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Resumen

La hipotesis de la programacion metabdlica fetal postula que condiciones intrauterinas
adversas resultan en adaptaciones permanentes en el metabolismo del feto que lo hacen
propenso a desarrollar enfermedades cardiovasculares durante su vida adulta. Se ha
propuesto que dichas adaptaciones estdn mediadas por cambios epigenéticos, como
metilacion de DNA. A su vez, ésta es modulada por el metabolismo de unidades de carbono
a traves de la biodisponibilidad de grupos metilo. Por lo tanto, puede ser afectada por
variantes en genes que codifican para enzimas y transportadores de esta via. En este trabajo
evaluamos si existen cambios en los niveles de metilacion de DNA y abundancia de RNAm
de genes vinculados con disfuncién endotelial y aterosclerosis mediados por alteraciones en
el metabolismo de unidades de carbono durante el embarazo.

Se captaron pacientes al inicio del embarazo y durante la semana de gestacion 24 -28
se les realiz6 una curva de tolerancia oral a la glucosa. Se midieron niveles séricos de glucosa,
homaocisteina y folato entre otros metabolitos, y se genotiparon polimorfismos de nucleétido
unico en genes involucrados en el metabolismo de unidades de carbono. De los cordones
umbilicales de sus neonatos, se aislaron las células endoteliales de la vena umbilical
(HUVECS) para analizar los niveles de metilacion de DNA mediante pirosecuenciacion de
DNA convertido por bisulfito y la abundancia RNA mensajeros de genes asociados a
disfuncion endotelial y aterosclerosis.

Se generd un puntaje de riesgo genético (GRS) ponderado a partir de variantes en
MTHRF, CUBN y FIGN, que, en interacciéon con la dosis de suplementacion con acido
folico, resultd significativamente asociado con los niveles de homocisteina, glucosa al
minuto 120 y valores del area bajo la curva de tolerancia oral a la glucosa. A su vez, puntajes
de riesgo del GRS y dosis bajas de suplementacidn, asi como niveles elevados de glucosa al
minuto 120 post carga y homocisteina, se asociaron significativamente con hipometilacion
de DNA en una region reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion de TNFa. Dicha hipometilacion, se asocid con sobreexpresion de TNFa a nivel
de RNA mensajero. Adicionalmente, se identificé al nivel de glucemia al minuto 120 post
carga como el mediador del efecto de la exposicion al GRS sobre la metilacion de DNA en
la region reguladora de TNFa. Finalmente, en HUVECs de neonatos expuestos a las
condiciones intrauterinas adversas impuestas por alteraciones en el metabolismo de unidades
de carbono, hubo una sobreexpresion de las moléculas de adhesion ICAM1y VCAML1 ante
activacion endotelial. Dichas adaptaciones imponen un fenotipo proinflamatorio que se
asocia con susceptibilidad para disfuncién endotelial y aterosclerosis, y que no se pudo
revertir mediante suplementacién con folato en cultivo.

En conclusion, puntajes de riesgo y dosis bajas de suplementacion con acido félico
se asocian con un ambiente intrauterino adverso caracterizado por una deficiencia en la
secrecion de insulina e hiperhomocisteinemia en las madres, que a su vez se asocio con
adaptaciones epigenéticas y funcionales en HUVECs, previamente vinculadas con
programacion fetal de disfuncion endotelial y aterosclerosis.



Abstract

The premise of the Developmental Origins of Health and Disease hypothesis is that adverse
intrauterine conditions result in permanent changes in the foetal metabolism. These
adaptations allow the foetus to survive such adverse conditions, however these can also
predispose to cardiometabolic diseases in adulthood. Epigenetic modifications, such as DNA
methylation, have been suggested as the molecular mechanism underlying this phenomenon.
Furthermore, DNA methylation is mediated by one-carbon metabolism intermediates and can
therefore be altered by single nucleotide polymorphisms (SNPs) in one-carbon metabolism
genes. In this study we evaluated whether altered one-carbon metabolism during pregnancy
could result in DNA methylation and gene expression changes in genomic regions associated
with endothelial dysfunction and atherosclerosis.

Pregnant women were included in this study during their first trimester, and where
screened with an oral glucose tolerance test at 24 to 28 weeks of gestation. Serum glucose,
homocysteine and folate were measured among other metabolites, and one-carbon
metabolism single nucleotide polymorphisms where genotyped. Human umbilical vein
endothelial cells (HUVECSs) where isolated from umbilical cords obtained during delivery,
to analyse DNA methylation by bisulfite pyrosequencing and mRNA abundance of genes
associated to endothelial dysfunction and atherosclerosis.

A weighted genetic risk score (GRS) was constructed using SNPs in MTHRF, CUBN
and FIGN. The interaction between the GRS and folic acid supplementation dose was
significantly associated to serum homocysteine, 2-hour glucose and area under the curve
during the oral glucose tolerance test. Furthermore, risk values of the GRS coupled with low
supplementation doses, as well as elevated 2-hour glucose and homocysteine were
significantly associated with DNA hypomethylation levels at a regulatory region -2007 to -
1731 bp upstream of TNFa transcription start site. This hypomethylation was associated with
increased TNFo mRNA abundance. 2-hour glucose was identified as the mediator in the
relationship between the GRS and DNA methylation at the TNFa regulatory region. Finally,
in HUVECSs from neonates exposed to adverse intrauterine conditions imposed by altered
one carbon metabolism, ICAM1 and VCAML1 adhesion molecules were overexpressed upon
endothelial activation. All these adaptions establish a proinflammatory phenotype associated
with predisposition to endothelial dysfunction and atherosclerosis, which could not be
reversed by folate supplementation in HUVEC cultures.

In conclusion, risk values of the GRS coupled with low folic acid supplementation
doses are associated with the development of an adverse intrauterine environment
characterized by maternal insulin secretion deficiency and hyperhomocysteinemia. These
conditions result in epigenetic and functional changes in HUVECSs, previously associated to
foetal programming of endothelial dysfunction and atherosclerosis.
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1. Introduccion
1.1. Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad

Durante el desarrollo embrionario se da la formacion de un organismo completo a partir de
una célula, el zigoto, mediante una combinacién de procesos complejos como la formacion
de patrones, morfogeénesis, diferenciacion celular y crecimiento. En Gltima instancia, todos
estos procesos estan bajo el control de programas genéticos que dirigen el desarrollo del
organismo. Sin embargo, el embrion se encuentra en un ambiente intrauterino particular que
sera dictado en gran medida por factores maternos. Por lo tanto, la interaccion del embrion
con el ambiente materno podria tener el potencial de modular dichos programas genéticos.

Unos de los primeros estudios donde se elucidd el impacto del ambiente intrauterino
sobre el desarrollo embrionario y sus posibles consecuencias a largo plazo, fueron aquellos
hechos por el grupo de Barker D.J (1, 2). En dichos estudios de caracter epidemioldgico se
observo que la incidencia de enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial, resistencia
a lainsulina y Diabetes Mellitus Tipo 2 (DT2) estaba fuertemente asociada con bajo peso al
nacer; que a su vez esta predominantemente determinado por el ambiente intrauterino mas
que por la carga genética. Durante el desarrollo embrionario, la division celular es un proceso
fundamental para el crecimiento del feto. Por lo tanto, una reduccion en la tasa de division
celular, que puede ser causada por malnutricibn materna o por un desbalance en las
concentraciones de hormonas y factores de crecimiento, afectara directamente el crecimiento
del feto (3, 4). No obstante, periodos de malnutricion materna en distintos momentos durante
el embarazo afectaran diferencialmente a cada tejido, dado que el desarrollo de los 6rganos
y sus periodos criticos de rapido crecimiento suceden en diferentes momentos durante la
organogeénesis (5). A partir de sus observaciones, Barker propuso la hipotesis de la
programacion metabdlica fetal o de los Origenes del Desarrollo de la Salud y la Enfermedad
(DOHaD, Developmental Origins of Health and Disease), en la que postulé que condiciones
intrauterinas adversas resultan en adaptaciones permanentes en el metabolismo del feto que
le permiten sobrevivir durante la gestacion, pero que lo hacen propenso a desarrollar
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares durante su vida adulta (6).

Uno de los estudios en humanos que aport6 una de las evidencias mas contundentes
de los efectos de la malnutriciébn materna durante el embarazo, proviene de la época de la
hambruna holandesa. Este fue un periodo de tiempo durante la segunda guerra mundial, entre
finales de 1944 y 1945, en el que hubo una escasez de alimentos secundario a un bloqueo
generalizado en el transporte de comida a Holanda. Previo al bloqueo, la ingesta diaria
promedio en adultos se estimaba en 1800 Kcal, la cual disminuy6 abruptamente durante la
época de la hambruna a un rango de entre 400 y 800 Kcal (7). Por lo tanto, este modelo tiene
como peculiaridad que era una poblacion bien alimentada en la que se estableci6
abruptamente una condicién de malnutricidn, por un periodo de tiempo determinado, y de la
que existen registros detallados de los nacimientos que ocurrieron en esa epoca. A partir de
este modelo se pudieron estudiar los efectos de la malnutricion, en distintos momentos
durante el embarazo, sobre la salud de los recién nacidos a largo plazo. A grandes rasgos, los
productos de mujeres expuestas a la hambruna en periodos tardios e intermedios de su
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embarazo tenian una mayor prevalencia de intolerancia a los carbohidratos, mientras que
aquellos expuestos en periodos tempranos del embarazo tenian una mayor prevalencia de
enfermedades cardiovasculares y obesidad ademés de intolerancia a los carbohidratos (8).

1.2. Programacion fetal de disfuncion endotelial y aterosclerosis

La aterosclerosis es un sindrome vascular caracterizado por la formacion y subsecuente
ruptura de placa de ateroma. La patologia subyacente involucra un proceso inflamatorio
crénico que inicia con el desarrollo de disfuncion endotelial, una condicién patoldgica en la
cual hay un desbalance en la biodisponibilidad de factores vasodilatadores y
vasoconstrictores, que causa una deficiencia en la capacidad de vasodilatacion dependiente
de dxido nitrico (NO, nitric oxide) (9). Dicho estado favorece una activacion del endotelio
vascular que resulta en un incremento en la oxidacion y acumulacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, Low Density Lipoproteins) y en la sobreexpresion de moléculas de adhesion
como VCAML1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1), ICAM1 (Intracellular Adhesion
Molecule 1) y de citocinas proinflamatorias como MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein 1) y TNFa (Tumor Necrosis ). A su vez, éstas promueven un incremento en la
adhesion de leucocitos al endotelio, un incremento en la permeabilidad vascular y en la
acumulacion de células espumosas (macréfagos con un exceso de contenido lipidico que se
encuentran en las lesiones ateroscleréticas) (10). Por otra parte, el desbalance en los perfiles
de expresion y secrecion de factores paracrinos altera la interaccién de las células endoteliales
con otros tipos celulares, como células del madsculo liso vascular (VSMCs, Vascular Smooth
Muscle Cells), y por lo tanto su funcionamiento. En etapas subsecuentes del proceso
aterogénico la hiperproliferacion de las VSMCs causa un engrosamiento de la capa intima de
las arterias en los sitios de las lesiones ateromatosas (11) (Fig.1). Eventualmente, la capa
sufre una ruptura que libera un trombo cuyas manifestaciones clinicas mas frecuentes seran
el Sindrome Agudo Coronario (SAC), Infartos Agudos al Miocardio (IAM) o Enfermedad
Vascular Cerebral (EVC).

La susceptibilidad a desarrollar enfermedades cardiovasculares ha sido ampliamente
descrita como una de las consecuencias a largo plazo para los fetos que estuvieron expuestos
a condiciones intrauterinas adversas como Diabetes Gestacional (DG), inflamacion cronica,
restricciones de crecimiento intrauterino (IUGR, Intrauterine Growth Restriction),
hipercolesterolemia, deficiencias de micronutrientes y preeclampsia entre otras (12-19).
Tanto en estudios epidemioldgicos de cohorte como en modelos animales se ha demostrado
que estos individuos presentan fenotipos cardiovasculares patolégicos intermedios en etapas
muy tempranas, como engrosamiento de la intima media y disfuncién endotelial, que
progresan a aterosclerosis y otras enfermedades en la vida adulta (20, 21). Algunas de las
adaptaciones que ocurren en el sistema cardiovascular en respuesta a disruptores ambientales
incluyen una reduccion en el nimero de cardiomiocitos (22), de vasos capilares (rarefaccion
microvascular) (23), un aumento en la rigidez arterial (24, 25), alteraciones en las vias de
estrés oxidativo, inflamacién (26) y en el desarrollo de las VSMCs (27, 28). Adicionalmente,
se han observado adaptaciones en sistemas de dérganos intimamente relacionados con la
regulacién de la tensién arterial como el rifidon; a través de alteraciones en el sistema renina-
angiotensina (29) y en el namero de nefronas (30). Sin embargo, se ha propuesto que en
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ultima instancia los mecanismos moleculares que median dichas adaptaciones podrian
involucrar modificaciones epigenéticas, regulacion de la cromatina y de la expresion génica.
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Figura 1. Patofisiologia de disfuncion endotelial y aterosclerosis. El desarrollo de disfuncion endotelial y
aterosclerosis es el resultado de procesos infamatorios crénicos, a través de la sobreproduccion y acumulacion
de oxLDL, de un incremento en el reclutamiento y transmigracion de células del sistema inmune, en la
produccion de citocinas proinflamatorias y en la proliferacion de VSMCs. Modificado de Gistera A. et al. (31).

1.3. Lametilacién de DNA como mecanismo epigenético vinculado con la programacion
metabolica fetal

Las modificaciones epigenéticas son aquellas que son heredables a través de las divisiones
celulares y que tienen la capacidad de modificar la expresion génica, sin que haya cambios
en la secuencia de DNA. Estas incluyen modificaciones de histonas, de las cuales la
metilacién y la acetilacién son de las mas estudiadas (32), y metilacion de DNA entre otras.
Las marcas epigenéticas tienen la capacidad de modificar la estructura de la cromatina a
través del reclutamiento de remodeladores de la cromatina, factores de transcripcion y de
coactivadores o correpresores, resultando en estados transcripcionalmente mas o menos
permisivos (Caja 1).

La regulacion epigenética juega un papel fundamental durante el desarrollo
embrionario. Los patrones de metilacion de DNA se establecen en etapas tempranas del
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desarrollo. Cuando se forma el zigoto, el genoma paterno sufre un proceso de desmetilacion
global de DNA, mientras que el genoma materno se va desmetilando en divisiones mitoéticas
subsecuentes. Posteriormente, previo a la implantacién del blastocisto, cuando las células se
empiezan a comprometer a linajes especificos, se da una metilacion de novo mediada por
DNMT3. Una vez establecidos, estos patrones de metilacién se mantienen mediante la
actividad de la DNMT1 en divisiones subsecuentes (33).

Por otra parte, en el proceso de diferenciacion celular, se establecen perfiles de
expresion linaje-especificos, que también son tiempo-espacio-especificos. Por lo tanto, debe
existir un mecanismo de regulacién fino para llevar a cabo dichos programas genéticos. La
regulacién epigenética juega un papel importante en el establecimiento de patrones de genes
activos o silenciados, que determinaran los distintos linajes celulares. Las células
pluripotentes de embriones tempranos, se caracterizan por tener una cromatina laxa en estado
abierto y con dominios de cromatina bivalente (34). Estos ultimos contienen tanto marcas
activadoras como represoras, lo que mantiene a las células en un estado no diferenciadas, sin
embargo, listas para ser activadas mediante estos dominios. Ante un estimulo de
diferenciacion hacia un linaje especifico, los genes necesarios para dicho linaje seran
activado mientras que otros genes no requeridos, serén silenciados a través de los dominios
bivalentes. De tal forma se va restringiendo el potencial de diferenciacion a lo largo de la
especificacion de distintos linajes (35). Al final, todas las células del organismo tienen el
mismo genoma, pero cada tejido tiene un epigenoma distinto que dictard un programa de
expresion génica especifico.

A diferencia del genoma, que es sumamente estable, el epigenoma es susceptible a
sufrir modificaciones en respuesta a sefiales tanto endégenas como ambientales. Por lo tanto,
se han propuesto a las modificaciones epigenéticas como un mecanismo molecular de
memoria a exposiciones ambientales durante el periodo perinatal (36-39). Es decir, éstas
modificaciones podrian mediar las adaptaciones funcionales que se observan en fetos que
fueron expuestos a condiciones intrauterinas adversas. Se han propuesto dos hipotesis para
explicar fenémenos de transmision de informacion epigenética entre generaciones, en
respuesta a estimulos ambientales. Estas son: programacion intergeneracional, cuyos efectos
estan limitados a las generaciones directamente expuestas al estresor ambiental; y herencia
epigenética transgeneracional, cuyos efectos se hipotetiza, podrian ser observados en
generaciones subsecuentes que no estuvieron expuestas al estimulo original (40).

La metilacion de DNA ha sido de particular interés por su importancia durante el
desarrollo en la etapa de preimplantacion y en procesos de diferenciacion celular.
Adicionalmente, es mucho mas estable en comparacion con modificaciones de histonas, por
lo que se cree que alteraciones en los patrones de metilacién de DNA durante el desarrollo
podrian ser la base de la susceptibilidad a desarrollar distintas enfermedades durante la vida
adulta. La metilacion del DNA es catalizada por DNA metiltransferasas (DNMTSs). El
genoma humano codifica cinco DNMTs: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B vy
DNMT3L (41). Las DNMT3 establecen los patrones de metilacion, mientras que la DNMT1
es de mantenimiento a través de las divisiones celulares. Estas tres son las formas candnicas,
mientras que la DNMT3L y la DNMT2 son formas cataliticamente inactivas. La DNMT3L
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funciona como cofactor de las DNMTS3, mientras que la DNMT2 se ha propuesto como una
metiltransferasa de tRNAs. La metilacion de DNA catalizada por las DNMTs candnicas se
da en la posicion 5' del anillo pirimidina de las citocinas, comunmente en el contexto de
dinucledtidos CpG (75% de estos dinucledtidos se encuentran metilados en el genoma de
mamiferos). La 5-metilcitosina (5mC) es propensa a sufrir una deaminacion hidrolitica
espontanea hacia timina, por lo que la frecuencia observada de CpGs a lo largo del genoma
es un quinto de la esperada (42). No obstante, existen regiones del genoma enriquecidas en
dinucledtidos CpG que se encuentran en islas CpG. Estas se definen como regiones de mas
de 200 pares de bases (bp) que tienen un contenido de CpGs mayor al 50% y que el cociente
de CpGs observadas/esperadas es mayor a 0.6 (33). Estas regiones, muestran un contenido
elevado de CpGs dado que hay poca deplecion de las mismas, como resultado de una
ausencia de metilacion de citosinas en dichas regiones (43). Por otra parte, también existen
desmetilasas de DNA, conocidas como TETs (Ten Eleven Translocation), que oxidan la5mC
a 5-hidorximetilcitosina (5ShmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC). Estas
formas oxidadas de 5mC resultaran en citosinas no metiladas a través de rondas subsecuentes
de replicacion (44). Este proceso se conoce como desmetilacion de DNA activa. Usualmente,
la metilacion de dinucle6tidos CpG en sitios proximales a elementos cis de promotores y en
el exon 1 se asocia a un estado de la cromatina cerrado y por lo tanto transcripcionalmente
inactivo (45).

