técnicas. Algunos de ellas son mas
faciles de realizar y analizar que otras, porque solamente se utiliza una fraccién del
genoma, centrandose en regiones de interés bioldgico, como las regiones promotoras.
Los ensayos que se centran en estas regiones especificas, como el Infinium Human
Methylation 450 Bead Chip array de lllumina®, pueden presentar muchas ventajas, como
el ahorro de tiempo y dinero. La matriz puede detectar el estado de metilacion desde ~
500 ng de DNA, repartido en mas de 485.000 sitios CpG, en el 99% de genes conocidos,
incluyendo regiones génicas e islas CpG El analisis de una cantidad tan enorme de datos
ha sido tema respecto a sus ventajas; aunque también hay consciencia de que hasta el

6% de las sondas podrian dar falsos positivos, debido a la reactividad cruzada.

El método mas popular para el perfilado de metilacién es la modificacion con bisulfito de
sodio utilizados para el andlisis de genoma completo y métodos de bajo rendimiento que
pueden acceder a la metilacibn de un unico locus. Hasta la fecha, mas de 360
publicaciones utilizaron matrices de metilacion de lllumina. EI nimero minimo de
muestras por kit es 24, y el chip para la hibridacion acomoda 12 muestras, por lo que
sigue siendo un ejercicio bastante costoso para algunos laboratorios y no es adecuado

para proyectos pequefnos (Kurdyokov, 2016).

Algunas desventajas del chip de microarreglos utilizado es que solamente es adecuado
para el estudio del DNA humano, y la hibridacién cruzada entre secuencias similares. Las
altas relaciones sefal/ruido y el hecho de que la hibridacion competitiva en microarreglos
es una medida relativa, que limita el rango dinamico de datos de alta confianza. Esto
hace que la deteccién de secuencias de baja abundancia sea dificil y la resolucion
cuantitativa de cambios en secuencias altamente representadas sea igualmente

desafiante.

Adicionalmente, existe la preocupacion de que la variedad de formatos de microarreglos
disponibles, las metodologias preparativas y los enfoques analiticos pueden limitar la
reproducibilidad de los datos (Hurd, 2009).

Un procedimiento exitoso para los analisis de metilacion es fundamental trabajar con
DNA de alta calidad y concentracidn. En este trabajo se procur6 trabajar con los mas

altos indices de calidad tanto para la extraccion y cuantificacién como para la pureza de
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éste. La electroforesis en gel de agarosa se utiliza comiUnmente para separar moléculas
en funcion de su carga, tamafo y forma, incluyendo fragmentos de DNA de diferentes
tamarnios. Para separar el DNA usando electroforesis en gel de agarosa, las muestras se
mezclan con componentes que les agregan densidad, como el glicerol o la sacarosa
(buffer de carga). Estos proporcionan a las muestras mas densidad que la del buffer de
electroforesis. El DNA puede entonces cargarse en pozos pre-moldeados en el gel y se
aplica una corriente. El esqueleto de fosfatos de la molécula de DNA esta cargado
negativamente, por lo tanto, cuando se colocan en un campo eléctrico, los fragmentos de
DNA migraran al anodo cargado positivamente. Dado que el DNA tiene una relacion
masa/carga uniforme, las moléculas de DNA se separan por tamafo dentro de un gel de
agarosa en un patron tal que la distancia recorrida es inversamente proporcional al Log

de su peso molecular (Krebs, 2014).

El bromuro de etidio (EtBr) es el reactivo mas comun para tefir el DNA en geles de
agarosa. El EtBr trabaja intercalandose en la molécula de DNA de una manera
dependiente de la concentracién. Cuando se exponen a la luz ultravioleta, se activan
electrones en el anillo aromatico de la molécula de etidio, lo que conduce a la liberacién
de energia (luz) a medida que los electrones vuelven al estado fundamental. Esto permite

una estimacion de la cantidad y calidad de DNA en cualquier banda (Sharp, 1973).

La velocidad de migracion de una molécula de DNA a través de un gel se encuentra
determinada por lo siguiente: 1) tamafo de la molécula de DNA; 2) concentracion de
agarosa; 3) Conformacién del DNA; 4) voltaje aplicado, 5) presencia de EtBr (debido a su
carga positiva, el uso de EtBr reduce la tasa de migracion del DNA en un 15%), 6) tipo de

agarosa y 7) buffer de electroforesis (Lee, 2012).

El uso de DNA a partir de muestras biolégicas sanguineas, para el analisis de metilacién,
ha sido empleado para la evaluacion de diferentes enfermedades complejas, como
diabetes mellitus tipo 2, diversos tipos de cancer y cardiopatias congénitas. Es
importante destacar que la heterogeneidad celular puede actuar como un factor de
confusidon cuando se mide la metilacion del DNA en sangre completa y se esta
explorando la posibilidad de ajustar los recuentos diferenciales de células. Sin embargo,
aun no esté claro si esta estrategia es suficiente para corregir la variacion interindividual,

las relaciones de linaje (mieloides versus linfoides) y los efectos potenciales de
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diferencias prominentes de metilacidon en poblaciones celulares menos frecuentes (por

ejemplo, células B, eosindfilos y células T reguladoras) (Reinius, 2012).

Un estudio reciente por parte de Reinius y cols. (2012) demostré que los patrones de
metilacidn del DNA difieren mas entre las poblaciones de células sanguineas que entre
las variaciones interindividuales. Existe una variacién importante en los perfiles de
metilacidn de sangre completa, células mononucleares, granulocitos y células de otros
linajes. De igual forma, este andlisis revelé que en las poblaciones de células mieloides, la
mayoria de los sitios CpG estaban hipometilados, mientras que para las poblaciones
linfoides, la mayoria se encontraban hemo o hipermetilados. Cuando se compararon las
dos fracciones mayores de leucocitos en sangre completa, células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) y granulocitos, hubo una gran superposicion de sitios CpG
diferenciadamente metilados. Sin embargo, al examinar los sitios diferenciadamente

metilados que mostraban estado no metilado, los solapamientos se redujeron.

Ademas, se estudio la distribucién gendmica de los sitios diferenciados metilados en
cada poblacién celular. Esto reveld que la mayoria de los sitios CpG no metilados y
metilados estadisticamente significativos estaban localizados en regiones intragénicas
(cuerpos génicos) y no asociados con islas CpG. No hubo diferencias en esta distribucion
entre PBMCs y granulocitos o para cualquiera de los tipos de células purificadas. Las
células B mostraron el perfil de metilacion mas unico, lo que sugiere que los estudios en
células B reflejan mal el estado general de metilacion de las células sanguineas en

general.

Toda la evidencia anterior indica que los resultados de metilacion de la sangre entera
podrian ser ininteligibles. Para los genes individuales, incluso si los patrones de
metilacidn general puede parecer similar, unos pocos sitios CpG en las regiones
reguladoras pueden tener patrones de metilacion opuestos (es decir, hipo/hiper) en los
tipos de células sanguineas principales. La interpretacion de los perfiles de metilacion de

la sangre entera debe ser realizada con precaucion (Reinius, 2012).

En el genoma humano hay alrededor de 28 millones de sitios CpG. Dependiendo de la
regién cromosomica, el tipo celular, la fase de desarrollo, los alelos y el origen, un sitio
CpG puede encontrarse hipermetilado, hipometilado o hemimetilado. La metilacion del

DNA esta implicada en la regulacién de la represién transcripcional y el silenciamiento
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génico. Junto con otros mecanismos epigenéticos, la metilacién del DNA funciona como
un interruptor que activa y desactiva los genes relevantes, un mecanismo crucial en el

desarrollo, la diferenciacion y la homeostasis (Reinius, 2012).

