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Abstract 
 

Objective: Obesity is a global health problem, with transgenerational affection by 

genetic and epigenetic mechanisms. It has been hypothesized that a mother who 

suffers from obesity before and during pregnancy, causes adaptations in the 

epigenetic mechanisms that promote the development of obesity in children. Our 

main objective was to examine whether the rate of methylation is correlated with 

anthropometric and biochemical variables. Study Design: Two groups were 

conformed, a) normal weight and b) overweight-obese pregnant women. In each 

clinical consult the Healthy Eating Index (HEI) was applied. We evaluated the DNA 

methylation index in the M3 region of the promoter of the gene encoding the 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR). ResuIts: The 

percentage of pregnant women who kept an ideal weight was 36% in the normal 

weight and 42% in the overweight group. According to the HEI, there was 

adherence to nutritional counseling in 38% for the normal weight group and 25% 

for the overweight group. All samples were found to be unmethylated in both 

groups. Conclusion: Under a diet supervision program there was no any case of 

M3 methylated region of the PPAR gene, suggesting that a methionine rich 

gestational diet with foods containing folic acid and B12 vitamin prevent M3 to be 

methylated, a second hypothesis is that this region should not be useful to evaluate 

epigenetic changes based on methyl groups when evaluating the effect of a diet 

intervention program. 

  

Key words: diet; epigenetic; obesity; PPAR; pregnancy. 
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Resumen 
 

La obesidad es un problema de salud global, con afección transgeneracional por 

mecanismos genéticos y epigenéticos. Se ha planteado la hipótesis de que una 

madre que sufre de obesidad antes y durante el embarazo, provoca adaptaciones 

en los mecanismos epigenéticos que promuevan el desarrollo de la obesidad en 

los niños. El principal objetivo de este trabajo fue examinar si la tasa de metilación 

se correlaciona con las variables antropométricas y bioquímicas. Diseño del 

estudio: Este estudio fue de tipo cohorte pareado. Se formaron dos grupos: a) de 

peso normal y b) mujeres embarazadas con sobrepeso-obesidad. En cada 

consulta clínica se aplicó el Índice de Alimentación Saludable (HEI). Se evaluó el 

índice de metilación del ADN en la región M3 del promotor del gen que codifica el 

receptor proliferador peroxisomal activado gamma (PPAR). Resultados: El 

porcentaje de mujeres embarazadas que mantiene un peso ideal fue de 36% en 

peso normal y el 42% en el grupo de sobrepeso. De acuerdo con la IES, no había 

adherencia al asesoramiento nutricional en 38% para el grupo de peso normal y 

25% para el grupo con sobrepeso. Todas las muestras se encontraron para M3 no 

metiladas en ambos grupos. Conclusión: La supervisión de un programa de dieta 

no arrojo ningún caso metilado en la región M3 del gen PPAR, lo que sugiere que 

una dieta rica en metionina (aminoácido esencial donador de grupos metilo) 

durante la gestación, con los alimentos que contienen ácido fólico y vitamina B12 

previene la metilación de M3, una segunda hipótesis es que esta región no debe 

ser útil para evaluar los cambios epigenéticos basados en grupos metilados 

evaluar el efecto de una intervención de la dieta en un programa. 

 

Palabras clave: dieta, epigenética, obesidad, PPAR, embarazo.  
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1. Marco Teórico 

1.1. Sobrepeso y obesidad en el embarazo 

La obesidad en el embarazo tiene efectos deletéreos sobre la salud materna al 

aumentar el riesgo de hipertensión inducida por el embarazo (1,2). Más aún, se ha 

sugerido que a mayor adiposidad de la madre habrá influencia en la programación 

de vías metabólicas en el feto que lo predispondrán para patologías 

cardiovasculares y diabetes (3). 

Las ganancias de peso sugeridas y las tasas recomendadas de ganancia ponderal 

se dan en función del índice de masa corporal (IMC) de acuerdo a la siguiente 

tabla (4):  

IMC 

(kg/m2) 

Ganancia de peso sugerida

(Kg) 

Tasa recomendada de ganancia ponderal

(Kg/semana) 

<18.5 12.7-18.14 0.45-0.58 

18.5-24.9 11.33-15.87 0.36-0.45 

25-29.9 6.80-11.33 0.22-0.31 

>30 4.98-9.07 0.18-0.27 

Tabla 1 Ganancia de peso sugerida de acuerdo al índice de masa corporal (5). 

Se tienen varias escalas para evaluar la dieta en el período gestacional, dos de 

ellas son: el Diet Quality Index (6) y el Alternate Healthy Eating Index for 

Pregnancy (AHEI-P) (7). Las madres que tienen los mayores puntajes en la escala 

AHEI-P tienen menor riesgo de desarrollar restricción del crecimiento fetal en 

relación al peso (8). En todo caso es importante aplicar un cuestionario de 

frecuencia de comida (FFQ) (9). 

Algunos autores clasifican la ganancia ponderal neta (que es el peso inmediato 

posterior al parto o cesárea menos el peso pregestacional) como: pobre (de 0 a 

6.80 kg), normal-baja (de 7.25 a 11.33 kg), normal alta (de 11.79 a 15.87 kg) y 

excesiva (16.32 kg o más) (10).  
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Un IMC mayor a 30 unidades incrementa el riesgo para malformaciones cardíacas 

(11). Las mujeres embarazadas con obesidad tienen mayor riesgo de padecer 

enfermedades crónicas como: patologías cardiovasculares, DM2, osteoartritis y 

algunos tipos de cáncer (12), diabetes gestacional y enfermedad tromboembólica; 

además existe un mayor riesgo de aborto, muerte fetal, macrosomía, distocia de 

hombro y obesidad infantil (13,14). Los datos más consistentes de asociación con 

malformaciones son los de espina bífida y anencefalia (15,16). 

En el año 2009 el Comité del Instituto de Medicina (IOM) para reevaluar las Guías 

de Ganancia de Peso Gestacional concluyó que había información insuficiente 

para integrar unas guías de ganancia de peso por severidad de obesidad. Por lo 

tanto, el comité recomendó un solo rango de 5-9 kg a término para todas las 

mujeres obesas (5). 