Los mecanismos de represion transcripcional mediados por metilacién de DNA, se
dan mediante el reclutamiento de proteinas que actlan como represores transcripcionales,
como MeCP2 (Methyl CpG Binding Protein 2) y MDBs (Methyl CpG Binding Domain
Protein). Estas son reclutadas en regiones metiladas y a su vez reclutan complejos co-
represores que incluyen Desacetilasas de Histonas (HDACSs) (46). Adicionalmente, se ha
observado que ciertos factores de transcripcion tienen la capacidad de unirse a DNA metilado
a pesar de no poseer un dominio de unién a CpGs (MDB), como son CTCF (CCCTC-binding
factor), Kaiso y CEBPa (CCAAT/enhancer-binding protein-o) entre otras (47). No obstante, es
importante considerar que, aunque la hipermetilacidn se asocie con represion transcripcional,
las modificaciones epigenéticas actlan en conjunto para generar conformaciones de la
cromatina, por lo tanto, se deben tomar en cuenta otras marcas epigenéticas y mecanismos
de regulacion topoldgica para poder hacer inferencias sobre el estado transcripcional de una
region dada del genoma (Cajal). Adicionalmente se ha visto que la metilacion de DNA juega
un papel en la impronta de ciertos genes como Igf2 (Insluin-like growth factor 2) / H19, en
el cual el alelo materno y el paterno se encuentran silenciados respectivamente. La region de
impronta de este gen, que se encuentra cercana al promotor de H19, contiene una secuencia
de unién a CTCF. Cuando dicha regién se encuentra hipometilada se favorece la union de la
proteina CTCF, que bloquea la interaccion del enhancer con el promotor (48).
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Caja 1. Modificaciones epigenéticas y estado de la cromatina.

El DNA de eucariontes se encuentra asociado a proteinas histonas y no histonas en un
complejo que se conoce como cromatina. La unidad basica de la organizacion cromosomal
son los nucleosomas, que estan conformados por 8 histonas (2 moléculas de cada histona
H2A, H2B, H3 y H4) y el DNA de doble cadena asociado a éstas (fragmentos de 147
nucleotidos que le dan dos vueltas a las histonas). Adicionalmente, entre cada nucleosoma
existe un fragmento de aproximadamente 80 nucle6tidos asociado con una histona linker H1
(49). El espacio entre nucleosomas y qué tan estrecha sea la asociacion entre el DNA y las
histonas, determinara la accesibilidad de las secuencias de DNA a factores de transcripcion.
Por lo tanto, las modificaciones epigenéticas y los complejos remodeladores de la cromatina
pueden regular la compactacion y accesibilidad de la misma. Las modificaciones
postraduccionales de histonas ocurren principalmente en los extremos N-terminal de las
histonas y las combinaciones de éstas constituyen el cédigo de histonas, el cual puede ser
“interpretado” por complejos remodeladores y modificadores de la cromatina. A grandes
rasgos, la trimetilacion de la lisina 4, 36 y 79 de la histona H3 asi como la acetilacion de
lisinas, se asocian a estados abiertos de la cromatina; mientras que la trimetilacion de la lisina
9, 20 y 27 de la histona H3 se asocian con estados cerrados de la cromatina (Fig.2.) (32). En
particular, la acetilacién de histonas se ha visto como una modificacion importante para
determinar el estado de la cromatina, dado que neutraliza las cargas positivas de las lisinas y
por lo tanto desestabilizan la interaccion de éstas con la el DNA (carga negativa). Otras
modificaciones de histonas incluyen fosforilacion, p-N-acetilglucosaminacion, ADP
ribosilacion, ubiquitinacién y sumoilacion entre otras (50). Por otra parte, existen varios
complejos remodeladores de la cromatina (SWI/SNF, ISWI, helicasas con cromodominio de
union a DNA y INO80) que también pueden regular la compactacion de la cromatina
mediante una variedad de mecanismos que incluyen desplazamiento o desalojo de
nucleosomas, entre otros (35). Por lo tanto, la regulacién del estado de la cromatina es
complejo y depende de varios mecanismos epigenéticos que actlian en conjunto para generar
distintas conformaciones.
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Figura 2. Modelo de modificaciones epigenéticas y estado de la cromatina. (A) Modificaciones asociadas
con una cromatina compacta y por lo tanto trancripcionalmente inactiva. (B) Modificaciones asociadas con una
cromatina abierta y por lo tanto trancripcionalmente activa. Modificado de Jones P.A. et al. (51).

Se han asociado condiciones intrauterinas tales como restricciones del crecimiento
intrauterino (IUGR), hiperglucemia materna, DG y deficiencias de micronutrientes, con
alteraciones en los patrones de metilacion de distintos genes involucrados en enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas. En un estudio hecho por el grupo de Huang H. (52), se
identificaron regiones de metilacion variable, con una diferencia minima de 5% en los niveles
de metilacion en DNA de sangre de corddén umbilical, entre neonatos macrosémicos y de
peso normal. De estas regiones, el 62.3% se encontraban hipometiladas. Adicionalmente,
mediante analisis de enriquecimiento funcional, estas regiones se encontraron en genes
relacionados con el término “Desarrollo embrionario de 6rganos”. Posteriormente, se
hicieron mediciones antropomeétricas, de tension arterial y de pardmetros metabdlicos en
estos individuos cuando tenian entre 3 y 6 afios de edad. De manera interesante, el peso al
nacer se asociaba fuertemente con parametros cardiometabdlicos como niveles elevados de
colesterol total (CT), LDL, insulina y un mayor cociente CT/ LDL en comparacion con
aquellos individuos que tuvieron un peso adecuado al nacer (52). En otro estudio, en el que
utilizaron un modelo de células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) aisladas de
neonatos expuestos a IUGR, se identifico una reduccion en los niveles de metilacion del
promotor del gen eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase), en paralelo con un incremento
en los niveles de metilacion del promotor ARG2 (Arginase 2); comparados con los controles
(53). Congruentemente, los niveles de RNAmM (RNA mensajero) de eNOS se encontraron
incrementados, mientras que los de ARG2 se encontraron disminuidos. Esta disminucion en
la proporcion de la actividad de eNOS/ARG2 se ha implicado en el desarrollo de patologias
vasculares (54). Por lo tanto, los autores describen la programacion fetal de disfuncion
endotelial a través de un mecanismo dependiente de metilacion de DNA en genes
involucrados en la via de produccion de 6xido nitrico, un metabolito fundamental en la
patofisiologia de la disfuncion endotelial.
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1.4. El metabolismo de unidades de carbono como modulador de la metilacion de DNA
en respuesta a estimulos ambientales

Las reacciones bioldgicas de metilacion, incluyendo la de DNA, dependen de la
biodisponibilidad de grupos metilo, la cual es regulada por el metabolismo de unidades de
carbono (Fig.3). Este conjunto de vias metabdlicas involucra la transferencia de grupos
metilo a través de una serie de reacciones enzimaticas que se agrupan principalmente en los
ciclos de folato, homocisteina y metionina. Los folatos dietarios son la fuente principal de
sustratos para la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Esta cataliza la
formacion de 5-metiltetrahidrofolato (5-MeTHF), que dona su grupo metilo para la
remetilacion de la homocisteina, dando como producto metionina. Esta reaccion es
dependiente de vitamina B12 y es catalizada por la metionina sintasa (MTR).
Alternativamente, los grupos metilo para la formacion de 5-MeTHF pueden venir del
catabolismo de aminoacidos en la mitocondria, en particular, a partir de la interconversion
entre serina y glicina (55). La metionina es el precursor directo de S-adenosilmetionina
(SAM), el donador universal para las reacciones de metilacion de DNA, proteinas, RNA y
fosfolipidos (56). El proceso de metilacion del DNA es controlado por DNMTs que catalizan
la transferencia del grupo metilo de la SAM al carbono 5' de citosinas (57). Adicionalmente,
en el contexto del embarazo, esta via refleja el estado nutricional y metabolico materno,
estableciendo asi una regulacion de la metilacion de DNA en tejidos fetales mediada por el
ambiente materno.

Los folatos, son de particular importancia en el embarazo, durante el cual son
necesarios para el desarrollo embrionario, por lo que aumenta su demanda. La deficiencia de
folatos durante el embarazo confiere riesgo tanto a la madre como al feto. En la madre
confiere riesgo para desarrollar anemia (58) y alteraciones metabolicas, mediadas por fallas
en los mecanismos de regulacién epigenética involucrados en el establecimiento de las
adaptaciones metabdlicas transitorias que se dan durante el embarazo (59). Por otra parte, en
el feto se asocia principalmente con bajo peso al nacer (60) y defectos del tubo neural (DTN)
(61). Adicionalmente, existe evidencia que la deficiencia de folatos durante el desarrollo
embrionario participa en la programacion fetal, a través de alteraciones en la metilacion de
DNA, que comprometen la proliferacion y el mantenimiento celular (62), y que causan
adaptaciones permanentes en el metabolismo del feto que incluso podrian ser heredadas mas
alla de la generacidn originalmente expuesta a dicha deficiencia.

El ratén agouti ha sido un modelo experimental que ha permitido estudiar el efecto
del estado nutricional materno sobre el establecimiento de marcas epigenéticas en etapas
tempranas del desarrollo. Este modelo involucra el epialelo metaestable A" (alelos idénticos
pero que su expresion es variable dependiendo de modificaciones epigenéticas que se
establecen en etapas tempranas del desarrollo embrionario). EI gen Agouti codifica para una
proteina de sefializacion que promueve la produccion de eumelanina negra o feomelanina
marron. En el promotor de este gen, la hipometilacion resulta en su expresién ectdpica en
todos los tipos celulares (no s6lo en células foliculares como se da normalmente), resultando
en ratones con pelaje amarillo que desarrollan obesidad, diabetes y procesos tumorigénicos
en su vida adulta (63). Utilizando este modelo, varios autores han reportado que la
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suplementacion materna durante el periodo de gestacion, con micronutrientes que son
donadores de metilos como &cido félico, vitamina B12, betaina, metionina y colina, aumenta
los niveles de metilacion de DNA en el epialelo A*Y resultando en crias con pelaje marron
que son delgados y no presentan alteraciones metabdlicas (64, 65).
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Figura 3. Metabolismo de Unidades de Carbono. MTHFR cataliza la sintesis de 5-MeTHF, que actlia como
donador de un grupo metilo para la sintesis de metionina a partir de homocisteina. La metionina es el precursor
de SAM, el donador universal de grupos metilo para todas las reacciones bioldgicas de metilacion, incluyendo
metilacién de DNA. Modificado de Myte R. et al. (66).

Otro modelo animal que ha provisto evidencia del papel que juega el metabolismo de
folato en la programacion metabdlica fetal, involucra un ratén con una mutacion hipomérfica
en el gen que codifica para la Metionina sintasa reductasa (MTRR) (67). Esta enzima cataliza
la metilacién de cob(ll)alamina, el cofactor de MTR, a cob(l)-alamina (vitamina B12) que es
requerida para su reactivacion. Dicha mutacion, en el intron 9 del gen, resulta en una
disminucion en su expresion del 20.7% al 64.3% en los ratones Mtrré’®, y del 51% al 33.2%
en los ratones Mtrr*’®'. Adicionalmente, estos ratones presentan deficiencia de folatos
reflejada en altos niveles de homocisteina plasmatica. Una proporcion significativa de los
embriones de las ratonas mutantes presentan un retraso en el desarrollo en el dia embrionario
E10.5 y malformaciones congénitas como defectos del tubo neural, anormalidades
placentarias y una variedad de defectos cardiacos, independientemente de su genotipo.
Adicionalmente, un alelo mutante mtrr¥ en alguno de los abuelos maternos resultd suficiente
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para que la progenie de la generacion F3, que no tenia la mutacion, presentara dichos
fenotipos adversos. Por otra parte, en las placentas de las crias que presentaban fenotipos
adversos, se detectd una hipometilacion de DNA global y por lo tanto una inestabilidad
epigenética en el linaje trofoblastico. De tal forma los autores proveen un modelo de estudio
de herencia epigenética transgeneracional mediada por el metabolismo de folatos.

En humanos, se ha visto que la biodisponibilidad de los metabolitos del metabolismo
de unidades de carbono puede ser modulada por la presencia de polimorfismos de nucle6tido
unico (SNPs) en los genes que codifican para enzimas y transportadores de la misma.
Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) han demostrado una asociacion de
ciertos SNPs en genes involucrados en esta via con niveles séricos de algunos metabolitos,
particularmente homocisteina, folato y vitamina B12 (68-70). En algunos casos, como en el
gen MTHFR, se sabe que la variante C677T disminuye la actividad enzimatica, en 30% para
los heterocigotos (CT) y en 65% para los homocigotos (TT) (71), lo que resulta en la
disminucion de los niveles de folato. Adicionalmente, algunos de estos SNPs se han asociado
a niveles de metilacion de DNA vy a algunos rasgos adversos como defectos del tubo neural
(DTN) y parto pretérmino (70, 72, 73).

Por otra parte, distintos estudios han reportado que la biodisponibilidad de ciertos
metabolitos puede tener un papel en la programacién fetal de riesgo para enfermedades
cardiovasculares (18). Gardner et al. reportaron que deficiencias de folatos en la madre se
asociaban con riesgo en la progenie a desarrollar hipertension arterial (74). Asimismo, se ha
observado una relacion inversa entre los niveles séricos de folatos y homocisteina (75), y que
la hiperhomocisteinemia correlaciona con resistencia a la insulina, disfuncion endotelial,
hipertension y aterosclerosis (76). En estudios realizados con VSMCs (las células de masculo
liso que se encuentran en las paredes de los vasos sanguineos) del cordén umbilical en
humanos, se identificd que la hiperhomocisteinemia se asociaba con hiperproliferacion de
estas células e hipometilacion en la region de impronta de IGF2 (77, 78). Ademas, se ha
demostrado que los niveles de homocisteina y folato, particularmente, se asocian con
cambios en la metilacion de genes especificos. El grupo de Wang, et al. utilizé un modelo de
ratones ApoE-/-, los cuales desarrollan lesiones ateroscleroticas. Al inducir
hiperhomocisteinemia mediante dieta, se observo un incremento en la presencia de lesiones
aterosclerdticas e hipometilacion del gen MCP-1. De manera interesante, la suplementacién
con acido félico y vitamina B12 en los ratones con hiperhomocisteinemia, restablecio los
niveles de metilacion (79). Adicionalmente, varios estudios han demostrado que la
deficiencia de folatos se asocia con hipometilacion global (65, 80, 81).

1.5. Impacto del metabolismo de unidades de carbono sobre rasgos glucémicos en el
embarazo

Durante el embarazo, incrementa la demanda de folatos para proveer los grupos metilo
necesarios para sustentar la proliferacion celular y el crecimiento del feto; pero también para
los procesos de adaptaciones metabdlicas transitorias maternas que se dan durante el
embarazo. Se ha propuesto que la metilacion de DNA, asi como otros mecanismos
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epigenéticos, podrian tener un papel en el establecimiento de dichas adaptaciones (59). Un
ejemplo son las adaptaciones que ocurren en el metabolismo de glucosa.

La segunda mitad del embarazo se caracteriza por un estado fisiologico de resistencia
a la insulina, para aumentar la disponibilidad de glucosa necesaria para el crecimiento del
feto y la placenta. Para compensar este estado, usualmente se da una expansion en las células
[ pancreaticas y un aumento en la secrecion de insulina (82). Fallas en estos mecanismos,
que resultan en una produccion insuficiente de insulina para compensar el estado
diabetogénico impuesto por el embarazo, se asocian al desarrollo de Diabetes Gestacional
(DG) (83). Esta enfermedad se caracteriza como intolerancia a la glucosa que se presenta por
primera vez durante el embarazo y que usualmente se diagnostica en el tercer trimestre.
Recientemente en un estudio de cohorte, en el cual se analizo la metilacion de DNA a nivel
de genoma completo en sangre periférica de mujeres embarazadas, se reportd que existia un
patron de metilacion distinto entre aquellas mujeres que desarrollaron DG comparado con
las mujeres control (84). Este estudio fue el primero en analizar patrones de metilacién en
tejidos maternos y que provee evidencia sobre el papel que podria jugar la metilacion de
DNA en el desarrollo de DG y su utilidad como biomarcador clinico.

A su vez, la DG se ha asociado con fenotipos adversos en el recién nacido, como
Obitos, malformaciones congénitas, sindrome de dificultad respiratoria neonatal y
macrosomia (85). Adicionalmente, esta condicion intrauterina se ha relacionado con
programacion fetal de obesidad, DT2 y enfermedades cardiovasculares (86). Se sabe que
individuos expuestos a hiperglucemia durante la gestacion presentan alteraciones en los
patrones de metilacion, elucidados en sangre del cordén umbilical y placenta, tanto a nivel
de genoma completo (87) como en genes especificos involucrados a la resistencia a la
insulina y distintos desordenes metabdlicos como dislipidemias (88-91). De igual forma, se
ha reportado que el 11% de los genes en los que se ve afectada la metilacion se encuentran
en vias asociadas a enfermedades metabolicas (92). Por otra parte, también se han detectado
fenotipos funcionales asociados a hiperglucemia materna. EI grupo de Consoli (93), buscé
estudiar alteraciones vasculares causadas por DG. En su trabajo reportan un incremento en
la adhesidon de monocitos y alteraciones en la produccion de 6xido nitrico estimulado por
insulina, en células endoteliales in vitro derivadas de cordones umbilicales de individuos
expuestos a DG. Los autores mencionan que estas adaptaciones pro-aterogénicas se
mantienen a través de varios pases en cultivo, por lo cual proponen que podria ser atribuido
a modificaciones epigenéticas y metabdlicas que ocurren durante el embarazo por el
fendmeno de programacion fetal (93).