El epigenoma, en general, se caracteriza por una respuesta dinamica y flexible a
estimulos intracelulares y extracelulares, a través del contacto célula-célula, por células
vecinas, por fisiologia, o totalmente por el ambiente al que esta expuesto el organismo.
Citocinas, factores de crecimiento, alteraciones en los niveles hormonales, asi como la
respuesta al estrés y factores neurotrépicos son algunos ejemplos de moléculas que son
moduladas por el medio ambiente, y que entran en la categoria de modificadores de
epigenoma. En ultima instancia, el ambiente presenta estos diversos factores al individuo
que influyen en el epigenoma, y el perfil epigenético y genético Unico de cada individuo

también modula la respuesta especifica a estos factores.

Los efectos de un modificador epigenético pueden manifestarse como un cambio global
en la metilacion del DNA que afecta a multiples genes, o la expresion modificada de
genes muy especificos. Los mecanismos y vias celulares que estan implicados en la
presencia de estos cambios epigenéticos globales o especificos no se saben con

exactitud.

Kanherkar y cols. (2014) proponen que un modificador epigenético puede actuar por
medio de un mecanismo directo o indirecto. Un efecto directo podria ocurrir de dos
maneras; Tipo 1 y Tipo 2. En el Tipo 1, el efecto directo se produce cuando el
modificador epigenético directamente altera el estado de las enzimas epigenéticas, ya
sea mediante la unién a ellos y la prevencién de llevar a cabo su funcién normal,
danandolos de alguna u otra manera, o regulandolos. La biodisponibilidad alterada de las
enzimas epigenéticas resulta entonces en el reclutamiento aberrante de marcas
epigenéticas en promotores y potenciadores a escala gendmica. Tal efecto directo es
evidente en todo el genoma, no afectando a ningun gen especifico, pero resultando en un

epigenoma alterado aleatoriamente.

Los efectos directos de tipo 2 se producen cuando un modificador epigenético provoca
un cambio en un proceso bioquimico que da lugar a una disponibilidad alterada de un

sustrato, intermediario, subproducto o cualquier otro metabolito que participa en la via
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bioquimica, que se utiliza para establecer marcar epigenéticas. Esto a su vez conduce a

la disponibilidad alterada de marcas epigenéticas.

La segunda manera principal en que los factores pueden causar cambios epigenéticos se
conoce como mecanismos indirectos. Se postula un mecanismo bifasico para los efectos
indirectos en el que la exposicion aguda a un factor influye en las vias de sefalizacion
celular que conduce a la expresion alterada de factores de crecimiento, receptores y
canales idnicos, que a su vez, alteran la actividad de los factores de transcripcién en los
promotores génicos. Con una exposicidn mas cronica, los factores de transcripcion y
otras proteinas reguladoras de genes, ademas de alterar la actividad de expresion
génica, realmente reclutan o repelen enzimas epigenéticas asociadas a la cromatina,
dando como resultado la adicién o eliminacién de marcas epigenéticas. De esta manera,
las células se adaptan a los cambios persistentes en la expresion génica al causar
modificaciones permanentes en la metilacion del DNA y en la estructura de la cromatina,
lo que lleva a una alteracion duradera de la red epigenética afectada (Kanherkar, 2014).

En la Figura No. 26 se observan ambas vias epigenéticas esquematizadas.

Figura No. 26 Las vias epigenéticas directa e indirecta. La figura representa dos diferentes rutas
por las que un factor epigenético puede modificar el epigenoma, llevando a una (contintda)
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expresion génica alterada. Los efectos epigenéticos ejercidos por un factor externo o ambiente
intrinseco puede llevar a efectos directos e indirectos en el epigenoma. Amarillo representa los
efectos directos de un factor epigenético y azul representa los efectos indirectos. Modificado de
Kanherkar (2014).

Por lo tanto, se propone que la preeclampsia y la obesidad durante el embarazo, como
insultos ambientales para el desarrollo embrionario y fetal, ejercen cambios en las marcas
epigenéticas por ambos mecanismos de la via epigenética directa (tipo 1 y 2), mediados
por las alteraciones sistémicas en ambas complicaciones, afectando principalmente a la
placenta, y traducidas en modificaciones en la cantidad, calidad y distribucion de

nutrimentos, estrés oxidativo, hipoxia e inflamacion.

El epigenoma (y, por tanto, el metiloma) representa la capacidad de un organismo para
adaptarse a través de la expresiébn de un conjunto de caracteristicas o fenotipos
desarrollados en respuesta a estimulos o insultos ambientales. El metiloma es
particularmente susceptible a la desregulacion durante la gestacion debido a que la tasa
de sintesis de DNA es alta y se establecen patrones elaborados de metilacién del DNA y
modificaciones de la cromatina necesarias para el desarrollo tisular normal (Dolinoy,

2007).

En especifico, la metilacion en el quinto carbono de la citosina es una de las marcas
epigenéticas mas estudiadas. Aunque muchos investigadores propusieron que la
metilacion del DNA podia regular la expresidn génica, no fue hasta la década de 1980
que varios estudios demostraron que la metilacién del DNA estaba involucrada en la
regulacion de genes y la diferenciacion celular, entre otros procesos bioldgicos

importantes (Moore, 2012).

Las enzimas que establecen, reconocen y eliminan la metilacién del DNA se dividen en
tres clases: escritoras, borradoras, y lectoras. Las escritoras son las enzimas que
catalizan la adicion de grupos metilo en los residuos de citosinas. Las borradoras
modifican y eliminan al grupo metilo. Las lectoras reconocen y se unen a grupos metilo

para influir, en ultima instancia, en la expresion génica.

La metilacion del DNA es catalizada por una familia de metiltransferasas de DNA (Dnmts)
que transfieren un grupo metilo a partir de la S-adenil metionina (SAM) al quinto residuo

de carbono de una citosina para formar 5mC. Tres miembros de la familia Dnmt catalizan
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directamente la adicién de grupos metilo en el DNA: Dnmt1, Dnmt3a, y Dnmt3b. Dnmt3a
y Dnmt3b pueden establecer un nuevo patrén de metilacion de DNA sin modificar y por lo
tanto se conocen como Dnmts de novo. Por otra parte, la funcion de Dnmt1 es copiar el
patron de metilacién de DNA de la cadena parental a la cadena hija recién sintetizada,
durante la replicacién del DNA, por lo que también se llama Dnmt de mantenimiento, ya
que mantiene el patron original de metilacion del DNA en un linaje celular (Moore, 2012).

En la Figura No. 27 se resumen los mecanismos de metilacién del DNA.

Figura No. 27 Vias de metilaciéon del DNA. Una familia de DNA metiltransferasas (Dnmts)
catalizan la transferencia de un grupo metil a partir de S-adenil metionina (SAM) al quinto
carbono de un residuo de citosina, para formar 5-metilcitosina (5mC). a) Dnmt3a y Dnmt3b
son Dnmts de novo y transfieren grupos metil (rojo) al DNA desnudo. b) Dnmt1 es la Dnmt de
mantenimiento y mantiene el patron de metilacion del DNA durante la replicaciéon. Cuando el
DNA lleva a cabo su replicaciéon semiconservativa, la cadena parental mantiene el patréon
original de metilacion (gris). La Dnmt1 se asocia a los focos de replicacion y adhiere
precisamente los grupos metil (rojo) a las cadenas recién formadas. Modificado de Moore
(2012).
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La desmetilacion del DNA se caracteriza por ser pasiva o activa. La desmetilacién del
DNA pasiva se produce en las células en division. Mientras la Dnmt1 mantiene activa la
metilacion del DNA durante la replicacion celular, su inhibicion o disfuncién permite a las
citosinas no metiladas recién incorporadas a permanecer de esa forma y, en

consecuencia, reduce el nivel de metilacién global después de cada division celular.

La desmetilacién activa del DNA puede ocurrir tanto en células en division y no en
division, pero el proceso requiere reacciones enzimaticas para procesar la 5mC, con el fin

de volverla de nuevo a una citosina desnuda.

