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1 RESUMEN
Palabras clave: Diabetes gestacional; metilacion de DNA; peso al nacer; programacion
fetal; folato.
INTRODUCCION: La diabetes gestacional (DG) es un problema creciente en materia de salud,
especialmente en ciertas poblaciones con particular predisposicion genética como la mexicana,
a la que se le suma la alta prevalencia de obesidad y factores ambiéntales de riesgo. Este
proyecto contribuye al andlisis de las regiones de susceptibilidad y genes relevantes y su
regulacidon epigenética. Es relevante estudiar los perfiles epigenéticos en tejidos transitorios
propios del embarazo como el corddon umbilical; por su implicacion en los mecanismos
vinculados con la programacion fetal de riesgo para diabetes tipo 2 (DT2), y para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares en la vida adulta.
OBJETIVO GENERAL: Identificar los patrones de expresiéon génica y de metilaciéon del DNA
tejido-especificos asociados a la DG en mujeres embarazadas de la poblacién Mestiza-
Mexicana, asi como su impacto sobre indicadores del crecimiento neonatal.
MATERIAL Y METODOS: Se realizé un estudio observacional, prospectivo, analitico vy
longitudinal. Se captaron pacientes con menos de 14 semanas de gestacion. Durante la
semana de gestacion 24 a 28 se les realizé una curva de tolerancia oral a la glucosa. Se
midieron niveles séricos de glucosa, homocisteina y folato. De los cordones umbilicales de sus
neonatos, se aislaron las células endoteliales de la vena umbilical (HUVECSs) para analizar los
niveles de metilacién de DNA mediante pirosecuenciacion de DNA convertido por bisulfito de
genes asociados a programacion fetal.
RESULTADOS: El 16.9% de las mujeres estudiadas presentaron DG. Identificamos a los
biomarcadores séricos y genéticos del metabolismo de folatos asociados significativamente con
esta condicién. La glucemia al minuto 120 postcarga y la homocisteina se asociaron con
hipometilaciéon de DNA en una region reguladora de TNFa. Ademas, la metilacién en MCP-1 se

asocié con el peso y longitud al nacer.



CONCLUSION: La hiperglucemia en el embarazo favorece adaptaciones epigenéticas en TNFa
en HUVECSs. La metilacion de DNA en la quimiocina MCP-1 se asocia con el peso al nacer.
Estas adaptaciones podrian estar vinculadas con la programacion metabdlica fetal de riesgo

para enfermedades crénicas.



2. INTRODUCCION

La gestacion representa un importante reto metabdlico, ya que durante esta etapal se producen
cambios drasticos en el metabolismo materno para asegurar las demandas de nutrientes del
feto en crecimiento, aun cuando la madre también mantenga su incorporacion (1). La segunda
mitad del embarazo se caracteriza por un aumento en la resistencia a la insulina, producto de la
ganancia de peso y secrecion de hormonas placentarias (2), lo que se compensa con
incremento en la biosintesis y secrecion de insulina. En las mujeres con DG la compensacion
no es suficiente y la concentracion de glucosa plasmatica alcanza niveles patoldgicos (3, 4).

La prevalencia de DG ha aumentado en los ultimos afios y es variable entre distintos
grupos étnicos; por ejemplo, en poblaciones Asiaticas es de 5-10%, en México-Americanas de
5-7%, en Arabes de 5-7%, mientras que en poblaciones Europeas es de 2-4%. A diferencia de
la DT2, no hay registros de su prevalencia en el pais; sin embargo, estudios en diferentes
entidades revelan frecuencias variables, muy probablemente dependientes del método de
diagndstico (5). Es importante mencionar que aun con las recomendaciones de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA, American Diabetes Association), no hay un consenso
internacional para el método de diagnéstico de la DG.

La dieta, la composicién corporal y la salud materna contribuyen al riesgo a desarrollar
DG. El aumento en la prevalencia de obesidad e intolerancia a los carbohidratos entre mujeres
urbanas en edad reproductiva, particularmente entre niveles socioecondémicos alto y medio,
representa un factor de riesgo para desarrollar DG. No obstante, también se han reportado altas
prevalencias de la enfermedad entre mujeres con indice de masa corporal (IMC) y nivel
socioeconémico bajo. Adicionalmente, la edad materna avanzada, la alta paridad y los
antecedentes familiares de DM han mostrado conferir riesgo para desarrollar DG (6).

Se ha descrito que la DG tiene repercusiones importantes en la descendencia. Los nifios
diagnosticados con bajo peso para la edad gestacional al nacimiento, habiendo estado
expuestos a un ambiente intrauterino adverso, determinado por la presencia de hiperglucemia
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y/o de obesidad materna, tienen un mayor riesgo de desarrollar rasgos del sindrome metabdlico
durante la infancia o en la vida adulta. El incremento en la tasa de prevalencia de la obesidad
en nifos y adultos, tiene implicaciones importantes en la perpetuidad del ciclo de obesidad,
resistencia a la insulina y sus consecuencias (DG, DT2, sindrome metabdlico y enfermedades
cardiovasculares) en generaciones subsecuentes (7).

Tanto la DG como en la DT2 son enfermedades multifactoriales que involucran
complejas interacciones entre factores genéticos y ambientales. La obesidad es el principal
factor de riesgo para ambas condiciones metabdlicas (8). Por su parte, el sedentarismo y la
dieta son los factores de riesgo ambientales mas fuertemente asociados a la obesidad, DT2 y
DG. Asi mismo, estudios de asociacidon gendmica han identificado diferentes genes asociados
con la DG y la DMT2, como KCNJ11, WFS1, TCF7L2, KCNQ1, HNF4A, entre otros
relacionados mas frecuentemente con la alteracion en la secrecion de insulina por la célula 3
pancreatica (9-13), lo que sugiere que esta caracteristica fisiopatolégica podria ser mas
determinante en personas con alta susceptibilidad genética; mientras que la resistencia a la
insulina y su exacerbacién parece ser mas debida principalmente a factores ambientales (14).