 

1.2. Programación fetal 

Se ha reconocido que la programación fetal es una clave determinante para el 

fenotipo y enfermedades del adulto, postulándose que, una adecuada 

alimentación durante la gestación y la etapa perinatal es una estrategia efectiva 

para prevenir enfermedades de la etapa adulta (17). 

Figura 1 Programación perinatal de la dieta (Tomado con permiso de: Mendieta 

Zerón H, 2008 (18)).  

Macro y micronutrientes
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DM2: Diabetes mellitus tipo 2. 
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Los estudios de cohorte de la población holandesa sometida a hambruna sugieren 

que el primer trimestre del embarazo representa un periodo crítico de 

vulnerabilidad para el desarrollo subsecuente de obesidad (19). En esta misma 

cohorte se demostró que los hijos de madres sometidas a desnutrición durante la 

gestación tienen un riesgo tres veces mayor de enfermedad coronaria (20) un 

perfil lipídico más aterogénico (21) y obesidad (17,22). Esto confirma la evidencia 

de investigación en animales donde se establece que los factores pre-implantación 

y pre-concepción desempeñan un rol muy importante en la salud del adulto (23).  

Tanto en rata como en humanos, la diabetes y obesidad gestacionales están 

asociadas con obesidad en la descendencia (24,25). Con relación a lo anterior se 

sabe que tanto la hiperinsulinemia como el déficit de insulina, así como también la 

sobrealimentación perinatal predisponen al desarrollo de obesidad y diabetes en la 

edad adulta (26,27).  

Actualmente existe un gran interés en explicar el potencial de la nutrición prenatal 

sobre la influencia a largo plazo sobre la adiposidad y trastornos metabólicos 

asociados que se han corroborado en humanos (19,20). Hales y Barker (28) 

acuñaron el término “thrifty phenotype” (fenotipo ahorrador), relacionado a un 

fenotipo desnutrido atribuido a alteraciones nutricionales durante la gestación y 

lactancia. Conocemos ahora que los tejidos y órganos son sometidos a cambios 

genéticos y epigenéticos por medio de los ciclos de proliferación celular, 

diferenciación y apoptosis (29).  

1.3. Epigenética 

El término epigenética fue introducido por primera vez en 1942 por Conrad 

Waddington y se definió como las interacciones causales entre los genes y sus 

productos que permiten la expresión fenotípica (30). El término se ha redefinido y 

en consenso se denomina como los cambios heredables en el fenotipo debido a 

los procesos que surgen independientes de la secuencia primaria del ADN (31). 

Los mecanismos epigenéticos son parámetros genéticos flexibles que pueden 

cambiar la función genómica ante las influencias externas, además proveen un 

mecanismo que permite la propagación estable de los estados de la actividad 

génica de una generación de células a la próxima. La información epigenética se 
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puede transmitir principalmente de dos formas: la primera es la metilación del ADN 

y la segunda es mediante cambios estructurales en las proteínas de la cromatina, 

generalmente en forma de modificaciones en las colas de las histonas (32). 

1.3.1. Metilación del ADN 

La metilación del ADN se da por la adición de un grupo metilo al carbono 5 de la 

citosina, formando 5-metilcitosina (5-meC). La metilación del ADN regula 

funciones celulares importantes tales como: la expresión en diferente tipos de 

células, la impronta genómica, el silenciamiento de los genes, la inactivación del 

cromosoma X, la reprogramación transferida al núcleo y algunos elementos de 

carcinogénesis(33) (Figura 2). 

 

Figura 2 Participación de la metilación del ADN en 
procesos celulares normales y en diferentes 
procesos fisiológicos (33). 

 

1.3.1.1. Bases moleculares de la metilación 

A continuación se presentan las estructuras químicas de la citosina y 5-

metilcitosina, en el contexto de al metilación. 
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Figura 3 Metilación de ADN Conversión de citosina 

(C) en 5-metilcitosina (5mC), regulada por la 

actividad de las ADN-Metiltransferasas (Dnmts) (34). 

 

La reacción de metilación del ADN en mamíferos es catalizada por DNA-

metiltransferasas. Dependiendo de su función las DNMT se clasifican en enzimas 

de mantenimiento de la metilación y de metilación de novo (Figura 4). Los tipos de 

DNA-metiltransferasas son: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y DNMT2. En mamíferos 

la DNMT1 lleva acabo la metilación de mantenimiento en los tejidos, ya que esta 

enzima reconoce preferencialmente sitios hemimetilados. Las enzimas DNMT3A y 

DNMT3B llevan a cabo la metilación de novo, aunque en algunos tejidos el 

mantenimiento de la metilación lo llevan a cabo estas dos últimas enzimas. La 

función de la enzima DNMT2 aún no ha sido completamente descrita, aunque se 

ha sugerido que es una RNA-metiltransferasa (35).  

Las modificaciones epigenéticas se presentan en tres formas: Impronta genómica 

de los patrones de metilación, factores intrauterinos, y ambiente extrauterino.  
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Figura 4 Metilación de mantenimiento y de novo. Los rectángulos indican el 

sustrato de secuencias (generalmente CpGs), y los círculos representan los 

grupos metilo de las citosinas (36) 

 

El principal donador de grupo metilo que interviene en los procesos de metilación 

es el cofactor S-Adenosil-L-metionina (SAM) (Figura 5), la cual es una molécula 

precursora esencial presente en todos los tejidos de los organismos vivos y se 

sintetiza únicamente a partir de la metionina, colina y folatos adquiridos en la dieta 

(37). 

 

Figura 5 Estructura Química de S-Adenosil-L-Metionina (SAM) La alta energía 

del ion sulfonio de SAM, promueve el ataque nucleofílico de los carbonos unidos a 

él, facilitando la transferencia del grupo metilo (indicado por el rectángulo) (38). 

Desmodificación del ADN

Metilación de 

Novo 

Dnmt3/3L/3b 
Hemi‐metilación del ADN 

Replicación del ADN, 

reparación 

Metilación de  mantenimiento  
Dnmt1/UHRF1 

ADN totalmente metilado (más sitios)
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La metilación ocurre generalmente en citosinas localizadas en dinucléotidos CpG, 

algunas de ellas se encuentran agrupadas en regiones llamadas islas CpG (CGIs, 

por las siglas en ingles de CpG Islands). Las CGIs fueron definidas en 1987 como 

secuencias de al menos 200 pares de bases (pb), que deben tener un cociente 

C/G de al menos 0.5 y un contenido de CpGs mayor a 0.6. Sin embargo esta 

definición se ha modificado a lo largo de los años y existen varios autores que han 

propuesto varias definiciones (39,40). Se han identificado cerca de 38,000 CGIs 

en el genoma humano, alrededor del 37% de éstas se localizan en las regiones 5’ 

de los genes, también conocidas como promotores y en los primeros dos exones 

aunque también se sabe que existen 5- meC en regiones 3’ o en regiones 

intergénicas (41). 

