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1. RESUMEN

La epigenética es la ciencia que estudia los cambios hereditarios causados por la activacion y
desactivacion de genes sin cambios en las secuencias del ADN. La regulacion epigenética puede
modificar el ADN mediante diversos mecanismos como la metilacion, la modificacion de histonas
o0 a partir de elementos reguladores, tal como MicroARN, SiARN y PiARN. También se lleva a
cabo la regulacion de los genes gracias a unos elementos novedosos y de gran importancia: los
enhancers y los superenhancers. Un “enhancer” es una pequefia region del ADN eucariota que
actia como plataforma de unién de factor de transcripcion integrado y activa la transcripcion. Los
“superenhancers” son un grupo de enhancers particularmente grandes y potentes. Ambos han sido
estudiados como dianas de metilacién y se relacionan directamente con los efectos producidos
durante el desarrollo embrionario en el feto como consecuencia del hibito tabdquico materno. La
exposicion a dicho toxico (ataque ambiental) podria afectar a la metilacion en las regiones de
genes impresos, encontrando una mayor sensibilidad en los enhancers. Estos DMR inducidos por
el tabaco estan enriquecidos en marcas epigenéticas que se corresponden a enhancers y esto
sugiere mecanismos por los cuales el tabaco podria afectar el epigenoma y afectar el desarrollo
placentario y crecimiento fetal, produciendo complicaciones tales como CIR.

Palabras clave: epigenética, CIR, tabaco, enhancer, metilacion.

ABSTRACT

Epigenetics is the science that studies inherited changes caused by turning genes on and off
without changes in DNA sequences. Epigenetic regulation can modify DNA through various
mechanisms such as methylation, histone modification or from regulatory elements, such as
MicroRNA, SiRNA and PiRNA. The regulation of genes is also carried out thanks to some novel
and highly important elements: enhancers and superenhancers. An "enhancer" is a small region
of eukaryotic DNA that acts as a binding platform for integrated transcription factor and activates
transcription. The "superenhancers" are a group of particularly large and powerful enhancers.
Both have been studied as methylation targets and are directly related to the effects produced
during embryonic development in the fetus as a consequence of maternal smoking. Exposure to
said toxin (environmental attack) could affect methylation in the imprinted gene regions, finding
greater sensitivity in enhancers. These tobacco-induced DMRs are enriched in epigenetic marks
that correspond to enhancers and this suggests mechanisms by which tobacco could affect the
epigenome and affect placental development and fetal growth, producing complications such as
IUGR.

Key words: epigenetic, [IUGR, tobacco, enhancer, methylation.



2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1. Conocer conceptos clave tales como epigenética, metilacion, modificacion de histonas y
ARN no codificante con sus subtipos.

2. Estudiar los enhancers y los superenhancers y su implicacion en la regulacion de los genes
como dianas de metilacion.

3. Estudiar como influyen los enhancers y los superenhancers en el desarrollo embrionario
como consecuencia del habito tabaquico en las gestantes.

4. Conocer la restriccion del crecimiento intrauterino como una complicacion que puede
afectar al feto debido al efecto toxico del tabaco.



3. INTRODUCCION

3.1. EPIGENETICA

Campo de la ciencia que estudia los cambios hereditarios causados por la activacion y
desactivacion de los genes sin ningun cambio en la secuencia de ADN. Hace referencia a las
modificaciones en la expresion de los genes que son heredables y que no producen alteraciones
en la secuencia de nucleotidos.

La regulacion epigenética modula la expresion y la cromatina; y ademas puede modificar el ADN
por distintas modificaciones bioquimicas. (1)

La inactivacion epigenética consiste en el silenciamiento funcional de los genes manteniéndose
la secuencia y codificacion de los mismos. Estariamos hablando de una estrategia de control.

La importancia de la epigenética estriba en que se trata de un enfoque de investigacion desde el
cual se replantea la relacion causal entre genes y rasgos, al hacerse énfasis en el estudio de la
“expresion”.

La epigenética aparece como un nuevo lenguaje para entender como la cultura, la salud y la
naturaleza intervienen de igual forma en la regulacion de la herencia. Los cambios evolutivos
surgen tanto de la cultura como de la seleccion natural de manera que la interaccion de los genes
con el entorno expresa la variacion genética. De esta manera, la dimension genética es so6lo una
pequena parte del entramado hereditario.

Actualmente se puede tener informacion muy precisa, rapida y econdémica sobre la presencia de
determinadas variantes genéticas en el genoma del individuo. (1)

A pesar de los grandes avances realizados en la secuenciacion del genoma, el conocimiento de
las variantes genéticas en el ADN no es suficiente para predecir el riesgo de enfermedad, ya que
existen otros elementos reguladores mas dinamicos denominados epigenoma, que a su vez tienen
capacidad para regular la expresion de las secuencias de ADN. Por ello hoy resulta imprescindible
estudiar conjuntamente el genoma y el epigenoma para un mejor conocimiento de las bases
moleculares en los fenotipos.

A diferencia del genoma, que es el mismo en todas las células somaticas, el epigenoma es
especifico de cada tipo celular. (2)

A nivel celular, los mecanismos epigenéticos participarian en un proceso de «programaciony»
durante el desarrollo temprano del individuo. Estos mecanismos comprenden una serie de
modificaciones quimicas sobre el ADN y las proteinas que interaccionan con éste, las cuales
modulan y regulan la expresion de genes a corto y largo plazo, sin alterar el codigo genético.

Esta hipotesis originalmente denominada «programacion fetal» hoy es conocida como «origen en
el desarrollo de la salud y enfermedad» debido a la creciente certeza de que el efecto sobre la
salud del individuo esta presente desde antes de la concepcion hasta los primeros afios de vida.

Durante las primeras etapas del desarrollo, los individuos presentan una alta capacidad de
adaptacion al medio ambiente y es aqui donde hablamos de la plasticidad. (3)

El epigenoma es muy plastico, cambia durante el desarrollo y al exponerse a sefiales ambientales
externas. Los cambios pueden ocurrir dentro de generaciones o a través de generaciones.

Los cambios fenotipicos pueden preceder a los cambios epigenéticos. Las modificaciones
epigenéticas pueden asociarse con la magnitud del cambio en las normas de reaccion de algunos
fenotipicos pero no de todos los rasgos.

Las sefiales ambientales, especialmente el estrés, conducen a cambios especificos en el epigenoma
que se acompaiian de modificaciones fenotipicas.

La dinamica de la plasticidad epigenética suele ser mucho mas alta que la del genoma, en cambios
de informacion epigenética observables en el tiempo, acompaiian o lideran a los cambios
fenotipicos. (4)



Dicha plasticidad le permite a una determinada especie desarrollar adaptaciones a corto plazo,
ademas de las adaptaciones genéticas a largo plazo que se producen como consecuencias de la
seleccion natural. Como resultado de esta interaccion genoma-medio ambiente el organismo va
generando un repertorio de respuestas a «eventos probablesy, proceso conocido como
«programacion fetal.

Este proceso afecta tanto al desarrollo placentario como fetal y esta fuertemente influido por
mecanismos epigenéticos, los cuales alteran a largo plazo la expresion de genes sin alterar la
secuencia de ADN.