De manera interesante, en estudios realizados en nuestro laboratorio, observamos que
existe una asociacion con genes involucrados en metabolismo de unidades de carbono v el
riesgo a desarrollar alteraciones metabdlicas durante el embarazo, como DG. En una cohorte
de pacientes embarazadas, se dilucid6 una relacion entre el fenotipo dual de niveles elevados
de homocisteina y niveles disminuidos de folato con el desarrollo de DG (datos no
publicados). Adicionalmente, se encontrd que los parametros glucémicos y la sensibilidad a
la insulina durante el embarazo podian ser modulados por la dosis y tiempo de inicio de la
suplementacion con acido félico. Pacientes que iniciaron a suplementarse con acido félico

18



después del segundo trimestre del embarazo tenian una mayor resistencia a la insulina. En
este sentido, la capacidad de la madre para metabolizar folatos, determinada por la presencia
de distintos SNPs en genes que codifican para enzimas y transportadores del metabolismo de
unidades de carbono, podrian modular los niveles de ciertos metabolitos como glucosa, folato
y homocisteina. De manera interesante, algunos de estos SNPs modulan también el riesgo
para DG. En particular, se identifico la variante C677T en el gen MTHFR (rsl1), que cataliza
la sintesis de 5-MeTHF, asociada a riesgo para DG y parametros glucémicos en interaccion
con la suplementacion de &cido félico. Variantes en CUBN (rs1 y rs2), SARDH (rsl),
MTHFR (rs2) y FIGN (rs1) también mostraron asociacion con riesgo para DG, mientras que
variantes en MTR (rs1) y SLC19A1 (rsl) resultaron protectoras (datos no publicados). De
éstos, CUBN y SLC19A1 codifican transportadores de vitamina B12 y folatos (con mayor
afinidad por las formas reducidas de folato), respectivamente, mientras que MTR y SARDH
codifican enzimas. MTR cataliza la sintesis de metionina a partir de homocisteinay SARDH
cataliza la desmetilacion oxidativa de la sarcosina, lo que genera una fuente mitocondrial de
unidades de carbono. FIGN codifica una chaperona cuya funcién ha sido menos estudiada,
sin embargo, se ha reportado que es capaz de regular a la alta la expresion de SLC19A1 y
DHFR (dihidrofolato reductasa) al inhibir su degradacion en el proteasoma. Adicionalmente,
la presencia de mas de uno de estos SNPs podria tener efectos aditivos o sinérgicos (94). Por
lo tanto, la combinacion de SNPs presentes en la madre tendréa las siguientes implicaciones:
1) determinara la capacidad metabolica materna para metabolizar folatos, 2) modulara el
riesgo a desarrollar alteraciones metabdlicas durante el embarazo y 3) podria modular los
niveles de metilacion en tejidos maternos y fetales.

El esquema de suplementacion con éacido folico sintético recomendado actualmente
es de 400ug al dia al menos tres meses antes del embarazo y durante el primer trimestre. Este
esquema de suplementacion esta basado en la prevencion de defectos del tubo neural (DTN)
(esta dosis disminuye el riesgo de DTN en un 36%) (95). Sin embargo, no existen estudios
sobre la dosis adecuada de ingesta de folatos para prevenir otros tipos de desenlaces adversos
tanto en la madre (como el desarrollo de alteraciones metabdlicas durante el embarazo) como
en el feto (programacion metabdlica fetal). Adicionalmente, los estudios previos se han
realizado en otras poblaciones, sin tomar en cuenta que la frecuencia de las variantes en genes
involucrados en la via de unidades de carbono es diferente en cada la poblacion. Por ejemplo,
la variante C677T de la MTHFR es de muy alta frecuencia en la poblaciéon mexicana (entre
50 y 58.5%) comparada con la frecuencia reportada en otras poblaciones (96-98).

1.6. Integracion de factores genéticos y metabolicos maternos en la caracterizacion de
ambientes intrauterinos vinculados con programacion fetal

Distintos estudios han utilizado marcadores bioquimicos para caracterizar ambientes
intrauterinos adversos que puedan asociarse a programacion fetal, los cuales no permiten
establecer causalidad. Sin embargo, el enfoque propuesto por Relton et al. (99) y utilizado
por Allard et al. (100) para el estudio de los mecanismos vinculados a programacion fetal
tiene el potencial de mejorar inferencia causal, aunque sin poder establecerla con certeza.
Esta metodologia consiste en el estudio de un conjunto de SNPs maternos, marcadores
bioquimicos y su asociacion con fendmenos epigenéticos implicados en programacion fetal.
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Si se encuentra una asociacion significativa tanto entre los marcadores bioquimicos como en
los SNPs maternos, con marcas epigenéticas, esto sustenta que los factores metabdlicos son
en parte causales del estatus epigenético. Los autores argumentan que esto es por la
naturaleza estatica de las variantes genéticas, que no pueden ser modificadas por condiciones
ambientales en contraste con los marcadores bioquimicos. En este estudio, a partir de SNPs
previamente asociados con niveles elevados de glucosa, se establecié un puntaje de riesgo
genético (GRS, genetic risk score) para hiperglucemia durante el embarazo y se evaluo su
asociacion con modificaciones en los patrones de metilacion en individuos expuestos a esta
condicidn in Gtero.

Los puntajes de riesgo genetico buscan explicar la mayor proporcion de la varianza
del fendmeno de estudio, a partir de una combinacion de varios marcadores genéticos
asociados con desenlaces clinicos relevantes (101). Es decir, permite integrar la contribucion
de distintos marcadores; por lo tanto, han sido aplicados como herramientas de prediccion de
fenotipos o patologias de interés. En este caso, el GRS generado fue utilizado para
caracterizar un ambiente intrauterino adverso de hiperglucemia. Por lo tanto, este enfoque se
podria seguir con otras vias metabdlicas, como el metabolismo de unidades de carbono, para
dilucidar el efecto de ambientes intrauterinos adversos sobre cambios en la metilacion de
DNA vinculados con programacion fetal.
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2. Justificacion

En las ultimas décadas se ha dado un gran aumento en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares, en México estas enfermedades son la causa nimero uno de muerte,
representan el 15% de las muertes en nuestro pais (102) y el 31% de las muertes a nivel
mundial (103). Se cree que el fendmeno de programacion metabdlica fetal ha contribuido
significativamente al aumento en la incidencia de distintas patologias, dado que exposiciones
ambientales durante el desarrollo embrionario seran determinantes para las condiciones de
salud y enfermedad durante la vida adulta. Se ha propuesto que las bases moleculares del
fendmeno de programacion fetal involucran cambios epigenéticos mediados por el ambiente
intrauterino, que a su vez resultaran en las adaptaciones funcionales en el metabolismo del
feto. El embarazo presenta una ventana de oportunidad para la implementacion de medidas
que prevengan adaptaciones adversas en el metabolismo fetal. Por lo tanto, es necesaria la
busqueda de factores de riesgo para el desarrollo de ambientes intrauterinos adversos, asi
como los mecanismos involucrados en las adaptaciones epigenéticas.

Las alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono durante el embarazo,
como son las deficiencias de folato, han sido predominantemente estudiadas en el contexto
de malformaciones congénitas. Nuestro grupo ha estudiado en una amplia cohorte de mujeres
gestantes los efectos de la variabilidad en el tiempo y dosis de suplementacion de folato, en
el contexto de la predisposicion genética para distintos desenlaces adversos tanto para las
madres como para los productos. Sin embargo, hasta el momento no se han explorado
cambios epigenéticos y funcionales vinculados a la programacion fetal y su relacién con el
metabolismo de unidades de carbono. Particularmente en este trabajo nos enfocamos a
aquellos cambios relacionados a la disfuncion endotelial y la ateroesclerosis. De tal forma
que el estudio de factores genéticos y metabolicos maternos involucrados en el
establecimiento de un ambiente intrauterino adverso permitiera identificar adaptaciones
fetales que se manifiestan en el periodo postnatal como fenotipos de riesgo cardiovascular.

3. Pregunta de Investigacion

¢Los patrones de metilacion de DNA vy la abundancia de RNAm de genes vinculados con
disfuncion endotelial y aterosclerosis en HUVECS pueden ser modulados por el metabolismo
de unidades de carbono durante el embarazo?
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4. Hipotesis

Alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono durante el embarazo, resultaran en
cambios en los niveles de metilacion de DNA y abundancia de RNAm de genes vinculados
con la disfuncion endotelial y la aterosclerosis en HUVECSs.

5. Objetivo General

Evaluar cambios en los niveles de metilacion de DNA y abundancia de RNAm de genes
vinculados con disfuncién endotelial y aterosclerosis en HUVECs, mediados por alteraciones
en el metabolismo de unidades de carbono durante el embarazo.

6. Objetivos Particulares

Caracterizar las alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono durante el
embarazo mediante un puntaje de riesgo genético y marcadores metabolicos
maternos.

Evaluar el efecto de la dosis de suplementacién con acido félico sobre la
predisposicion a desarrollar fenotipos metabdlicos adversos durante el embarazo.
Evaluar el efecto de las alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono sobre
los niveles de metilacion de DNA global (LINE-1) y en regiones reguladoras de genes
vinculados con programacion fetal de disfuncion endotelial y aterosclerosis (TNFa,
MCP-1, IGF2 y LEPR) en HUVECs.

Evaluar los niveles de RNAmM de genes regulados por las regiones cuya metilacién de
DNA en HUVECS se asocie con las alteraciones en el metabolismo de unidades de
carbono.

Evaluar el efecto de las alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono sobre
la expresion de las moléculas de adhesién ICAM1y VCAML1, en HUVECs.

Evaluar el efecto de la suplementacion con folato en los niveles de metilacion de
DNA de las regiones previamente asociadas con las alteraciones en el metabolismo
de unidades de carbono, y sobre la expresién de ICAM1y VCAML1, en HUVECs.
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7. Metodologia
7.1. Caélculo del tamafio de muestra

El célculo del tamafio de muestra se hizo mediante una regresion lineal maltiple usando una
a de 0.05 y un poder estadistico de 0.8. Los parametros utilizados para el célculo son los
descritos en el trabajo de Allard C. et al (100). Estos autores reportan una asociacion entre
un GRS para hiperglucemia materna e hipometilacion en el gen de Leptina (LEP) en células
de sangre de cordon umbilical. Haciendo este calculo se requerira un tamafio de muestra de
88 mujeres. Sin embargo, es posible que, si el GRS generado explicara un mayor porcentaje
de la varianza del fenotipo de interés, se requiera un nimero menor de pacientes para observar
diferencias estadisticamente significativas. Se consideraran como covariables de ajuste el
indice de masa corporal (IMC) pregestacional, edad materna, dosis de suplementacion
materna con acido félico y ancestria.

7.2. Captacion, obtencion de muestras y seguimiento.

Las muestras empleadas para este estudio se obtuvieron de una cohorte de mujeres
embarazadas reclutadas de 2005 a la fecha, en dos fases, como parte del estudio “Mecanismos
de programacion fetal vinculados a enfermedades crénicas en el adulto”, con nimero de
registro 11-93-2015, aprobado por el comité de ética e investigacion del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”. La primera cohorte consiste de 614 mujeres, mientras que la
segunda cohorte consiste de 172 mujeres. De esta segunda cohorte, Unicamente se obtuvieron
datos y muestras de sus neonatos en 53 casos, que fueron las que tuvieron seguimiento hasta
el momento del parto.

La metodologia general del estudio se describe a continuacion:

Las pacientes fueron captadas en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.
Médicos del Servicio de Ginecologia y Obstetricia invitaron a participar en el estudio a
mujeres mestizas mexicanas (con padres y abuelos mexicanos), mayores de 18 afios que
tuvieran entre 4 y 14 semanas de gestacion. Los criterios de exclusion fueron: periodo
intergenésico menor a un afio, diabetes pregestacional, terapia de fertilidad,
hipo/hipertiroidismo, sindrome de ovario poliquistico y otras enfermedades que alteren el
metabolismo de carbohidratos. Se eliminaron del seguimiento a pacientes que desarrollaron
hipertension o preeclampsia durante el embarazo. Las pacientes firmaron una carta de
consentimiento informado y posteriormente se les realizo la primera evaluacion.

Durante la primera evaluacion se interrog6 a las pacientes para llenar una hoja de
recoleccion de datos (que incluye antecedentes gineco-obstétricos, antecedentes personales
patoldgicos, antecedentes familiares y suplementacion con acido félico) y se tomaron
medidas antropomeétricas (peso y talla). Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre en
un tubo con EDTA, que fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.
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Posteriormente, entre las semanas 24 y 28 del embarazo se les realizd una curva de
tolerancia oral a la glucosa (CTOG) de 2 horas con 75g de glucosa y se tomaron muestras de
suero basal y en cada hora de la curva.

Para el estudio de la segunda cohorte, durante el parto se recolect6 el cordon umbilical
y se almacen6 en PBS (sin calcio y magnesio), pH 7.2 a 4°C hasta el momento de su
procesamiento (en menos de 12 horas). El disefio experimental se muestra en la Fig.4.

Semanas de
g [ a-14 | | 24-28 | | 37-42 |
gestacion
Antecedentes gineco-obstétricos, CTOG de 75g Cordén umbilical
patoldgicos, familiares. Toma de muestra de suero
Suplementacion con dcido fdlico. l l l
De suero materno: R o de | culti cultiv d
_ aspado de la ultivo ultivo de
Genotipado de 3 SNPsen genes de Glucosa, homocisteina, 5-MeTHF, p -
. vena umbilical de HUVECs en M199
enzimas y transportadores del Vb12. .
! . con un pincel de HUVECs +5-MeTHF
metabolismo de unidades de . .
citologia en M199 (200nm/L).
carbono y 32 marcadores
informativos de ancestria. l l
Andlisis de expresion de VCAM1
e ICAM1 ante activacion
endotelial mediante gqRT-PCR.

+ Anélisis de metilacién de LEPR, TNFa,
MCP-1, IGF2 y LINE-1 mediante
pirosecuenciacion por bisulfito.
gRT-PCR de genes cuyas regiones
reguladoras resulten diferencialmente
metiladas en respuesta al ambiente
intrauterino.

*Mayor de  +Periodo intergenésico < 1 afio
18 aftos * Diabetes pregestacional
*Mestizas  +Terapia de fertilidad < 1 afio
Mexicanas *Hipotiroidismo/ hipertiroidismo
*Sindrome de ovario poliquistico
+Desarrollo de preeclampsia/
hipertension en el embarazo.

Figura 4. Disefio experimental del estudio de la segunda cohorte. N=172 mujeres, de las cuales para 53 se
tienen datos del par madre-hijo.

7.3. Criterios de seleccién de SNPs y genotipificacion

La seleccion de SNPs se hizo con base en resultados previos de nuestro grupo, los cuales
elucidaron la asociacién de distintas variantes genéticas con niveles de homocisteina, folato
y vitamina B12. Se genotiparon aquellos SNPs en genes que codifican para enzimas y
transportadores del metabolismo de unidades carbono que previamente se habian asociado
tanto a homocisteina, folato y a riesgo para DG. Se hizo extraccion de DNA a partir de las
muestras de sangre periférica de las pacientes mediante el kit QlAamp 96 DNA Blood Kit-
12 (Qiagen) y la concentracién fue analizada utilizando un NanoDrop ND 1000. El
genotipado de los SNPs en genes involucrados en el metabolismo de unidades de carbono y
de 32 marcadores de ancestria informativos (AIMs) se hizo con la plataforma QuantStudio
(Life Technology).
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7.4. Generacion del puntaje de riesgo genético

A partir de la cohorte de la primera fase de reclutamiento, previamente realizada en el
laboratorio, que consiste de 614 mujeres gestantes mexicanas (Tabla S7), se analizaron 40
SNPs en genes que codifican para enzimas y transportadores del metabolismo de unidades
de carbono que habian sido asociados a los niveles séricos de metabolitos como folato,
homocisteina y vitamina B12 en GWAS; a defectos del tubo neural y otras malformaciones,
0 bien a metilacion de DNA. De estos, 7 SNPs se asociaron significativamente con riesgo a
DG (Tabla 1). Para la generacion del GRS, se seleccionaron de estas 7 variantes aquellas que
mostraron asociacion con los niveles séricos de homocisteina o folato durante la SDG 24 —
28, cuando se realizaron las CTOG (Tabla 2). Para aquellas variantes previamente reportadas
en asociacion con homocisteina y folato se consideraron significativas con un p-valor menor
a 0.05. Para aquellas variantes que no habian sido previamente reportadas se consideraron
las asociaciones con un p-valor menor a 0.007 (corregido por Bonferroni para 7
comparaciones). Para construir un GRS ponderado, se calcularon los coeficientes  de dichas
regresiones y se multiplicaron por el niamero de alelos de riesgo (0, 1, 2) de cada variante
seleccionada. Adicionalmente, se calculd el coeficiente B de la regresion lineal entre
homocisteina y folato para ponderar la sumatoria de los términos de asociacion con
homocisteina y se sumo con los términos de asociacion a folato de forma analoga al método
reportado por el grupo de Camp N.J. (104). Dichos célculos se resumen en la siguiente
formula.

GRS = (Z Bi homocisteinaSNPi homocisteina) X [))folato homocisteina T Z [))j folato SNPj folato

Tabla 1. SNPs asociados con riesgo a DG, evaluados para las asociaciones con homaocisteina o folato
séricos.

SNP Gen Chr Region Alelo Frecuencia Rasgo asociado
menor del alelo
menor
(MEX)
rsi CUBN 10 Exon 8 T 0.16 Vitamina B12, DTN
(70, 73)
rs2 CUBN 10 Intron 14 G 0.1 Vitamina B12, DTN
(70, 73)
rsl FIGN 2 Intrén 2 G 0.12 Folato (70)
rsl MTHFR 1 Ex6n 4 A 0.56 Folato, homocisteina,

metilacion de DNA,
DTN (70, 97, 105,

106)

rsl MTR 1 Ex6n25 G 0.2 Homocisteina (107)

rsl SARDH 9 Exo6n 2 T 0.21 Homocisteina,
metilacién de DNA
(108)

rsl SLC19A1 21 Exén 2 A 0.4 Folato, homocisteina,

metilacion de DNA,
DTN (109-111)
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Tabla 2. SNPs en genes que codifican para enzimas y transportadores utilizados para la construccion
del GRS.