Hasta el momento, no existe un mecanismo conocido en células de mamifero que
pueden escindir el fuerte enlace covalente carbono-carbono que conecta una citosina a
un grupo metilo. En su lugar, la desmetilacion ocurre a través de una serie de reacciones
quimicas que modifican las 5mCs, por desaminacién y/o reacciones de oxidacién que
llega a un producto que es reconocido por la via de reparacién por escision de bases
(BER) para reemplazar la base modificada con una citosina desnuda. Aunque, en general,
es acordado que la via BER es el paso final en la desmetilacion del DNA, las enzimas
especificas y los productos quimicos intermediarios que se forman durante la

desmetilacion del DNA siguen siendo objeto de debate (Moore, 2012).

En la Figura No. 28 se resumen las vias activas de desmetilacion del DNA.
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Figura No. 28 Vias activas de desmetilacion del DNA. La 5mC puede ser modificada
quimicamente en dos sitios: el grupo amino y el grupo metilo. El grupo amino de 5mC puede
ser desaminado (verde) por AID/APOBEC, convirtiendo la 5mC en timina (Tim). El grupo
metilo de la 5mC puede ser modificado por la adicién de un grupo hidroxilo mediado por las
enzimas TET, para generar 5-hidroximetil-citosina (5hmC). La 5hmC también puede ser
modificada en dos sitios: el grupo amino y el grupo hidroximetil. AID/APOBEC puede
desaminar (verde) a la 5hmC para producir 5-hidroximetil-uracilo (5ShmU). Otra via para la
5hmC es que TET la puede oxidar (rojo) a 5-formil-citosina (5fC) y después a 5-carboxi-
citosina (5caC). Eventualmente, los productos de cada via, Tim, 5hmU, 5fC y 5caC, son
reconocidos y escindidos, para ser remplazados por una citosina desnuda, mediado por TDG
y/o SMUG1, ambos componentes de la via de reparacion por escision de bases (azul).
Modificado de Moore (2012).
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Puesto que la metilacion del DNA puede, a su vez, reducir la expresion génica por alterar
la union de activadores transcripcionales, una segunda clase de proteinas con una alta
afinidad por 5mC inhibe la unién de los factores de transcripcion. La metilacion del DNA
es reconocida por tres familias diferentes de proteinas: las proteinas MBD, las proteinas

UHREF, y las proteinas de dedos de zinc (Moore, 2012).

La nutricion es uno de los factores ambientales mas influyentes y mas estudiados. La
nutricion durante el desarrollo embrionario y fetal es propiciada por la placenta, y es justo

este 6rgano el que sufre mas dafo en las complicaciones del embarazo estudiadas.

La placenta se desarrolla a partir de tejido embrionario, y es mas grande que el feto
durante la mayor parte del embarazo. El desarrollo de la placenta precede al desarrollo

fetal. Las funciones de la placenta incluyen:
e Produccién de hormonas y enzimas;
e Intercambio de nutrimentos y gases entre la madre y el feto;

e Eliminacion de desechos del feto.

Su estructura, que incluye una doble cubierta de células que separan la sangre materna
de la fetal, actia como barrera contra algunos compuestos dafinos y regula ademas la
velocidad del paso de nutrimentos y otras sustancias hacia dentro y fuera de la
circulacion fetal (Figura No. 29). La funcion de barrera de la placenta se describe mejor
como una valla que como un filtro que protege al feto contra todas las cosas dafinas.
Muchas sustancias potencialmente dafiinas (p. €j., alcohol, niveles excesivos de algunas
vitaminas, drogas y ciertos virus) si atraviesan la placenta hacia el feto. La placenta forma
una barrera contra el paso de eritrocitos de la sangre materna, bacterias y muchas
proteinas grandes. Ademas, evita la mezcla de sangre materna y fetal hasta el momento

del parto, cuando tal vez se presente la rotura de vasos sanguineos.
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Figura No. 29 Estructura de la placenta. a) Localizacién de la placenta en el Utero. Se observa su
union con el endometrio, por su parte externa, y con el cordéon umbilical, por su parte interna, para
suministrar de nutrimientos al feto. b) Vista detallada de la placenta. Se observan las venas y
arterias maternas, que llegan a la placenta a partir del endometrio, y depositan la sangre en ella,
teniendo contacto con las vellosidades coridnicas, que haran llegar los nutrimientos y oxigeno,
necesarios para el feto, por medio de las venas y arterias umbilicales. Revisado en Enero 28 de
2017. Disponible en: http://bioclogy-forums.com/gallery/33_01_08_11_10_36_29_12621022.jpeg

Respecto a la transferencia de nutrimentos, la placenta utiliza 30 a 40% de la glucosa
liberada por la circulacién materna. Si el aporte de nutrimentos es bajo, la placenta cubre
sus necesidades antes de que los nutrimentos estén disponibles para el feto. Si el aporte
de nutrimentos es menor que los requerimientos placentarios, se afecta el
funcionamiento de la placenta para mantener el aporte de nutrimentos y la salud de la

madre.

La transferencia de nutrimentos a través de la placenta depende de varios factores:
e Tamafo y carga de las moléculas disponibles para su transporte;
e Liposolubilidad de las particulas transportadas;
e Concentracién de nutrimentos en la sangre materna y fetal.

Las moléculas pequefias con carga pequefia o nula, y los lipidos atraviesan la placenta

con mayor facilidad, en tanto que las moléculas grandes no se transfieren. Los tres
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mecanismos primarios que regulan la transferencia de nutrimentos son: difusién pasiva,

difusién facilitada, transporte activo y endocitosis/pinocitosis (Brown, 2014). En la Tabla

No. 19 se pueden observar la funcidén y ejemplos de nutrimientos, para cada uno de

estos mecanismos.

Tabla No. 19 Mecanismos de transporte de nutrimentos a través de la placenta (Brown,

2014)

Mecanismo
Difusion pasiva/simple

Difusion facilitada

Transporte activo

Endocitosis y pinocitosis

Funcion

Nutrimentos que se
transfieren de la sangre
con mayores
concentraciones a la
sangre con menores
concentraciones

Los receptores

(“acarreadores”) de las

membranas celulares
aumentan el indice de
transferencia de
nutrimentos

Energia (del ATP) vy

receptores de membrana
celular

Los nutrimentos y otras
moléculas son deglutidos
por la membrana de la
placenta y liberados al
depdsito sanguineo fetal

Ejemplo de nutrimento
Agua, algunos aminoacidos
y glucosa, acidos grasos
libres, cetonas, vitaminas E
y K, algunos minerales
(sodio, cloro), gases

Algunos tipos de glucosa,
hierro, vitaminas Ay D

Vitaminas solubles en
agua, algunos minerales
(calcio, cinc, hierro,
potasio) y aminoacidos que
requieren transferirse
Inmunoglobulinas,
albumina

Con respecto a los niveles de nutrimentos en las complicaciones del embarazo

estudiadas, se han reportado alteraciones en las circulaciones materna y fetal en

embarazos preeclampticos. Los niveles de aminoacidos maternos en aminodacidos y

acidos grasos se encuentran elevados en

los embarazos complicados por

la

preeclampsia. Ademas, las concentraciones totales de aminoacidos son mas altas e

inversamente correlacionadas con el crecimiento fetal en la sangre del cordon umbilical
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de los embarazos preeclampticos. También se han informado alteraciones en los niveles
de acidos grasos de la sangre del cordén umbilical con preeclampsia, lo que sugiere una
reduccion de los acidos grasos omega-3 y niveles elevados de acidos grasos

monoinsaturados.

Varios estudios han reportado actividad alterada en los niveles de mRNA de
transportadores de nutrimentos placentarios en asociacidon con preeclampsia.
Especificamente, las placentas de embarazos preeclampticos tienen una capacidad
reducida para transportar el aminoacido esencial taurina y aumentada para la arginina.
Por lo tanto, la preeclampsia tiene efectos diferenciales sobre varios transportadores de
aminoacidos que se encuentran en la placenta. Las expresiones de los transportadores
de acidos grasos placentarios también se alteran por la preeclampsia. Los niveles de
mRNA de de FATP1 y FATP4 en placenta son menores en la preeclampsia en
comparacion con los embarazos saludables, mientras que los niveles de CD36 y
lipoprotein-lipasa permanecen sin cambios. Queda por establecer si los niveles de

proteina y/o las actividades se ven afectados de manera similar (Gaccioli, 2016).