Los mecanismos epigenéticos tienen una funcion clave en el desarrollo, no solo controlando la
diferenciacion celular, sino ademas registrando sefiales del medio ambiente en condiciones
fisiologicas y patologicas. Los mecanismos moleculares considerados epigenéticos incluyen
metilacion del ADN, modificaciones postraduccionales de histonas, modificacion de la cromatina
dependiente de ATP (adenosin trifosfato), y ARN no codificantes. (3)

Actualmente la investigacion en epigenética es prioritaria y esta un momento crucial. (4)

3.1.1. METILACION DEL ADN

Consiste en la adicion de un grupo metilo en la posicion 5-C de dinucleotidos CpG (islas con alta
concentracion de citosina y guanina) que pueden relacionarse con la region promotora de los
genes. Realizada por las enzimas metiltransferasa o aADN-metilasas (DNMT1, DNMT3a,
DNMT3b). Compacta la estructura de la cromatina y produce silenciamiento génico. Es reversible
y permite modular la expresion de genes siendo asi una estrategia de control génico.

Encontramos dos grupos:

- DNMTI1: ADN metiltransferasas de mantenimiento, son las que mantienen los patrones
de metilacion. Inmediata a la replicacion.

- DNMT3A y DNMT3B: metiltransferasas de novo, son las que realizan nuevas
metilaciones. Por adicion de grupos metilo en posiciones nuevas en ambas cadenas.

La regulacion epigenética por metilacion es compleja pero en general la metilacion en elementos
reguladores de los genes, tales como promotores, potenciadores y represores; suprime su funcion.
2

La metilacion del ADN juega un papel importante en salud humana y se ha asociado con un
numero creciente de enfermedades, lo cual ha sido motivo de multiples estudios.

Asi, cabe mencionar un estudio de asociacion del epigenoma (5) (EWAS- estudios de asociacion
del epigenoma completo) realizado para investigar las alteraciones en la metilacion del ADN en
lactantes expuestos en el ttero al humo del tabaco materno.

El tabaquismo materno puede causar cambios biologicos que influyen en la susceptibilidad a
ciertas enfermedades. Se produce una alteracion del epigenoma fetal que puede tener
consecuencias a largo plazo y por ellos se investigan alteraciones en la metilacion del ADN en
lactantes que indica exposicion del feto en el utero al tabaco materno.

Los cambios se pueden estudiar tanto en el ADN de placenta, como en la sangre del cordon
umbilical, células bucales, granulocitos o como enfoque mas global en el epigenoma.

En dicho estudio se identificaron 185 islas CpG con metilacion alterada en hijos de madres
fumadoras en el genoma. Se destacan FRMD4A, ATP9A y MEG3 implicados en procesos
relacionados con la dependencia de la nicotina, el abandono del tabaquismo y la placenta y
embriones; los cuales explicaremos a continuacion. (5)

Cabe destacar el papel de ciertos genes. Tiene gran importancia MEG3 (gen impreso de ARN
expresado por la madre), relacionado con CIR (restriccion del crecimiento intrauterino) y que
afecta al desarrollo embrionario y a largo plazo produce efectos en la salud. FRMD4A (gen
codificador de una proteina del dominio FERM) y ATP9A (gen codificador de proteinas)
asociados con la nicotina, la dependencia de sustancias y la capacidad para dejar de fumar. Se
relacionan con la dependencia de la nicotina en la adolescencia en hijos de madres que fumaban



durante el embarazo. GALNT?2 identificado solo en recién nacidos expuestos y no adultos, puede
afectar al desarrollo de la placenta y posteriormente podria influir en la salud del feto.

Por otro lado analizamos otro estudio y destacamos los genes de los loci H19/IGF2 en relacion
con el CIR. (6)

La expresion del locus H19/IGF2 implica una interaccién compleja de tres medios de regulacion
epigenética: establecimiento adecuado de la metilacion del ADN, la metilacion del promotor de
CTCEF (factor de transcripcion codificado por el gen CTCF) y la expresion de microARN-675.

CIR se asocia con cambios en la expresion del gen H19. Estos cambios son reversibles con
suplementos dietéticos para favorecer el impacto del sindrome metabolico del adulto, siendo el
individuo susceptible a la aparicion de dicho sindrome en etapas mas avanzadas de la vida. La
suplementacion dietética puede rescatar ese fenotipo y por ello hablamos de plasticidad postnatal
del perfil de metilacion.

Tanto H19 como IGF2 son parte integral de crecimiento y desarrollo fetal. El IGF2 se expresa a
partir del alelo paterno durante todo el desarrollo promocionando crecimiento fetal y placentario.
Alteraciones en el mismo se han visto implicadas en el post control del crecimiento natal y la
susceptibilidad a la obesidad.

Combinacion de alteraciones en el ADN y metilacion de CTCF pueden contribuir a la
disminucion de la expresion de H19 que esta asociado con CIR y susceptibilidad a enfermedades
en el adulto. (6)

Si seguimos analizando estudios sobre CIR y metilacion, debemos saber también que la placenta
juega un papel fundamental en la coordinacion del crecimiento fetal, con muchas funciones clave
reguladas por la impronta genomica. (7)

Se llevo a cabo una evaluacion a gran escala de metilacion y expresion en dominios metilados
ubicuos y especificos de placenta.

Entre los resultados se encontro metilacion aberrante aislada en todas las regiones metiladas
diferencialmente (DMR) y abundante hipometilacion en DMR especificos de placenta.

La metilacion aberrante en DMR ubicuos se asocia con CIR y en DMR especificos es menos
estable.

Igualmente, se vi6 una ganancia de metilacion en dos DMR asociados con los genes MEST y
MCTS2 y con una placenta CIR; y pérdida parcial de metilacion en H19 y SNU13 DMR. (7)

3.1.2. MODIFICACION DE HISTONAS

Las histonas son unas proteinas estructurales reguladoras de genes que se combinan en el nucleo
de la célula con largas hebras de ADN que contienen los genes constituyendo los nucleosomas o
primer nivel de compactacion de la cromatina; material que constituye los cromosomas. Son un
elemento fundamental, ya que sin ellas el ADN seria una marafia desorganizada de nucleotidos y
con ellas se lleva a cabo el empaquetamiento eficiente del material hereditario en el nucleo celular
y se controla la transcripcion en los eucariotas. Es decir, su funcion como reguladoras del
metabolismo del ADN es clave. (8)

Las histonas se estructuran en dos dominios: una region central plegada que interacciona con el
ADN (h¢élice-alfa larga flanqueada por dos hélices-alfa cortas) y un dominio N-terminal llamado
“colas de histonas”. Estas colas pueden suftrir diversas modificaciones postraduccionales que
afectan a la estructura de la cromatina y a su funcion. (9)

Encontramos histonas divergentes o variantes (especializadas) y las tipicas o canodnicas. Las
candnicas son los componentes universales de los nucleosomas y las variantes son las que estan
implicadas en la transcripcion y se incorporan a la cromatina de forma independiente a la
replicacion del ADN. (9)

Las histonas son susceptibles de sufrir transformaciones quimicas que aumentan o disminuyen su
afinidad por el ADN y las clasificamos en cinco familias principales que componen el nucleosoma
(unidad estructural de la cromatina): H1, H2A, H2B, H3 y H4.



En la familia H1 encontramos las histonas de enlace que se encargan de sellar los dos giros del
ADN alrededor de la estructura central. Esto permite la compactacion de la cromatina.

Por otro lado tenemos las histonas H2A. X y H2A.Z, involucradas en la reparacion del ADN y en
la regulacion de la expresion génica, respectivamente.