SNP Gen Chr Regién Alelo Frecuencia Rasgo asociado
menor del alelo
menor
(MEX)
rsl CUBN 10 Exon 8 T 0.16 Vitamina B12, DTN
(70, 73)
rsi FIGN 2 Intrén 2 G 0.12 Folato (70)
rsl MTHFR 1 Exon 4 A 0.56 Folato, homocisteina,

metilacion de DNA,
DTN (70, 97, 105,
106)

7.5. Mediciones y Parametros Bioquimicos / Antropométricos

Se determinaron niveles de glucosa, colesterol total, lipoproteinas de alta densidad (HDL) y
triacilglicéridos (TG) por métodos enzimaticos. Los niveles de LDL se calcularon utilizando
la formula de Friedwald (112). Adicionalmente, se determinaron los niveles de folato y
vitamina B12 mediante métodos enzimaticos basados en quimioluminiscencia (Beckman
Coulter) y de homocisteina mediante colorimetria (Beckman Coulter). Estas determinaciones
se hicieron en las muestras de suero materno, recolectadas durante las semanas 24 — 28 del
embarazo.

El &rea bajo la curva (AUC) de los niveles de glucosa durante la CTOG se calculd
mediante el método de trapezoide de acuerdo a la siguiente formula:

AUC = [(glucosaayun;+glucosa60,) 60] n [(glucosaﬁo,+2glucosa120,) 60]

El IMC se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula: IMC = 222%9) ge yjlizaron

talla? (m2)’
como puntos de corte aquellos propuestos por la OMS que definen bajo peso <18.5,
normopeso 18.5 — 24.99, sobrepeso 25 — 29.99, obesidad grado | 30 — 34.99, obesidad grado
I1 35 —39.99, obesidad grado I11 > 40 (113).

Otras clasificaciones maternas y neonatales evaluadas incluyen:

e Edad materna avanzada se considera si la madre tenia 35 afios de edad o mas al inicio
del embarazo.

e Alta paridad como 3 0 més gestas, incluyendo la de estudio.

e Productos macrosomicos o hipertroficos se consideran aquellos recién nacidos con
un peso mayor a 4000 gr.

e Parto pretérmino si el parto sucedio entre la semana gestacional 28 y 36.
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7.6. Obtencion y cultivo de HUVECs

De los cordones umbilicales recolectados se realizaron raspados de la vena umbilical de
fragmentos de 10 — 15 cm con cepillos de citologia (hc2 DNA collection Device) para obtener
las células endoteliales. Los cepillos se colocan en PBS + 4% albUmina bovina y se agitan a
3000 rpm. Posteriormente, se retira el cepillo del tubo y se centrifuga a 1200 rpm por 10
minutos. Se hace un lavado del boton de células obtenidas con Buffer EL (Qiagen) y se
incuba a 4°C por 10 minutos. Se centrifuga nuevamente a 10,000 rpm, a 4°C por 10 minutos
y se resuspende el boton de células en 500uL de buffer EL, el cual se almacena a -70°C para
realizar posteriormente la extraccion de DNA/RNA.

Adicionalmente, se aislaron HUVECs para cultivo utilizando el protocolo descrito
por Baudin et al. (114) con algunas modificaciones. Brevemente, fragmentos de 15 — 30 cm
de corddn se limpian con gasas estériles y alcohol al 70% (v/v). Se inserta una canula a la
vena umbilical, se pinza y se fija con un cincho de pléstico ajustable. Se perfunde el cordon
con solucion HEPES, pH 7.2 para lavar el exceso de sangre. Posteriormente, se coloca otro
cincho en el extremo del corddn que no esta canulado y se llena la vena con aproximadamente
10mL de colagenasa tipo Il (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) 0.01%
en HEPES. Se coloca el cordon en ~200mL de HEPES y se incuba en un bafio maria a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente, se recupera la colagenasa en un tubo de 50mL y se inactiva
con suero bovino fetal (SBF). Se hacen dos lavados de la vena umbilical y se recolecta el
liquido. Se centrifuga a 1200rpm por 8 minutos y posteriormente se siembran las células en
cajas de cultivo de 25mm? (previamente tratadas con gelatina de piel de bovino) con medio
M199 enriguecido con 10% SBF, heparina 2 Ul/mL, mitdégeno endotelial 25mg/mL, 1% L-
glutamina 200mM y 100UI/mL penicilina/estreptomicina. Las células se incuban a 37°C, 5%
CO.. Después de 24 horas se hacen lavados para eliminar células sanguineas y se dejan con
4mL de medio. Se hacen cambios de medio cada tercer dia hasta que las células alcancen un
80% de confluencia (en 6 dias aproximadamente), momento en el cual se tratan con tripsina
las células para extraer DNA/RNA de las mismas.

7.7. Criterio de seleccion de regiones para el estudio de metilacion de DNA

Se hizo una revision en la literatura de estudios que hubieran identificado regiones
susceptibles a cambios en los niveles de metilacion de DNA en respuesta a hiperglucemia,
hiperhomocisteinemia, IUGR o que estuvieran asociados a fenotipos adversos en los recién
nacidos. De esas regiones, se seleccionaron para esta tesis, aquéllas que fueran relevantes
para la patofisiologia de disfuncion endotelial y aterosclerosis. Las regiones seleccionadas se
muestran en la Tabla 3. Adicionalmente, se seleccionaron secuencias LINE-1 como un
indicador de los niveles de metilacion global.
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Tabla 3. Regiones de genes asociados a condiciones intrauterinas adversas relevantes en la
patofisiologia de disfuncion endotelial y aterosclerosis para el estudio de metilacion de DNA.

Gen Regién Rasgo asociado Tejido
LEPR Exo6n 1 Restriccion de crecimiento intrauterino  Placenta
(IUGR) (115)
TNFa -2007 a -1731 Hiperglucemia materna (116) Tejido adiposo perirrenal
respecto al TSS (ratas)
TNFa Promotor Niveles de homocisteina en pacientes con Sangre periférica
-312 a-41 DT1(117)
MCP-1 Promotor Niveles de MCP-1 en pacientes con DT2 Sangre periférica
-354 a -164 (118)

Niveles de homocisteina en ratones
aterosclerdticos (79)

IGF2 -2085 a -1914 Macrosomia Sangre de cordén
respecto al TSS Hiperglucemia materna (119) umbilical

Hiperhomocisteinemia e hiperproliferacion VSMCs de  corddn
de VSMCs (78) umbilical

H19 -2299 a -1826 Macrosomia Sangre de cordén
respecto al TSS Hiperglucemia materna (119) umbilical

LINE-1 Macrosomia (120) Sangre de cordén
umbilical

7.8. Conversién por bisulfito y Pirosecuenciacion

De las HUVECs obtenidas mediante los raspados y de cultivo se hizo extracciéon de
DNA/RNA usando el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). La concentracion del DNA
obtenido se analiz6 utilizando un NanoDrop ND 1000. Posteriormente, se sometieron 800 ng
de DNA a conversion por bisulfito utilizando el EpiTect 96 Bisulfite kit (Qiagen) y
almacenados a -20°C hasta su uso.

Los primers de amplificacion y el primer de secuenciacion para cada una de las
regiones se disefiaron utilizando el programa PyroMark Assay Design 2.0. Las secuencias de
los primers se presentan en la Tabla S1. Dado que el rango 6ptimo de secuenciacion es de
120 bp, algunas regiones se dividieron en varios amplicones para poder ser secuenciadas
completas. Uno de los primers debe ir biotinilado (el que va en sentido contrario al primer
de secuenciacion) y deben de ser purificados por HPLC.

Las PCRs de amplificacion se hicieron con el PyroMark PCR kit (Qiagen) utilizando
12.5uL PyroMark PCR MasterMix 2x, 2.5uL CoralLoad Concentrate 10x, 2.5uL de la
mezcla de primers sentido y antisentido 10x y 20 ng de DNA convertido por bisulfito en un
volumen final de 25uL. Las condiciones de amplificacion se describen en la Tabla S2. Los
ensayos de pirosecuenciacion se hicieron en el pirosecuenciador Q24 Advanced utilizando
Pyromark Q24 Advanced CpG Reagents. Brevemente, para la purificacion del producto PCR
se utilizaron 10uL, 1pL de perlas de sefarosa cubiertas de estreptavidina y 40uL de buffer
de unién en un volumen total de 80uL. Los productos de PCR biotilinados unidos a las perlas
de sefarosa se someten a lavados con etanol 70%, solucion de desnaturalizacion (NaOH) y
solucion de lavado en la estacion de vacio (PyroMark Q24 Vaccum Prep Workstation).
Posteriormente, las perlas se liberan a una placa que contiene 20uL del primer de
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secuenciacion (0.375uM). Esta se somete a una incubacion a 80°C por cinco minutos antes
de iniciar la corrida.

7.9. Suplementacion con folato en cultivo

Las células endoteliales obtenidas de cordones umbilicales de pacientes expuestas al GRS de
riesgo en conjunto con dosis bajas de suplementacion con acido folico durante el embarazo
se sometieron a un esquema de suplementacion con 200 nmol/L de 5-metiltetrahidrofolato
(5-MeTHF) por 72 horas en cultivo. En mujeres embarazadas, la dosis recomendada de
suplementacion con &cido folico para corregir anemia por deficiencia de acido félico o para
prevencion de malformaciones en pacientes con antecedentes de productos malformados es
de 5mg al dia. Con esta dosis se ha observado que la concentracion que se alcanza de 5-
MeTHF en suero es de 200 nmol/L (121, 122), por lo tanto, se utilizé esta concentracion para
suplementar los cultivos de células endoteliales del corddén umbilical. Adicionalmente,
después de 48 horas de suplementacion con folato en cultivo, el exporte de homocisteina de
las células disminuye significativamente y después de 72 horas alcanza el nivel méas bajo
(123).

7.10. Ensayos de activacion endotelial

Para determinar los niveles de expresion de las moléculas de adhesion VCAM1 y ICAML,
se hicieron ensayos de activacion endotelial. Se utilizaron HUVECs de los productos de 3
pacientes con GRS de riesgo y baja suplementacion contra 3 pacientes con GRS protector.
Se hicieron cultivos por triplicado de cada paciente para cada experimento. Se sembraron
59,000 células por pozo (en placas de 12 pozos) y una vez que llegaron al 90% de confluencia
se incubaron con TNFa (1ng/mL) durante 16 horas. Al finalizar esta incubacién se lisaron
las células para hacer extraccion de RNA. Adicionalmente, se hicieron ensayos en los cuales
se suplementaron los cultivos de HUVECs con 200nM 5-MeTHF y durante las tltimas 16
horas de las 72 horas de suplementacion con folato, se incubaron las células con TNFa para
la posterior extraccion de RNA.

7.11. Sintesis de cDNA y ensayos de qRT-PCR

El RNA fue purificado de HUVECs obtenidas mediante raspados de la vena umbilical y de
cultivos con el AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). La concentracion del RNA obtenido se
analizé utilizando un NanoDrop ND 1000. Se hizo retrotranscripcion mediante el kit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit a partir de 1jug de RNA. Para los casos en los que
no se obtuvo 1pg de RNA, se hizo la retrotranscripcion con el doble de volumen de los
reactivos del kit. EI minimo de RNA necesario para la sintesis de cDNA fue de 100ng.

Se utiliz6 PCR en tiempo real (QPCR) para caracterizar las HUVECs mediante la
expresion de marcadores especificos de este linaje celular. Se utilizaron los genes VWF
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(Factor Von Willebrand), PECAM-1 y CD146 que son especificos de HUVECs.
Adicionalmente se utiliz6 CD45 como un marcador de linaje hematopoyético, que se expresa
en la mayoria de leucocitos para determinar la presencia de células contaminantes de otros
linajes. Se hicieron cuantificaciones relativas a B2M (-2 microglobulina), como gen de
expresion constitutiva, mediante el método AAC:. Los primers utilizados se muestran en la
Tabla S3. Se utiliz6 el kit Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (ThermoFisher), con
10 ng de cDNA y 0.3 uM de primers sentido y antisentido en un volumen total de 12.5 pL.
Las reacciones se corrieron en el sistema Step One Plus (Applied Biosystems) por triplicado.
Las condiciones de amplificacion se muestran en la Tabla S4.

Adicionalmente, se utiliz6 qPCR para analizar la expresion de genes cuyos niveles de
metilacion de DNA en sus regiones reguladoras resultaron asociados con factores maternos
de interés, asi como de las moléculas de adhesion VCAM1 y ICAM1 de HUVECs en las
cuéles se indujo activacion endotelial. Se utilizaron 10 ng de cDNA, 0.3 uM de cada primer
sentido y antisentido en un volumen total de 20 pL con el QuantiTect SYBR Green PCR kit
(Qiagen) en un sistema Step One Plus (Applied Biosystems) por triplicado. De igual forma
se hicieron cuantificaciones relativas a B2M, como gen de expresion constitutiva, mediante
el método AAC:. Dado que no fue posible parear a las pacientes en los analisis de expresion
de VCAML1 y ICAML, se calculd el nimero de veces del cambio en su expresion relativa
después de la activacion endotelial, comparado con su expresion relativa basal mediante el
método de Livak. De esta forma se toman en cuenta condiciones intrinsecas de las pacientes,
como el IMC y otras condiciones inflamatorias, que pudieran causar cambios en la expresion
de las moléculas de adhesion analizada. Las condiciones de amplificacion se muestran en la
tabla S5y las secuencias de los primers utilizados se muestran en la Tabla S6.

7.12. Andlisis Estadistico

Todos los analisis fueron hechos en R 3.4.3 (124) salvo para los que se indica de otra manera.
Se analizé que todos los SNPs utilizados estuvieran en equilibrio Hardy-Weinberg con el
programa PLINK v1.07 (125). Con este mismo programa se calcularon las frecuencias
alélicas. Los analisis de asociacion entre las variantes génicas y homocisteina o folato hechos
en la cohorte de 614 mujeres, se hicieron con modelos de regresion lineal en los que se
incluyeron como covariables IMC pregestacional, edad materna, hospital de referencia, dosis
de suplementacién con acido folico y los 10 primeros componentes obtenidos de un analisis
de componente principales (PCA) de un panel de 118 AIMs para corregir por estratificacion
poblacional.

El GRS construido a partir de las variantes seleccionadas y los coeficientes B de las
mismas obtenidos de la primera cohorte de 614 mujeres, fue evaluado en la segunda cohorte
de 172 mujeres mediante modelos de regresion lineal con el término de interaccion entre el
GRS y la dosis de suplementacion con &cido folico. Se incluyeron como covariables IMC
pregestacional, edad materna, los 15 primeros componentes principales de un panel de 32
AlIMs (dado a que contuvieron el 70% de la varianza) y numero de gestas (para rasgos
metabolicos relacionados con el metabolismo de carbohidratos). Ambos paneles de AlIMs
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utilizados han sido previamente validados con datos de genoma completo. Algunas
caracteristicas importantes de los marcadores utilizados son: 1) distribuidos en todos los
cromosomas y 2) ningin marcador se encuentra en desequilibrio de ligamiento.

Para cada region de estudio, se calculé el porcentaje global de metilacion como la
media de metilacion de todos los sitios CpGs. En cada sitio CpG el porcentaje de metilacion
se determind mediante el software PyroMark Q24 Adavnced (Qiagen) como:

altura de la sefial C

% metilacion = altura de la sefial C + altura de la sefial T

Para los ensayos en direccion reversa se utiliza la misma formula, pero con la altura
de los picos del nucle6tido G en vez de C y de A en vez de T. Los analisis de asociacion para
el porcentaje de metilacion global de cada region, se hicieron mediante regresiones lineales
con el término de interaccion entre el GRS y la dosis de suplementacion con acido folico e
incluyendo como covariables IMC pregestacional, edad materna, homocisteina y glucosa
120" durante la CTOG. Adicionalmente, se hizo un andlisis de mediacion utilizando la
paqueteria mediation de R (126). Este andlisis fue hecho en una submuestra de 30 pares
madres-hijos por lo cual para evaluar su aleatoriedad y representatividad se compararon
pardmetros bioquimicos y clinicos relevantes entre las pacientes incluidas y no incluidas en
esta submuestra, mediante pruebas de U Mann-Whitney.

Para los experimentos en cultivo, las diferencias entre los grupos fueron evaluadas
mediante pruebas no paramétricas. Se utilizé la prueba U Mann Whitney cuando se
compararon dos grupos y una ANOVA no paramétrica (prueba de Kruskal-Wallis) cuando
las comparaciones fueron entre mas de dos grupos. Para este Ultimo caso, se utilizo la prueba
post-hoc de Dunn para determinar cual de los pares de comparaciones era mas significativo.
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8. Resultados
8.1. Estadistica descriptiva de la cohorte madres-hijos

Se incluyeron 172 mujeres de las cuales se cuentan con 53 muestras de HUVECs de sus hijos.
Las caracteristicas de las mujeres como de los neonatos se muestran en la tabla 4. En esta
cohorte la mediana de la edad de las madres fue de 27 afios y la mediana del IMC
pregestacional fue de 24.59 Kg/m?2. El porcentaje de mujeres con DG, obesidad o edad
materna avanzada fue de 16.92, 16.27 y 19.18, respectivamente. Dichas patologias o
condiciones han sido ampliamente descritas como condiciones que contribuyen a
alteraciones del ambiente intrauterino y riesgos para la salud durante la vida adulta de los
fetos expuestos. Por otro lado, la mediana del inicio de suplementacion con éacido félico fue
a las 4 semanas de gestacion (SDG) y la dosis mediana diaria fue de 0.8mg. Unicamente el
2.32% de las pacientes se suplementaron con una dosis menor a 400ug, actualmente
recomendada para prevenir DTN,

La mediana del peso de los recién nacidos fue de 3036 gr y el 1.7% fueron productos
macrosémicos. Unicamente el 3.77% de los partos fueron pretérmino. De los recién nacidos
el 46.43% fueron mujeres y el 53.57% fueron hombres.

Tabla 4. Estadistica descriptiva de la cohorte madres-hijos. Se Muestra la mediana [percentil 25 -

percentil 75].

Caracteristicas Maternas

Mediana [percentil 25 — percentil 75]

N=172

Edad (afios)

27 [23 - 33]

IMC pregestacional (Kg/m?)