Por otra parte, hay investigaciones limitadas sobre los efectos de la obesidad materna en
el transporte de nutrimentos de placenta. Solamente hay un estudio que examina el
impacto de la obesidad en los transportadores de glucosa en la placenta humana. Este
estudio no encontré diferencias en el mMRNA de GLUT1 o la expresion de su proteina,
pero reporto una disminucién en el mMRNA de GLUT4, sin afectar la expresion de su
proteina. Sin embargo, el hecho de que no haya diferencias en el peso al nacer entre
grupos de obesidad durante el embarazo y embarazo con peso normal, o que plantea la
posibilidad de que las diferencias pueden no estar presentes debido a los resultados

fetales similares.

El impacto de la obesidad se ha explorado en el transporte de aminoacidos placentarios
en seres humanos, y la disminucion de la actividad y la expresién de SNAT4 se ha
demostrado en las mujeres obesas en comparacidn con las mujeres delgadas, a pesar de
ninguna diferencia en el peso al nacer, mientras tanto, SNAT1 y SNAT2 mantuvieron su
expresion. Esto podria resultar en descendencia de peso similar en las mujeres obesas y
con peso normal, pero con aumento de la adiposidad en los lactantes de las madres

obesas.
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A pesar de la falta de evidencias, hay algunas pruebas que sugieren un posible vinculo
entre la obesidad materna, alteracion del transporte de aminoacidos y el aumento del
crecimiento fetal. Para entender mejor los mecanismos subyacentes que vinculan el
ambiente uterino con el tamafno al nacer, se deberia considerar la posibilidad de utilizar
una definicion mas concisa del fenotipo asociado a obesidad como complicacion durante

el embarazo.

En contraste, hay muy poca informacion sobre el impacto de la obesidad materna y la
expresion o actividad de las proteinas de transporte, pero existe evidencia de que la
obesidad altera el transporte de acidos grasos placentarios a través de cambios en los
niveles de transportador y no de hidrdlisis de TAGs. Un estudio de 2011 encontr6 que las
placentas de las mujeres obesas-diabéticas mostraron un aumento en el mRNA de
FABP4 y FABP5, y la expresion de la proteina FABP4, pero ningun cambio en FABP3 o
FABPpm, en comparacién con las mujeres obesas, no diabéticas o de peso normal. La
evidencia mas reciente sugiere que la susceptibilidad de la placenta a los factores
maternos puede ser especifica del sexo fetal, y puede ser importante explorar los
resultados de una manera sexo-especifica. En particular, se encontré que la tasa de
captacion de acido oleico placentario fue 43% menor en descendencia masculinay 73%
mas alta en progenie femenina nacida de mujeres obesas, en comparacion con mujeres
con peso normal. Los cambios en los niveles de mRNA de la placenta también fueron
dependientes del sexo fetal, con una menor expresion de FAT/CD36 y FABP5 entre la
descendencia masculina de mujeres obesas, mientras que los niveles de expresién
génica se mantuvieron sin cambios en las placentas femeninas, independientemente del
IMC materno. Este estudio también encontrd diferencias no detectables en la expresion

génica placentaria de LPL, FATP4, FABP4 y FABPpm entre los grupos

Dada la escasez de trabajo en esta area y los resultados inconsistentes, no esta claro si
la obesidad esta asociada con alteraciones especificas en el transporte de nutrimentos
placentarios y es evidente que se necesita mas trabajo examinando las diferencias

especificas de sexo (Brett, 2014).

En el ambito especifico de la metilacion del DNA, la presencia anormal de estas marcas
observada en la preeclampsia puede reflejar alteraciones en la regulacion temporal
normal de los patrones de expresion génica. Se ha informado que los micronutrimentos,

como el acido fdlico y la vitamina B12 son determinantes principales de los patrones de

138



metilacidn. En un estudio reciente, no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de acido félico entre los grupos, aunque los niveles de vitamina B12 fueron
mayores en los grupos de preeclampsia. Se sabe que la deficiencia de estos
micronutrimentos aumenta las concentraciones de homocisteina. La homocisteina es un
aminoacido que contiene azufre producido por la descomposicion de la metionina. La
homocisteina es remetilada a metionina, que es el precursor de la S-adenosilmetionina
(SAM). El aumento de las concentraciones de homocisteina intracelular también
aumentara la S-adenosilhomocisteina, que se une a las Dnmts con mayor afinidad que la
SAM e inhibe la mayoria de las reacciones de metilacion celular. Las asociaciones de

homocisteina con patrones de metilacién global no estan bien establecidas.

Recientemente, se han estudiado los niveles alterados de factores angiogénicos en
mujeres con preeclampsia, y se propone que pueden deberse a patrones de metilacion
especificos de genes alterados. La identificacion de la metilacion especifica de genes
puede proporcionar informacion valiosa sobre las vias susceptibles de ser reguladas
epigenéticamente. La comprensién de estos mecanismos puede ayudar en la
comprension de las vias asociadas con los resultados adversos del embarazo (Kulkarni,
2011).

La preeclampsia también estd asociada con la funcidn reducida de la 11-b-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa-2 (11bHSD-2), una enzima que cataliza la conversion
del cortisol circulante materno en cortisona inactiva. Por lo tanto, en la preeclampsia, el
feto puede estar sobreexpuesto a los glucocorticoides circulantes maternos. Todas estas
influencias tienen el potencial de “programar” la estructura y funciéon de érganos, y los
sistemas fisiolégicos de retroalimentacion, especialmente el sistema hipotalamo-

hipdfisis-adrenocorticoide (Tuovinen, 2010).

En el caso de la metilacién anormal de DNA en la obesidad durante el embarazo, los
mecanismos por los cuales los desafios nutricionales la causan aln no se encuentran
bien estudiados. Posibles alteraciones de la metilacion pueden surgir durante el
desarrollo fetal debido a la falta de disponibilidad de los donantes de metilo en la dieta de
la mujer obesa. Las interacciones entre el medio ambiente y los mecanismos
epigenéticos para mediar la expresion de genes podrian asociarse con el aumento del
IMC y adiposidad, como en los siguientes ejemplos: el locus FTO (enzima DNA-

desmetilasa), el gen MC4R (reduce su metilacién tras una exposicién a largo plazo a una

139



dieta rica en grasas), la proteina PPARYy (interactla con las histonas acetiltransferasas
durante la adipogénesis) y el efecto de la dieta sobre la metilacién de POMC vy leptina

(Herrera, 2011).

Adicionalmente, se han reportado varios modelos animales de sobrenutricion durante el
embarazo. Alimentar a las ratas con una dieta rica en grasas saturadas durante el
embarazo produce hijos con resistencia a la insulina, metabolismo anormal del colesterol
y aumento de la presién arterial en adultos. También se ha demostrado que la
alimentacion de una dieta obesogénica a ratas antes del apareamiento y a través de la
lactancia conduce a obesidad materna, hiperfagia, aumento de la adiposidad,
disminucién de la masa muscular, reduccion de la actividad locomotora y aceleracion de
la pubertad en los hijos. Los descendientes de ratas embarazadas alimentadas con una
dieta de comida chatarra durante el embarazo y la lactancia presentaron mayor presion
arterial, mayor adiposidad y resistencia a la insulina en comparacion con la descendencia
de control. También hubo alteraciones persistentes en la expresién de PPARg, 11b-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo | y los adrenorreceptores b2 y b3 en el tejido
adiposo de la descendencia, lo que puede conducir a un aumento de la adipogénesis y

disminuir la lipdlisis (Lillycrop, 2011).