También hay variantes de la familia H3 como H3.3, encargada de la reorganizacion de la
cromatina espermatica de los mamiferos o CENPA, encargada de la organizacion de la cromatina
en los centrémeros de los cromosomas. (8)

A continuacion vamos a hablar del codigo de histonas. Las histonas variantes intervienen en los
procesos de condensacion y descondensacion de la cromatina y estas transformaciones se deben
a la combinacion de tres mecanismos: el reemplazamiento de histonas candnicas por histonas
variantes, modificaciones quimicas en la estructura de las histonas (modificaciones
postraduccionales) y la asociacion con complejos capaces de remodelar la estructura de la
cromatina. Hace referencia a la correcta coordinacion de ciertos mecanismos para lograr un
resultado u otro. Estos tres mecanismos combinados son los que activan y regulan procesos
concretos en el material hereditario. (8)

Vamos a hablar de las modificaciones postraduccionales de histonas. Las mas conocidas son:
acetilacion, metilacion y fosforilacion. Son modificaciones dindmicas, que cambian rapidamente
en respuesta a estimulos celulares y que proporcionan un enorme potencial de respuestas
funcionales. (9)

- Acetilacion: la acetilacion de histonas estd regulada por el equilibrio entre las histonas
acetiltransferasas (HAT) y las histonas desacetilasas (HDAC). La acetilacion puede reducir la
carga positiva de los residuos de lisina, que luego inhibiran la union entre las colas de histona y
el ADN cargado negativamente, dejando expuesto el ADN subyacente. Por tanto, la acetilacion
de histonas se suele considerar una marca de histona activa. Hay muchos residuos de lisina que
pueden acetilarse en histonas incluidos: H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H3K79, H4KS5, H4K12
y H4K20.

- Metilacion: generalmente ocurre en los residuos de lisina (K) de las histonas H3 y H4 por la
adicion de grupos metilo y es una de las modificaciones postranscripcionales mas importantes.
Esta catalizada por la histona metiltransferasa (HMT) y utiliza S-adenosil metionina como
sustrato para transferir grupos metilo en los residuos de lisina de las histonas. Estos residuos
pueden ser mono, di o trimetilados para actuar como marcas activas o represivas de expresion
genética. Consideramos activas H3K4, H3K36 y H3K79 y represivas H3K9, H3K27 y H4K20

- Fosforilacion: es una de las modificaciones postraduccionales mas comunes que también se
produce en los residuos de serina y tirosina de las histonas. Participa en una amplia gama de
procesos celulares, incluida la expresion génica, la regulacion del ciclo celular, la reparacion del
dafio del ADN y la division celular asimétrica. Dos de los sitios de metilacion importantes, H3K9
y H3K27, comparten el mismo residuo de serina posterior que puede fosforilarse, formando un
dominio “KS”. (10)

3.1.3. ELEMENTOS REGULADORES: ARN NO CODIFICANTE

Una forma de regulacion génica es por medio de los ARN de interferencia (1IARN) los cuales no
codifican para una proteina en especifico, pero sus secuencias son complementarias a ADN o
ARN codificante e impiden su traduccion. Es una forma de regulacion negativa de la expresion a
nivel post-transcripcional. Uno de estos tipos de ARN son losmicro ARN de
interferencia (miARN), los cuales se unen a secuencias complementarias y degradan dicho
transcrito impidiendo asi que se dé la traduccion a proteinas. Se ha visto la importancia de este
tipo de regulacion génica en varios escenarios como: regulacion en produccion de tumores,
efectos del envejecimiento por cambios en la metilacion, asociado al estrés por metilacion en
genes neurales, involucrado en imperfeccion del desarrollo fetal entre otros. (11)

Estos ARN no codificantes pueden causar silenciamiento génico a través de los denominados
ARN de interferencia. E1 ARN interferente es una molécula de ARN que suprime la expresion de
genes especificos mediante mecanismo conocidos globalmente como ribointerferencia (sistema



que utilizan las células de los organismos vivos para controlar los genes que estan activos en un
momento o un tipo celular y su grado de activacion; o de forma mas concreta, mecanismo de
silenciamiento post-transcripcional de genes especificos ejercido por moléculas de ARN que
conducen a la degradacion de éste) o interferencia por ARN (1IARN).

Los iARN son moléculas pequefias que se generan por fragmentacion de precursores mas largos.
Se clasifican en: ARN interferente pequefio (st ARN), micro ARN (miARN) y ARN asociados a
Piwi (piARN). A continuacion hablaremos de ellos.

Esta propiedad esta siendo utilizada en el desarrollo de nuevas terapéuticas.

Tienen un papel importante en alguno procesos tales como:

- Rol preponderante de la regulacion génica en la produccion de procesos tumorales.

- Perturbacion en la metilacion del ADN durante el envejecimiento.

- Relacion entre trastornos del desarrollo fetal como el CIR y fendmenos epigenéticos. (11)

El ARN no codificante ademas, esta involucrado en el desarrollo del cerebro, en el crecimiento
de las neuronas, en las funciones sinapticas y en la traduccion de la sinapsis. Este ARN puede

importarse-exportarse entre células y dicha comunicacion intercelular es un mecanismo poderoso
que mejora las propiedades postsinapticas permitiendo el poder cognitivo del cerebro humano.

(12)

3.1.3.1. miARN

ARN monocatenario de longitud entre 21 y 25 nucleo6tidos que presentan la capacidad de regular
la expresion de otros genes mediante diversos procesos utilizando la ruta de ribointerferencia. Es
un microrregulador de la expresion génica a nivel postranscripcional en una gran variedad de
tipos celulares y procesos fisiologicos. En la figura 1 se observa la biogenia y el mecanismo de
accion de estos elementos.

Esta codificado en el genoma celular y es transcrito a ARN en el nicleo dando lugar a los pre-
micro-ARN, los que maduraran en el citoplasma y realizaran su funcion ya como micro-ARN
maduros.

Son capaces de disminuir la expresion en determinadas proteinas (aquellas con las que existe
cierta complementariedad en unas regiones especificas de mARN) mediante la degradacion o
inhibicion de la traduccion de mARN a proteina. (13)
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Figura 1. Biogenia y mecanismo de accion de los miARN. (13)



Son unos elementos reguladores especialmente interesantes por su posibilidad de actuar como
herramienta terapéutica, ya que modifican de forma especifica la expresion de determinados
genes.

Las alteraciones en la expresion de los miARN no son simplemente una consecuencia de la
transformacion maligna, muchos de ellos estan implicados en la regulacion directa de vias
moleculares controladas por genes supresores de tumores u oncogenes.

Los miARN pueden contribuir tanto al diagnostico como al prondstico de la enfermedad y podrian
llegar a ser considerados como dianas terapéuticas potenciales para controlar la progresion del
cancer. (13)

3.1.3.2. siARN

ARN pequefio de interferencia o ARN de silenciamiento, se trata de un ARN bicatenario. Tiene
una longitud de 20 a 25 nucledtidos y es altamente especifico para la secuencia de nucledtidos de
su ARN mensajero diana. Interviene en el mecanismo de interferencia, es decir, interfiere con la
expresion de un gen especifico y la reduce.

Su sintesis se puede hacer por varias vias: en invertebrados se pueden utilizar moléculas grandes
de ARN de doble cadena que seran procesadas a siARN dentro de la célula, y en vertebrados
necesitamos utilizar directamente moléculas de siARN o ARN pequefios de horquilla.

Una desventaja importante es el corto tiempo de duracion del silenciamiento. Para incrementarlo
se desarrollan vectores de expresion que contienen promotores de la ARN polimerasa para la
transcripcion de siARN dentro de la célula.