Adicionalmente, tanto la DG como la DT2 se asocian con hiperhomocisteinemia (15-17).
La concentraciéon de homocisteina se considera un biomarcador de la deficiencia de folatos, ya
que esta determinada por la disponibilidad de SmetilTHF en el metabolismo de unidades de
carbono, la tasa de remetilacion de homocisteina a metionina y la demanda de metilacién por
substratos especificos (p. ej. DNA) (18). En mujeres embarazadas, se ha observado que la
hiperhomocisteinemia se asocia con mayor resistencia a la insulina (16), alteracion de la funcién
endotelial (19), mayor incidencia de abortos (20, 21), restriccién del crecimiento intrauterino (22,
23), alteraciones placentarias (24), defectos del tubo neural (25) y pre-eclampsia (19).

La suplementaciéon con acido fdlico ha demostrado efectos benéficos sobre las
concentraciones de homocisteina y los parametros relacionados con la resistencia a la insulina,
inflamacion y otras alteraciones metabdlicas presentes en la obesidad, DT2 y DG. Solini et al,

10



demostraron que la suplementacion con 2.5 mg de &acido fdlico durante 3 meses reduce
significativamente las concentraciones de insulina en plasma, el indice de resistencia a la
insulina y marcadores de inflamacién como la proteina C-reactiva (26). Estos efectos también
han sido observados en pacientes con DT2 (27), en los que ademas, se observa mejoria en el
control glucémico medido por la hemoglobina glucosilada (HbA1c) (28). Mientras que algunos
autores han demostrado que dosis tan bajas como 500 mcg de &cido fdlico reducen la
homocisteina plasmatica y mejoran los parametros metabdlicos. Sin embargo, otros autores no
reportan asociacion significativa entre la suplementacion con &cido fdlico y la reduccién de
homocisteina. Las diferencias en la duracion y la dosis de la terapia de suplementacién podrian
ser las responsables de la falta de consistencia entre los distintos estudios (27).

Por lo anterior, se propone que los mecanismos epigenéticos, particularmente la
metilacion de DNA dependiente de folatos, pueden tener un papel fundamental en la interaccién
gen-ambiente que se relaciona con los procesos de resistencia a la insulina y la secrecién de la
célula B pancreatica involucrados en la DT2 y la DG. Dadas sus similitudes, es posible pensar
en la DT2 y en la DG como dos fases de la misma enfermedad. Al compartir las mismas
condiciones de predisposicion, y reconociendo que el desarrollo de DT2 se relaciona con
importantes mecanismos epigenéticos, es posible plantear la participacion de estos mismos
mecanismos en la DG.

Mecanismos epigenéticos: La metilacion del DNA y la modulacién de la expresion génica

Las células somaticas de un. organismo multicelular tienen basicamente la misma
informacion genética, no obstante, cada uno de los tipos celulares que forman parte del
organismo tiene una estructura y funcién caracteristicas. Esto se debe a la expresién diferencial
del genoma, la cual es regulada principalmente por mecanismos epigenéticos (29). Los
mecanismos de regulaciéon epigenética se definen como los cambios heredables en la
expresion génica que ocurren sin una alteracion en la secuencia de nucledtidos del DNA y que
son mitéticamente heredables (30). Estos mecanismos incluyen, entre otros, a las
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modificaciones covalentes de las histonas, el posicionamiento de variantes de histonas, el
remodelamiento de los nucleosomas, los RNAs no codificantes, y la metilaciéon del DNA. Todos
ellos son fundamentales para la regulacién de un gran numero de procesos celulares,
incluyendo la expresion de genes, la diferenciacion celular, la embriogénesis, la inactivacion
transcripcional de elementos genéticos moviles y silenciamiento del cromosoma X y el proceso
de impronta gendémica (31).

La metilacién del DNA es la unica modificacion epigenética que se presenta
directamente en la molécula del DNA, la cual se produce por la adicién enzimatica de un grupo
metilo al carbono 5 de la citosina. La mayoria de las 5-metilcitosinas (5mC) en el DNA de
mamiferos estédn presentes en los dinucleétidos CpG. También pueden estar metiladas
secuencias no CpG, pero con menor frecuencia (32).

En las células somaticas humanas, la 5mC constituye 1% del total de las bases del DNA
y afecta un alto porcentaje de todos los dinucleétidos CpG en el genoma. La presencia de la
5mC produce un cambio conformacional en la doble cadena del DNA, lo cual podria actuar
como una sefal especifica para otras moléculas que intervienen en la regulacién de la
expresion génica. El estado de metilaciéon de los residuos de citosina le puede conferir una
variacién espacial y temporal a la estructura de la cromatina, habiéndose demostrado que
generalmente existe una correlacion inversa entre los niveles de metilacion del DNA y la
expresion génica (33).

Los dinucledtidos CpG no estan distribuidos uniformemente en el genoma humano. En
98% del genoma, los CpG estan presentes en promedio una vez por cada 80 dinucleétidos,
existiendo regiones de 200 pb a varias kilobases que tienen una frecuencia cinco veces mayor
de dinucledtidos CpG (> 50% de CG) y con una razén de frecuencias de dinucledtidos CpG
observadas a la frecuencia estadisticamente esperada de al menos 0.6, denominadas "islas

CpG" (33).
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Alrededor del 60% de los promotores de genes humanos tienen islas CpG, las cuales se
encuentran con mayor frecuencia no metiladas en células normales, aunque muchas de ellas,
se presentan metiladas de manera tejido-especifica durante el desarrollo embrionario o en
tejidos diferenciados. En general, las islas CpG se localizan entre la regién central del promotor
y el sitio de inicio de la transcripcidn, observandose represion en la expresion génica cuando se
encuentran hipermetiladas (32).