Varios estudios han demostrado la participacién de ROS en la reaccién de metilacién del
DNA en condiciones fisioldgicas y patoloégicas. De hecho, la sobreproduccién de ROS
podria afectar a los mecanismos epigenéticos. Los aniones superdxido participan en este
proceso como agentes nucleofilicos ya que desprotonan la molécula de citosina en la
posicion C-5, acelerando con ello la reaccion del DNA con el intermedio cargado de
forma positiva, SAM. El aumento de los aniones superdéxido también conduce a la
hipermetilacion global del DNA y estimula la expresién de Dnmt1 después del bloqueo
del anclaje de melanocitos. Por otra parte, la hipermetilacion de DNA de un solo sitio
CpG, cercano al sitio de inicio de la transcripcion, se asocia con estrés oxidativo en
individuos adultos nacidos prematuros (Yara, 2015). También se ha estudiado el impacto
de la hipoxia en la metilacion del DNA, encontrando que, en tumores de ratones y
humanos, la hipoxia contribuye a la hipermetilacion del DNA, reduciendo la actividad de
la enzima TET (Thienpont, 2016).

Aunque apenas han empezado a estudiar los papeles y las interacciones de la metilacidon

anormal del DNA en relacion con la inflamacién y la inmunidad, la evidencia sugiere que
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la inflamacion puede causar la metilaciéon aberrante del DNA. Se ha informado que la
inflamacion crénica es un factor asociado con el aumento de la metilacion del DNA tanto
en la gastritis cronica como en el cancer gastrico. Otro estudio importante demostrd que
la citocina inflamatoria IL-6 podria ejercer un impacto epigenético en las células a través
de la regulaciéon de un gen de Dnmt. Aun no se puede excluir que la hipermetilacion del
DNA pueda inducir una respuesta inflamatoria. De hecho, ya que los inhibidores de la
sefializacion de citocinas (SOCS) se inactivan por hipermetilacion, podria especularse
que la metilaciéon aberrante del DNA, a través de la inhibicién de SOCS, contribuye a la
sefalizacion exagerada de citocinas. Por lo tanto, la inflamacién persistente puede
causar la metilacion aberrante del DNA, que a través de una inhibicion de SOCS exagera

aun mas la sefalizacion de IL-6, perpetuando un circulo vicioso (Stenvinkel, 2007).

Esta claro que la placenta no es simplemente un participante pasivo en el embarazo,
suministrando sustratos maternos al feto. Mas bien, se adapta al medio materno y
cambia tanto su estructura como su funcién, con el resultado neto de un cambio en el
suministro de substrato al feto y en el ambiente hormonal experimentado por este. La
placenta asume un papel activo en la programacion de la experiencia fetal en el Utero que

conduce a la enfermedad en la vida adulta (Myatt, 2006).

Un estudio de Nomura, et. al. (2014) examiné si la diabetes gestacional, la preeclampsia y
la obesidad durante el embarazo tienen un efecto sobre los niveles de metilacion global
en el tejido placentario y la sangre del corddn umbilical. Los datos obtenidos
proporcionan pruebas sugestivas de que diferentes condiciones de riesgo materno
durante el embarazo (es decir, diabetes gestacional, preeclampsia y obesidad) se
asociaron independientemente con los niveles de metilacidn global en el tejido
placentario (bajos para diabetes gestacional y preeclampsia, y altos para obesidad
durante el embarazo, compradados con un grupo control) y las asociaciones observadas
eran especificas de tejido. Estos hallazgos revelan un potencial mecanismo bioldgico a
través del cual tres complicaciones del embarazo pueden influir en el epigenoma en los

tejidos placentarios y, por lo tanto, afectar la programacion fetal del desarrollo.

Este estudio permitié evaluar la utilidad de la sangre periférica como tejido sustituto de la
placenta, que tiene su propia funcién como 6rgano de intercambio para todos los gases
respiratorios, nutrimentos y residuos entre el feto y la mujer embarazada. Sin embargo,

solamente se asocid significativamente la metilacion global en el tejido placentario, pero
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no en la sangre del cordon umbilical, con cualquiera de las tres condiciones de riesgo

maternas durante el embarazo (Nomura, 2014).

De los 213 sitios CpG con metilacion diferencial significativa identificados (causada por
los mecanismos anteriormente propuestos), se identificaron ciertas caracteristicas
biolégicas, como su localizaciéon, funcién génica asociada y procesos biolégicos en los

que participan.

En el caso de la distribucién en islas CpG, se observa que la mayoria de sitios CpG no se
encuentran en ellas, seguidos por los que se encuentran en el cuerpo de la isla, y, con
menor frecuencia, los que se encuentran en regiones flanqueantes al cuerpo (shelves y

shores).

Para la ubicacién de los sitios CpG en regiones génicas, se encontré que algunos de
ellos compartian regiones, sin embargo, la mayor frecuencia fue en el cuerpo del gen,

seguido por las regiones promotoras (TSS, 5’UTR y 1er Exoén).

La comprensiéon de los papeles de la metilacion del DNA en regiones especificas es

esencial para la comprensién de los procesos bioldgicos.

Recientemente se propuso definir las shelves y shores de las islas CpG. La mayoria de
los cambios de metilacion ocurren a corta distancia de las islas CpG, también
denominadas “shores”, en lugar de en las islas mismas. La metilacién también puede
ocurrir en regiones aun mas distantes del cuerpo de la isla CpG, conocidas como
"shelves" (Ma, 2013). Como se habia mencionado anteriormente, la metilacién de estas
regiones flanqueantes al cuerpo de la isla, también se relacionan con la expresion génica

reducida.

La mayoria de las islas CpG permanecen no metiladas en las células somaticas, cuando
los genes con islas CpG en su TSS se encuentran activos. En contraste, algunos genes
reprimidos tienen islas CpG metiladas en su regidén promotora. Las islas CpG metiladas
en regiones promotoras estan usualmente restringidas a genes en los que hay
estabilizacion a largo plazo de estados reprimidos. Los ejemplos incluyen genes con
impronta, genes localizados en el cromosoma X inactivo y genes que se expresan
exclusivamente en células germinales y que, presumiblemente, seria inadecuado para la

expresion en células somaticas.
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Existen fluctuaciones sustanciales en los niveles de metilacion del promotor de los genes
que son pobres en islas CpG en la region TSS, por lo tanto, ain no se conoce papel de la

metilacion en el control de los TSSs que son pobres o no contienen islas CpG.

Adicionalmente, se ha propuesto que el estado de no metilacién de las islas CpG en
regiones promotoras contribuye a una arquitectura de la cromatina transcripcionalmente
permisiva (Blackledge, 2011). Estudios en individuos con cancer muestran que un estado
de metilacion alterado en islas CpG de regiones promotoras recluta enzimas que pueden
remodelar los nucleosomas, por tanto, la cromatina (Ballestar, 2002). El hecho de que la
mayoria de los sitios CpG con metilacién diferencial significativa no se encuentren
asociados con islas CpG sugiere que los cambios que se estan observando en los niveles
de metilacién son mas especificos y limitados a esta clase de marca epigenética, en
regiones particulares de genes que solamente permiten la modulacion de la expresion
génica, y no a la asociacion que tiene la metilacion del DNA con las demas marcas

epigenéticas en regiones promotoras, y otros mecanismos biolégicos asociados.

La mayoria de los cuerpos génicos son pobres en sitios CpG, estdan ampliamente
metilados y contienen multiples elementos repetitivos y transponibles. La metilacién de
los sitios CpG en los exones génicos es una de las principales causas de las mutaciones
de transicion de citosina a timina, lo que conduce a mutaciones causantes de
enfermedades en la linea germinal y mutaciones causantes de cancer en células
somaticas. Es importante mencionar que las islas CpG también existen dentro de los
cuerpos génicos. Aunque sus funciones aqui permanecen desconocidas, se ha
propuesto que estas regiones pueden representar “promotores huérfanos”, que podrian
utilizarse en etapas tempranas de desarrollo y que han escapado a la metilacién en la
linea germinal, de modo que se mantenga su alta densidad de CpG. También se piensa
que esta metilacidn es principalmente un mecanismo para silenciar elementos repetitivos

de DNA, tales como retrovirus, elementos LINE1, elementos Alu, entre otros.