24.59 [22.12 — 27.70]

Homocisteina (umol/L)

4.43[3.63 - 5.13]

Folato (hg/mL)

17.05 [13.60 — 22.52]

Vitamina B12 (pg/mL)

295.5 [238 — 328.2]

Semana gestacional de inicio de 4 [0 - 6.45]
suplementacion con &cido félico (semana)
Dosis de suplementacion con &cido félico 0.8[0.4-1.4]

(mg/dia)

Semana gestacional de la CTOG (semana)

255 [25 — 26.5]

Glucosa en ayuno (mg/dL)

81 [76 - 85]

Glucosa 60' (mg/dL)

121 [103 — 143.2]

Glucosa 120" (mg/dL)

108 [88 — 123.5]

AUC (mg*min/dL)

16275 [14220 — 19193]

Triglicéridos (mg/dL)

2115 [171.2 - 258.8]

Colesterol Total (mg/dL)

226 [194 — 250.8]

HDL (mg/dL) 63 [55 — 74]

LDL (mg/dL) 114.6 [96.6 — 135.8]
DG (%) 16.92

Edad materna avanzada (%) 19.18

Obesidad (%) 16.27

Alta paridad (%) 27.9
Suplementacidn de &cido félico menor a 400 2.32

Hg (%)
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Caracteristicas neonatales Mediana [percentil 25 — percentil 75]

N=53
Semana gestacional del parto (semana) 39 [38 — 40]
Peso (gramos) 3036 [2737 — 3420]
Talla (cm) 49.5 [48 — 51]
Macrosomia (%) 1.7
Parto pretérmino (%) 3.77%
Femenino (%) 46.43
Masculino (%) 53.57

8.2. Puntaje de riesgo genético para hiperhomocisteinemia en interaccion con la dosis
de suplementacion de acido félico y su asociacion con indicadores glucémicos

Los SNPs utilizados para la generacion del GRS fueron variantes en CUBN (rs1), FIGN (rs1)
y MTHFR (rsl), las cuales mostraron asociacion con homocisteina, folato o ambos
metabolitos en la cohorte de 614 mujeres (Tabla 5). La estadistica descriptiva de la muestra
se presenta en la tabla S7. Adicionalmente, el coeficiente B de la regresion lineal de folato
con homocisteina fue -0.5126 (p-valor <0.001, ajustado por IMC pregestacional, edad,
hospital de referencia, nivel de vitamina B12 sérica y dosis de suplementacion con acido
folico).

Tabla 5. Asociacién de SNPs en genes que codifican para enzimas y transportadores del metabolismo
de unidades de carbono con homocisteina o folato séricos en la cohorte de 614 mujeres.

Homocisteina Folato

SNP Coeficiente 3 p-valor* Coeficiente 3 p-valor*
CUBN (rsl) 0.0344 0.50 0.0046 0.93
CUBN (rs2) 0.1549 0.001 -0.1804 <0.001
FIGN (rsl) 0.2199 0.02 -0.0363 0.48
MTHFR (rsl) 0.0020 0.96 0.1147 0.02
MTR (rsl) 0.0109 0.82 -0.0757 0.13
SARDH (rsl) 0.0008 0.98 -0.0145 0.77
SLC19A1 (rsl) 0.0344 0.50 -0.0093 0.85

*p-valor de regresiones lineales ajustados por IMC pregestacional, edad materna, hospital de
referencia, los 10 primeros componentes principales de 118 AIMs y por la dosis de suplementacion
con acido folico.

p-valores significativos se muestran resaltados en negro.

El GRS generado se evalud en la cohorte de madres-hijos de 172 pacientes. La
frecuencia del alelo menor (MAF) de las variantes que conforman el GRS concuerdan con
las reportadas previamente (MAF CUBN rs2 = 0.14, FIGN rs1 = 0.13, MTHFR rs1=0.47).
La mediana del GRS generado fue de O y el percentil 25 y 75 fue de -0.11 y O,
respectivamente. Dicho GRS no se asocio con los niveles séricos de homocisteina ni folato.
Sin embargo, el GRS en interaccion con la dosis de suplementacion de &cido folico resultd
en una asociacion significativa con los niveles séricos de homocisteina en la SDG 24 a 28,
mas no con los de folato (Tabla 6.). En la figura 5 se muestra el modelo de interaccion en
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asociacion con homocisteina. En esta figura se observa como los valores del GRS mas
negativos son de riesgo para presentar niveles elevados de homocisteina. No obstante, este
riesgo es modulado por la dosis de suplementacion con acido folico. Aquellas pacientes que
recibieron una dosis de suplementacién mayor, particularmente las del tercil superior,
presentaron niveles de homocisteina menores a pesar de tener un GRS de riesgo.
Adicionalmente, se evalud la asociacion del GRS en interaccion con la dosis de
suplementacion con otros fenotipos metabdlicos adversos durante el embarazo tales como
niveles elevados de glucosa durante el tercer trimestre del embarazo y desarrollo de DG
(Tabla 6). De estos andlisis se identificd una asociacion significativa del término de
interaccion con los niveles de glucosa a los 120 minutos de la CTOG (Figura 6A) y también
una asociacion marginal con el AUC durante la CTOG (Figura 6B). Los valores de riesgo
del GRS se asocian con mayores valores de glucosa 120"y AUC; sin embargo, de igual forma
que para homocisteina, las pacientes con GRS de riesgo que recibieron una mayor dosis de
suplementacion, presentaron valores de AUC menores.

Tabla 6. Resultados de los modelos de interaccion entre el GRS y la dosis de suplementacion con &cido
folico para asociaciones con fenotipos metabdlicos adversos durante el tercer trimestre del embarazo.

Rasgo metabdlico Estimador{ / OR} p-valor*
Homocisteina 1.69 0.04
Folato 2.67 0.48
Glucosa Basal -2.38 0.68
Glucosa 60' 21.72 0.24
Glucosa 120' 39.6 0.04
AUC 4412.70 0.06
Diabetes Gestacional 1.24 0.31

*modelos ajustados por IMC pregestacional, edad, 15 primeros componentes principales de 32 AIMs (para
asociacion con homocisteina y folato) y nimero de gestas (para rasgos metabélicos relacionados con el
metabolismo de carbohidratos).

+Se muestra el estimador de los modelos de regresion en las unidades de cada variable evaluada.

tPara la variable Diabetes Gestacional se muestra el OR.

p-valores significativos se muestran resaltados en negro.
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Figura 6. Modelo de
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representa un intervalo de
confianza de 0.9.

Figura 5. Modelo de
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con el GRS en interaccién
con dosis de suplementacion
con 4cido félico. Las lineas
representan los terciles y el
sombreado  representa un
intervalo de confianza de 0.9.
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Por lo tanto, aquellas pacientes con puntajes mas negativos del GRS tienen una
predisposicion genética a presentar niveles elevados de homocisteina y glucosa 120', asi
como valores mayores del AUC durante el tercer trimestre del embarazo. A su vez estos
metabolitos reflejan la capacidad materna de secretar insulina en el contexto fisiologico de
resistencia a la insulina que presenta el embarazo. De tal forma que el conjunto de
alteraciones genéticas y metabdlicas en el metabolismo de unidades de carbono contribuye
al establecimiento de un ambiente intrauterino adverso. Estas asociaciones concuerdan con
resultados previamente obtenidos en el laboratorio en los cuales se ha elucidado una relacion
entre el metabolismo de unidades de carbono con el metabolismo de carbohidratos durante
el embarazo.

8.3. Anélisis de asociacion entre el puntaje de riesgo genético y metabolitos maternos
con niveles de metilacion global y en regiones reguladoras de genes asociados a
disfuncion endotelial y aterosclerosis

Una vez establecido el GRS de riesgo relacionado a la predisposicion en las madres a
presentar alteraciones metabdlicas durante el tercer trimestre del embarazo, se analizo el
efecto de dicha predisposicion genética, a través del establecimiento de un ambiente
intrauterino adverso, sobre la metilacion de DNA fetal. Para abordar esta pregunta se
utilizaron HUVECs como modelo para el estudio de adaptaciones que podrian suceder en el
sistema circulatorio fetal, en las cuales se estudiaron posibles cambios en los patrones de
metilacion global y en regiones reguladoras de genes asociados con disfuncién endotelial y
aterosclerosis. Dichos andlisis se hicieron en HUVECSs obtenidas directamente de la vena
umbilical mediante raspados citoldgicos dado a la posibilidad de que, en el proceso de
adaptacion en cultivo, pudieran ocurrir cambios en los patrones de metilacion no relacionados
con el fenémeno de estudio, sino con el establecimiento del cultivo celular. Se caracterizaron
las células obtenidas por este método mediante la expresion de marcadores especificos de
HUVECs como el factor von Willebrand (VWF), CD31 (Platelet endotelial cell adhesion
molecule) y CD146 (Melanoma cell adhesion molecule). No obstante, también se determin6
una proporcion de leucocitos contaminantes (e.g. monocitos y linfocitos
predominantemente), mediante la expresion del marcador especifico CD45 (Protein tyrosine
phosphatase receptor type C) (Figura S1y S2).

De las 7 regiones analizadas mediante pirosecuenciacién de DNA convertido por
bisulfito, ninguna alcanzé significancia estadistica para la asociacion entre el porcentaje
global de metilacion en cada region con el término de interaccion entre el GRS y la dosis de
suplementacion con acido félico, después de la correccion por Bonferroni para multiples
comparaciones. No obstante, detectamos una asociacion marginal con la metilacion en la
region de -2007 a -1731 bp rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de TNFa
(Tabla 7). En esta region, la mediana del porcentaje global de metilacion es de 89.77%, y el
percentil 25y 75 es de 88.83 y 91.05%, respectivamente. La distribucion del porcentaje de
metilacion en los sitios CpG individuales se muestran en la Fig.S3. El tamafio del efecto es
consistente con la hipoétesis, en donde valores negativos del GRS (de riesgo) se asocian con
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% de metilacién

hipometilacion de DNA en la region previamente mencionada, y en donde las HUVECs de
aquellos neonatos de pacientes del tercil superior de dosis de suplementacion presentan
niveles mayores de metilacion en esta region a pesar de tener puntajes de riesgo del GRS
(Figura 7). En la figura S4 se presentan pirogramas representativos de un caso expuesto al
ambiente intrauterino de una paciente con GRS de riesgo y de un caso expuesto al ambiente
intrauterino de una paciente con GRS protector. Por otra parte, esta region resulté en una
asociacion con glucosa a los 120" post carga de la CTOG, que alcanz6 significancia
estadistica después de la correccion por Bonferroni para maltiples comparaciones (= -0.44
p=0.006), y en una asociacion marginal con los niveles de homocisteina (f=-0.26 p=0.08).
La edad materna y el sexo del recién nacido no fueron variables confusoras en estos analisis,
mientras que el IMC pregestacional mostré una asociacion con la metilacion en la region
reguladora de TNF (p=0.04).

Tabla 7. Asociacion de la interaccion entre el GRSy la dosis de suplementacion de &cido fdlico con

niveles de metilacion global y en regiones reguladoras de genes asociados con disfuncién endotelial y
aterosclerosis.

Regién Numero de sitios CpGs  Coeficiente p-valor*
LEPR 20 -0.02 0.85
TNFa (-2007 a -1731) 6 -0.17 0.06
TNFa (-312 a -41) 11 0.04 0.75
MCP-1 (-354 a -164) 4 0.05 0.61
IGF2 (-2085 a -1914) 14 -0.04 0.69
H19 (-2299 a -1826) 29 0.08 0.49
LINE-1 3 0.04 0.66

*modelos ajustados por IMC pregestacional, edad materna, homocisteina y glucosa 120'.
p-valores nominalmente significativos se muestran resaltados en negro.

Figura 7. Modelo de interaccion
entre el GRS y la dosis de
suplementacién de &cido félico
929 con los niveles de metilacion en la
region reguladora -2007 a -1731
Dosis de bp rio arriba del TSS de TNFa.
\ suplementacion Las lineas representan los terciles y
con acido félico
. . el sombreado representa
90 — Tercil superior jniervalo de confianza de 0.9.
\ Tercil medio
Tercil inferior
88

04 02 0.0 0.2
GRS
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Dada la observacion de la asociacion entre los niveles de glucosa al minuto 120 post
carga y la metilacion en la region reguladora de TNFa, asi como la asociacion nominal con
la interaccion entre el GRS vy la dosis de suplementacion, se hizo un andlisis de mediacion
moderada causal. Este es un tipo de analisis estadistico el cual permite explicar el efecto total
de la exposicion sobre la variable respuesta por el efecto directo y por el indirecto; siendo el
efecto indirecto aquel que es transmitido a la variable respuesta a través del mediador. La
hipotesis del modelo evaluado es que la interaccion del GRS con la dosis de suplementacion
de acido folico tiene un efecto sobre los niveles de metilacién de DNA en esta regién, a través
del establecimiento de un ambiente intrauterino caracterizado por deficiencias en la
capacidad de secrecion de insulina en respuesta a un estimulo, reflejada en los niveles de
glucosa 120' en la CTOG. El paquete mediation de R requiere dos modelos, el modelo del
mediador y de la respuesta, para estimar el efecto directo y el indirecto. EI modelo del
mediador es una regresion lineal entre el mediador (glucosa 120" y la exposicion (GRS en
interaccidn con la dosis de suplementacién de acido folico), controlando por covariables de
ajuste (IMC pregestacional, edad materna, homocisteina y los primeros 15 componentes
principales de 32 AIMSs). Por otro lado, el modelo respuesta es una regresion lineal de la
variable respuesta (el nivel de metilacion en la region reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba
del TSS de TNFa) contra la exposicion controlando por el mediador y las covariables de
ajuste. Adicionalmente, la dosis de suplementacion de acido félico se incluye como un
moderador, bajo la suposicion de que el efecto mediado o indirecto puede ser distinto en la
poblacién que recibid dosis distintas de suplementacion. Por lo tanto, se incluye como un
término de interaccion con el GRS en ambos modelos (del mediador y de la respuesta). Para
este analisis se utilizaron aquellos pares madres-hijos que tenian datos completos (n=30).
Para esta submuestra de la cohorte original se reportan las estadisticas descriptivas de
pardmetros maternos y neonatales (Tabla 8). Como se observa en los p-valores reportados
para las comparaciones entre las pacientes incluidas en el andlisis contra aquéllas no
incluidas, no hay diferencia significativa para ninguno de los parametros clinicos estudiados.
Por lo tanto, dicha submuestra no esta sesgada y se consideran que las pacientes incluidas en
el analisis de mediacién son representativas y seleccionadas al azar.

Tabla 8. Estadistica descriptiva de la submuestra utilizada para el andlisis de mediacién moderada.

Caracteristicas Maternas Incluidas en el No incluidas en el p-valor*
anélisis de mediacion  andlisis de mediacion
moderada causal moderada causal
N=30 N=142

Edad (afios) 26.50 [24 — 31.75] 27 [22 - 34] 0.95

IMC pregestacional (Kg/m?) 24.43 [21.54 — 26.2] 24.66 [22.18 —27.72] 0.70

Homocisteina (umol/L) 4.44 [3.69 — 5.29] 4.42 [3.37 - 5.05] 0.73

Folato (ng/mL) 17.30[13.82 —22.57] 17.05[13.32-22.35] 0.57

Vitamina B12 (pg/mL) 279.5[229.2-384.8] 351.5[244.5-384.8] 0.48

Semana gestacional de inicio de 410 - 6] 4 [0 -6.25] 0.62

suplementacion con acido folico

(semana)

Dosis de suplementacién con 0.75[04-1.1] 0.8[0.4-1.4] 0.98

acido félico (mg/dia)
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Semana gestacional de la CTOG 25 [24.5 - 26.55] 25.6 [25 — 26.55] 0.23
(semana)

Glucosa en ayuno (mg/dL) 82 [78 — 86] 80.50 [76 - 84] 0.19
Glucosa 60' (mg/dL) 1145[101.8 -133.8] 122[104.2 —149.2] 0.37
Glucosa 120' (mg/dL) 114 [89.5 - 121.8] 107 [88 — 124] 0.76
AUC (mg*min/L) 15930 [14565 — 16320 [14212 — 0.60
17318] 19230]

Caracteristicas neonatales N=30 N=23

Semana gestacional del parto 39 [37.7 — 39.5] 39 [38 - 40] 0.68
(semana)

Peso (gramos) 2940 [2695 — 3440] 3075 [2744 — 3396] 0.72
Talla (cm) 49 [48 — 50] 50 [48 — 51] 0.43

*p-valores reportados de las comparaciones entre las pacientes incluidas para el analisis de
mediacion y aquellas no incluidas mediante una prueba de U Mann-Whitney.

Los resultados del andlisis se presentan en la tabla 9 y la figura 8. Los resultados
representan el efecto a través del mediador a distintos valores del moderador. A dosis de
suplementacion con &cido folico bajas (400ug) se observa que el efecto directo es
estadisticamente significativo, mientras que el indirecto es nominalmente significativo. La
proporcion de mediacion es del 42% (Figura 8A). No obstante, conforme aumenta la dosis
de suplementacion con &cido folico se va perdiendo la significancia estadistica del efecto
indirecto, directo y de la proporcion mediada (Figura 8B a 8D). Por lo tanto, los resultados
sugieren que aquellas pacientes con un GRS de riesgo tienen una predisposicién a desarrollar
un ambiente intrauterino adverso a través del metabolismo de glucosa y su capacidad
secretora de insulina, que resultara en hipometilacion de DNA en la region reguladora
estudiada de TNF en HUVECs. Sin embargo, en aquellas pacientes con GRS de riesgo que
se suplementaron con una dosis de &cido félico mayor, se atenua el riesgo de generar un
ambiente intrauterino que resulte en hipometilacion de las células fetales en la region
estudiada.

Tabla 9. Resultados del andlisis de mediacidn. Se presentan los estimadores del efecto total, directo e
indirecto con sus respectivos p-valores, para cada dosis de suplementacion con &cido félico.

Dosis de Efecto Efecto Efecto Proporcion

acido fdlico directo indirecto total de

(mg) mediacion

(%)

Estimado p- Estimador p- Estimador p-
r valor valor valor

0.4 5.09 0.018 4.24 0.08 9.33 0.002 42.13

1 4.19 0.03 2.85 0.09 7.04 0.006  38.08

1.4 3.59 0.07 2.03 0.14 5.62 0.02 34.1

4 -0.33 0.9 -1.53 0.7 -1.85 0.78 24.5

p-valores significativos se muestran resaltados en negro.
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Figura 8. Modelo de mediacion por glucosa 120" del efecto del GRS sobre la metilacion de DNA en la
region reguladora de TNFa.. Se muestran los efectos directos (ADE) e indirectos (ACME) a distintos valores
de suplementacion con &cido félico (A) 0.4mg (B)1 mg (C) 1.4 mg y (D) 4mg.