La regulacion transcripcional a partir de la metilacion del DNA es un proceso complejo,
dinamico y eficientemente regulado. Un prerrequisito para entender las funciones de la
metilacion del DNA es conocer la existencia de patrones heredables del estado de metilacion en
el genoma de los mamiferos. Los patrones de metilacion en las celulas somaticas son
generalmente estables y heredables, sin embargo, son reprogramados ampliamente en las
células germinales y durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la metilacién de novo
particularmente activa en estos estadios. En general, el genoma de las células germinales
femeninas se encuentra menos metilado que el de las masculinas. El patrén de metilacion de
los gametos es borrado por una desmetilacion generalizada cerca del estadio 8 células. A partir
de entonces, la metilacion del DNA adquiere patrones especificos durante el desarrollo
embrionario y se establece el patron de metilacion de las células somaticas. Se ha sugerido que
los patrones de metilacion de las islas CpG pueden servir para compartamentalizar al genoma

en zonas transcripcionalmente activas e inactivas (34).

Desde hace varios afios, una gran interrogante ha sido como se generan los patrones de
DNA metilado y desmetilado durante el desarrollo y cémo se mantienen en las células
diferenciadas. Estos procesos parecen ser el resultado de la accién combinada de enzimas que
se encargan de metilar y de mantener los patrones de metilacion, llamadas metiltransferasas de

novo y de mantenimiento, respectivamente (35).
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La reaccion de metilacion del DNA es catalizada por las DNA metiltransferasas e
involucra la transferencia del grupo metilo de la S adenosil- L-metionina (SAM) al carbono 5 de
la citosina. La SAM se produce tras una serie de reacciones que se desencadenan a partir de la
ingesta (alimentaria o por suplementacion) del acido félico. A través de la enzima
metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR), se logra que el metabolito 5,10 metil tetrahidrofolato
(5,10 MTHF) se transforme en 5 metil tetrahidrofolato (5 MTHF), y a su vez, este dé lugar al
tetrahidrofolato (THF). Esta cascada de reacciones garantiza que se donen grupos metilo,
imprescindibles para la metilacion de la homocisteina, con la ayuda del cofactor B12, y logra la
formacién de la metionina y de la S adenosil metionina (SAM), la mayor proteina donante de

metilo intracelular (36).

A diferencia de los factores genéticos, los mecanismos de regulacion epigenética son
modificables. Existe una gran cantidad de evidencia de que estos mecanismos pueden ser
modificados por factores ambientales y nutricionales, principalmente por el aporte de folatos
(37-40), vitamina B12 (41, 42) y otros nutrimentos donadores de grupos metilo (43-47), lo que
los hace relevantes en los mecanismos de adaptacion metabdlica involucrados en el embarazo
y en la susceptibilidad a enfermedades metabdlicas en la madre y en su descendencia (7, 48-
56).

En México, se identifican tres factores de riesgo asociados a la deficiencia de folatos:

1) La deficiencia moderada de folatos (folato plasmatico de 57 a 65 ng/ml) se presenta en
10.6% de las mujeres embarazadas, 2) La incidencia de defectos del tubo neural es mas alta en
México que en otros paises (57) y 3) la frecuencia del alelo T de la variante C677T en el gen
MTHFR es de 58%, siendo también mas alta que en otras poblaciones (58). Considerando
estos factores, en 2004 se establecieron las ingestas diarias sugeridas (IDS) de folato para la
poblacién mexicana: 460 ug eFD/dia para mujeres no embarazadas y hombres mayores de 19

anos y 750 ug eFD/dia para mujeres embarazadas (59).

14



Adicionalmente a la ingesta de folatos naturales en la dieta, es fundamental la
recomendacion para mujeres en edad fértil de suplementar la dieta con 400 ug de acido félico
sintético al menos tres meses antes del embarazo y durante el primer trimestre del mismo, ya
que esta suplementacién reduce en un 36% el riesgo de DTN (60), aun en poblaciones con una
alta ingesta dietaria de folatos (61). Para mujeres con antecedentes personales o familiares de
DTN o aquellas bajo tratamiento con anticonvulsivos, se recomienda la suplementacién con 5
mg de &cido fdlico tres meses antes de la concepcion y durante el primer trimestre del
embarazo (62).

Sin embargo, es posible que este patrén de suplementacion no sea efectivo para todas
las mujeres embarazadas, en funcién de la capacidad individual de absorber y metabolizar
eficientemente los folatos. Esta capacidad estara determinada por la presencia de
polimorfismos en los transportadores y enzimas involucrados en el metabolismo de los folatos
(83).

La regulacion epigenética y su papel en la programacion fetal

Los estudios de Barker y colaboradores, en la década de 1980, establecieron que la
incidencia de algunas enfermedades en el adulto, como la diabetes tipo 2, las dislipidemias, y
los accidentes vasculares cerebrales se relacionaban con el bajo peso al nacer, el cual esta
fuertemente determinado por el ambiente intrauterino durante el desarrollo (hipStesis de Barker)
(64). La hipotesis de la reprogramacion metabdlica sefiala que en condiciones de carencia de
nutrimentos durante el desarrollo embrionario y fetal, ciertas estructuras y funciones de los
organos realizan una programacion que determina los puntos de referencia que regularan las
respuestas fisioldgicas y metabdlicas en la etapa adulta. Por lo tanto, se postula que el efecto
de la programacién a corto plazo permite la supervivencia del feto, mientras que a largo plazo
predispone a enfermedades en la vida adulta (64).