 

Las CGIs generalmente se encuentran desmetiladas; esto les permite protegerse 

de sufrir desaminaciones espontáneas y mutaciones. Las excepciones 

corresponden a las CGI que se encuentran en las regiones promotoras de los 

genes improntados, genes sujetos a la inactivación del cromosoma X y 

transposones. La mayor parte de las CGI se encuentran traslapadas con el sitio de 

inicio de la transcripción y están involucradas en la regulación de la expresión 

génica, se ha propuesto que casi la mitad de las 5’CGI participan en la regulación 

de la transcripción. Aproximadamente 70% de los genes conocidos tienen una isla 

CpG en un fragmento de 2 kb a 1 kb del sitio de inicio de la transcripción. 

 

1.3.1.2. Regulación de la transcripción por metilación 

En mamíferos la metilación del DNA en regiones promotoras de genes está 

asociada con represión transcripcional, esto ocurre ya que el grupo metilo de la 

5meC se extiende en el surco del DNA y por efectos estéricos inhibe la unión de 

factores de transcripción (TFs) a sus respectivos sitios de reconocimiento con 

contenido de CpG. Otro mecanismo de represión transcripcional por metilación del 

DNA involucra a un grupo de proteínas denominadas proteínas de unión a sitios 

metilados (MBD por sus siglas en inglés). Además las proteínas MBD reclutan 

enzimas cuya función es la modificación covalente de histonas, como 



 
 

15 
 

desacetilasas de histona (HDAC), metiltransferasas de histonas (HMT) así como 

enzimas remodeladoras de la cromatina dependientes de ATP, llevando a cabo 

modificaciones en el complejo de histonas y como resultado la estructura de la 

cromatina se compacta silenciando la transcripción de genes (42) 

1.3.1.3. Modificaciones epigenéticas en el desarrollo embrionario 

El patrón de metilación del ADN se establece a través de las diferentes fases del 

desarrollo de un organismo, esto como una medida de regulación y desregulación 

en las rutas epigenéticas; de manera general, se pueden dividir en tres: Impronta 

genómica, ambiente intrauterino y ambiente extrauterino (Figura 6). Existen dos 

ocasiones durante el desarrollo humano en donde se borran por completo dichos 

patrones. Una de estas etapas ocurre durante la gametogénesis y la segunda, 

durante el estadio 8 de la formación del blastocisto en la implantación embrionaria 

(43) Como lo muestra la Figura 7, los patrones de metilación son diferentes 

durante el desarrollo humano, aquí se muestra el grado de metilación en cada 

etapa del desarrollo embrionario, en la etapa adulta, las células somáticas, el 

patrón de metilación se mantiene. 

 

Los cambios epigenéticos que pueden ser inducidos por las etapas en el 

desarrollo de un organismo vivo. El primero puede darse por la herencia paterna, 

el segundo en el ambiente intrauterino y el tercero por las modificaciones 

referentes después del nacimiento, en un ambiente extrauterino, provocando un 

cambio dinámico epigenético que provoca la modificación de la cromatina hacia la 

expresión fenotípica de distintas enfermedades, tales como: diabetes mellitus tipo 

1 y 2 (DM1 , DM2), síndrome metabólico (SM) (36). 
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Figura 6 Rutas de regulación y desregulación epigenéticas enfermedades 
metabólicas (SM: síndrome metabólico, DM2: diabetes mellitus tipo 2, DM1: 
diabetes mellitus tipo 1) (36). 

 

Durante el desarrollo embrionario, el genoma se somete a una amplia 

desmetilación seguida de remetilación, y el estado apropiado de metilación del 

ADN debe ser mantenido durante los ciclos de los pasos rápidos de proliferación 

celular (44). Las donaciones desbalanceadas de grupos metilo ocasionadas por la 

deficiencia nutricional de donadores durante el desarrollo embrionario, puede 
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afectar irreversiblemente la metilación del ADN (45). Un mecanismo propuesto 

incluye los efectos de fuentes dietéticas de metilo y de cofactores, como la 

vitamina B12 y el ácido fólico (27).  

 

 

Figura 7 Establecimiento de los patrones de metilación durante el desarrollo. 

(46) 

 

Datos epidemiológicos y estudios experimentales en animales sugieren que las 

adaptaciones epigenéticas, debidas a la nutrición fetal y postnatal temprana, 

persisten y están presentes en adultos aún en ausencia del estímulo de estrés que 

las hayan iniciado (46). Esto puede ser explicado, en parte, porque los períodos 

tempranos de la vida corresponden en gran parte al período de la diferenciación 

neuronal y de la maduración del sistema nervioso central (SNC) por lo que la 

nutrición perinatal tiene una influencia crítica en el desarrollo y la regulación de 

vías y redes involucradas en la regulación de la homeostasis energética (47).  

 

Por lo tanto, se han sugerido que los extremos en disponibilidad nutricional y 

distintos factores ambientales influyen en las modificaciones epigenéticas de la 

cromatina y aumentan la susceptibilidad a patrones epigenéticos alterados y más 

tarde a trastornos metabólicos y enfermedades crónicas de adultos (48). Como 
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ejemplo de esto, se pueden encontrar modificaciones específicas en la cromatina, 

que podría estar asociada a la pandemia mundial de la diabetes tipo 2 (50). Un 

modelo que apoya esta hipótesis es el de la restricción de proteína dietética en 

ratas preñadas, asociada a la hipometilación del receptor de glucocorticoides y de 

PPARγ (51).PPARγ está asociado con a la adipogénesis; se expresa en la 

placenta, en un desarrollo placentario anormal y se asocia con anomalías del 

crecimiento fetal y muy a menudo con la obesidad (49).  

 

1.4. Receptor activado por el proliferador peroxisoma gamma (PPAR) 

PPAR es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares hormonales 

(53). Los receptores nucleares hormónales se localizan en los núcleos celulares y 

actúan como factores de trascripción en forma de homodímeros o heterodímeros 

(54). 