A continuacion vamos a explicar el mecanismo de silenciamiento génico. Los siARN son
producidos a partir de precursores de ARN que son procesados por miembros de la familia de
enzimas que degradan al ARN (ARNasa tipo III). La enzima que genera los siARN se conoce
como Dicer, y una vez generados van a ser incorporados a un complejo denominado complejo de
silenciamiento inducido por el ARN o RISC (RNA-induced silencing complex), el cual esta
formado por numerosas proteinas celulares. En la figura 2 se observan los pasos necesarios en la
formacion y funcionamiento de RISC. (14)

Al incorporarlo, se produce la separacion de las dos hebras en cadenas simples, una de las cuales
(hebra guia) se mantiene asociada al complejo e identifica el ARN mensajero blanco con el que
se va a complementar. La hebra guia del siARN y el ARNm deben presentar una perfecta
complementariedad cerca del sitio de ruptura, ya que el silenciamiento génico se basa en la
complementariedad de bases entre la molécula de siARN y la molécula de ARNm para conseguir
la hidrolisis del mensajero. (14)

El silenciamiento se puede llevar a cabo en dos niveles: transcripcional y post-transcripcional.

El transcripcional sucede dentro de la célula y se inhibe la sintesis de ARNm al no tener lugar la
transcripcion. Los genes se silencian por reordenamiento del ADN y modificacion quimica de las
histonas, induciendo la formacion de heterocromatina y dando lugar a zonas de ADN de alta
densidad que impiden que se lleve a cabo la transcripcion y los genes que se encuentran en esa
region no se expresan.

Por otro lado, el silenciamiento post-transcripcional consiste en que se produce transcripcion del
gen silenciado. E1 ARNm sufre una degradacion especifica en funcion de su secuencia y no habra
sintesis proteica del gen “silenciado”.

Podemos medir el grado de silenciamiento y para ello habria que determinar la disminucion de
los niveles de ARNm blanco o de la proteina blanco. Hablamos de silenciamiento valido cuando
ocurre una disminucion sustancial de los niveles de expresion del gen de interés. (15)
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Figura 2. Pasos en la formacion y funcionamiento de RISC. (14)

Entre las aplicaciones del siARN hablamos de una herramienta en investigacion basica y en el
desarrollo de agentes terapéuticos. Vamos a centrarnos en su relacion con el tratamiento del
cancer.

SiARN es una herramienta util para eliminar los genes que son responsables directa o
indirectamente de la proliferacion anormal de células cancerosas. Su capacidad de silenciamiento
génico ha demostrado ser la herramienta crucial en comprender las funciones genéticas en plantas
y animales, pudiéndose convertir en una nueva clase de farmaco no convencional que podria
inhibir los genes promotores o causantes de la enfermedad. Ademas, siARN ha demostrado ser
prometedor para potenciar la quimioterapia al sensibilizar las células cancerosas resistentes a los
medicamentos.

De esta manera, lo que se quiere conseguir es acabar con las células cancerosas pero también
rescatar las células sanas del dafio colateral. (14)

3.1.3.3. piARN

Los ARN asociados a proteinas Piwi (P-element Induced Wimpty testis) impiden la expansion de
los elementos genéticos egoistas, los transposones (elemento genético transponible, secuencia de
ADN que puede moverse de manera autosuficiente a diferentes partes del genoma de una célula).
Las proteinas de la subfamilia PIWI se expresan en células de la linea germinal y forman RISC
con una pequeia poblacion de ARN (piARN). Estos RISC se denominan piRISC.

Los piARN son mas largos que microARN y siARN y se procesan a partir de transcripciones de
precursores monocatenarios a través de un mecanismo independiente de Dicer. Regulan
principalmente la actividad de los transposones, su expresion y transposicion dentro del genoma.
Resulta esencial esta regulacion porque existe un alto riesgo de dafar el genoma intracelularmente
y de esta forma se preserva la gametogénesis y la reproduccion. Las secuencias de piARN son
mucho mas diversas que las de cualquier otra clase de ARN y constituyen la clase mas grande de
ARN no codificante. (16)
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Figura 3. Biogénesis de piARN siguiendo diversas rutas. (16)

Encontramos dos vias principales para la biogénesis de piARN, las cuales se pueden observar en
la figura 3: la via de procesamiento principal y el ciclo de ping-pong que amplifica los piARN
secundarios.

Los piARN primarios tienen un sesgo hacia la uridina (sesgo 1U) mientras que los secundarios
tienen un sesgo de sentido con adenosina en el décimo nucledtido (sesgo 10A).

La regulacion epigenética se lleva a cabo porque después de que los PIWI-piRISC se importen al
nucleo, dirigen la metilacion de la histona H3K9me3 sobre la cromatina en los loci de
transposones diana para inducir la formacion de heterocromatina, silenciando asi los transposones
transcripcionalmente. (16)

Entre las funciones de piARN encontramos:

- Silenciamiento de transposones: dicho silenciamiento transcripcional ocurre cuando las
proteinas PIWI guiadas por piARN se unen a nacientes transcripciones de transposones.

- Adquisicioén de caracteristicas de inmunidad innata y adaptativa.

- Defensa viral: piARN proporciona tipicamente defensa antiviral en los tejidos somaticos.

(17)

3.2. ENHANCERS Y SUPERENHANCERS: EMBRIOGENESIS, DESCUBRIMIENTO Y
FUNCION
Los enhancers y los superenhancers son secuencias de ADN directamente implicadas en la
regulacion de los genes y se han visto multiples referencias de los mismos como dianas de
metilacion.

La regulacion de la transcripcion por potenciadores se ha estudiado desde 1980 y existen
investigaciones mas recientes que han sugerido que hay diferentes categorias de elementos
reguladores con subtipos de superpotenciadores.

Mas adelante, en 2013, hubo laboratorios que identificaron grandes potenciadores cerca de varios
genes especialmente importantes para establecer identidades celulares. (18)
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- Enhancers:

Un “enhancer” o potenciador es una pequefia region del ADN eucariota que, al unirse con proteinas
(factores de transcripcidn), puede aumentar los niveles de transcripcién de genes en un grupo de
genes. Es decir, actian como plataformas de unién de factor de transcripcién integrado (TF) y
activan la transcripcion.

Lo curioso de los potenciadores es que no necesariamente tienen que estar localizados cerca de los
genes sobre los que actian, ni siquiera en el mismo cromosoma.

La estructura del complejo de cromatina del ADN est4 plegada de un modo que, aunque el ADN
esté lejos de los genes en los nucledtidos, geométricamente esta proximo al promotor y al gen. Esto
le permite interactuar con los factores de transcripcion y con la polimerasa II.

Estos potenciadores fueron descritos por primera vez en la década de 1980 como una secuencia de
ADN que aumentaba la expresion de un gen ligado, de forma independiente respecto a su distancia
y orientacion.

Cabe remarcar que, el primer potenciador era una secuencia de 72 pares de bases (pb), que fue capaz
de aumentar la expresion del gen de la beta-globina humana.

Desde entonces, se han encontrado “enhancers” en muchos organismos metazoos, incluidos los
humanos, y se ha demostrado que reclutan factores de transcripcidon especificos para dictar la
expresion genética espacio-temporal durante el desarrollo, la fisiologia normal e incluso en
enfermedades. (18)

Con los avances en las tecnologias de secuenciacion, se ha facilitado la identificacion de
potenciadores en todo el genoma y, las estimaciones actuales, sugieren que hay mas de 400.000
potenciadores dispersos por todo el genoma. Y estos pueden ubicarse tanto dentro de los genes,
como en regiones fuera de los mismos, e incluso en diferentes cromosomas.

Las interacciones entre los potenciadores y los genes diana no son exclusivas y, con frecuencia, se
encuentran promotores para interactuar con multiples potenciadores y viceversa. En la figura 4 se
observa un modelo de interaccion.