La induccién de cambios persistentes en la funcién y estructura de los tejidos, por
diferencias ambientales en la vida temprana, produce alteraciones permanentes en la
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regulacion de la transcripcion de genes. Entre estos cambios adaptativos durante la vida fetal
resaltan la resistencia a la insulina y el incremento en la capacidad para depositar lipidos en el
tejido adiposo, y en la que se disminuye el tamafo de algunos érganos (musculo, higado,
pancreas etc), con el fin de priorizar el desarrollo éptimo del cerebro (65). En el periodo
postnatal, una vez que el recién nacido deja de ser sometido a la presion ejercida por la
carencia nutrimental, se presentan fenotipos desfavorables y un mayor riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas tales como obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares
(68).

La hipotesis de la programacion fetal fue cuestionada por la ausencia de modificaciones
genéticas que explicaran los mecanismos de establecimiento del fenotipo metabdlico.
Posteriormente, se identifica a los mecanismos epigenéticos como moduladores de la
programacion metabdlica durante los periodos criticos del desarrollo pre y posnatal, en
respuesta a distintos estimulos ambientales, los cuales inducen cambios permanentes en el
metabolismo y la susceptibilidad para sufrir enfermedades (67).

Se reconoce que los individuos expuestos a hiperglucemia materna o DG durante su
desarrollo embrionario tienen mayor susceptibilidad de presentar diabetes, obesidad y otras
patologias metabdlicas en la vida adulta (68, 69). Se ha demostrado que la hiperglucemia
materna durante el embarazo modifica la metilacion de DNA de genes in\)olucrados en el
metabolismo en tejidos embrionarios transitorios como la placenta y el cordén umbilical (70-73),
lo que modifica la funcidn placentaria de intercambio de oxigeno y nutrimentos entre la madre y
el feto. Sin embargo, alun no queda clara la relacién que guardan los patrones de metilaciéon en
estos tejidos embrionarios transitorios con el epigenoma fetal y postnatal (70-75).

En cuanto al estudio de mecanismos de regulacién epigenética involucrados en la
programacion metabdlica fetal, la mayor limitante resulta de la dificultad para obtener tejidos
fetales o neonatales. Como alternativa al andlisis de células somaticas de origen fetal, se
propone utilizar como modelo de estudio células endoteliales del cordon umbilical. El analisis de
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marcajes de metilacion de DNA en células de cordén umbilical podria producir resultados con
una aproximacion valiosa al marcaje epigenenético en etapas tempranas del desarrollo, con
posible influencia en la actividad transcripcional en tejidos relevantes para la susceptibilidad al
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares en la vida adulta (76).

Godfrey KM y colaboradores, identificaron regiones en los genes RXRA y eNOS
diferencialmente metiladas en tejido de cordén umbilical. Ademas, el estado de metilaciéon de
estas regiones se asocié con el grado de adiposidad (porcentaje de masa total y central) a la
edad de 6 y 9 anos, respectivamente. Estos resultados orientan hacia la utilidad del analisis del
estado de metilaciéon en cordén umbilical como marcador de programacion fetal a través de
marcas epigenéticas que predisponen al producto a una mayor adiposidad en la vida adulta
t77).

En la tabla 1 se resumen los hallazgos de estudios que han demostrado que la
expresion de algunos genes se regula mediante la metilacién de las islas CpG descritas en sus
promotores, y que adicionalmente, los niveles de metilacion de estas regiones han sido
asociadas a rasgos fenotipicos maternos o fetales relacionados con DT2 u obesidad.

La relevancia principal del estudio de los patrones de metilacién asociados ala DGy a la
obesidad radica en que, dado que la metilacion del DNA puede ser mitéticamente y
meioticamente estable, los patrones de metilacién en el gen de la leptina y en otros genes
implicados en vias metabdlicas asociadas con la adaptacion al embarazo y a las alteraciones
producidas por la DG en presencia o ausencia de obesidad podria tener importantes efectos
fenotipicos a corto y largo plazo.

Sin embargo, hasta el momento se conoce poco sobre el papel de la metilacion
diferencial del DNA y expresién de genes importantes en tejidos relevantes para enfermedades
complejas como la diabetes tipo 2, diabetes gestacional y obesidad.

El objetivo del presente analisis preliminar de llos datos, fue ldentificar los patrones de
metilacién del DNA asociados a la DG en células de cordén umbilical de mujeres embarazadas
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de la poblacion Mestiza-Mexicana, asi como su impacto sobre indicadores del crecimiento
neonatal.
3. MATERIALES Y METODOS

Se reaiizé un estudio observacional, prospectivo, analitico y longitudinal. En este andlisis se
incluyen los datos obtenidos hasta el momento como parte del estudio “Mecanismos de
programacion fetal vinculados a enfermedades crénicas en el adulto”, con nuimero de registro
11-93-2015, aprobado por el comité de ética e investigacion del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez". Se cuenta con datos completos de 172 mujeres. De estas, Unicamente se
obtuvieron datos y muestras de sus neonatos en 53 casos, que fueron las que tuvieron
seguimiento en nuestro hospital hasta el momento del parto.

Las pacientes fueron captadas en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia. Se invité 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 gestacién. Los criterios de exclusion
fueron: periodo intergenésico menor a un ano, 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 realizé la primera evaluacion.