Existen cuatro isoformas de PPAR: PPAR1, PPAR2, PPAR3 y PPAR4; las 

isoformas PPAR1, PPAR3 y PPAR4 codifican a la misma proteína, pero difieren 

en su estructura de activación. El cDNA de PPAR2 codifica 30 aminoácidos 

adicionales N-terminales al primer codón ATG de PPAR1 (54). 

A pesar de que PPAR1 y 2 se expresan predominantemente en los adipocitos 

(55,56), PPAR1 también se encuentra en: mamas, colon, células vasculares, y en 

cantidades pequeñas, en hígado y corazón (57); PPAR3 y PPAR4 se han 

identificado en macrófagos y PPAR3 también en colon (54) 

El dominio A/B de PPAR presenta activación transcripcional independiente de 

ligandos (Figura 8). Sin embargo, la fosforilación de una serina en el dominio A/B 

inhibe su actividad transcripcional. Cuando se protege de fosforilación dicha 

serina, el receptor ya no puede ser inhibido, lo cual indica que este es el único sitio 

de fosforilación del receptor. Un factor de fosforilación de PPAR es la insulina 

(58). 
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Figura 8 Esquema común de la organización estructural de los receptores 

nucleares. Se presenta una estructura organizada en seis dominios (A-F) (59). 

 

El gen que codifica a PPAR en humanos, se encuentra en el cromosoma 3, 

posición 3p25 (Figura 9). 

 

Figura 9 Localización del gen que codifica a PPAR en humanos. Posición 

3p25 (Extraído de Genetics Home Refence, National Institutes of Health) 

 

El promotor de PPAR1 comprende una sección de 3kb, antes del sitio de inicio de 

transcripción, y el promotor de PPAR2 se extiende hasta 1kb antes del sitio de 

transcripción, y contiene elementos similares TATA en la posición -68, respecto al 

sitio de iniciación de la transcripción, además su análisis de secuenciación 

identifico un sitio de unión de la proteína C/BEP parecido al CAAT en la posición -

56 y un sitio perfecto AP-1 en el sitio +10 (57). 

 

1.5. PPAR y Adipogénesis 

PPAR es un regulador maestro de la adipogénesis (61); Spiegelman demostró 

que durante la adipogénesis se produce una cantidad masiva de PPAR (59). 

Posteriormente se observó que la expresión ectópica de PPAR en los 
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fibroblastos, preadipocitos y mioblastos, resulta en adipogénesis (60,61). Sin 

embargo, el descubrimiento de su papel en la adipogénesis, se dio al observar que 

C/EBP no puede inducir adipogénesis en ausencia de PPAR, mientras que 

PPAR si puede inducir adipogénesis en ausencia de C/EBP (62). Después de la 

diferenciación de preadipositos, la diferenciación es promovida por varias familias 

de factores de transcripción, inicialmente se expresa las proteínas promotoras de 

unión CCAAT (C/EBP)  y C/EBP, seguidas de PPAR el cual activa a C/EBP 

provoca una retroalimentación positiva sobre PPAR para mantener la 

diferenciación. Los esteroles de respuesta 1c (SREBP1c) que en unión a un factor 

de diferenciación (ADD1) aumentan la actividad transcripcional de PPAR. Estos 

factores inducen la expresión de genes que caracterizan al fenotipo de los 

adipocitos diferenciados. FOXC2 también activa los genes que estimulan la 

diferenciación de adipocitos(Figura 10) (66). 

 

Figura 10 Control transcripcional de la adipogénesis. 

El sitio clásico del heterodímero PPAR/RXR en los adipocitos es el gen que 

codifica a la proteína aP2, que es ligante de ácidos grasos (64). 

Los ligandos de PPAR incluyen ácidos grasos, ácidos eicosanoides y las 

tiazolidinedionas (TZDs), que son utilizadas como antidiabéticos y que también 

mejoran la sensibilidad a la insulina tanto en humanos como en animales (68). Sin 

embargo, hasta la fecha, no se ha descubierto ningún compuesto que pueda 

denominarse “ligando natural” de PPAR (53). 
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2. Antecedentes 

Drake, McPherson, et al., 2012, descubrieron que los índices de metilación de 

genes clave del crecimiento fetal y la acción glucocorticoidea presentan 

asociaciones con variables antropométricas en la edad temprana y adulta, en la 

descendencia de mujeres con dietas desbalanceadas durante el embarazo. Este 

estudio se realizó sobre 34 individuos de 40 años de edad, cuyas madres 

pertenecieron a la cohorte de Motherwell, en el cual las madres ingirieron una 

dieta desbalanceada durante el embarazo. En estudios anteriores, ya se había 

vinculado este factor, con la elevación de los niveles de presión arterial y cortisol. 

Se determinaron los índices de metilación de: 11-beta-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa tipo 2 [HSD2], Receptor glucocorticoide [GR] y factor de 

crecimiento insulínico tipo 2 [IGF2]; por pirosecuenciación de ADN de leucocitos. 

Las variables antropométricas neonatales, se correlacionaron con la metilación de 

CpGs específicos en el promotor de HSD2 y en la región H19 ICR del IGF2. 

También se encontró una asociación positiva entre el incremento de la adiposidad 

y la presión sanguínea en la edad adulta, con la metilación de CpGs en el interior 

de HSD2, GR y H19 ICR. Finalmente, se encontró que a un mayor desbalance de 

la dieta durante el embarazo, corresponde a una mayor metilación en el exon 1F 

del GR. La información obtenida indica que la dieta materna durante el embarazo, 

así como el crecimiento fetal vinculados persistentemente de forma epigenética 

con diversos factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en humanos. 