La metilacion del cuerpo génico no esta asociada con la represion. De forma contraria, se
han confirmado amplias correlaciones positivas entre la transcripciéon activa y la

metilacion del cuerpo génico

Estudios recientes demuestran que puede haber funciones alternativas para la metilacion

del DNA en los cuerpos génicos. Los exones se encuentran mas metilados que los
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intrones, y las transiciones en el grado de metilacion se producen en los limites exén-
intrén, lo que sugiere un posible papel de la metilacién en la regulacion de splicing. Estas
observaciones proponen una funcion previamente desconocida para la metilacién del
DNA a nivel transcripcional dando como resultado un splicing alternativo. A pesar de que
las islas CpG del cuerpo génico pueden llegar a estar extensivamente metiladas, no

bloquea la elongacion de la transcripcion.

Esto conduce a una paradoja aparente en la que la metilacion en el promotor esta
inversamente correlacionada con la expresion, mientras que la metilacién en el cuerpo
del gen esta positivamente correlacionada con la expresion. Asi, en los mamiferos, es la
iniciacion de la transcripcion pero no la elongacion de la transcripcion que parece ser
sensible al silenciamiento a causa de la metilacion del DNA. Por lo tanto, no es
simplemente la presencia de una marca de 5mC misma que rige su relaciéon con la
transcripcion, sino mas bien la interpretacion de la marca en un contexto genémico y

celular particular (Jones, 2012).

Acerca de los 10 genes asociados con los sitios CpG que tuvieron una ganancia en la
metilacién diferencial significativa es importante saber si estos han sido estudiados en
contexto de metilacion, pues la regulacion de su expresidn podria estar implicada en

ciertos procesos, vias de sefalizacion y/o patologias.
La revision de estos arrojo la siguiente informacion:

e PSORS1C1: implicado en el riesgo de esclerosis sistémica (Broen, 2014; Allanore,
2011).

e MAD1L1: la hipermetilaciéon de la regién promotora de este gen, y su
silenciamiento, resulta en desregulacion del ciclo celular, por lo que esta

implicado en céancer ovarico avanzado (Jansen, 2006).

e NAT14: N-acetiltransferasa que presenta co-regulacion con complejos de

acetilacion de histonas (Putiri, 2014).

e CLDN4: una baja en su expresién reduce la capacidad de invasion del trofoblasto,

posiblemente alterando las metaloproteinas de la matriz (Hu, 2015).
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e SPTB: un estado hipometilado y de alta expresién y actividad se relaciona con la
expresion de proteinas de membrana durante el desarrollo y diferenciacién

eritroide en humanos (Remus, 2005).

e PROMZ2: su estado hipometilado se relaciona con adenocarcinoma de pulmén
(Rohan, 2006)

e OCAZ2: involucrado en la melanogénesis. Una expresion no adecuada se relaciona
con el sindrome de Angelman (Cassidy, 2010) y el Sindrome de Prader Willy
(Henkhaus, 2012).

e ODF3L1: variantes en metilacién de sus promotores relacionadas con enfermedad

pulmonar obstructiva crénica (Morrow, 2016).

e TMCO4: cambios en la metilacién relacionados con tumorigénesis mamaria

(Mitchell, 2012).

e SFXN1: se estudid su posible estado ambiguo de metilacion en células
cancerosas, pero no se encontraron diferencias con células no cancerosas
(Rodriguez, 2008).

De estos genes, destaca la funcion de CLDN4, ya que, como se mencioné antes, una
invasion trofoblastica alterada es parte de la fisiopatologia de la preeclampsia. Esto hace
evidente la necesidad de mas estudios para identificar la posible relacién del gen con la

preeclampsia.

Respecto a los 10 genes asociados con los sitios CpG que tuvieron una pérdida en la
metilacién diferencial significativa, la revision de estos genes en el contexto de metilacion

del DNA mostro6 la siguiente informacion:

e MAML3: metilacidn relacionada con la activacion de la via NOTCH en carcinomas

de células escamosas (Sun, 2014).
e PIAS4: regulacién de transcripcion proinflamatoria en hepatocitos (Sun, 2013).

e HLA-DQA2: cambios en la metilacion resaltan la consecuencia de la interrupcién
de un aislante dentro de la region MHC-Il y puede ser un mecanismo de desarrollo
normal o uno utilizado por las células tumorales para escapar de la vigilancia

inmunolégica (Majumder, 2011).
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e CDSN: expresion relacionada con la susceptibilidad a psoriasis (Clop, 2013).

e INTS1: metilacién de promotores relacionada con neoplasia cervical (Brebi, 2014).
e GSTM1: metilacién asociada con leucemia mieloide aguda (Ohgami, 2012).

e PSD4: metilacién asociada con cancer hepatico (Udali, 2015).

e LHFP: inhibicion de la expresion por hipermetilacién en cancer de prostata (Yu,
2004).

e UBR3: su expresion anormal puede afectar la regulacion de la proteina de
reparacion de DNA, APE1, asi como la estabilidad del genoma (Meisenberg,
2011).

e LGALSS: metilacion asociada con leucemia linfoblastica aguda (Nordlund, 2012).

La revision de los genes asociados con sitios CpG con metilacion diferencial significativa
que comparten localizacion en regiones promotoras (menos CDSN, porque ya se explicd
en los genes relacionados con sitios CpG que tuvieron ganancia de metilacion) en el

contexto de metilacion del DNA mostro la siguiente informacion:

e ASTN1: metilacidn en regidén promotora relacionada con carcinomas anogenitales
(Durst, 2016).

e PLEKHGS6: patrones de metilacion relacionados con diferenciacion y maduracién

de células dendriticas (Zhang, 2014).

o HIVEPS: relacionado con la penetrancia del VIH en poblaciones humanas (Heyn,
2013).

e SH3BP5: regula la actividad de BTK y se relaciona con la sefalizacion

citoplasmatica de células B (UniProt, 2017).

De acuerdo a las vias de sefalizacion en las que participan una mayor cantidad de los
genes relacionados con los sitios CpG con metilacién diferencial significativa, en la

primera de ellas, Diabetes mellitus, los genes relacionados fueron:
o Complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, C(HLA-C):

o Complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DP alpha 1(HLA-DPA1):
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¢ Complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DQ alpha (HLA-DQAZ2)
e Proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo N2(PTPRN2)

Respecto a los hallazgos en el area de la epigenética para esta enfermedad, la
desregulacién de las modificaciones epigenéticas de las histonas en la cromatina,
incluyendo la metilacién de lisina, han sido implicadas en la regulacion genética aberrante
asociada con la patologia de la diabetes y sus complicaciones. Los estudios de genoma
completo han demostrado cambios especificos en el tipo de células y en los patrones de
metilacion de las histonas, en condiciones diabéticas. Ademas, los estudios en células
vasculares han demostrado cambios duraderos en las modificaciones epigenéticas en los
promotores de genes inflamatorios clave después de la exposicion a condiciones
diabéticas, lo que sugiere un posible mecanismo para la memoria metabdlica. Estudios
recientes han demostrado papeles para la metilacién de las histonas, metilacion del DNA,

asi como microRNAs en la nefropatia diabética (Villeneuve, 2011).

En la segunda via, moléculas de adhesion celular (CAMs), aparte de encontrar HLA-C,
HLA-DPA1, HLA-DQA2, también se encontré claudina 4 (CLDN4). Los estudios
epigenéticos de los genes implicados en las vias de CAMs son, en su mayoria,
relacionados con cancer. Se ha demostrado que la complejidad de la carcinogénesis ya
no puede explicarse Unicamente en cambios genéticos, sino de alteraciones
epigendmicas. Todas las alteraciones de adhesion celular que se han observado en el
cancer hasta el momento pueden ser causadas por mutaciones genéticas o alteraciones
del epigenoma. Tales alteraciones epigenéticas pueden causar cambios permanentes en
los patrones de expresion génica y, por lo tanto, pueden contribuir esencialmente a
algunas de las caracteristicas fenotipicas conocidas de las células cancerosas, como la
pérdida del control del crecimiento, la comunicacién intercelular alterada y la motilidad.
Los dos ultimos pueden asociarse esencialmente con la regulacion negativa de las
moléculas de adhesién celular, lo que puede ser relevante en el contexto de la

invasividad y el prondstico del cancer (Katto, 2011).