Se debe destacar que los potenciadores son de tipo celular especificos y, por lo tanto, no se espera
que todos los potenciadores se activen al mismo tiempo.

Las alteraciones de los “enhancers” se estian convirtiendo en una de las principales dianas en el
conocimiento de las enfermedades, incluido el cancer, ya que la creciente evidencia en muchos tipos
de tumores muestra que las redes de potenciadores estin reconfiguradas por aberraciones
moleculares que conducen colectivamente al fenotipo del céncer. Las translocaciones, deleciones y
mutaciones dentro de las regiones reguladoras del genoma se observan con frecuencia en pacientes
con cancer, lo cual puede causar una pérdida de expresién de los supresores de tumores o
sobreexpresion de oncogenes. (18)

Transcription

Factors +
Enhancer G b
~—0 ‘

Cofactors
Promoter
eRNA

mRNA

Cohesm\

Figura 4. Un modelo de interacciones potenciador-promotor dentro del nicleo de una célula. (18)
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- Super-enhancers:

Son un grupo de enhancers. Regiones potenciadoras particularmente grandes y potentes que
controlan los genes que establecen la identidad de las células madre embrionarias, incluidos Oct-4,
Sox2, Nanog, KlIf4 y Esrrb. Esto producira una variedad de efectos sobre la expresion de sus genes
diana.

Definidos como una region del genoma de mamifero que comprende multiples potenciadores que
estdn unidos colectivamente por una serie de proteinas para impulsar la transcripcion de genes
implicados en la identidad celular. Los superpotenciadores estdn asociados con genes que se
expresan en mayor grado. La expresion de genes asociados con superpotenciadores es
particularmente sensible a la disfuncion y pérdida de su estado fisioldgico. (18)

Los avances en la identificacion de enhancers utilizando tecnologias de secuenciacién de alto
rendimiento han revelado la presencia de grandes grupos de potenciadores muy préximos que
parecen funcionar sinérgicamente para la activacion de genes diana.

Estos grupos de enhancers, denominados superenhancers, se caracterizan por su inusualmente alta
ocupacidn de factores interactivos, enzimas y modificaciones de histonas, que trabajan juntos para
impulsar la expresion de genes especificos de linaje prominente. Los superpotenciadores son mas
grandes que los enhancers como tal, y estdn altamente enriquecidos con las caracterfsticas clasicas
de potenciadores activos.

Dentro de los 10.000 a 150.000 enhancers activos que hay en una célula, apenas hay unos pocos
cientos de superenhancers.

La evidencia actual sugiere que los superpotenciadores contribuyen a la alta expresion de genes
pluripotentes en células madre embrionarias, genes especificos de tipo celular en células
diferenciadas terminalmente, y oncogenes en varios tipos de células cancerigenas. Es por ello por
lo que han obtenido una gran atencién. (18)

Propiedades generales de los superpotenciadores:

- Los superpotenciadores estdn asociados con genes de pluripotenciales.

- Los superpotenciadores se pueden definir en cualquier tipo de célula: la habilidad para
definir superpotenciadores no se limita a las células madre. Se utilizaron factores de
transcripcion especificos de linaje para identificar superpotenciadores en células pro-B,
miotubos, células T auxiliares y macréfagos.

- Los superpotenciadores en las células cancerigenas se enriquecen en oncogenes: las células
cancerigenas tienen alterados los patrones de expresion y el uso de potenciadores en
comparacion con sus homdlogos normales. Respectivamente, en las células cancerigenas,
los superpotenciadores se enriquecen en genes con reconocida funcidén oncogénica.

- Los superpotenciadores se enriquecen con variantes asociadas a rasgos: no obstante, los
potenciadores generalmente se enriquecen con variantes asociadas a la enfermedad, y esta
asociacion es mds fuerte en los tejidos implicados en la correspondiente enfermedad.

- Los superpotenciadores se superponen con los dominios reguladores de gran escala
previamente definidos: los superpotenciadores se superponen con otras caracteristicas
regulatorias previamente identificadas de tamafio similar. De los superpotenciadores
identificados en un conjunto de 6 tipos de células humanas, el 13,7% (410 de 2.989) 23
coincidieron con valles de metilacién del ADN identificados de forma independiente. (19)

Existe una importante relacion de los mismos con enfermedades, ya que se han observado
mutaciones en: cancer, diabetes tipo 1, Alzheimer, lupus, artritis reumatoide, esclerosis mdltiple,
esclerodermia sistémica, cirrosis biliar primaria, enfermedad de Crohn, enfermedad de Graves,
vitiligo y fibrilacion auricular. (19)

Toda esta informacion acerca de los superpotenciadores la conocemos gracias a multiples estudios
que se estan realizando y que nos estdn permitiendo descubrir cada dia mds informacion, como
por ejemplo el siguiente estudio que los relaciona con la regulacién de las células de la placenta.
(20)

Es importante conocer las células que forman la placenta.
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El origen de la placenta es el trofectodermo (TE: capa de células externas que envuelve al
bastocisto; embrion de dia 5) y los tejidos placentarios poseen multiples células especializadas
como células gigantes de trofoblasto (TGC), espongiotrofoblastos (SpT) y sincitiotrofoblastos
(SynT). Si la diferenciacion del linaje TE es anormal, habrd complicaciones en el embarazo.

El desarrollo del linaje del TE es fundamental para la implantacion, placentacion y embarazo
saludable. Solo unos pocos factores de transcripcion (TF) especificos de TE han sido
caracterizados sistematicamente, lo que dificulta la comprension de este proceso. Para entender
los mecanismo reguladores subyacentes al desarrollo de TE se lleva a cabo un mapeo de
superpotenciadores (SE) en células madre de trofoblasto (TSC). (20)

Se estan utilizando TSC de roedores para estudiar el desarrollo de la placenta. Se ha observado
que TF especificos del tipo de célula (principalmente superenhancers) orquestan el linaje y la
expresion génica para determinar la identidad celular y las funciones. Los superenhancers que
han sido identificados como reguladores clave son: Tead4, Cdx2, Gata3, Tfap2c, Eomes, Ets2 y
EIfS.

En las células madre embrionarias, los SE estan asociados con TF de pluripotencia maestra como
Oct4, Sox2 y Nanog. Paralelamente, miltiples TF maestros co-ocupan SE comunes, amplificando
aun mas los niveles de genes diana asociados a SE. (20)

Los genes asociados a SE que definimos en TSC estan implicados en el desarrollo placentario y
mucho de ellos codifican para TF. Algunos TF muestran cambios dindmicos en sus patrones de
union al potenciador tras la diferenciacion.

Los TF asociados a SE muestran cuatro patrones de expresion distintos durante la diferenciacion
de TSC y estas diferentes clases de TF demuestran roles discretos durante la diferenciacion del
linaje TE.

En uno de los estudios, se identificaron un total de 39.957 y 36.190 superenhancers en TSC y
ESC, respectivamente. (20)

Los TF especificos de TE previamente conocidos, como EIf5 y Gata3, se asociaron con multiples
sitios diana p300 exclusivamente en los TSC, mientras que los elementos reguladores de los TF
especificos de ESC, como Oct4 y Nanog, estaban ocupados por p300 solo en ESC.

Los genes asociados a superenhancers especificos de TSC estan enriquecidos en términos
relacionados con el desarrollo de la placenta y TE.

Se evidencia una fuerte correlacion positiva entre la actividad genética y el niimero de
superenhancers, lo que indica que multiples superenhancers especificos del tipo de célula pueden
activar sinérgicamente el gen diana asociado.

Gata3, Teads y Tfap2C estan incrustados dentro de los SE especificos de TSC, por lo que los SE
pueden servir como centros de destino de multiples TF especificos de TE.