Durante la primera evaluacién se interrogé a las pacientes para llenar una hoja de
recoleccion de datos (que incluye antecedentes gineco-obstétricos, antecedentes personales
patoldgicos, antecedentes familiares y suplementacién con acido fdlico) y se tomaron medidas
antropométricas (peso y talla). Adicionalmente, se tomaron muestras de sangre en un tubo con
EDTA, que fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

Posteriormente, entre las semanas 24 y 28 del embarazo se les realizé6 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.
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Durante el parto se recolecté el corddén umbilical y se almacend en PBS (sin calcio y
magnesio), pH 7.2 a 4°C durante menos de 12 horas.
Mediciones y Parametros Bioquimicos / Antropomeétricos

En las muestras de suero materno recolectadas durante las semanas 24 — 28 del
embarazo se determinaron concentraciones de glucosa, colesterol total, lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y triacilglicéridos (TG) por métodos enzimaticos. Los niveles de LDL se
calcularon utilizando la férmula de Friedwald (78). Se determinaron concentraciones de folato y
vitamina B12 en suero mediante métodos enzimaticos basados en quimioluminiscencia
(Beckman Coulter) y de homocisteina mediante colorimetria (Beckman Coulter).

El area bajo la curva (AUC) de los niveles de glucosa durante la CTOG se calculd

mediante el método de trapezoide de acuerdo a la siguiente férmula:

PUC . [(giurosa,y,m:+glucosa60,) 60] 4 [(gmcamﬁo,;gtumm120,) 60]

MC = peso (Kg)

El IMC se calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula: ll 1
talla® (m?) *

Se utilizaron como puntos de corte los 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 ||
35 — 39.99, obesidad grado Ill > 40 (79).

Se calculd el Modelo Homeostatico (HOMA IR), a partir de las concentraciones de glucosa
e insulina plasmaticas, obtenidas en condiciones de ayuno, para estimar la resistencia a la
insulina. Se calculd con la férmula: HOMA IR=(insulina pU/mL)(Glucosa mg/dL)/22.5x18
propuesta por Wallace (80).

Obtencién de HUVECs

De los cordones umbilicales recolectados se obtuvieron fragmentos de 10 a 15 cm. Se
realizaron raspados de la vena umbilical con cepillos de citologia para obtener las células
endoteliales. Los cepillos se colocan en PBS + 4% albumina bovina y se agitaron a.3000 rpm.

Posteriormente, se retiré el cepillo del tubo y se centrifugé a 1200 rpm por 10 minutos.
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Se realizo lavado del botdn de células obtenidas con Buffer EL (Qiagen) y se incubé a
4°C por 10 minutos. Se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm, a 4°C por 10 minutos y se
resuspendié el botén de células en 500uL de buffer EL, el cual se almacena a -70°C para
realizar posteriormente la extraccion de DNA.

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

Se realizé una revision en la literatura, con enfoque en los estudios que hubieran
identificado regiones susceptibles a cambios en los niveles de metilacién de DNA en respuesta
a hiperglucemia, hiperhomocisteinemia, IUGR o que estuvieran asociados a fenotipos adversos
en los recién nacidos. Las regiones seleccionadas se muestran en la tabla 1. Adicionalmente,
se incluyeron secuencias repetidas LINE-1, frecuentemente utilizadas como un indicador de los
niveles de metilacion globales en el genoma.

Conversion por bisulfito y Pirosecuenciacion

De las HUVECs obtenidas se hizo extraccion de DNA usando el AllPrep DNA/RNA Mini
Kit (Qiagen). La concentracién del DNA obtenido se analizé 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 disefaron utilizando el programa PyroMark Assay Design 2.0.

Las PCRs de amplificacién 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. 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, 1uL de perlas de sefarosa cubiertas de estreptavidina y 40uL
de buffer de unién en un volumen total de 80pL. Los productos de PCR biotilinados unidos a las
perlas de sefarosa se someten a lavados con etanol 70%, solucion de desnaturalizacion
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(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
secuenciacion (0.375uM). Esta se somete a una incubacion a 80°C por cinco minutos antes de
iniciar la corrida.
Analisis Estadistico

Todos los analisis fueron hechos en R 3.4.3. Para cada regién de estudid, se calculd el
porcentaje global de metilacion como la media de metilacion de todos los sitios CpGs. En cada
sitio CpG el porcentaje de metilacion se determiné mediante el software PyroMark Q24
Adavnced (Qiagen) como:

altura de la sefial C
alturade la senal C+ altura de la senal T

F/e metilacion =

Para los ensayos en direccion reversa se utiliza la misma féormula, pero con la altura de
los picos del nucledtido G envezde Cyde Aenvezde T.

Se realiz6 estadistica descriptiva, calculando medias y desviaciones estandar, medianas
y rango intercuartilar y frecuencias absolutas y relativas, segun el nivel de medicién de las

variables. Se analizé la asociacion entre los biomarcadores del metabolismo de folato (folato,

vitamina B12 y homocisteina) y los valores de glucosa, insulina y HOMA-IR, ajustando modelos
de regresion lineal incluyendo como covariables el IMC pregestacional, la edad materna, el
numero de gestas.

Se ajusté un modelo de regresién lineal para determinar el riesgo de DG cuando se
incluyen variables clinicas (edad materna avanzada, obesidad o alta paridad) y se obtuvo la
razén de momios. Posteriormente se ajusté el mismo modelo, pero incluyendo como variables
regresoras a los biomarcadores del metabolismo de folato.