8.4. Implicaciones funcionales de la metilacién de DNA en la regién reguladora -2007 a
-1731 bp rio arriba del TSS de TNFa.

Para elucidar la funcion que podria tener la hipometilacién de DNA en la region reguladora
de TNFa asociada con puntajes de riesgo del GRS en interaccion con la dosis de
suplementacion de acido folico, glucemia 120" e hiperhomocisteinemia, se hizo un analisis
bioinforméatico mediante los datos publicados en ENCODE (127). Se analizaron datos
disponibles de estados de la cromatina, marcas de histonas y metilacion de DNA en HUVECs
y dos lineas celulares (GM12878 y K562), con estos datos disponibles como comparacion.
Adicionalmente, se analizaron datos de prediccion de unidn de factores de transcripcién
basados en secuencia generados a partir del programa JASPAR disponibles en ENCODE. En
la figura 9 se muestra la region analizada, la cual se encuentra en el Gltimo exén del gen LTA
que se encuentra aledaiio a TNFa. La cromatina en esta regién se encuentra en un estado
compacto en HUVECSs, mientras que en otras lineas celulares como GM12878 (linfocitos B)
tiene funcion de enhancer fuerte o de transcripcion débil en K562 (de médula 6sea de
leucemia mieloide aguda) (Figura 9C). De manera interesante, esta region se reporta metilada
en HUVECs, no obstante, en linfocitos B y en las K562 se encuentra parcialmente metilada,
identificado mediante el panel de metilacién 450k de Illumina (Figura 9B). De igual forma,
se observan diferencias en las marcas de histonas y otros rasgos epigenéticos, obtenidos por
CHIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing), que podrian explicar las
diferencias en el estado de la cromatina entre las lineas celulares. En HUVECs Gnicamente
se observa un enriquecimiento en la presencia de la variante de histonas H2A.Z en esta
region, la cual no se presenta en los otros dos linajes. Por otra parte, las GM12878 presentan
un enriquecimiento de la monometilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4mel) en
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mayor medida (que se asocia con regiones de enhancer) y de la H3K4me3 en menor medida
(que se asocia con regiones promotoras). También se observa un enriquecimiento de la
acetilacion en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27ac) que de igual forma se utiliza para
identificar regiones enhancer. Estas caracteristicas se muestran Unicamente en la linea de
linfocitos B. En contraste, en las K562 Unicamente se observa un enriquecimiento de HDAC1
y de p300 el cual se ha reportado como un coactivador transcripcional (Figura 9F).

Adicionalmente, se identificé un nimero abundante de factores transcripcionales que,
con base en la secuencia de la region, se predice que podrian unirse. De éstos se resaltan
PAX3 y ZNF423, que son reguladores importantes de la diferenciacion de linfocitos B, y
YY1 (Figura 9D) que se ha involucrado en la represion de diversos promotores.
Adicionalmente, se observa la unién de EBF1 mediante CHIP-seq. De este analisis se observa
que esta region en HUVECs se encuentra en un estado de la cromatina compacto con un nivel
elevado de metilacion de DNA, lo cual concuerda con los datos obtenidos mediante
pirosecuenciacion. No obstante, en otros linajes celulares esta region parece tener una
funcién reguladora, reflejado por las marcas de histonas presentes y en niveles mas bajos de
metilacion. Por lo tanto, es posible que cambios en las marcas epigenéticas en conjunto
(incluyendo metilacion de DNA) podrian generar un cambio en el estado compacto de la
cromatina a estados mas accesibles.

Con base en estos resultados, se hizo gRT-PCR para determinar si los niveles de
metilacion de DNA en esta region se correlacionaban con los niveles de RNAmM de TNFa. Se
midi6 la expresion de TNFa relativa a B2M en HUVECS obtenidas mediante raspados de la
vena del cordon umbilical, de tal forma que el material genético utilizado para determinar los
niveles de metilacion de DNA y los niveles de expresion de TNFa fueron obtenido de las
mismas células. Los niveles de expresion relativa de TNFa se encontraron significativamente
asociados con los niveles de metilacion de DNA en la regién reguladora -2007 a -1731 bp
rio arriba de su TSS (B=-0.36, p=0.04) mediante un modelo de regresion lineal ajustado por
el IMC materno pregestacional y homocisteina sérica. Los niveles séricos de homocisteina
también se asociaron con la expresion de TNFa ($=0.39, p=0.03). La correlacion entre la
expresion relativa de TNFa y el nivel de metilaciéon de DNA en la region -2007 a -1731 bp
rio arriba de su TSS asi como el nivel sérico materno de homocisteina se muestra en la Figura
10. Los tamarfios del efecto concuerdan con la hipétesis de que la hipometilacion de DNA en
esta region se asocia con sobreexpresion de TNFa. De igual forma, la hiperhomocisteinemia,
que previamente se habia encontrado marginalmente asociada con hipometilacion de DNA
en esta region, se asocid con sobreexpresion de TNFa. Por otra parte, ni los niveles de
glucemia a los 120 minutos de la CTOG ni la interaccion entre el GRS y la suplementacion
con &cido folico resultaron asociados con los niveles de expresion de TNFa.
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F) Modificaciones de histonas y factores de transcripcién por CHIP-seq
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Figura 9. Analisis bioinformatico de la region reguladora de TNFo mediante datos de ENCODE. (A)
Genes anotados en la regién. (B) Metilacion de sitios CpG (metilado, parcialmente metilado) mediante el panel
450k de Illumina. Metilacion CpG. (C) Estado de Cromatina:

(D) Prediccion de union de factores de transcripcion mediante Ios datos de JASPAR
disponibles en ENCODE (E) Sefial de CHIP-seq para EBF1. (F) Modificaciones de histonas y union de factores
de transcripcion por CHIP-seq: escala de gris en donde tonos mas fuertes representan un enriquecimiento de la
sefial. La figura se hizo con el paquete Sushi (128) de Bioconductor (129) en R.
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Figura 10. Matriz de correlacién entre la expresion relativa de TNFa, la metilacion de DNA en la region
reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba del TSS de TNFa y el nivel sérico materno de homocisteina. La
escala representa el valor del coeficiente de correlacién.

8.5. Efecto de la suplementacion con folato en cultivo sobre los niveles de metilacion en
la region reguladora de TNFa

Con los datos obtenidos previamente, nos preguntamos si en las HUVECs de neonatos de
pacientes con puntajes de riesgo del GRS y baja suplementacion de acido félico, era posible
revertir la hipometilacion en la region reguladora de TNFa mediante la suplementacion con
5-MeTHF en cultivo. No obstante, para estos experimentos realizados en condiciones de
cultivo, se determind primero si la metilacion de DNA en esta region sufria cambios al
establecer las células en cultivo. Para esto se seleccionaron 8 pacientes al azar en las que se
compararon los niveles de metilacion en la region reguladora de TNFa entre HUVECs
obtenidas directamente del cordén umbilical mediante raspados citologicos y cultivos de
primer y segundo pase. En la figura 11 se observan las medias del porcentaje de metilacion
en la region reguladora de TNFa a traves de los pases en cultivo, entre las cuales no hay una
diferencia significativa (p=0.65 mediante una ANOVA no paramétrica). Adicionalmente, en
la figura S5 se muestra el perfil de metilacion de cada sitio CpG para la region reguladora de
TNFa y para LINE-1, para HUVECs obtenidas mediante raspados citolégicos, de primer y
segundo pase en cultivo. Los perfiles de metilacion de DNA son similares entre las tres
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condiciones y no presentan claras diferencias entre si. Por lo tanto, el establecimiento de
HUVECs en condiciones de cultivo celular no parece alterar los patrones de metilacion en
esta region en particular, validando el uso de dichas células para los experimentos

subsecuentes.

% Metilacidn
<

89-
Kruskal-Wallis p=0.65

87 -
0 1
Pases en cutivo

Figura 11. Promedio del porcentaje de metilacion de DNA en la region reguladora de TNFa a través de
los pases en cultivo. Se muestran las medias y las barras de error representan la desviacién estandar. N=8 de

cada pase en cultivo.

P =

Se eligieron HUVECSs de neonatos de 3 pacientes con puntajes de riesgo del GRS y
baja suplementacion con acido félico. Los valores del GRS, la dosis de suplementacion vy el
porcentaje de metilacion global en la region reguladora de TNFa de los 3 pares de madres-
hijos elegidos se muestran en la tabla 10. No se observo una diferencia en los niveles de
metilaciéon entre los cultivos suplementadas y no suplementadas (p=0.75 mediante una
prueba de U Mann-Whitney pareada) (Figura 12). Por lo tanto, la suplementacion de
HUVECs con 5-MeTHF a la concentracion de 200nM durante 72 horas no fue capaz de
revertir la hipometilacion en la region reguladora de TNFa.
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Tabla 10. Caracteristicas de las pacientes seleccionadas con GRS de riesgo.

Muestra GRS Dosis de % de metilacion en la
suplementacién con region reguladora de
acido folico(mg) TNFa

Caso 1l -0.14 0.4 90.62

Caso 2 -0.40 1 88.22

Caso 3 -0.26 1 89.06

Grupo El basal = suplementadas

91 p=0.75
. 90+
EQ
[
©
L]
o
% 89 1
88 1
basal suplementadas
Grupo

Figura 12. Efecto de la suplementacion con 5-MeTHF sobre los niveles de metilacién de DNA en la regién
-2007 a -1731 bp rio arriba del sitio de TSS de TNFa en cultivos de HUVECs de neonatos de pacientes
con puntajes de riesgo del GRS y dosis bajas de suplementacion con acido félico durante embarazo. Se
muestra un grafico de cajas en el cual las lineas de las cajas representan el percentil 25, la mediana y el percentil
75. N=3 de cada grupo. p-valor de una prueba U Mann-Whitney.

8.6. Expresion de moléculas de adhesién y su asociacion con el puntaje de riesgo
genético.

El aumento en la adhesion de leucocitos al endotelio vascular es un fenotipo caracteristico
de la patologia de disfuncion endotelial y aterosclerosis. A su vez, es incremento se debe a la
sobreexpresion de moléculas de adhesion ante un estimulo inflamatorio o de activacion
endotelial. En estudios previos se ha descrito que las células endoteliales de neonatos que
estuvieron expuestos a condiciones intrauterinas adversas como DG, sobreexpresan las
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moléculas de adhesion ICAM1 y VCAML. Por lo tanto, se buscé elucidar si las HUVECs de
neonatos de pacientes con puntajes de riesgo del GRS y dosis bajas de suplementacion con
acido folico presentaban adaptaciones funcionales pro-aterogénicas, a través del estudio de
la expresion de las moléculas de adhesion VCAM1 e ICAML. Se seleccionaron 3 pacientes
con puntajes de riesgo y suplementacion menor o igual a 1mg de &cido folico (las mismas
cuyas caracteristicas se presentan en la tabla 10) y 3 pacientes con puntajes protectores para
estos experimentos (tabla 11). Se determind la expresion de VCAML1 y ICAML relativa a
B2M mediante qRT-PCR, ante un estimulo de TNFa, que induce activacion endotelial.
Adicionalmente, las HUVECs de neonatos de las pacientes con GRS de riesgo fueron
suplementadas con 5-MeTHF antes de la induccidn de activacion endotelial. En condiciones
basales de cultivo, no identificamos diferencias significativas en la expresion de VCAML1 (p-
valor de una prueba U Mann-Withney = 0.2) y ICAM1(p-valor de una prueba U Mann-
Withney = 1.0) entre el grupo de GRS de riesgo y GRS protector (Figura S6). No obstante,
ante el estimulo con TNFa, se observa una clara tendencia para ambas moléculas de adhesion
en dénde las HUVECs de neonatos expuestos al GRS de riesgo y baja dosis de
suplementacion, sobreexpresan tales genes en comparacién con HUVECs expuestas a un
GRS protector (Figura 13). No obstante, la dispersién para la expresion de VCAM-1 es muy
alta y la tendencia es menos clara que para ICAM-1, para la cual se observan claras
diferencias en la expresion entre ambos grupos. Se hizo una prueba de Kruskal-Wallis para
determinar si habia diferencias significativas en la comparacion entre los tres grupos: GRS
de riesgo, protector y GRS de riesgo suplementado con 5-MeTHF. El p-valor obtenido de
esta prueba fue de 0.03 para la expresion de ICAML1 y de 0.06 para la expresion de VCAM1.
Adicionalmente, se hizo una prueba post-hoc de Dunn para 3 comparaciones. Mediante este
analisis se determind que la expresion de ICAM1 en HUVECS de neonatos expuestos al GRS
de riesgo y dosis de suplementacion baja es significativamente mayor que en HUVECs
expuestas a un ambiente impuesto por el GRS protector (p=0.026), mientras que para la
expresion de VCAML1 unicamente se observa esta tendencia sin ser estadisticamente
significativa (p=0.1). Entre los otros pares de comparaciones no se observd significancia
estadistica. Adicionalmente, mediante la suplementacion con 5-MeTHF en cultivo se observa
una tendencia en la que se revierte la sobreexpresién de ICAML1, sin embargo, ésta no es
estadisticamente significativa. Por otra parte, la suplementacion en cultivo resulté en una
tendencia opuesta de lo esperado respecto a la expresion de VCAML cuya expresion tiene
una mediana mas alta que en los otros dos grupos. No obstante, la dispersion de la expresion
de esta molécula en el grupo de HUVECSs expuestas al GRS de riesgo suplementado en
cultivo con 5-MeTHF es particularmente alta.
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Tabla 11. Caracteristicas de las pacientes seleccionadas con GRS protector.

Muestra GRS

Dosis de
suplementacién con
acido fdlico(mg)

%0 de metilacién en
la region reguladora
de TNFa

Caso 4 0.23

0.8

92

Caso 5 0.11

0.4

92.12

Caso 6 0.11

0.4

92.01

>

p=0.026

Veces de cambio en la expresion relativa
de ICAM-1 respecto a la expresidn relativa basal

GRS Eiesgo GRS prlotector GRS rliesgo

suplementado
5-MeTHF

o

(]
[s=]
1
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1
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Veces de cambio en la expresion relativa
de VCAM-1 respecto a la expresion relativa basal

o
1
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==

GRS Eiesgo GRS pEotector GRS rliesgo
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Figura 13. Veces de cambio en la expresién relativa de (A) ICAM1y (B) VCAML1 con respecto a la
expresion basal, en HUVECSs de neonatos expuestos al ambiente intrauterino establecido por el GRS de
riesgo, protector y expuesto al GRS de riesgo, pero suplementadas con 5-MeTHF en cultivo. Se muestra
el p-valor para la diferencia de la expresion de ICAM1 entre el grupo de riesgo y el protector obtenido
mediante la prueba post-hoc de Dunn. N=3 de cada grupo.
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9. Discusioén

El periodo gestacional se ha identificado como una ventana de tiempo determinante para el
establecimiento de condiciones de salud y de enfermedad durante la vida adulta de los
individuos, y se han descrito multiples condiciones intrauterinas adversas vinculadas con la
programacion fetal de enfermedades cardiovasculares y metabolicas. Las condiciones
intrauterinas que han sido predominantemente descritas involucran cuestiones metabdlicas.
En este trabajo se identificd un ambiente intrauterino caracterizado alteraciones relacionadas
con el metabolismo de unidades de carbono. La exposicion a dicho ambiente induce cambios
en la metilacion de DNA y expresion de genes asociados a disfuncion endotelial y
aterosclerosis en HUVECS, utilizadas como un modelo de estudio del sistema circulatorio y
cardiovascular fetal.

Las asociaciones entre variantes en genes que codifican para enzimas vy
transportadores de la via de unidades de carbono y metabolitos como folato, homocisteina y
vitamina B12 han sido ampliamente reportadas (68-70). Nuestros datos confirman algunas
asociaciones bien establecidas entre variantes en MTHFR y FIGN con los niveles de folato
y homocisteina. No obstante, se elucid6 una nueva asociacion entre la variante rs1 en CUBN
con estos metabolitos. Resulta interesante sefialar que esta variante Unicamente se habia
reportado en asociacion con los niveles de vitamina B12 (68).

Por otra parte, la generacidn de puntajes de riesgo genético (GRS) ha sido un enfoque
recientemente utilizado para predecir fenotipos patologicos o clinicamente relevantes, a
partir de la combinacion del efecto de multiples variantes. Adicionalmente, se han ido
incorporando fenotipos intermedios y otros parametros relevantes para el desenlace
patoldgico de interés, con el fin de integrar factores genéticos, metabdlicos y ambientales. El
GRS generado en este trabajo refleja la utilidad de la construccion de estos puntajes para
predecir desenlaces relevantes. Una virtud particular del GRS generado es que se construyd
con coeficientes B obtenidos de poblacion mexicana. Es relativamente comdn que la
construccion de los GRS ponderados, se haga a partir de coeficientes B de otras poblaciones
dada la falta de estudios previos en la misma poblacion. En particular, este GRS, en conjunto
con la dosis de suplementacion con &cido félico, permite predecir el desarrollo de
alteraciones metabdlicas que reflejan en niveles elevados de homocisteina, glucosa 120" y el
AUC durante el tercer trimestre del embarazo. A su vez, estos parametros se relacionan con
la capacidad materna de secretar insulina en repuesta a un estimulo. EI embarazo representa
un estado fisioldgico de resistencia a la insulina, por lo que deben ocurrir cambios
fisiolégicos en la madre que le permitan contender con este reto metabdlico, de los cuales,
las adaptaciones que ocurren en las células B pancreaticas para poder secretar mas insulina
son de particular importancia. En trabajos previos de nuestro laboratorio se habia reportado
la asociacion entre variantes del metabolismo de unidades de carbono con el desarrollo de
DG y su modulacion por el tiempo de inicio y la dosis de suplementacion con acido félico
(datos no publicados). Los resultados obtenidos van en linea con este antecedente, y con otros
estudios en los cuales se ha determinado la relacion entre homocisteina y la secrecién de
insulina. En un estudio realizado en cultivos de la linea BRIN-BD11 de ceélulas beta
pancreaticas se determiné que la secrecion de insulina era inhibida por homocisteina de
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manera dependiente de concentracién (130). Adicionalmente, la interaccion del GRS con la
dosis de suplementacion con &cido félico que se reporta en los resultados, apoya esta
direccion de la via dado que el incremento en la suplementacion atenua el riesgo conferido
por estas variantes, tanto para los niveles de homocisteina como para los de glucemia. A
pesar de esta observacion, es importante tener en cuenta que también un exceso de
suplementacion con &cido félico podria tener efectos adversos. Existen reportes de efectos
neonatales adversos por un exceso de folatos tales como bajo peso al nacer y resistencia a la
insulina (131, 132). A partir de los modelos que se reportan en este estudio, se observa que
en el tercil superior de suplementacion, que recibi6 una dosis mayor a 1.1mg de &cido félico,
se atenua el riesgo conferido por el GRS. Sin embargo, no se cuentan con suficientes datos
para hacer inferencias sobre el punto de corte superior en el cual el exceso de folatos pueda
resultar en efectos adversos. Adicionalmente, en estos modelos no se elucid6é un papel
significativo del tiempo de inicio de la suplementacion con acido folico en la modulacién de
este fendmeno, como se habia reportado previamente. Esto podria deberse a la distribucion
del tiempo de inicio de suplementacion en esta cohorte, que en general se da mas temprano
durante el embarazo comparado con otros estudios. En la cohorte de 172 mujeres utilizada
en este estudio, el percentil 75 inici6 a suplementarse con &cido foélico en la SDG 6.5,
mientras que, en la cohorte de 614 mujeres utilizada en estudios previos de nuestro
laboratorio, el percentil 75 inici6 a suplementarse hasta la SDG 9.