La relacion de gen asociado a SE produce enriquecimiento del desarrollo de la placenta
embrionaria y la diferenciacion de células trofroectodérmicas, asi como el citoesqueleto de actina
y la unién adherente.

Estos multiples avances y el descubrimiento de clases de TF asociados a SE es fascinante. (20)

En definitiva, los potenciadores son la parte mas utilizada dindmicamente del genoma y la
estimacion actual del numero de potenciadores albergado por el mismo es mas de un millon. Esta
asombrosa expansion y diversificacion de elementos potenciadores sugiere una enorme
complejidad combinatoria de patrones de expresion durante el desarrollo humano. (21)
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4. DISCUSION

Descritas las caracteristicas de los enhancers y los superenhancers vamos a relacionarlos con el
desarrollo embrionario y vamos a estudiar las consecuencias que apareceran en el mismo debido
al habito tabaquico en la gestante. Para ello, vamos a hacer un breve recordatorio sobre el CIR y
a continuacion nos basaremos en los articulos mas relevantes que hemos localizado y que
relacionan los enhancers y los superenhancers con la epigenética y consecuentemente con el CIR.

DESARROLLO EMBRIONARIO Y EPIGENETICA

Parte de la importancia de la epigenética radica en su papel durante el desarrollo embrionario y
es fundamental para una descripcion molecular y comprension del desarrollo embrionario.

El feto se somete a multiples tensiones (incluidas las técnicas de reproduccion asistida) que
pueden alterar su crecimiento y crear una predisposicion a una variedad de enfermedades
metabolicas después del nacimiento. Estos efectos van a limitar la capacidad del organismo para
alcanzar su méaximo potencial genético.

Estas tensiones que acabo de mencionar, son las que van a modificar los patrones de expresion
génica codificada por el programa epigenético creado durante el desarrollo embrionario.

La epigenética involucra una variedad de modificaciones mitdticas heredables que afectan a la
estructura de la cromatina. Cada evento de diferenciacion que ocurre en el desarrollo temprano
implica cambios fundamentales en la configuracion epigenética de la célula.

Uno de los mecanismos epigenéticos mas importantes son las modificaciones covalentes de la
citosina del ADN, especialmente dentro de los dinucledtidos de citosina-guanina. (22)

Las células del embrion temprano poseen la capacidad de diferenciacion, la cual resulta de
patrones modificados de expresion génica. Los cambios en la expresion génica son cambios en la
estructura y funcion de la cromatografia que ocurren sin ningun cambio en la secuencia de
nucledtidos subyacente del ADN. La gama de cambios de cromatina necesarios para lograr esto
son la base de la epigenética.

Se reconoce que el fenotipo de un individuo se crea por el codigo genético heredado de los padres
pero cada vez se reconoce mas que el medio ambiente en el que el embrion, el feto y el recién
nacido se desarrollan crea alteraciones sutiles de la configuracion epigenética que puede causar
cambios a largo plazo.

Todos lo cambios sufridos son conocidos como los “origenes del desarrollo de la salud y la
enfermedad”. (22)

Vamos a ver algunas de las caracteristicas epigenéticas que estan involucradas en transiciones
criticas del desarrollo embrionario.

Se considera que tienen lugar dos rondas de reproduccion epigenética durante el desarrollo
embrionario. La primera ocurre durante la formacion de células germinales primordiales (PGC)
y la segunda en el embrion temprano poco después de la fertilacion.

En ambos casos se han observado cambios profundos en propiedades epigenéticas pero PGC se
diferencia en gametos y las células pluripotentes del embrion se diferencian en todas las células
del organismo. (22)

En estos dos periodos de reprogramacion global, el patron de metilacion del ADN es borrado y
re-establecido.

La metilacion del ADN vy el establecimiento de la impronta genoémica, cuyo ciclo podemos
observar en la figura 5; es una de las modificaciones epigenéticas clave esencial para el
mantenimiento de la integridad genomica y papel importante en la formacion de varias

16



caracteristicas epigenéticas generalizadas, incluida la formacion de la heterocromatina,
improntacion genomica del padre de origen e informacion de la activacion del cromosoma X.
Algunos genes mantienen su estado de metilacion y esto resulta esencial para el desarrollo
embrionario posterior. Durante el desarrollo posterior los patrones de metilacion son nuevamente
establecidos en tejidos embrionarios y extraembrionarios.

La expresion de la gran mayoria de genes ocurre desde ambos alelos de manera simultanea pero
un numero reducido de ellos es afectado por este proceso de impronta gendémica y su expresion
va a depender del origen parental. (23)

Se restablece la impronta
genémica de una manera
sexo-especifica

Se borra la impronta
en las células germinales
primordiales

Se mantiene laimpronta
en los tejidos somaticos

y extraembrionarios Metilacion prenatal *vy

de novo en genes
imprintados de la
linea germinal . Metilacién postnatal
Metilacié K masculina A de novo en genes
etilacion de novo B N N imprintados de la
del genoma

S , linea germinal
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del genoma materno s,
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de metilacion Demetilacion activa

del genoma paterno

Figura 5. Ciclo de establecimiento de la impronta durante el desarrollo del raton. (23)

CIR, RESTRICCION DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO

Se define como una tasa de crecimiento fetal menor de lo normal para el potencial de crecimiento
de un feto segiin su raza y su género. Se trata de una definicion clinica con evidencias de
malnutriciéon en el nifio que aparece con mayor frecuencia asociado a prematuridad. A nivel
global, 13.7 millones de nifios nacen cada afio con este problema, de los cuales el 11%
corresponden a paises en desarrollo (en primer lugar Asia, seguido de Africa y Latino América).
(24)

Dicha patologia presenta un riesgo de recurrencia del 29% en el segundo embarazo y del 44% si
los dos anteriores se han visto afectados. (25)

Hablamos de CIR cuando el peso estimado se encuentra por debajo del percentil 10 para su edad
gestacional, pudiendo ser moderado (entre 3 y 10) o severo (menor de 3).

Diagnosticamos CIR:

1. Peso fetal estimado por ecografia por debajo del percentil 3 para edad gestacional y sexo,
independientemente de la presencia de alteracion hemodindmica Doppler.

2. Peso fetal estimado por ecografia entre el percentil 3 y 10 para edad gestacional y sexo,
asociado a una o mas de las siguientes alteraciones en la evaluacion hemodinamica

Doppler:
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Indice de pulsatilidad de la arteria umbilical (IPAU)>percentil 95.

Indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas (IPmAUT)>percentil 95.
Indice de pulsatilidad de la arteria cerebral media (IPAMC)<percentil 5.
Razon cerebroplacentaria (RCP)<percentil 5. (26)

Podemos realizar una clasificacion basada en las medidas antropométricas y asi distinguir dos
tipos, los cuales aparecen esquematizados en la figura 6:

L.

Asimétrico: 70-80% de los casos. Aparece en el tercer trimestre y en muchas ocasiones
es debido a una insuficiencia utero-placentaria. Hasta entonces crecen normal pero a
partir de ese momento se visualiza una circunferencia abdominal disminuida con un
diametro biparietal, circunferencia cefalica y longitud del fémur normales.