Grados Valderrama, Cabrera Epiquen y Díaz Herrera, 2003, determinaron que el 

peso del recién nacido, se puede relacionar de forma lineal a las variables de IMC 

pregestacional y ganancia de peso durante el embarazo. Este fue un estudio 

restrospectivo, llevado a cabo en mujeres cuyos partos fueron atendidos en el 

Hospital Nacional Cayetano Heredia en Lima, Perú. Se seleccionaron 1,016 

mujeres, que fueron separadas en 4 grupos según su IMC (infrapeso, normopeso, 

sobrepeso y obesidad). Realizaron un modelo de regresión, incluyendo las 

variables de IMC pregestacional, ganancia de peso durante el embarazo, edad de 

la madre y paridad, encontrando que el mejor ajuste se obtiene al considerar sólo 

el IMC pregestacional y la ganancia de peso de la madre. 
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Jill A. McKay, Alexandra Groom, Catherine Potter y colaboradores 2012 explican 

como la variación de los patrones de metilación entre individuos al nacer puede 

ser explicada por factores ambientales, genéticos y estocásticos. Este estudio 

investiga algunas causas genéticas y no genéticas de la variación de la metilación 

de ADN en infantes humanos. Este estudio se enfoca en aspectos relacionados al 

metabolismo de folatos, debido a su importancia como donador de grupos metilo 

para la metilación. Se cuantificó la metilación global (LUMA) y específica (en los 

genes: IGF2, ZNT5 e IGFBP3), por pirosecuenciación en 430 infantes. Se 

analizaron 7 polimorfismos de 6 genes (MTHFR, MTRR, FOLH1, C[beta] S, RFC1 

y SHMT), involucrados en la absorción y metabolismo de folatos, para madres e 

infantes. Se midieron las concentraciones de folato en hemoglobina y vitamina 

B12 en suero, como indicativos del estatus de vitaminas. Se relacionaron los 

patrones de metilación con las covariantes de: sexo, duración de la gestación, 

folato en hemoglobina para la madre y el infante, Vitamina B12 en suero de la 

madre y el infante, edad de la madre, madre fumadora y genotipo. La duración del 

embarazo se correlacionó positivamente con la metilación del IGF2 e 

inversamente con la metilación del ZNT5. La metilación del locus IGFBP3 se 

correlaciono inversamente con la concentración de vitamina B12 en suero del 

infante, mientras que la metilación global de ADN se correlaciona inversamente 

con la concentración de vitamina B12 de la madre. El análisis de las variantes 

genéticas más comunes de los genes de la ruta de folato resalto varias 

asociaciones, incluyendo: MTRR 66G en el infante para el genotipo A con la 

metilación global y el MTHFR 677C para el genotipo T con la metilación del IGF2. 

Esta información apoya la hipótesis de que los factores ambientales y genéticos 

involucrados en el metabolismo de un carbono (folatos) influyen sobre la 

metilación del ADN en infantes. Estos descubrimientos resaltan la importancia del 

estatus de la vitamina B12, el genotipo de MTRR en los infantes y el genotipo de 

MTHFR las madres, como factores influyentes en el suministro de donadores de 

grupo metilo para la metilación del ADN. La duración gestacional también se 

presenta como un factor importante para los patrones de metilación del ADN de 

los infantes.  



 
 

23 
 

Gemma, Sookoian, et al., 2009, estudiaron la metilación de los promotores de los 

genes: PPAR, coactivador 1α de PPAR (PPARGC1A) y el factor de transcripción 

mitocondrial A (Tfam), en dos grupos de mujeres embarazadas y sus neonatos, de 

acuerdo a dos categorías de crecimiento fetal anormal (pequeños y grandes, en 

relación a su edad gestacional). Posteriormente se descubrió una asociación entre 

la variante rs9930506 del gen FTO y los patrones de metilación de los genes antes 

mencionados. 

El promotor de PPAR presentó índices de metilación cercanos al 100% en todas 

las muestras. No se encontró asociación entre la metilación del promotor de los 

genes y las características del neonato. De los promotores estudiados, sólo el de 

PPARGC1A tuvo una correlación positiva con el IMC materno (r de Pearson = 

0.41, P = 0.0007). Dado lo anterior este estudio sugiere que el promotor de 

PPARGC1A desempeña un papel aun no descubierto en la metilación de la 

programación metabólica. 
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3. Justificación 

La obesidad es reconocida como un problema de salud mundial según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS 2012). En México, de acuerdo con la 

Encuesta Nacional de Salud y Nutrición en el 2006 (69,70), se encontró que el 

51% de las mujeres mexicanas en edad reproductiva tienen sobrepeso u obesidad 

y existe una justificada preocupación por la obesidad antes y después del 

embarazo y de cómo se alteran los mecanismos de regulación de peso corporal 

en el feto o el bebé, causando la amplificación transgeneracional de la prevalencia 

de la obesidad. El peso corporal de la madre se correlaciona con el peso corporal 

de su descendencia, por lo que se ha hipotetizado que una madre obesa antes y 

durante el embarazo provoca adaptaciones en los mecanismos epigenéticos en el 

desarrollo que promueven la obesidad en sus hijos (1). 

El impacto del entorno durante la etapa temprana postnatal determina los 

procesos fundamentales de la vida. La dieta juega un papel muy importante en el 

desarrollo de las complicaciones durante el embarazo, ya que desequilibrios 

cualitativos y cuantitativos de los nutrientes y sus metabolitos pueden propiciar un 

desarrollo estructural y funcional defectuoso. 

Se planteó la pregunta de sí algunas variables antropométricas y bioquímicas 

clínicas de la madre se podrían asociar con cambios en la metilación del promotor 

PPAR y sí estos cambios en la metilación predominan en caso de presentarse 

complicaciones gestacionales. 
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4. Hipótesis 

La metilación en el promotor PPAR será menor en gestantes con sobrepeso 

que en gestantes con normopeso. 

5. Objetivos 

General 

Evaluar las diferencias en el índice de metilación del promotor de PPAR en 

mujeres gestantes y sus neonatos de acuerdo a su IMC, atendidas en el Hospital 

Materno Perinatal “Mónica Pretelini” (HMPMP), en la ciudad de Toluca, México. 

Específicos 

1. Determinar el índice de metilación en el promotor de PPAR por medio del 

EZ DNA MethylationDirect™ Kit en muestras sanguíneas de las mujeres 

participantes. 

 

2. Establecer la relación entre los cambios epigenéticos del promotor de 

PPAR y las variables medidas durante el seguimiento de las mujeres en 

los grupos de estudio. 

 

3. Analizar si el índice de metilación del promotor de PPAR se puede asociar 

con complicaciones gestacionales. 
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6. Metodología 

Tipo de estudio: cohorte pareado. 