En la via de sefalizacion de fagosoma, se encontraron implicados los genes de
trombospondina 2 (THBS2), asi como HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DQAZ2. En relacion con
esta via, se han encontrado estudios de patoepigenética de las enfermedades

infecciosas, ya que el fagosoma juega un papel importante en la respuesta inmune ante
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estas. Estudios recientes revelaron que ademas de los virus, las bacterias patégenas
también son capaces de desregular la maquinaria epigenética de sus células diana. La
mayoria de las bacterias que infectan humanos son intracelulares obligadas o
facultativas, que producen toxinas bacterianas y proteinas de superficie dirigidas a la
membrana de la célula huésped o sintetizan las proteinas efectoras que entran en el
nicleo de la célula huésped. Estos productos bacterianos tipicamente provocan
modificaciones de histonas. Los patdgenos bacterianos son capaces de inducir
alteraciones de los patrones de metilacion del DNA de la célula huésped. Dichos cambios
en el epigenotipo de la célula huésped y en el patron de expresion génica pueden
obstaculizar la respuesta inmune antibacteriana y crear condiciones favorables para la
colonizacién bacteriana, el crecimiento o la propagacion. La desregulacion epigenética
mediada por productos bacterianos también puede facilitar la producciéon de citocinas
inflamatorias y otros mediadores inflamatorios que afectan al epigenotipo de sus células
diana (Niller, 2015).

En la via de sefalizacién de procesamiento y presentacién de antigeno, se encontraron
los genes de HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DQAZ2. Las moléculas de MHC-I y MHC-II juegan
un papel esencial en la respuesta inmune adaptativa en virtud de su capacidad para
presentar péptidos, respectivamente, a células T CD8+ y CD4+. La presentacion de
péptidos derivados de patdgenos en el contexto de moléculas de MHC-II por parte de
células presentadoras de antigeno (CPA) a células T CD4+ del sistema inmune es central
para el inicio de una respuesta inmune adecuada a patégenos. En particular, las células
dendriticas son CPA altamente especializadas que son capaces de activar células T.
Dado su papel central en la inmunidad adaptativa, los genes MHC-I y MHC-II se regulan
de forma apretada a nivel transcripcional para satisfacer los requerimientos locales de
una respuesta inmune especifica de antigeno eficaz. Actualmente, se estan estudiando
los factores de transcripcién que interactian con los promotores y los mecanismos
epigenéticos que modulan el tipo de célula especifica de la regulacion de MHC-I y MHC-
Il (van den Elsen, 2011).

Por ultimo, en la via de sintesis y secrecidn de aldosterona (hormona esteroidea), se
encontraron relacionados los genes GNAS complex locus (GNAS), protein-cinasa
dependiente de calcio/calmodulina 1D (CAMK1D) y la fosfolipasa C beta 3(PLCB3). Las

hormonas esteroideas participan en el desarrollo de los 6rganos, la reproduccién, la
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homeostasis corporal y las respuestas al estrés. La maquinaria esteroidea se expresa de
una manera especifica para el desarrollo y el tejido, con la expresidon de estos factores
siendo estrictamente regulada por una serie de factores de transcripcion. La evidencia de
que existe regulacion epigenética de las enzimas esteroidogénicas claves esta
aumentando, aunque no parece ser una via reguladora predominante. Las hormonas
esteroideas ejercen su accién en los tejidos diana a través de receptores nucleares
esteroides pertenecientes a las familias NR3A y NR3C. Los niveles de expresion de los
receptores nucleares y las modificaciones postraduccionales regulan su funcién y dictan
su sensibilidad a los ligandos esteroideos. Es mas probable que los receptores nucleares
y los factores de transcripcion estén regulados epigenéticamente que las proteinas
implicadas en la esteroidogénesis y tengan un impacto secundario en la expresion de
estas enzimas esteroidogénicas. Existen estudios que reportan la relacion de la
regulacion epigenética de receptores de mineralocorticoides en el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, y en la expresion de células de Leydig, responsables del

desarrollo primario de los 6rganos sexuales, en la etapa fetal (Martinez-Arguelles, 2010).

En referencia a las patologias en las que participan una mayor cantidad de los genes
relacionados con los sitios CpG con metilacion diferencial significativa, especificamente
diabetes mellitus, se mencionaron anteriormente los avances implicados en esta

patologia y en el campo de la epigenética.

Hay evidencia de contribuciones epigenéticas a la hipertension. Por ejemplo, se sabe que
la metilacion del DNA en las islas CpG y las vias de acetilacion de las histonas limitan el
desarrollo de la nefrona, predisponiendo asi la hipertensién asociada con la exposicion a
una dieta con alto contenido de sal. El estrés mental induce la feniletanolamina n-
metiltransferasa, que puede actuar como una Dnmt, e imitar los efectos silenciadores,
vinculando la proteina-2 en el gen transportador de norepinefrina, que a su vez, puede
exagerar la respuesta autondmica. Se sabe que un disruptor de silenciamiento
telomérico, Dot1, modula la expresiéon de un gen del factor de crecimiento del tejido
conectivo asociado con la remodelacion de los vasos sanguineos, lo que podria alterar el
sistema vascular. Dotla también interactia con el gen Af9 para producir alta
permeabilidad al canal de sodio y silencia el gen de la hidroxiesteroide deshidrogenasa-
11B2, evitando asi el metabolismo del cortisol a la cortisona y los receptores de
aldosterona (Millis, 2010).
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Respecto al asma, se sabe que es causado por factores hereditarios y ambientales. Es
claro que los estudios genéticos no explican adecuadamente la heredabilidad y la
susceptibilidad al asma. En el contexto de la epigenética, las modificaciones no
heredables del DNA pueden ayudar a explicar el componente hereditario del asma.
Ademas, las marcas epigenéticas son influenciadas por el medio ambiente, incluyendo la
contaminacién y el tabaquismo, que son factores de riesgo de asma. Estos cambios
epigenéticos inducidos por el desencadenante ambiental pueden estar implicados en la
distorsiéon del sistema inmune hacia un fenotipo Th2, después de la exposicion in utero y
aumentando asi el riesgo de asma. Alternativamente, se pueden modular directa o
indirectamente los procesos inmunoldgicos e inflamatorios en asmaticos a través de los
efectos sobre la capacidad de respuesta al tratamiento. Por lo tanto, el estudio de la
epigenética puede desempefar un papel importante en la comprensién y tratamiento

posible del asma y otras enfermedades alérgicas (Durham, 2011).

Estudios anteriores han implicado influencias epigenéticas en la etiologia y patogénesis
del lupus eritematoso sistémico (LES). Se ha discutido la contribucion de los cambios en
la metilacion del DNA a la patogénesis del lupus. Estos incluyen el papel del DNA
apoptoético, la radiacién ultravioleta, los retrovirus enddgenos, las contribuciones
dietéticas y el envejecimiento. Parece que la hipometilacion de genes especificos
sobreexpresados en células T durante él LES, como ITGAL, CD40LG, TNFSF7, KIR2DL4
y PRF1 (perforina), y CD5 en células B parecen desempefar un papel importante.
Ademas, las modificaciones de las histonas, como el aumento de la acetilacion global de
H4 en los monocitos, estan altamente asociados con el LES. Los ncRNA, especialmente
miR-21, miR-148a y miR-126, controlan otros elementos de la regulacidon epigenética.
Por todo esto, terapias epigenéticas para el LES pueden ser viables en el futuro,
particularmente si estan disefiadas para dirigirse a regiones especificas dentro del

genoma (Jeffries, 2011).