Simétrico: 20-30% de los casos. Comienzo precoz, el feto tiene un nimero reducido de
células. Se debe a un problema genético o a alguna infeccion. Disminucion proporcional
del diametro biparietal, la circunferencia de la cabeza, la circunferencia abdominal y la
longitud del fémur. Mal prondstico respecto a morbilidad y mortalidad en comparacion
con asimétricos. (24)

Antes de la Después de la

L semana 30 semana 30
Morfologia Simétrica Asimétrica
Perimetro abdominal Normal Disminuido
Perimetro cefalico Disminuido Normal

Talla Disminuida Normal

Peso Disminuido Disminuido
Etiologia Fetal Materna/placentaria
Complicaciones Alargoplazo ~ Neonatales

Figura 6. Clasificacion morfoldgica de los tipos de retraso del crecimiento intrauterino. (25)

Entre las posibles causas encontramos:

1.
2.

Idiopaticas 20-30%. (27)

Maternas 40%: edad menor de 16 o mayor de 35 afios, bajo nivel socioeconomico, HTA,
diabetes, insuficiencia renal, LES, sindrome antifosfolipidico, trombofilias adquiridas,
uso de técnicas de reproduccion asistida, toxicos... Entre los toxicos encontramos el
tabaco y el alcohol que también tienen un papel importante. La exposicion al humo reduce
el peso al nacer 150-200g y existe un efecto dosis-dependiente lineal de los niveles de
cotinina sobre el peso medio y la longitud media del lactante al nacer: el tabaco produce
disfuncion endotelial y vasoconstriccion de las arterias uterinas por la nicotina. El
consumo excesivo de alcohol por parte de la madre se asocia con sindrome de
alcoholismo fetal y puede causar CIR. Otras sustancias: medicamentos como warfarina o
esteroides, marihuana, cocaina... Por otro lado y teniendo en cuenta la altitud, las mujeres
que viven en mayores altitudes tienen comprometido el flujo sanguineo placentario con
un volumen de sangre reducido y de esta manera le llega menos oxigeno al feto, afectando
al crecimiento del mismo. Infecciones como TORCH, malaria, tuberculosis...
Placentarias 40%: una placenta pequefia con una consecuente reduccion de tejido
funcional disminuye el area de intercambio entre la madre y el feto tanto en el area de
superficie vellosa como en el area de superficie capilar fetal. Esto reduce la capacidad de
transferir oxigeno y nutricion de la madre al feto. Existe un aumento de resistencia en las
venas umbilicales y en las arterias uterinas. También pueden aparecer infecciones como
la malaria placentaria. Y ademas, se observa una sobreexpresion del gen de la endoglina
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placentaria en los fetos con CIR y esto da como resultado una disfuncion vascular que
conduce a una hipoxia fetal crénica.

4. Fetales 10%: anomalias cromosomicas que producen el 7-19% de los CIR (trisomias 13,
18 y 21). Se reducen el niimero de arterias musculares en la placenta y aumentan las
resistencias vasculares. Anomalias congénitas como fistula traqueo-esofagica, problemas
cardiacos, hernia diafragmatica congénita, malformaciones anorrectales, etc. Infecciones
congénitas que constituyen el 5%: toxoplasmosis y citomegalovirus en paises
desarrollados y malaria en no desarrollados. (24)

5. Genéticas:

- Placentarias: Homeobox (dominio en el ADN de un gen que codifica una secuencia de
aminoacidos o dominio proteico que puede adherirse a segmentos del ADN para regular
la expresion de otro gen implicado en el desarrollo y es importante para el desarrollo y el
mantenimiento del los sistemas vasculares), Serpina3 (controla por inhibicion cascadas
proteoliticas catalizadas por enzimas proteasas de la familia de las quimotripsinas), Cullin
(proteina de armazén hidrofobica que proporciona soporte para ubiquitina ligasas,
CULA4B y CUL7 estan relacionados con CIR), Neatl (ARN no codificante nuclear que se
transcribe desde el locus de neoplasia endocrina multiple y cuya expresion esta
aumentada en CIR), PGF (factor de crecimiento placentario cuyas bajas concentraciones
estan relacionadas con un desarrollo anormal de la placenta) ...

- Maternas: ET-1 (potente vasoconstrictor codificado por el gen EDNI1 cuyas
concentraciones son altas en CIR), leptina (adipoquina producida por los adipocitos cuyas
concentraciones son bajas en CIR), visfatina (citoquina que se expresa en el tejido graso
visceral y sus niveles circulantes se correlacionan con la obesidad, apareciendo altos en
madres que tienen hijos con CIR)...

- Fetales: proteina S100B (niveles elevados en la orina de los fetos con CIR), hormona
paratiroidea N-terminal (niveles bajos en relacion con CIR, lo cual significa compromiso
de la funcion placentaria)... (25)

Diagnostico de CIR.

Resulta fundamental contar con una historia materna detallada con factores de riesgo para CIR,
examen fisico materno, palpacion del feto, altura del fondo uterino, cardiotocografia y Doppler
(arteria umbilical, arteria uterina, arteria cerebral media y ductus venoso de Arancio).

Se confirma mediante ecobimetria fetal y eco-doppler, siendo la eco-doppler la prueba Gold
Standard para dicha patologia y en ella observamos lo siguiente: elevacion de las resistencias que
provoca una disminucion de la diastole hasta hacerla desaparecer y en un estadio final aparece
una inversion del flujo. Esta secuencia de deterioro nos conduce a CIR. (27)

Son de utilidad la ecografia para valorar el liquido amniotico y ver si existe oligoamnios (<50mm)
y el perfil biofisico para ver el equilibrio &cido-base.
Para medir el feto es necesaria la longitud del fémur, el perimetro cefalico y el perimetro

abdominal en el primer trimestre. (24)La circunferencia abdominal tiene una especificidad y valor
predictivo negativo del 90%. (25)

Para el diagndstico postnatal podemos incluir entre otros antropometria, examen clinico, indice
ponderal y CAN Score. (26)

Respecto al tratamiento no hay uno efectivo pero lo mas til seria finalizar la gestacion y por
supuesto abandonar el habito tabaquico pero vamos a estudiar mas posibilidades.

Entre las 24+0 y las 35+6 semanas de gestacion, cuando la gestacion ya puede ser programada,
se pueden administrar corticoesteroides. El momento optimo de dicha gestacion nos lo dira la
edad gestacional del feto y el estudio doppler de la arteria umbilical. (24)

También se puede administrar acido acetilsalicilico en pequenas dosis en gestantes con una
patologia en la arteria uterina confirmada en el primer trimestre. Ha resultado ser eficaz en la
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prevencion de CIR y de preeclampsia si se administra antes de las 16 semanas. Esta indicada si
existe enfermedad autoinmune, preeclampsia o alteraciones de la coagulacion.

La decision de finalizar o no la gestacion debe tomarse teniendo en cuenta que la finalizacion
reduce la frecuencia de las complicaciones asociadas a la prematuridad pero expone al feto a las
consecuencias a corto, medio y largo plazo de hipoxia fetal cronica y posible muerte
intrauterina. (27)

Respecto a la cesarea, se realizara siempre si existe sufrimiento fetal. En el caso de feto maduro
con CIR se termina el embarazo siempre que haya mas beneficio que riesgo. Se valorara la
amnioinfusion si tiene oligoamnios porque disminuye la tasa de cesareas. (25)

Al nacer puede ser necesaria intubacion y asistencia respiratoria. Ademas, estos nifios tienen
poco tejido adiposo y puede haber hipotermia por lo que sera necesaria una manta tibia o funda
de polietileno. También hay riesgo de hipoglucemia y llevaremos a cabo aporte energético
después de nacer por via enteral si es posible o por perfusion de un soluto glucosado por via
periférica.