6.1. Aspectos éticos 

En este proyecto no se atribuyó ningún riesgo a las mujeres gestantes ni a sus 

neonatos, de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de 

Investigación, y se apega a las normas éticas, al Reglamento de la Ley General de 

Salud en Materia de Investigación y a la Declaración de Helsinki vigente, que 

incluye carta de consentimiento informado para las pacientes (anexo 1). 

6.2. Selección de los grupos de estudio 

Se integraron los siguientes grupos (Tabla 2): 

Grupo Descripción No. individuos 

1´ 
Mujeres gestantes con normopeso (NP) 20 

Neonatos de mujeres gestantes con normopeso 20 

2´ 

Mujeres gestantes con sobrepeso (SP) 20 

Neonatos de mujeres gestantes con sobrepeso 20 

 Total 80 

Tabla 2 Integración de grupos.  

Se formaron dos grupos, uno de pacientes con Normopeso (NP) y otro de pacientes con 

sobrepeso (SP). Ambos con sus respectivos neonatos. 

 

Criterios de inclusión 

a) Mujeres embarazadas que fueron atendidas en el HMPMP. 

b) Que firmaron la carta de consentimiento informado (anexo 2). 

Criterios de no inclusión  

No se aceptaron en el estudio a aquéllas mujeres con: 

a) cardiopatías congénitas. 

b) enfermedades discapacitantes. 

c) enfermedades infecciosas. 

d) enfermedades autoinmunes. 
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Criterios de exclusión 

a) que rechazaron pertenecer al grupo de estudio. 

b) cuyo seguimiento clínico se perdió. 

c) que en el puerperio tuvieron que ser atendidas en la unidad de cuidados 

intensivos obstétricos. 

 

6.3. Captación de pacientes 

Se realizó una campaña de captación de pacientes en el HMPMP, en la cuál a las 

pacientes que se encontraban cursando el primer trimestre de embarazo se les 

invitó a participar en el estudio, explicándoles en qué consistía, en caso de estar 

interesadas, firmaban la carta de consentimiento.  

Seguimiento del embarazo 

El seguimiento del embarazo se realizó mediante una visita de control por 

trimestre (Trimestres 1, 2 y 3) y una visita del neonato. 

En la primera visita se les realizó una exploración física completa para determinar 

su estado de salud y se generó una hoja de datos en la cual se incluyeron: No. de 

expediente interno, nombre, peso, talla, IMC pregestacional (PPG), semanas de 

gestación en base a su última fecha de menstruación (FUM), escolaridad, nivel de 

estudios, ocupación (anexo 2). 

Las visitas trimestrales consistían de tres fases: toma de muestra sanguínea, 

mediciones antropométricas de las pacientes y valoración de la calidad nutricional.  

Las muestras sanguíneas estaban conformadas por tres tubos de sangre 

periférica, de los cuales, uno se utilizó para análisis de química sanguínea 

(glucosa, perfil de lípidos), y los otros dos para extracción de ADN de linfocitos.  

Las mediciones antropométricas realizadas fueron: peso, talla y presión arterial 

(sistólica y diastólica). 

La evaluación de la calidad nutricional se realizó mediante un cuestionario 

En la visita del neonato, Al término del embarazo al neonato se le tomaron de 1 a 

2 ml de muestra sanguínea para el análisis de metilación. 
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Determinaciones antropométricas 

Durante cada trimestre del embarazo, a las gestantes se les realizaron mediciones 

de peso, talla y presión arterial sistólica y diastólica. A los neonatos se les 

realizaron mediciones de peso y talla al nacimiento.  

 

6.4. Orientación nutricional de acuerdo a las características de las 

participantes 

Los procedimientos de trabajo del HMPMP, todas las madres que presentaron 

sobrepeso u obesidad fueron canalizadas al departamento de nutrición donde 

recibieron por escrito una orientación nutricional dependiendo de las 

características de cada paciente, como son: edad, peso pregestacional, peso 

actual e IMC; y de acuerdo a sus requerimientos calóricos diarios, se realizaron 

cambios en las raciones de alimentos, adecuadas a sus necesidades (anexo 3). 

Para esta investigación, el grupo de las pacientes con normopeso tuvo la misma 

atención. Se tuvieron de cuatro a ocho visitas control en el transcurso de la 

gestación y se ajustaron las dietas a las necesidades de cada paciente. De forma 

general se les recomendó incluir en su alimentación alimentos ricos en metionina 

(frijol, huevo, pescado, lentejas, cebolla, ajo, soya), así como alimentos que 

contuvieron ácido fólico y vitamina B12 (levaduras, granos enteros, hígado de res, 

cereales, etc.); en cantidades adecuadas a su caso particular.  

 

6.5. Valoración de la eficiencia de la orientación nutricional 

El nutriólogo especialista valoro la eficiencia de la orientación nutricional de 

acuerdo al índice de alimentación saludable (Healty Eating Index, HEI), en el cual 

se asignó una calificación de cero a cien según la calidad nutricional de los 

alimentos consumidos; dicha información se obtuvo de cuestionarios de los 

alimentos consumidos en las 24 hrs previas al mismo (recordatorio de 24 h). 

Se consideró apego a dieta un porcentaje superior a 80% de cumplimiento de las 

calorías indicadas, en al menos cuatro consultas. 
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6.6. Extracción de leucocitos 

De las muestras de sangre se obtuvieron los leucocitos de acuerdo al protocolo de 

ACK-lysing buffer con el catalogo 10-548E de LONZA, donde de manera general a 

la muestra de sangre periférica se colocó en tubos con EDTA se centrifugo a 2500 

rpm, durante 10 min. Se observaron dos fases, en la primera se encontró el 

plasma, y en la otra los glóbulos rojos (eritrocitos) y en medio de estas dos se 

encontraron los leucocitos. Estos se extrajeron, colocando 1 ml del buffer ACK-

lysing (buffer de extracción de leucocitos), se reposó la muestra durante cinco 

minutos y se centrifugó a 2000 rpm durante 5 min y se esperó encontrar un botón 

blanco que muestre la presencia de los leucocitos, este último paso se repitió 

hasta eliminar completamente los eritrocitos. A final se agrega PBS y se centrifugo 

a 2000 rpm durante 5 min. Se guardó el botón blanco a -70° C, hasta su análisis 

posterior.  