Por otra parte, el hecho de que no se elucid6 una asociacion entre la interaccion del
GRSy la dosis de suplementacion con los niveles de folato podria deberse al método utilizado
para las determinaciones de folato. En principio, para que estas determinaciones sean mas
informativas, es deseable que se hagan de forma que reflejen los niveles intracelulares de este
metabolito. Por esta razén, en muchos estudios se hacen determinaciones de folato en
eritrocitos. No obstante, por las dificultades metodol6gicas que presenta esta técnica,
Unicamente se hizo la determinacion de folatos en suero. Adicionalmente, el tipo de ensayo
utilizado no tiene la sensibilidad para detectar sélo una forma de folato, sino que es
inespecifico para distintas formas de acido poliglutdmico y monoglutdmico. Por lo tanto, los
niveles que se detectan no reflejan un paso unico en la via de unidades de carbono, sino
maultiples pasos, por lo cual podria no evidenciarse la asociacion.

En cuanto a los desenlaces en tejidos fetales, en nuestro estudio se identificé un
cambio en el nivel de metilacién de DNA en la regién reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba
del TSS de TNFa y en la expresion de la misma. Este cambio se dié en respuesta a la
exposicion a un ambiente intrauterino adverso caracterizado por una deficiencia en la
capacidad de secrecion de insulina materna e hiperhomocisteinemia. No obstante, la dosis de
suplementacion con acido folico durante el embarazo fue capaz de modular la susceptibilidad
metabolica de desarrollar un ambiente intrauterino adverso y por lo tanto adaptaciones en el
nivel de metilacion de DNA en esta region. Estudios previos habian reportado el papel de
variantes genéticas maternas en el metabolismo de unidades de carbono sobre la metilacion
de DNA de algunos genes, en tejidos fetales, como la asociacion de la variante rs1801133 en
MTHFR con niveles de metilacién de DNA en el locus de IGF2. Este codifica una hormona
de crecimiento fundamental durante el periodo de gestacion. Dicha asociacidn no se replicd
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en este estudio. Adicionalmente, reportan asociaciones entre una variante en MTRR vy los
niveles de metilacion de DNA (133). Por otra parte, a partir de nuestros resultados no se
elucidd la asociacion ampliamente reportada entre el metabolismo de unidades de carbono, a
través de los niveles de folato u homocisteina, con los niveles de metilacion global, explorado
en este trabajo a través de la evaluacion de secuencias repetidas LINE-1. Esto podria indicar
que es un fendmeno gen especifico que podria funcionar mediante mecanismos de regulacion
mucho mas finos que Unicamente la disminucion en la biodisponibilidad global de grupos
metilo. Para las deméas regiones seleccionadas para este trabajo, en las cuéles se habia
reportado previamente un cambio en los niveles de metilacion en respuesta a diversas
condiciones intrauterinas adversas, Unicamente la region -2007 a -1731 bp rio arriba del TSS
de TNFa resultd en una asociacion con los factores de interés en este estudio. Por lo tanto,
es posible que los mecanismos vinculados con la programacién fetal sean especificos de
ambientes intrauterinos particulares y no sean extrapolables entre otras condiciones adversas
que se pueden presentar durante el embarazo. Adicionalmente, otras condiciones maternas
previamente reportadas en asociacion con los patrones de metilacién de DNA, como la edad
materna avanzada y el IMC pregestacional, no tuvieron efecto en nuestros modelos, o uno
nominal respectivamente. Esto va en linea con la posibilidad de efectos gen-especificos
causados por distintos ambientes intrauterinos adversos. Adicionalmente, en la mayoria de
estudios previos se han evaluado los patrones de metilacion de DNA en sangre de corddn
umbilical, lo que plantea la posibilidad de que las diferencias del papel de la obesidad
pregestacional y la edad materna avanzada en nuestro estudio y otros sean debido a
mecanismos de metilacion tejido-especificos.

La identificacion de metabolitos involucrados en el establecimiento del ambiente
intrauterino adverso previamente descrito, permitié evaluarlos en asociacion con distintos
fenotipos en las células fetales. De tal forma se exploraron vias y mecanismos que podrian
estar involucrados en el fendmeno de programacion fetal, asi como sus posibles efectos
directos e indirectos. El nivel de glucosa al minuto 120 post carga se identific6 como un
marcador del ambiente intrauterino adverso caracterizado, que a su vez refleja una deficiencia
en la capacidad de secrecién de insulina por parte de la madre. Este marcador fue el que
resultd en la asociacidn estadistica mas significativa con los niveles de metilacion en la region
reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba del TSS de TNFa. Estos datos confirmaron la
asociacion entre hiperglucemia materna durante el embarazo y cambios en los patrones de
metilacion de DNA, que ha sido ampliamente reportada. Adicionalmente, esta region
reguladora de TNFa para la cual se elucidé una asociacion nominal con la interaccion entre
el GRS y la dosis de suplementacion con acido félico, aparte de con glucosa al minutos 120
post carga, fue seleccionada a partir de un estudio en el que reporta herencia epigenética
transgeneracional en ratas, siendo la hiperglucemia materna la exposicion para la generacion
1 (116). Por lo tanto, es interesante que se replique esta asociacion a pesar de haberse
identificado originalmente en otra especie. Adicionalmente, en este articulo reportan que la
hipometilacion del DNA en esta region, producto de hiperglucemia materna, correlaciona
inversamente con la expresion de TNFa. Estos autores también hicieron un analisis de union
de factores de transcripcion, basado en secuencia, en el cual identifican algunos que también
reportamos en los resultados (mediante analisis in silico) en este estudio, basados en los datos
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de JASPAR (134) y CHIP-seq disponibles en ENCODE (127). En particular, EBF1 se
identific tanto en este estudio como en el de Su et al (116). EBF1 es un factor de
transcripcion que tiene una funcidén importante en la diferenciacion de linfocitos B. Sin
embargo, se ha identificado como una proteina que interacciona con remodeladores de la
cromatina (135), y en contextos de cancer de mama se ha identificado que sus sitios de unién
se encuentran enriquecidos en regiones diferencialmente hipometiladas del genoma (136).
Por otro lado, en nuestro anélisis se identifico la posible union de YY1 (Ying Yang 1) para la
cual existen reportes que describen una union dependiente de metilacién de DNA. En el locus
de Nr3cl, se ha descrito que la hipometilacion en una de sus regiones de islas CpGs, resultd
en un enriquecimiento en la unién de YY1 (137).

De forma interesante, mediante los datos de ENCODE (127) de esta region se
identificé que mientras en HUVECs la cromatina tiene un estado compacto, en una linea
celular de linfocitos B, funciona como un enhancer fuerte. Esto podria deberse al conjunto
de marcas epigeneéticas que se identifican en la region, incluidos niveles menores de
metilacién de DNA que en HUVECs. Por lo tanto, es posible que la hipometilacion en esta
region sea el reflejo de un conjunto de cambios epigenéticos que podrian resultar en el
remodelamiento de una cromatina cerrada a una méas laxa y por lo tanto méas accesible a
factores de transcripcion y otras proteinas. Los datos disponibles de modificaciones de
histonas disponibles en ENCODE, sugieren que esta region puede funcionar como un
enhancer por el enriquecimiento de la H3K27ac y H3K4mel. No obstante, no se puede
descartar la posibilidad de que pudiera funcionar como un promotor por el enriquecimiento
de la H3K4me3 observado. Adicionalmente, estudios recientes han revisitado la definicion
clasica de enhancers y promotores, dada la existencia de arquitecturas genémicas y
componentes funcionales comunes entre ambos tipos de elementos regulatorios (138). De
estas observaciones se propone que esta region reguladora de TNFa, que se encuentra en un
estado compacto en HUVECs, sufre modificaciones en su estructura en respuesta al ambiente
intrauterino adverso de hiperglucemia e hiperhomocisteinemia. Tales modificaciones
podrian causar una apertura de la cromatina que resulte en una regulacion a la alta de su
actividad como enhancer o promotor. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que la
hipometilacion en esta region, resultd asociada con la sobreexpresion de TNFa en nuestro
estudio. En ratas, también se habia reportado previamente la correlacion entre la
hipometilacion asociada a hiperglucemia en dicha region de TNFa y los niveles de expresion
de la misma. Por lo tanto, se plantea la posibilidad que esta region tenga una funcion
reguladora, modificando la expresion de TNFa y que su actividad esta determinada por las
marcas epigenéticas que inducen el estado de la cromatina. EI cambio observado en los
niveles de metilacion de DNA podria tener un efecto causal directo en la regulacion de la
expresion de TNFa o bien podria ser un reflejo de cambios en el estado de la cromatina que
ocurren en dicha regidn y que a su vez regulan la expresion de este gen. No obstante, cabe
mencionar que con base en la asociacion elucidada no es posible establecer con certeza que
esta region regule directamente la expresion de TNFa, a pesar de que exista una correlacion
estadistica.
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El rango del cambio en la metilacion de DNA en la region reguladora de TNFa
concuerda con aquellos reportados previamente por efectos de programacién fetal, que van
desde el 2% hasta valores mucho més elevados entre casos y controles. En este estudio, al no
ser de casos y controles no se reporta una diferencia entre grupos, no obstante, entre el
percentil 25y 75 hay una diferencia del 2% en la metilacion. Por otro lado, nuestros hallazgos
indican que no existen diferencias en los patrones de metilacién género-especificas en esta
region. Sin embargo, existen estudios que reportan diferencias en los patrones de metilacion
dependiendo del sexo del recién nacido (139).

Por otra parte, el analisis de mediacién identifico el nivel de glucosa a los 120 minutos
de CTOG como el mediador entre la hipometilacion asociada a la interaccion del GRS con
la dosis de suplementacion con acido félico. Se ha reportado una via a traves de glucosa que
podria jugar un papel en mecanismos de programacion fetal. La modificacién O-glucosil-N-
acetilacion (O-GIcNAc) es catalizada por la enzima OGT rio debajo de la via de las
hexosaminas. Existen estudios que reportan que condiciones de hiperglucemia resultan en un
aumento de esta modificacion (140, 141). Por otra parte, se ha demostrado que la enzima
OGT se une con TET1 (una desmetilasa de DNA) y la estabiliza para que pueda unirse a sus
regiones blanco. En un experimento hecho en células troncales embrionarias, altos niveles
de glucosa en el medio de cultivo resultaron en un incremento de la cantidad y actividad de
TET1 mediado por la estabilizacion por OGT en un mecanismo dependiente de la O-GIcNAc
(142). Por lo tanto, existe la posibilidad de que la hipometilacion observada no sea producto
Unicamente de la reduccion en la biodisponibiliad de grupos metilo, sino una interaccion
compleja entre ambas vias metabdlicas que podria explicar la observacion de la relacion entre
ambas.

Otro marcador del ambiente intrauterino adverso identificado fue el nivel sérico de
homocisteina, el cual se asocié nominalmente con el nivel de metilacion de DNA en la region
reguladora de TNFa y con su expresion. A pesar de que este metabolito no se sugiere como
el mediador entre la asociacion de la interaccion del GRS y la suplementacion de acido félico
con la hipometilacion en la regién reguladora de TNF, la asociacién observada entre
hiperhomocisteinemia y sobreexpresion de TNFa sugiere que también podria tener un efecto
indirecto. Por lo que se propone que tanto la hiperglucemia, a través del reclutamiento de
TETs, como el metabolismo de unidades de carbono, podrian estar involucradas en la
regulacion epigenética observada en este fendmeno de programacion fetal. Cabe mencionar,
que mientras el mecanismo propuesto a través de hiperglucemia es especifico para metilacion
de DNA, los cambios en la biodisponibilidad de grupos metilo reflejado en
hiperhomocisteinemia también afectarian los niveles de metilacion de histonas, afiadiendo
un nivel mas de complejidad en la regulacion de este fenomeno. No obstante, al tratarse de
un estudio de asociacion, unicamente es posible hacer inferencias sobre las vias involucradas,
pero se requeririan de estudios funcionales para elucidar el mecanismo en concreto por el
cual el ambiente intrauterino descrito previamente establece hipometilacion de DNA en la
region reguladora de TNFa. Adicionalmente, cabe mencionar que una limitante de este
estudio es que el tamafio de la muestra fue relativamente pequefio. Por lo tanto, el poder
estadistico puede ser insuficiente para evidenciar algunas asociaciones.
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Ademas de los cambios epigenéticos observados en HUVECs en respuesta a
alteraciones en el metabolismo de unidades de carbono, se identificaron cambios funcionales
asociados con la disfuncion endotelial. Previamente, un estudio habia reportado que en
HUVECs obtenidas de cordones umbilicales de embarazos con DG, habia una
sobreexpresion de las moléculas de adhesion VCAM1 e ICAML1 ante activacion endotelial
inducida por TNFa. No obstante, en este estudio no se reporta una diferencia en la expresion
basal de estas moléculas entre embarazos con DG y normoglucémicos (93), con lo cual
concuerdan nuestros resultados. En nuestros datos observamos una tendencia en donde las
células provenientes de embarazos con GRS de riesgo y dosis bajas de suplementacion con
acido fdlico sobreexpresan ambas moléculas ante estimulacion, en comparacion con las
expuestas al GRS protector. La sobreexpresion de estas moléculas se traduciria en una
adhesion incrementada de monocitos, un fenotipo caracteristico de la patofisiologia de
disfuncion endotelial y aterosclerosis. A pesar de que la diferencia en la expresion de
VCAML entre los grupos no alcanzo significancia estadistica, la tendencia es bastante clara;
y para ICAML si se observé una diferencia estadisticamente significativa. Esto es en
comparacion con el estudio mencionado previamente, en el cual observaron una diferencia
en la expresion de VCAML1 entre grupos mas robusta que para ICAM1 (93). De cualquier
forma, para corroborar esta tendencia seria necesaria la inclusion de mas pacientes.

Adicionalmente, en condiciones basales sin el estimulo de activacion endotelial, no
se observaron diferencias en la abundancia de RNAm de VCAML1 e ICAML1 entre los grupos.
A pesar de que en nuestro modelo TNFa se encuentra sobreexpresada a nivel de RNAm, no
es suficiente para producir una regulacion a la alta de las moléculas de adhesion estudiadas
en condiciones basales. A partir de esta observacion, se podria proponer que las HUVECs
expuestas al ambiente intrauterino adverso impuesto por el GRS, presentan alteraciones en
los patrones de metilacién de DNA y en la expresion de TNFa, que hacen a estas células mas
susceptibles a presentar fenotipos de disfuncion endotelial ante estimulos inflamatorios
subsecuentes que se pudieran presentar durante la vida de estos sujetos. No obstante, cabe
mencionar que en un contexto fisioldgico las células endoteliales se encuentran en una
interaccidn con células sanguineas, las cuales en sujetos expuestos al ambiente intrauterino
adverso, también podrian sobreexpresar la citocina TNFa, creando la posibilidad de que en
condiciones fisiologicas la concentracion de TNFa producida por diversos linajes celulares
sea suficiente para producir una sobreexpresion basal de VCAML1 e ICAML1 en las células
endoteliales. Por otro lado, la sobreexpresion de RNAmM no necesariamente resulta en
sobreexpresion de las proteinas por lo que se requeririan hacer Western Blots o ensayos
funcionales de adhesién con monocitos en cultivo. No obstante, estos resultados sugieren
que la exposicion a las condiciones intrauterinas previamente descritas resulta en fenotipos
funcionales pro-aterogénicos, como la sobreexpresion de una citocina proinflamatoria y de
moléculas de adhesion, desde etapas muy tempranas. Dichos fenotipos impondrian un
ambiente proinflamatorio que predispone a estos neonatos a desarrollar aterosclerosis durante
su vida adulta. Otro punto importante es que estos experimentos fueron hechos en células
que tenian dos pases en cultivo (aproximadamente 15 dias), por lo que estos fenotipos son
estables y se mantienen a través de las divisiones celulares, sustentando la posibilidad de que
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son adaptaciones establecidas por el ambiente intrauterino adverso y que pueden tener una
repercusion en la salud a largo plazo.