Los anélisis de asociacion se hicieron mediante regresiones lineales incluyendo como
covariables el IMC pregestacional, la edad materna, el nimero de gestas. Para las asociaciones

entre los parametros metabdlicos maternos y los niveles de metilacién y el peso y longitud al
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nacer, se realizaron regresiones lineales incluyendo como covariables el IMC pregestacional, la

edad materna, el nimero de gestas, el sexo del bebé y la edad gestacional.
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4. RESULTADOS

Se incluyeron 172 mujeres. De estas, 53 cuentan con muestras de HUVECs de sus hijos. Las
caracteristicas de las mujeres como de los neonatos se muestran en la tabla 2. La mediana de
la edad de las madres fue de 27 afos 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 acido fdlico 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 los 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.

Analisis del efecto de los biomarcadoreé del metabolismo de folato sobre indicadores
metabolicos asociados con la diabetes gestacional

La suplementacion iniciada en el segundo trimestre del embarazo se asocid con
parametros glucémicos relacionados con DG. Existe una asociacion significativa entre los tres
biomarcadores de la via metabdlica de folatos (folato, vitamina B12 y homocisteina) y las
concentraciones de insulina en ayuno. A mayor concentracion de folato menores niveles de
insulina en ayuno (p 0.001). A mayores niveles de homocisteina, mayor concentracion de
insulina en ayuno (p 0.008). Mientras que a mayores niveles de vitamina B12, incrementan los
niveles de homocisteina. Las asociaciones entre los biomarcadores y la concentracion de

glucosa no resultaron significativas (tabla 3).
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Adicionalmente, se analizé la asociacidn entre los biomarcadores del metabolismo de
folato y los valores de HOMA-IR, como indicador del grado de resistencia a la insulina. Ante una
concentraéién mayor de folato, existe un valor menor de HOMA-IR (p 0.010), y a mayor
concentracién de homocisteina se presenta también un valor superior de HOMA-IR (p 0.010).

Se ajustd un modelo de riesgo con variables clinicas, e identificamos que la probabilidad
de padecer DG aumenta si la paciente tiene edad materna avanzada, obesidad o una alta
paridad con un OR de 5.22 (p<0.0001). Si a estos factores se les aumenta una deficiencia de
AF el riesgo aumenta hasta un 6.2 (p<0.0001) y si se relaciona con una concentracion elevada
de homocisteina es riesgo aumenta aun mas, con un OR de 6.38 (p<0.0001). Estos resultados
se esquematizan en la figura 1.

Efecto de la glucemia y homocisteinemia sobre la metilacion de DNA en regiones de
programacion para enfermedad cardiovascular

Dado el numero insuficiente de mujeres con DG para establecer comparaciones entre
grupos, realizamos los analisis con modelos lineales que para variables relacionadas con
alteraciones metabolicas durante el tercer trimestre del embarazo. Posteriormente, se analizé el
efecto de dichas alteraciones metabdlicas sobre la metilacion de DNA en HUVECs, como
modelo de programacion fetal.

De las 7 regiones analizadas mediante pirosecuenciacion de DNA convertido por
bisulfito, sélo una mostré asociaciones significativas entre sus niveles de metilacion e
indicadores metabdlicos. Esta region fue la ubicada entre -2007 a -1731 bp rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcién (TSS) de TNFa. En esta region, la mediana del porcentaje global de
metilacién es de 89.77%, y el percentil 25 y 75 es de 88.83 y 91.05%, respectivamente. El
porcentaje de metilacién en esta regién resultd en una asociacion con glucosa a los 120'
postcarga de la CTOG (B= -0.44 p= 0.006) (tabla 4), y en una asociacion marginal con los

niveles de homocisteina (8= -0.26 p= 0.08). La edad materna y el sexo del recién nacido no
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fueron variables confusoras en estos andlisis, mientras que el IMC pregestacional mostré una
asociacion nominal con la metilacion en la regién reguladora de TNF (p=0.08).
Asociacion de la metilacion de DNA en regiones de programacion fetal con marcadores

de crecimiento neonatal

Se ajustaron modelos de regresion lineal para analizar el efecto de la metilacién de DNA
en las regiones propuestas, sobre el peso y longitud al nacer, como indicadores del crecimiento
neonatal. De las 7 regiones analizadas, una localizada en la region promotora del gen MCP-1
resulté significativamente asociada con el peso del recién nacido (coef. 3 -124.33, p 0.012) y
con la longitud al nacer (coef. B -0.79, p 0.004). Estas asociaciones se ajustaron por edad
gestacional y sexo del recién nacido y por edad e IMC pregestacional de la madre. El resto de

las regiones no se asociaron significativamente con ninguno de los parametros de crecimiento.
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5. DISCUSION

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 metabdlicas. Las condiciones
intrauterinas que han sido predominantemente descritas involucran cuestiones metabdlicas. En
este trabajo se identificé un ambiente intrauterino caracterizado por factores maternos
metabdlicos, cuya exposicion induce cambios funcionales y en la metilacion de DNA en
HUVECs como un modelo de estudio de la respuesta fetal.

De forma interesante, en este trabajo identificamos que el inicio de la suplementacién
con &cido félico, asi como los biomarcadores del metabolismo de folatos se asocian con
indicadores metabdlicos como la insulina y HOMA-IR. Lo anterior se refleja en niveles mas
elevados de glucosa al minuto 120" postcarga 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.

El embarazo representa un estado fisioldgico de resistencia a la insulina, por lo que
deben ocurrir cambios fisiologicos 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. Los resultados obtenidos van en
linea con este antecedente, y con otros estudios en los cuales se ha determinado la relacién
entre homocisteina y la secrecién de insulina.