6.7. Extracción y cuantificación de ADN 

Se extrajo ADN de la muestra de leucocitos previamente guardada a -70° C en 

una cantidad de 4000 a 10,000 células, esto de forma automatizada con el equipo 

MagnaPure de Roche (Figura 11), utilizando el kit MagNaPure LC DNA Isolation 

Kit 1, Ref.: 03003 990 00, con el buffer de lisis de extracción externa. Al finalizar la 

extracción se cuantificó el ADN utilizando el equipo Nanophotomer (Implen), 

versión 7122, mostrando la concentración (g/ ml) y pureza (absorbancia 260/280) 

(anexo 4). 

  

 

Figura 11 Muestra equipo Magna Pure, Roche 
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6.8. Modificación del ADN con Bisulfito de sodio 

Se tomó una alícuota de aproximadamente 5-20 µl de ADN genómico purificado, 

de acuerdo a la concentración de la muestra para procesar una cantidad óptima 

de ADN, acuerdo al kit (ver anexo 5). La modificación se realizó mediante el 

sistema EZ DNA Methylation-Direct Kit (ZymoResearch), Catálogo D5020 (anexo 

5). 

Breve descripción: Se trató el ADN extraído con bisulfito de sodio; este tratamiento 

convierte las citosinas no metiladas en uracilos, dejando a las citosinas metiladas 

sin cambio. Se realizó una amplificación por PCR, durante la cual se transforman 

los uracilos en timinas, lo que genera diferencias en la secuencia de ADN metilado 

y no metilado. Posteriormente el ADN modificado fue medido mediante 

nanofotómetro implen, del cual se obtuvo la concentración (g/ ml) y pureza 

(absorbancia 260/280) y además se verificó la integridad del mismo mediante la 

gráfica. Las muestras se almacenaron a -70 °C para su análisis posterior. Se 

realizó el mismo tratamiento a dos controles de ADN humano purificado metilado y 

no metilado (catalogo D5014, D5014-1, y D5012-2 de ZYMO RESEARCH). 

 

6.9. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR- RT) 

Se realizó un PCR en tiempo real (PCR-RT) específica para metilación utilizando 

el ADN modificado con bisulfito de sodio (anexo 9.6). Se analizó la región M3 del 

promotor PPAR, con oligos propuestos por Pancione et al (71), se verificó la 

región “Chromosome 3, NC_000003.11 (12329349..12475855)” en el GenBank. 

Se utilizaron dos tipos de oligos, para esta región para los casos: metilado (M3) y 

no metilado (U3). 

Como agente intercalante se utilizó SYBR® greenAdvatange® de acuerdo al 

catálogo No. 639676 para el análisis de los productos de metilación. Para cada 

primer se estableció una Tm adecuado de pruebas de Melting curve. Se determinó 

el sitio del trascripto, así como su tamaño de producto presentado en la tabla 2 y 

se establecieron el número de ciclos de acuerdo a Ct (fase crítica) y la fase 

PLATEAU o efecto meseta, término que se utiliza para describir la atenuación de 

la tasa de acumulación exponencial normalmente producto en la PCR.  
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Gen Primer sentido 5’-3’ Primer antisentido 5’-3’ Tamaño bp Posición Tm (C°) 

PPAR M3 AAGACGGTTTGGTCGATC CGAAAAAAAATCCGAAATTTAA 124 -594 53 

PPAR U3 GGGAAGATGGTTTGGTTGATT TTCCAAAAAAAAATCCAAAATTTAA 127 -597 53 

Tabla 3 Primers sentido y anti-sentido de las regiones m1-m4 del promotor del gen 

PPAR. 

 

Montaje de PCR-RT 

El PCR kit SYBR green contiene un optimizado listo para usarse, contiene SYBR 

Green I, que es el tinte fluorescente, una combinación equilibrada de K+ y NH4, 

iones en el buffer de PCR que promueve los primers específicos, además de la 

Taq polimerasa que facilita la transcripción porque funciona a temperaturas 

elevadas evitado la formación de productos no específicos y dNTPs. Se colocó en 

el siguiente orden (Tabla 4): 

Master mix Cantidad l 

por 

muestra 

SYBER Green buffer 10 µl 

Primer FW (M, U) 0.4 

Primer Rw (M),U) 0.4 

Muestra (0.2-4 µl) 

10ng/µl 

H2O 7.2 

Tabla 4 Orden de los reactivos de la Master Mix 

 

Se colocaron 10.8 µl de la master mix y 0.2-4 µl aproximadamente de cada 

muestra de ADN tratada con bisulfito mezclando en tubos para PCR para 

posteriormente transferir a capilares de PCR-RT (Tabla 6). Los capilares se 

centrifugaron a 3000 rpm y se programaron las siguientes condiciones al equipo 

LightCycler 2.0 Roche (Tabla 5); en cada corrida se incluyeron muestras de control 

positivo, negativo y un blanco. 
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Programa No.de ciclos Categoría del ciclo 

Programa inicial 1 None 

Amplificación 30 Cuantificación  

Melting Curve 1 Melting Curve 

Enfriamiento 1 None 

Tabla 5 Programación maestra para el PCR-RT 

 

Programa de Amplificación 

Temperatura Tiempo Detección (on/off) 

95°C 5 s Off 

53°C 20 s Off  

72°C 30 s Off (eliminación de dímeros)

76°C 30 s On (eliminación de dímeros)

 

 ADN MIX Total 

Metilado M 2µl 18l 20l 

No metilado U 2l 18l 20l 

Blanco 0 20l 20l 

Tabla 6 Cantidad de reactivos para el montaje de la PCR en tiempo real 

Se cerraron los capilares y se colocaron las muestras en el termociclador con los 

siguientes programas: 

Temperatura (°C) Tiempo (s)

Programa de iniciación 

95 60 

Amplificación (32 ciclos) 

95 5 

52 20 

72 30 

76 30 

Melting curve 

Tabla 7 Condiciones de PCR-RT 
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Electroforesis 

 

Se prepararon geles de agarosa al 2%. 

Se preparó el buffer de cargar con colorantes y glicerol. 

Se colocaron 2l de buffer de carga, y se adicionaron 4l de muestra sobre 

parafilm, y posteriormente se mezclaron. 

Se le fijó un voltaje de 100 Volts a 48 miliamperes. 

Se colocó un marcador de peso molecular. 

De la mezcla anterior se carga en la cámara de electroforesis y se corre de 15 a 

20 min. Las muestras corrieron hasta las ¾ partes entre pozo y pozo. 