Dado que se habia elucidado que la suplementacion con &cido fdlico durante el
embarazo podia modular el riesgo conferido por la predisposicion genética para el desarrollo
de un ambiente intrauterino adverso y los cambios en la metilacion de DNA en la region
reguladora de TNFa asociados a este, se planted probar si una vez establecidas estas
alteraciones, era posible revertirlas mediante suplementacion con folato. Las HUVECs
suplementadas con 5-MeTHF en cultivo no mostraron un restablecimiento en los niveles de
metilacion de DNA en la region reguladora de TNFo. Adicionalmente, la suplementacion en
cultivo tampoco atenud la sobreexpresion de VCAML en el grupo de riesgo, pero si se
observo esta tendencia en la expresion de ICAM1 aungue sin significancia estadistica. Por lo
tanto, estos resultados parecerian indicar que revertir las adaptaciones epigenéticas y los
fenotipos establecidos por el ambiente intrauterino adverso es mucho mas complejo. Para
evidenciar el efecto de un determinado esquema de suplementacion se requeririan hacer
experimentos a multiples concentraciones e incluso se podria explorar la posibilidad del uso
de otros micronutrientes involucrados en el metabolismo de unidades de carbono, como
vitamina B12. Otra posibilidad, es que los individuos utilizados para estos experimentos sean
portadores de otras variantes en enzimas del metabolismo de unidades de carbono como en
MTR, MTRR, SLC19A1 o DNMT1 que pudieran afectar su actividad enzimética, y por lo
tanto no hubieran podido metabolizar eficientemente el 5-MeTHF que se utiliz6 en este
esquema de suplementacion. Dada la alta frecuencia del SNP de MTHFR que se sabe que
disminuye su actividad enzimatica, la suplementacion se hizo con 5-MeTHF que esté rio
debajo de la reaccion catalizada por MTHFR en la via, no obstante, no se puede descartar la
prevalencia de otros SNPs en estos pacientes a pesar de que no sean de tan alta frecuencia.
Dada la falta de reportes sobre el efecto de suplementacién con folato en cultivo sobre los
niveles de metilacién de DNA, se utiliz6 una concentracion de 5-MeTHF que pudiera ser
clinicamente relevante dado que es la concentracidn que se alcanza en suero después de una
ingesta de 5mg de acido folico. Esta dosis es la que se utiliza en pacientes con antecedentes
de malformaciones o para el tratamiento de anemia por deficiencia de folatos. Sin embargo,
se podria explorar el uso de otros micronutrientes a concentraciones clinicamente relevantes
en otros puntos de la via que pudieran también restablecer los perfiles de metilacion y
fenotipos pro-aterogénicos en estas células. Cabe mencionar que el efecto de la interaccion
de la suplementacion con acido félico sobre la susceptibilidad metabdlica de desenlaces
adversos maternos y neonatales, se identifico durante etapas tempranas del embarazo, por lo
que es posible que intervenciones tardias no sean capaces de revertir los patrones
establecidos.

Con estos datos proponemos un modelo en el cual el GRS en interaccion con la dosis
de suplementacion con &cido folico impone un ambiente intrauterino adverso caracterizado
por una deficiencia en la secrecion de insulina como resultado de los niveles elevados de
homocisteina, que se refleja en los niveles de glucosa al tiempo 120’ de la CTOG. A su vez
este ambiente intrauterino resulta en hipometilacion en la region reguladora de TNFa, y se
propone que podria ocurrir a través de la posible interaccidn de dos vias que resultan en la
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sobreexpresion de TETSs (a traves de niveles incrementados de O-GIcNACc y su estabilizacion
por OGT resultado de la hiperglucemia) y una disminucion en la biodisponibilidad de grupos
metilo (resultado de hiperhomocisteinemia). A su vez esta hipometilacion se refleja en la
sobreexpresion de TNFa, que promueve una condicion proinflamatoria desde etapas muy
tempranas. Dicha sobreexpresion predispone a los neonatos al desarrollo de disfuncion
endotelial y aterosclerosis a través del establecimiento de un fenotipo de inflamacion crénica,
que puede ser empeorado por exposiciones ambientales subsecuentes. Ademas, el ambiente
intrauterino result6 en fenotipos pro-aterégenicos como la sobreexpresion de moléculas de
adhesion. Esta a su vez, se traducen en un posible aumento en la union de leucocitos ante
activacion endotelial, un fenotipo caracteristico de aterosclerosis. Este modelo se muestra en
la Figura 14. Cabe sefialar que, al tratarse de un estudio de asociacion, inicamente es posible
hacer inferencias sobre las vias involucradas, pero se requeririan de estudios funcionales para
elucidar el mecanismo en concreto por el cual el ambiente intrauterino descrito previamente
establece hipometilacion de DNA en la region reguladora de TNFa. Adicionalmente una
limitacidn importante del estudio en general es que el tamafio muestral fue muy pequefio.

No obstante, integrando todos nuestros hallazgos, proponemos al GRS en conjunto
con la dosis de suplementacion con cido fdlico, como una herramienta que permite clasificar
a las pacientes de acuerdo al riesgo de desarrollar un ambiente intrauterino adverso. Puntaje
de riesgo del GRS se asocian con adaptaciones adversas en el sistema circulatorio fetal en la
metilacion de DNA en una region regulatoria de TNFa, en la expresion de TNFa y de las
moléculas de adhesion VCAM1 e ICAML. De tal forma, esta herramienta permite identificar
individuos con adaptaciones previamente asociadas con disfuncion endotelial y
aterosclerosis, y que podrian ser susceptibles a desarrollar dichas patologias durante su vida
adulta.

Factores maternos Ambiente intrauterino Programacion fetal
adverso

+ Hipometilacion — Sobreexpresion

Hioerh istel o :
iperhomocisteinemia en la region de TNFa.
reguladorade
Predisposicion TNFa.

genética + Disfunciéon
representada endotelial /
por el GRS. adaptaciones
g . pro-
Hiperglucemia -
A aterogénicas.
Deficienciaen la
secrecion de insulina

Suplementacion [ Y J
con acido folico.

Equilibrio entre dos vias:

* Desmetilacidna través de TETs inducidas por
hiperglucemia

+ Disminucidén en la biodisponibilidad de grupos
metilo por hiperhomocisteinemia

Figura 14. Modelo de los factores maternos genéticos y metabdlicos vinculados con programacion fetal
de disfuncién endotelial y aterosclerosis. Las flechas sélidas representan asociaciones elucidadas en este
estudio mientras que las lineas punteadas reflejan posibles mecanismos que se sugieren por la literatura.
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Finalmente, el modelo utilizado en este estudio tiene como caracteristica principal
que las HUVECs representan un tejido relevante de estudio para patologias cardiovasculares.
Muchos trabajos de programacion fetal en los que se estudia metilacion de DNA, se han
hecho a partir de sangre de cordon umbilical, a pesar de que se sabe que los perfiles de
metilacion son tejido-especificos debido a que es una modificacion fundamental en el
proceso de diferenciacion celular. Por lo que extrapolar los hallazgos a otros tejidos que sean
relevantes en patologias metabdlicas y cardiovasculares puede ser cuestionable. No obstante,
este es un enfoque experimentalmente méas sencillo que ha permitido generar conocimiento
sobre los mecanismos vinculados al fendmeno de programacion fetal. Por otra parte, el uso
de HUVECs como modelo experimental permitié hacer experimentos funcionales en las
celulas, lo cual no es posible de hacer con sangre de cordén umbilical. Sin embargo, nuestro
modelo también tiene ciertas limitaciones. Al ser cultivo primario, existen fracciones de
células contaminantes cuyos patrones de metilacion podrian ser distintos a aquellos de
HUVECs. Adicionalmente la fraccion contaminante de otros linajes celulares es mayor
utilizando la técnica de obtencion de HUVECs mediante raspados citoldgicos de la vena
umbilical y va disminuyendo progresivamente a través de los pases en cultivo. No obstante,
las HUVECSs obtenidas mediante raspados son las mas representativas del estado en el que
se encontraban in vivo. Adicionalmente, los cultivos de HUVECs tienen una menor fraccion
de leucocitos contaminantes, no obstante, conforme se mantienen mas tiempo en cultivo, la
fraccion contaminante de fibroblastos aumenta (143). A pesar de que se determind que la
metilacion de DNA en la region reguladora de TNFa no cambio6 al establecer las células en
cultivo, existe la posibilidad de que si haya cambios en otras regiones del genoma. En un
articulo se reporta que si se dan cambios entre las HUVECs de pase 0 en cultivo y pase 4
(144). Estas modificaciones podian ser aumentos o disminuciones en los niveles de
metilacion de DNA y se daban predominantemente en regiones de enhancer. Por lo tanto, es
una cuestion que se debe tener en cuenta dado que no resulta posible determinar el efecto que
podrian tener estos cambios en la metilacién de DNA en las HUVECs. No obstante, el uso
de ambos modelos, HUVECs obtenidas mediante raspados de la vena umbilical con una
mayor fraccion de células contaminantes de otros linajes y HUVECSs establecidas en cultivo
le da robustez al uso de este modelo.
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10. Conclusiones

El ambiente intrauterino caracterizado por una deficiencia en la secrecién de insulina e
hiperhomocisteinemia, resulta en la hipometilacion en la region reguladora -2007 a -1731 bp
rio arriba del TSS de TNFa y sobreexpresion de la misma; asi como en la sobreexpresion de
moléculas de adhesién en HUVECs. A su vez, estas adaptaciones resultan en un fenotipo
proinflamatorio que se ha asociado previamente con susceptibilidad para desarrollar
disfuncion endotelial y aterosclerosis. No obstante, la predisposicién de desarrollar este
ambiente intrauterino adverso (reflejado por el GRS), puede ser atenuada por la
suplementacion con acido folico. En el tercil superior de dosis de suplementacion con &cido
folico en pacientes con mayor susceptibilidad metabdlica, que recibié por encima de 1.1mg,
se atenuaron desenlaces adversos maternos (hiperhomocisteinemia e hiperglucemia) y
neonatales (hipometilacion en la region reguladora de TNFa).

11. Perspectivas

e La mayor limitacion de este estudio fue el tamafio de muestra utilizado para los
andlisis, por lo tanto, seria importante aumentar la N para conseguir un mayor poder
estadistico.

e Explorar esquemas de suplementacion con micronutrientes (como vitamina B12, y
colina entre otros) del metabolismo de unidades de carbono a distintas dosis, que
pudieran revertir las adaptaciones pro-aterogénicas observada en HUVECSs expuestas
al ambiente intrauterino adverso.

e Determinar el mecanismo de regulacién entre la region -2007 a -1731 bp rio arriba
del TSS de TNFa y la expresion de dicha proteina, mediante CRISPR/Cas9 o
mediante la construccién de plasmidos reporteros.

e Evaluar expresion de TET1 en HUVECs de neonatos expuestos al ambiente
intrauterino adverso de hiperhomocisteinemia e hiperglucemia.
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13. Material Suplementario

Tabla Suplementaria 1. Primers de amplificacion y de secuenciacion para ensayos de
pirosecuenciacion

Region Forward (5' — 3") Reverse (5" - 3") Secuenciacion (5" — 3")
TNF -2007 — - GAAGATGGTGTATT *ACCCCTAAAATAATCAA ATTTAGGGTTGTAG
1818 TAGGGTTGTAG AATAAAAACA GAAT
TNF -1869 — - *TTTTTTTTTAGTTT ACCCCTAAAATAATCAAA ATTTTTTCTTTCTAA
2004 TTAGAAGATGGTGT ATAAAAACA ATTTTTCC
ATT
TNF -1792 — - GGGAGATTAGTTAT *ACCTAAAATTCCTTCTTT TGTTTTTATTTTGAT
1731 TTATTTATATAGAT AAAAACT TATTTTAGGG
GGTATT
TNF -312 — -228  AAGAAATGGAGGT *ACCAACAACTACCTTTAT GTTTTGAGGGGTAT
AATAGGTTTTGAG ATATCCC GG
TNF -178 — -41 AAGAAATGGAGGT *ACCAACAACTACCTTTAT TTTGTGTGTTTTTAA
AATAGGTTTTGAG ATATCCC TTTTTTAAAT
MCP1 -354 — - TTGGAATGTGGTTT *ATTAAATCTACTAAACA  GTTTGAAGGTAAGT
318 GAAGGTAAGTT AATACAACATCCTATAA TGG
MCP1 -164 — - *TTTTGGAATGTGG AATCTACTAAACAAATAC AAAAATAAAAAAAA
318 TTTGAAGGTAAG AACATCCTATAA AAAACAAAAAA
H19 -2299 —- AGGGGAATAATGA  *CTCCCATAAATATCCTAT ATGGATGATGGGGA
2172 GGTGTTTTAG TCCCAAATA T
H19 -2164 — - *AGGGGAATAATGA CTCCCATAAATATCCTATT ATTCCCAAATAACC
2038 GGTGTTTTAG CCCAAATA CC
H19 -2005 — - GGGGTTATTTGGGA *AACCACTTAAAACTAAA GAATAGGATATTTA
1826 ATAGGATAT AAAATCAAAATATTC TGGGAG
IGF -2085 — - *TATTTAGTAGGGG CCAAATCACCCAAAACTT CTTTACTTAACAAAA
2205 GTTAGGTGTATTTT TACTTAACA CACTTAAATC
IGF2 -2034 — - TAAGTAAAGTTTTG *ACATCTTCCCCATCTCCT ATTTGGGGTTATAG
1914 GGTGATTTGGGGTT AACTATA GG
ATAG
LEPR *GGTTGTTTTTTTTT AAAAAAAACAAATCCCAC ACAAATCCCACCTT
cg08234308 TTTTTTGAGAGT CTT AATC
LINE-1}

* Primer biotinilado en el extremo 5'
1 Ensayo prediseiiado Qiagen #970012
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Tabla Suplementaria 2. Condiciones de amplificacion para las regiones utilizadas en
los ensayos de pirosecuenciacion.

Inactivacion 15 minutos 95°C
45 ciclos
Desnaturalizacion 30 segundos 94°C
Annealing 30 segundos 50°C*
56°CH
58°Ct
Extension 30 segundos 72°C
Extension Final 10 minutos 72°C
* Para LINE-1

tPara TNF -312 — -228, TNF -178 — -41, MCP1 -354 — -318, MCP1 -164 — -318, H19 -2299 — -
2172, H19 -2164 — -2038, H19 -2005 — -1826, IGF -2085 — -2205, IGF2 -2034 — -1914,
I Para TNF -2007 — -1818, TNF -1869 — -2004, TNF -1792 — -1731, LEPR cg08234308

Tablas Suplementaria 3. Primers para la caracterizacion de HUVECSs.

Gen Forward (5' —3") Reverse (5" — 3")

vVWF TAAGTCTGAAGTAGAGGTGG AGAGCAGCAGGAGCACTGGT
CD31 CCAAGGTGGGATCGTGAGG TCGGAAGGATAAAACGCGGTC
CD146 AGGAGCCAAACATCCAGGTC GTGTACAAACCACTCGACTCCA
CD45 TCTTAGGGACACGGCTGACT TGAAAGTGGAACACTGGGCA

Tablas Suplementaria 4. Condiciones de gPCR para ensayos de expresion de
marcadores de HUVECs

Hold 10 minutos 95°C
40 ciclos 15 segundos 95°C
60 segundos 60°C
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Tabla Suplementaria 5. Primers para analisis de expresion de moléculas de adhesion.

Gen Forward (5' — 3") Reverse (5" - 3")

B2M CACCCCCACTGAAAAAGATGAG CCTCCATGATGCTGCTTACATG
ICAM1 ACGGTGCTGGTGAGGAGAG TCGCTGGCAGGACAAAGGT
VCAM1 GCAAGTCTACATATCACCCAAG TCACAGAGCCACCTTCTT
TNFo AGACCAAGGTCAACCTCCT AAAGTAGACCTGCCCAGAC

Tabla Suplementaria 6. Condiciones de qPCR para ensayos de expresion de moléculas

de adhesion en HUVECs

Hold 15 minutos 95°C
40 ciclos 15 segundos 94°C
30 segundos 60°C
30 segundos 72°C

Tabla Suplementaria 7. Estadistica descriptiva de la primera cohorte de 614 mujeres.

Caracteristicas Maternas

Mediana [percentil 25 — percentil 75]
N=614

Edad (afios)

32 [26 - 37]

IMC pregestacional (Kg/m?)

25.48 [22.91 — 28.8]

Homocisteina (umol/L)

7.040 [5.8 — 8.68]

Folato (hg/mL)

19.50 [13.35 — 25.25]

Vitamina B12 (pg/mL)

267.5 [200 - 374]

Semana gestacional de inicio de 6.2[0-9]
suplementacion con acido fdlico (semana)

Dosis de suplementacién con acido félico 1[0.4-5]
(mg/dia)

Semana gestacional de la CTOG (semana) 27 [24 - 30]

Glucosa en ayuno (mg/dL)

85 [78 — 92.25]

Glucosa 60' (mg/dL)

154 [124 - 188]

Glucosa 120' (mg/dL)

132 [110 — 167.2]

AUC (mg*min/dL)

23025 [19230 - 27900]

Triacilgliceroles (mg/dL)

240 [189.2 — 292.2]

Colesterol Total (mg/dL)

226 [198 - 256]

HDL (mg/dL) 65 [53 — 76.5]
LDL (mg/dL) 109 [86.5 — 133.5]
DG (%) 47.33

Edad materna avanzada (%) 36.25

Obesidad (%) 19.05

Alta paridad (%) 43.9
Suplementacidn de éacido félico menor a 400 3.1

Hg (%)
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Figura Suplementaria 1. Expresion de marcadores especificos de HUVECs. Se
analizaron en HUVECs establecidas en cultivo y obtenidas mediante raspados de la
vena umbilical.
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Figura Suplementaria 2. Tasa de la expresion de CD45 / vWF relativa a B2M. Se observa
como en las muestras obtenidas de los raspados hay una mayor expresion de CD45, que
refleja una mayor cantidad de leucocitos contaminantes, la cual va disminuyendo a través de
los pases en cultivo.
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Figura Suplementaria 3. Distribucién del porcentaje de metilacion en cada sitio CpG
de la region reguladora -2007 a-1731 bp rio arriba de TSS de TNFa para cada muestra.
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Figura Suplementaria 4. Pirogramas representativos de la regién reguladora -2007 a -
1731 bp rio arriba de TSS de TNFa de HUVECSs expuestas al ambiente intrauterino de
una paciente con GRS de riesgo (-0.14) (A) y de una paciente con GRS protector (0.23)
(B). Ambas pertenecen al tercil inferior de dosis de suplementacion con acido folico.
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Figura Suplementaria 5. Perfil de metilacion de DNA en cada sitio CpG de la regién
reguladora -2007 a -1731 bp rio arriba de TSS de TNFa y LINE-1 para HUVECs
obtenidas mediante raspados de la vena umbilical, de primer y segundo pase en cultivo.
La escala de colores representa el porcentaje de metilacion que codificado del 0 al 100%. En
el eje Y se muestran los nombres de las muestras. Las que contienen un A provienen de
raspados de la vena umbilical (n=54), las que contienen B provienen de HUVECSs de primer

pase en cultivo (n=29) y las que contienen C provienen de HUVECs de segundo pase en
cultivo (n=12).
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Figura Suplementaria 6. Expresion de las moléculas de adhesion ICAM1 (A) y VCAM1
(B) en condiciones basales de cultivo sin estimulacion con TNFa. Se muestra en p-valor
de una prueba estadistica de U Mann-Whitney.
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