La psoriasis es un trastorno cutaneo cronico que afecta a aproximadamente el 2% de la
poblacién. Se cree que la psoriasis es una enfermedad autoinmune érgano-especifica
desencadenada por un sistema inmunoldgico celular activo. La proliferacién intensa y la
diferenciacidon anormal de los queratinocitos son rasgos caracteristicos de la enfermedad
y se han identificado papeles clave para las células T, las células dendriticas y las

citocinas inflamatorias en la patogénesis de la psoriasis. La patologia de la psoriasis es
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compleja, involucrando tanto componentes genéticos como ambientales. La evidencia de
estudios familiares sugiere una predisposicidén genética a la enfermedad; sin embargo, el
patrén de herencia exacta es desconocido. A la luz de estos hallazgos, se sugirié que los
factores epigenéticos desempefian un papel en la patogénesis de la psoriasis, ya que los
desencadenantes ambientales estan comprometidos en el curso de la psoriasis. Los
factores que influyen en el curso de la psoriasis incluyen trauma, infecciones, estrés,
drogas, el consumo de tabaco y el alcohol, aunque todavia se desconoce cémo estos
factores individuales funcionan e interactian en sujetos de estudio con psoriasis. Los
genes sensibles a la metilacién implicados en la patogénesis del lupus se expresan
aberrantemente en sujetos de estudio con psoriasis. La expresion de perforina, por
ejemplo, se increment6 en la epidermis de lesiones psoriasicas. Otro gen sensible a la
metilacion sobreexpresado tanto en lupus como en psoriasis fue LFA-1, que se ha

utilizado como diana para terapia bioldgica en la psoriasis (Zhang, 2011).

En los dos anadlisis ontologicos se pueden observar tres divisiones fenotipicas, que
aplican tanto para las vias de sefalizacion, como para las patologias en las que estan
implicadas los genes: metabdlica, hipertensiva y relacionada con el sistema inmune.
Estas tres divisiones coinciden con reportes previos que detallan los efectos a largo plazo
de la exposicién a complicaciones durante la gestacion, como el estudio de Thomsen, et.
al. (2015) en una cohorte noruega expuesta a preeclampsia (fenotipo: nifios pequefos
para la edad gestacional, hipertensién cronica, diabetes mellitus tipo 2, etc.) y el estudio
de Wu, et. al. (2009) en una cohorte de Dinamarca (los niflos nacidos a término que
fueron expuestos a la preeclampsia tenian un mayor riesgo de una variedad de
enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas, asi como enfermedades de la
sangre y de los 6rganos hematopoyéticos). Por otra parte, un reporte del IOM vy el
National Reseacrh Council de Estados Unidos, menciona que la obesidad en el embarazo
predispone a los nacidos a obesidad infantil, y otras patologias no relacionadas con la
ganancia de peso, como modificaciones en el desarrollo neuroldgico, alergias/asma y

cancer (Rasmussen, 2009).

Las limitaciones que presenta este proyecto, aun considerando que es un estudio piloto,
son principalmente el tamafio de la poblacion, y las pocas muestras que conforman a
cada grupo, lo que convierte a cada uno en no representativo de su condicion.

Adicionalmente, la informacidn disponible para los criterios de evaluacién del perfil clinico
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no consideraba algunas caracteristicas durante el embarazo, complicando asi la
clasificacion de muestras en sus respectivos grupos, y el seguimiento de la evolucién del
embarazo, para evaluar criterios relacionados con la preeclampsia y obesidad en el
embarazo, o que pudieran estar afectando de forma independiente. Sumado a esto, se
debe considerar el hecho de que las edades de los individuos nacidos son diferentes, por
lo que es posible que ciertas variaciones en el perfil de metilacion pueden deberse a
factores propios de la vida posnatal y no de las condiciones durante el embarazo. Por
ultimo, es importante considerar que la expresién de un gen no depende solamente del
estado de metilaciéon de sitios CpG en regiones especificas, sino que es algo mas
complejo, y en lo que también pueden estar influyendo las demas marcas epigenéticas,

mutaciones, regulacion por parte de otros genes, entre otros mecanismos.
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Se logré establecer un perfil clinico clasificatorio utilizando criterios cuantitativos y
cualitativos de evaluacion durante el embarazo y del nifio menor de tres afos, para
embarazos normoevolutivos y embarazos que cursaron con preeclampsia y obesidad,
siendo los criterios cuantitativos de evaluacion durante el embarazo los mejores

indicadores clasificatorios.

Adicionalmente, se encontraron diferencias en el perfil de metilacién de DNA en células
de sangre periférica de nifios menores de tres afios que fueron expuestos a preeclampsia
y obesidad durante el embarazo, comparados con un grupo control de embarazo
normoevolutivo. Las diferencias encontradas se relacionan especificamente con la
metilacion de regiones génicas no asociadas a islas CpG. De igual forma, estas
diferencias se encuentran implicadas en vias de sefalizacidon y patologias metabdlicas,
hipertensivas y relacionadas con el sistema inmune, sugiriendo que la programacion
prenatal al ambiente que fueron expuestos da un fenotipo caracteristico; sin embargo, se

deben realizar estudios posteriores para confirmar estos hallazgos.

Por ultimo, se propone que la preeclampsia y la obesidad durante el embarazo actuan
como ambientes adversos para el desarrollo embrionario y fetal, ejerciendo
modificaciones en la metilacion del DNA. La metilacion anormal del DNA se encuentra
mediada por las alteraciones sistémicas en ambas complicaciones, como la cantidad,

calidad y distribucion de nutrimentos, estrés oxidativo, hipoxia y ambiente inflamatorio.
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Es necesario incrementar el tamafo de la poblacién de estudio, tanto en grupos expuesto
a complicaciones durante el embarazo, como en embarazos normoevolutivos, asi como
evaluar las complicaciones en grupos por separado, para obtener resultados

significativos, y propios de cada una.

Aumentar el tamafo de la poblacion ayudaria a validar los criterios de clasificacion. Para
lograr una mejor evaluacion de los grupos, es necesario aumentar también los criterios
durante el embarazo, y del nifio, e igualmente considerar caracteristicas del padre. De
igual forma, se debe considerar la cuantificacion y analisis de marcadores biolégicos

propios de la fisiopatologia de cada una de las complicaciones del embarazo evaluadas.

Respecto a la muestra, es importante considerar evaluar a los individuos en el mismo
periodo de edad, para disminuir la influencia de factores propios de la alimentacién y el
desarrollo en el perfil de metilacién del DNA, asi como considerar la evaluacion de otros

tejidos, principalmente la placenta.

Adicionalmente, deben realizarse estudios en los genes relacionados con sitios CpG que
tuvieron metilaciéon diferencial significativa, para evaluar y confirmar que tienen
diferencias de metilacibn en regiones génicas especificas; asi como estudios

complementarios de expresion.

Otro factor a considerar, e importante objetivo para estudiar posteriormente, es la
influencia de la etapa posnatal temprana, en especifico, en el perfil de metilacién del
DNA, pues la gran mayoria de estudios se han enfocado en las condiciones de
exposicidon durante la gestacién, y no se sabe con certeza cdmo los dos afios después
del nacimiento influyen o modifican las marcas de metilacién, y el establecimiento de los

fenotipos de predisposicion.

Para esto, es fundamental dar un seguimiento detallado al crecimiento y desarrollo de los
nifnos, identificando posibles modificaciones antropométricas, metabdlicas, y marcadores
adicionales, que tengan sentido con los hallazgos encontrados en el perfil de metilacion,
de tal forma que se pueda considerar como un importante marcador molecular de
establecimiento de fenotipos especificos y/o predisposicién a enfermedades complejas,
util para el desarrollo de politicas publicas relacionadas con el desarrollo 6ptimo de los

individuos durante las etapas prenatal y posnatal temprana.
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