 

Definición de las variables de estudio 

 

Variable Definición Tipo Unidad de 

medida 

Dieta Aporte calórico de acuerdo a 

edad gestacional 

Dicotómica 1: apego 

2: no apego  

Índice de 

Masa Corporal 

(IMC) 

Peso (Kg) entre la talla al 

cuadrado (m2). 

 

Normal 18.5 - 24.9 

Sobrepeso 25 - 29.9 

Obesidad I 30.0 - 34.9 

Obesidad II 35.0 - 39.9 

Obesidad III  40.0 

 

 

 

Cuantitativa 

Continua 

 

 

 

Kg/m2 

 

Mujer 

embarazada 

Mujer embarazada entre 15 y 

40 años que sea atendida en 

el Hospital Materno Perinatal 

del Estado de México 

Categórica 1: normopeso 

2: sobrepeso 

 

Perfil de 

lípidos y 

Niveles séricos determinados 

por técnica fotométrica con kits 

Cuantitativa 

Continua 
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glucosa comercial de: 

Colesterol total (CT) 

Colesterol HDL (HDLc) 

Colesterol LDL (LDLc) 

Triglicéridos (Tg) 

Glucosa 

mg/dL 

mg/dL 

mg/dL 

mg/dL 

mg/dL 

Peso del 

neonato 
 

Cuantitativa 

continua 
Kg 

Talla del 

neonato 
 

Cuantitativa 

 continua 
m 

 

Grado de 

metilación 

 

Detección de metilación en 

linfocitos en sangre periférica 

Dicotómica 
Metilado  

No metilado 

Tabla 8 Definición de variables  

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó en el programa SPSS versión 19. La estimacion 

del numero de muestra se realizo de acuerdo a la cantidad de casos expuestos. 

Se les hicieron las respectivas pruebas de normalidad encontrándose como datos 

no paramétricos. Se realizaron análisis descriptivos y posteriormente se estimaron 

las diferencias a través del tiempo para cada grupo mediante la prueba de 

Wilcoxon. Y se compararon los grupos mediante la prueba de U de Mann Whitney. 

Se considerará diferencia significativa a una p ≤ 0.05. 
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9. Anexos 

9.1. Anexo	1.	Carta	de	Consentimiento	informado	
 

Toluca, México a___ de ___________de _______ 

 

 

Por medio de este conducto declaro que acepto participar en el proyecto “Metilación en el promotor PPAR 

en  el  binomio  madre‐hija  en  casos  de  sobrepeso  gestacional”,  que  será  coordinado  en  el  Centro  de 

Investigación en Ciencias Médicas (CICMED) de la Universidad Autónoma del Estado de México (UAEMex), y 

que tiene como finalidad disminuir la morbi‐mortalidad materna. 

Manifiesto que se me ha explicado claramente el proyecto y las medidas de intervención, 

así como los beneficios que tendría, diciéndome que no lleva ningún riesgo agregado para 

mi embarazo. 

 

 

Atte.: 

 

________________________ 
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9.5. Anexo	5	
Conversión del ADN con bisulfito 

• Se le agregó 20 µl de muestra de ADN a 130 ml de agente de conversión de CT en un 

tubo de PCR. Si se agregó el ADN purificado directa en el volumen si era menor a 20 µl 

se compenso con agua inyectable. 

• Se colocó el tubo de PCR en un termociclador programando los ciclos siguientes : 

- 98°C por 8 min 

- 64°C por 4.5 horas. 

- 4°C guardándolo por 20 horas con papel aluminio 

• Se agregaron 600 ml de buffer M- de unión en una columna Zimo-spin y se colocó la 

columna en un tubo de recolección. 

• Se agregó la muestra del paso dos en la columna Zimo-spin (que contiene el buffer M-

unión). Se cerró la tapa mezclando e invirtiendo la columna hasta cinco veces y 

esperarando por 2 minutos. 

• Se centrifugo a velocidad máxima (10,000 rpm aproximadamente) por 30 segundos. Se 

desechó el fluido. 

• Se adicionó 100 l del buffer M-Wash a la columna y se centrifugo a velocidad máxima 

por 30 s. 

• Se adicionó 200 l de buffer M-Desulfonación a la columna y se dejó a temperatura 

ambiente (20-30 °C) por 18 min. Después de la incubación se centrifugo a velocidad 

máxima por 30 s. 

• Se agregó 200 l de buffer de lavado a la columna. Se centrifugó a velocidad máxima 

por 30 s. Adicionar otros 200 l del buffer de lavado y se centrifugó por otros 30 s. a 

velocidad máxima.  

• Se colocó la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 l. Se adicionó 16 l de 

buffer M-elusion directamente a la matriz de la columna, centrifugando a 30 s a 

velocidad máxima para eluir el DNA. 

El ADN estuvo listo para su análisis inmediato o se almaceno a ‐20°C para su posterior 

análisis. Para almacenar a largo plazo guardardo a ‐70°C. 

 

 

 



 
 

73 
 

9.6	Anexo	6	
Condiciones de PCR en tiempo real 
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9.7	Anexo	7	
Análisis realizado en PCR en tiempo real. 

 

 

En esta imagen se observan las “melting curves” de 11 muestras de ADN de 

leucocitos, tratadas con bisulfito de sodio, de algunas participantes del estudio 

sometidas a PCR en tiempo real con los primers específicos para muestras 

metiladas. La gráfica superior indica el nivel de fluorescencia de las muestra 

durante una rampa de aumento de temperatura. La gráfica inferior muestra las 

derivadas de fluorescencia respecto a la temperatura; los picos de esta gráfica 

corresponden a la presencia de productos. Se incluyeron controles positivo y 

negativo, así como un blanco. Se observa que solo el control positivo generó 

un producto de amplificación. 
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En esta otra imagen se observan las mismas 11 muestras sometidas al 

tratamiento con bisulfito y amplificadas por PCR en tiempo real con los primers 

específicos para muestras no-metiladas; al igual que en la imagen anterior se 

manejaron controles positivo, negativo y blanco. Aquí se observa que todas las 

muestras amplifican excepto el control positivo y el blanco. En la gráfica de 

derivadas (abajo) se observan picos que amplificaron a menos de 70oC 

indicando la presencia de dímeros.  

 

 

 

 