En un estudio realizado en cultivos de la linea BRIN-BD11 de células beta pancreaticas
se determind que la secrecion de insulina era inhibida por homocisteina de manera dependiente
de concentracién (82). Adicionalmente, la asociacién de la dosis de suplementacién con &cido

folico que se reporta en los resultados, apoya este punto dado que el incremento en la
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suplementacién atenia el riesgo conferido incluso por variantes genéticas, 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 acido fdlico 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 (83, 84). Con los datos
obtenidos hasta el momento, no es posible hacer inferencias sobre el punto de corte superior en
el cual el exceso de folatos pueda resultar en efectos adversos.

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. Este cambio se didé en respuesta a la exposicion a un ambiente intrauterino adverso
caracterizado principalmente por una deficiencia en la capacidad de secrecién de insulina
materna, reflejada por la glucemia al minuto 120’ postcarga.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una citoquina proinflamatoria. Su efecto
endocrino directo parece menos importanté gue los efectos indirectos resultantes de la
modulacién auto y paracrina de los &cidos grasos no esterificados, cuya captacion por el tejido
adiposo disminuye, asi como de adiponectina e interleucina 6 (IL-6), cuya expresion inhibe. La
expresion génica y los niveles circulantes de esta citoquina correlacionan positivamente tanto
con la obesidad como con la resistencia a la accion periférica de la insulina y disminuye con la
pérdida de peso. Constituye un predictor para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 vy
enfermedad cardiovascular, lo que es relevante en el contexto de la programacion metabdlica
fetal (85)

Por otra parte, a partir de nuestros resultados no se demostro la asociacion ampliamente
reportada entre los niveles de folato u homocisteina, con la metilacion global, explorado en este
trabajo a través de la evaluaciéon de secuencias repetidas LINE-1. Esto podria indicar que las
adaptaciones fetales son fendmenos coordinados por genes especificos y que podrian
funcionar mediante mecanismos de regulacion mucho mas finos que Unicamente la disminucion
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en la biodisponibilidad global de grupos metilo. Para las demas regiones seleccionadas para
este trabajo, en las cudles 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 sitio de inicio de la transcripcion 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 programacion 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 metilacion 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.

La identificacion de metabolitos involucrados en el establecimiento de un ambiente
intrauterino adverso caracterizado por hiperglucemia, permitié evaluarlos con distintos
desenlaces en las células fetales. El nivel de glucosa al minuto 120 postcarga se identifico
como un marcador del ambiente intrauterino adverso, que a su vez refleja una deficiencia en la
capacidad de secrecion de insulina por parte de la madre. Este marcador fue el que resultd en
la asociacién estadistica mas significativa con los niveles de metilacién en la regién reguladora
localizada -200? a -1731 bp rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién 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
regién reguladora de TNFa para la cual se encontré una asociacion con glucosa al minutos 120
postcarga, 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.
Es interesante que se replique esta asociacién a pesar de haberse identificado originalmente en
otra especie. Adicionalmente, en este articulo reportan que la hipometilacién del DNA en esta
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region, producto de hiperglucemia materna, correlaciona inversamente con la expresion de
TNFa (86).

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 regién
reguladora de TNFa. Por lo que se propone que tanto la hiperglucemia, como el metabolismo
de unidades de carbono, podrian estar involucrados en la regulacién epigenética observada en
este fendmeno de programacién 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 fendmeno. No obstante, con el
estudio actual, sélo es posible hacer inferencias sobre las vias involucradas, pero se requeririan
de estudios funcionales para élucidar el mecanismo en concreto por el cual el ambiente
intrauterino descrito previamente establece hipometilacion de DNA en la region reguladora de
TNFa.

De forma interesante, identificamos una asociacién entre la metilacion de DNA en MCP-
1 (proteina quimioatrayente de monocitos-1) y el peso al nacer. A mayor porcentaje de
metilacion en esta regién génica, menor peso y longitud al nacer. La regulacién de la expresion
de MCP-1 en HUVECs es particularmente relevante, dado que esta molécula de senalizacion es
secretada por el tejido adiposo y tiene efectos proinflamatorios y aterogénicos. Particularmente,
se han reportado asociaciones significativas entre el peso al nacer y los niveles circulantes de
adipocinas en ninos, ademas de que existe evidencia que sugiere que la desregulacién de esta
y otras adipocinas contribuye al desarrollo de ateroesclerosis, disfuncion endotelial, resistencia
a la insulina y sindrome metabdlico. Un estudio realizado en nifios en edad escolar reportd que
los niveles de MCP-1 fueron mayores en nifios que tuvieron un bajo peso al nacer. Los niveles
de MCP-1 también se asociaron con circunferencia de cintura en nifios con bajo peso al nacer
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(87). Nuestros resultados sugieren que la desregulacion de esta adipocina proinflamatoria
pudiera ser programada desde el desarrollo fetal. El hallazgo de la asociacion entre los niveles
de metilacién en la regién promotora de MCP-1 en HUVECs, y el peso y longitud al nacer
sugiere un potencial mecanismo de alteracién en la programacion del endotelio vascular, con
impacto en el desarrollo de fenotipos relacionados con riesgo cardiovascular.

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 metilacién de DNA, se han hecho
a partir de sangre de cordén 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
diferenciacioén celular. Por lo que extrapolar los hallazgos a otros tejidos que sean relevantes en
patologias metabdlicas y cardiovasculares puede ser cuestionable.

La principal limitante de este estudio es que el tamafio de la muestra fue relativamente
pequeio. Por lo tanto, el poder estadistico puede ser insuficiente para evidenciar algunas
asociaciones, por lo que es necesario incrementar el nimero de pacientes y minimizar las
pérdidas al seguimiento. Resalta que sélo el 30.8% de las pacientes incluidas durante el primer
trimestre del embarazo llegaron a parto o cesarea en nuestro hospital, lo que limita el acceso a

los tejidos y muestras de origen fetal para el analisis.
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6. CONCLUSION

En este estudio se confirma la asociacién entre el metabolismo de folatos y niveles glucémicos
en el embarazo. El nivel de glucosa al minuto 120 postcarga se encontré como un marcador del
ambiente intrauterino adverso asociado con la metilacion de DNA. La hiperglucemia e
hiperhomocisteinemia en las madres, favorece adaptaciones epigenéticas en TNFa en
HUVECSs, lo que confirma la asociacion entre hiperglucemia materna durante el embarazo y
cambios en los patrones de metilacion de DNA.

En cuanto a los desenlaces fetales, es posible que los mecanismos vinculados con la
programacion fetal sean especificos de ambientes intrauterinos particulares y no sean
extrapolables entre otras condiciones adversas que se pueden presentar durante el embarazo.

La metilacién de DNA en la quimiocina MCP-1 se asocia con el peso al nacer. Estas
adaptaciones podrian estar vinculadas con la programacion metabdlica fetal de riesgo para
enfermedades croénicas, lo que amerita estudios mecanisticos y seguimientos a largo plazo para
confirmar estas asociaciones. En este sentido, se continuara con el reclutamiento de mujeres
embarazadas en nuestro hospital y como perspectiva, se plantea un seguimiento de los hijos de

estas pacientes.

Este trabajo se realizé con financiamiento vigente del Fondo Sectorial de Investigacion en Salud
(FOSISS) de CONACyYT (SALUD-2015-01-262077).
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8. TABLAS

Tabla 1. Resumen de los genes que se han asociado a rasgos fenotipicos maternos o fetales
relacionados con la DT2 u obesidad mediante regulacién por metilacion diferencial del DNA.

Gen Regidn Rasgo asociado Tejido
LEPR Exon 1 Restriccion de crecimiento intrauterino Placenta
(IUGR) (88)
:TNFa -2007 a -1731 Hiperglucemia materna (86) Tejido adiposo
respecto al TSS perirrenal (ratas)
TNFa Promotor Niveles de homocisteina en pacientes Sangre periférica
-312 a -41 con DT1(85)
MCP-1 Promotor Niveles de MCP-1 en pacientes con Sangre periférica
-383 a -152 DT2 (89)
Niveles de homocisteina en ratones
aterosclerdticos (90)
Predominantemente metilada en
controles delgados vs casos obesos
(89) '
IGF2 -2085 a -1914 Macrosomia Sangre de corddn
respecto al TSS Hiperglucemia materna (91) umbilical '
Hiperhomocisteinemia VSMCs de corddn
hiperproliferacion de VSMCs (92) umbilical
H19 -2299 a -1826 Macrosomia Sangre de cordén
respecto al TSS Hiperglucemia materna (91) umbilical
LINE-1 Macrosomia (93) Sangre de cordon
: umbilical
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de las pacientes estudiadas.

Caracteristicas Maternas Mediana [percentil 25 — percentil 75]
N=172

Edad (anos) 27 [23 - 33]

IMC pregestacional (Kg/m?) 24.59 [22.12 — 27.70]

Homocisteina (umol/L) 4.43 [3.63 — 5.13]

Folato (ng/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 acido félico (semana)

Dosis de suplementacion con acido folico 0.8 [0.4 — 1.4]

(mg/dia)

Semana gestacional de la CTOG 25.5 [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) 211.5[171.2 — 258.8]
Colesterol Total (mg/dL) 226 [194 — 250.8]
HDL (mg/dL) 63 [55 — 74] L
LDL (mg/dL) 114.6 [96.6 — 135.8]
DG (%) 16.92

Edad materna avanzada (%) 19.18

Obesidad (%) 16.27

Alta paridad (%) 27.9

Suplementacion de acido félico menor a 2.32

400 g (%)

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 (%) - Tl :

Parto pretérmino (%) 3.77 N

Femenino (%) - 46.43

Masculino (%) 53.57

Se Muestra la mediana [percentil 25 - percentil 75], o bien frecuencias (%)
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Tabla 3. Asociacion de biomarcadores con niveles de glucosa e insulina en ayuno.

Coeficiente B IC 95% P
Folato glucosa -0.048 -0.13a 0.037 0.271
insulina -0.309 -0.50 a -0.12 0.001
Vitamina B12 glucosa -0.000495 -0.002 a 0.001 0.635
insulina 0.0046 = 0.0014 a 0.0078 0.005
Homocisteina glucosa : -0.2724 -0.845 a 0.300 0.350
insulina 1.16 0.3075a 2.013 0.008

Tabla 4. Asociacién de la glucemia al minuto 120’ postcarga con los niveles de metilacién global
y en regiones reguladoras de genes seleccionados

Region Numero de sitios Coeficiente B p-valor*
CpGs

LEPR 20 -0.02 0.85
TNFa (-2007 a-1731) 6 -0.44 0.006
TNFa (-348 a -29) 11 0.04 0.75
MCP-1 (-383 a -152) 4 0.05 0.61
IGF2 (-2294 a -1731) 14 -0.04 0.69
H19 (-2238 a -1757) 29 0.08 0.49
LINE-1 3 0.04 0.66

*p-valor de las regresiones lineales, ajustadas por IMC pregestacional, edad materna, y
paridad.

p-valores nominalmente significativos se muestran resaltados en negro.
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9. FIGURAS
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Asociacion de biomarcadores del metabolismo de folatos con resistencia a la insulina evaluado
por HOMA-IR. En la figura se muestran los coeficientes B para la regresion lineal, p value e

intervalos de confianza al 95%. Modelos ajustados por IMC pregestacional, edad materna, y
paridad. HOMA: Homeostatic model assessment -IR: resistencia a la insulina.
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