Respecto al futuro a medio plazo destaca una vigilancia especial minimo hasta los 3 afios y
observar crecimiento compensador somatico comenzando por perimetro cefalico, luego peso y
luego talla. (24)

Es fundamental hacer hincapié¢ en la prevencion mediante suplementos proteicos, tratamiento
preventivo de la malaria, suplementos de micronutrientes, dejar de fumar... (27)

Esta patologia va a ser responsable de multiples complicaciones que aumentan la mortalidad de
los nifios con CIR entre 3 y 10 veces por encima del resto de nifios:

1. Complicaciones a corto plazo incluye: asfixia perinatal, aspiracion meconial,
hipertension pulmonar persistente, hipotermia, hipoglucemia, hiperglucemia,
hipocalcemia, policitemia, ictericia, problemas de alimentacion, intolerancias
alimenticias, enterocolitis necrotizante, sepsis y hemorragia pulmonar.

2. Complicaciones a largo plazo incluye: crecimiento fisico anormal y retraso en el
desarrollo neurologico

Los cambios epigenéticos aumentan el riesgo de padecer enfermedades en un futuro, por ello es
necesario monitorizar dichas complicaciones y hacer un seguimiento para identificarlas
precozmente. (26)

CIR Y HABITO TABAQUICO

Aproximadamente durante el embarazo fuman entre un 15 y un 20% de las madres (con una
prevalencia mayor entre los 20 y 24 afios) y el 5% de muertes perinatales se deben al tabaco. Por
esta razon, resulta fundamental promover el cese del habito tabaquico. (28)

La mayoria de las mujeres embarazadas reducen o abandonan dicho habito durante el embarazo
pero entre un 20 y un 50% contintian fumando en paises desarrollados. (29) Se podria reducir
dicha patologia o incluso hacer que desaparezca con eficaces estrategias de prevencion primaria
y ayudando a las madres con terapia psicologica. Se debe apoyar el cese del habito tabaquico
sobre todo teniendo en cuenta que la exposicion en el tercer trimestre seria lo mas determinante
con una reduccion del peso de 27g por cada cigarro. (30)
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Los compuestos mas significativos del tabaco y en los cuales nos vamos a centrar son la nicotina
y el monoéxido de carbono.

La nicotina cruza la placenta y podemos detectarla en la circulacion fetal en niveles incluso un
15% mayores a los que se detectan en la madre. Ademas, la concentracion en el liquido amniotico
es un 88% mayor que en el plasma materno. Las acciones de la nicotina son entre otras producir
una disminucion del flujo de sangre en la arteria uterina, cambios en el flujo de la arteria umbilical
y variaciones en la oxigenacion del feto y en su equilibro acido-base. También aumenta la presion
arterial. (29)

Por otro lado, el mondxido de carbono cruza la placenta y se detecta rapidamente en la circulacion
fetal. Este gas se une a la hemoglobina y de esta manera, la curva de disociacion del oxigeno
queda desplazada hacia la izquierda y los tejidos fetales sufriran hipoxia. (31)

El tabaco se relaciona con la restriccion del crecimiento intrauterino, ya que el consumo de dicho
toxico es uno de los mayores riesgos para que ocurran situaciones adversas como prematuridad,
PEG (pequetio para la edad gestacional), CIR y mortalidad perinatal.

Hay que tener en cuenta multiples factores maternos y prestar una especial atencion a la edad, ya
que la reduccion del peso en los fetos cuyas madres han sido fumadoras durante el embarazo es
de 135g en gestantes menores de 17 afios y de 301g en gestantes mayores de 35 afios. (30)

El CIR es uno de los efectos toxicos mas frecuentes en los hijos de madres fumadoras y conlleva
una reduccion del peso al nacer de entre 90 y 200g. Esto implica un riesgo elevado en el bienestar
fetal, ya que la mayoria de las morbilidades y muertes perinatales se relacionan con fetos que
pesan menos de 2500g. (31)

El tabaco se relaciona tanto con el aumento de CIR como con la toxicidad mitocondrial. Las
mitocondrias son necesarias para que las células sobrevivan porque son organulos clave para
proporcionar suministro de energia y desencadenar la apoptosis, de manera que un fallo durante
el desarrollo fetal nos lleva a una reduccion del peso al nacer.

Se ha demostrado que el CO derivado del tabaco es una toxina mitocondrial y estos podrian ser
factores clave que conduzcan a la reduccion del peso al nacer en mujeres embarazadas fumadoras.
(29)

El riesgo de restriccion del crecimiento aumenta cuanto mayor es y mas prolongada la exposicion
al humo del tabaco. Ademas, el efecto del humo es mas dafiino si la exposicion ocurre durante el
tercer trimestre.

Existen estudios acerca de esto que demuestran que las madres no expuestas al humo tuvieron
hijos que al nacer pesaron significativamente mas (3205g), no solo que los de las madres
fumadoras (2959g), si no también que los de las madres expuestas (3089). (30)

En la actualidad, la cotinina, alcaloide hallado en el tabaco y metabolito de la nicotina que se
utiliza para medir la exposicion al humo activo y sobre todo al pasivo; es el mayor biomarcador
para distinguir entre fumadores y no fumadores.

Existe una correlacion negativa entre el peso del recién nacido y los niveles de cotinina en la orina
de las madres, de forma que un incremento de 10 ng/ml de la cotinina materna urinaria se asocia
con una reduccion de peso de 149g en neonatos con retraso asimétrico y de 127g en aquellos con
retraso simétrico. (29)

Existe relacion materno-fetal en los niveles de cotinina en el plasma de ambos, lo que indica que
algunos toxicos del tabaco pueden atravesar la placenta y llegar al feto sin obstaculos. El feto se
encuentra en un momento crucial de desarrollo y el paso de los componentes del tabaco a través
de la sangre de la madre afectara a su peso. (30)
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En relacion con la epigenética, vamos a estudiar algunos genes asociados y ciertos polimorfismos
en los genes CYP1A1 y GSTT1 que pueden aumentar el riesgo de CIR.

CYP1ALI codifica una enzima del citocromo p450 y se relacionan con una mayor tasa de CIR en
hijos de madres fumadoras.

GSTT1 codifica Glutation S-Transferasa Theta y se relaciona con CIR en las madres que
presentan una deleccion de este gen (reduccion de 642g) en comparacion con las madres
portadoras del gen (reduccion de 258g).

La interaccion entre el humo del tabaco y los genes que regulan el metabolismo puede alterar el
desarrollo normal del feto. CYPA1A y GSTT1 participan respectivamente en reacciones de fase
L'y II, por lo que son responsables de la conversion de metabolitos toxicos, como los hidrocarburos
derivados de la combustion del tabaco, en compuestos menos toxicos. Por tanto, son genes
fundamentales para preservar las células del estrés oxidativo y del dafio genotoxico: los
compuestos oxidativos y genotoxicos derivados del tabaquismo y de un sistema de conversion
deficitario debido a los polimorfismos antes mencionados, podrian llegar al feto y alterar su
desarrollo normal.

Se ha demostrado que existe una mayor expresion de CYP1A1 en madres fumadoras que no
fumadoras, por el contrario GSTT1 no se diferencia.

Los hidrocarburos aromaticos son inicialmente convertidos por las enzimas de fase I como
CYP1A1 en compuestos intermedios altamente reactivos, que son convertidos nuevamente por
enzimas de fase Il como GSTTI, en moléculas menos dafiinas que pueden ser excretadas. La
actividad aumentada de CYP1A1, sin un aumento correspondiente de la actividad de GSTT1 o,
peor aun, en presencia de su delecion, conduce a una acumulacion de compuestos reactivos que
pueden atravesar la placenta y exponer al feto a un mayor estrés oxidativo.

Por ello, genotipo GSTT1 nulo junto con exposicion al humo durante el embarazo aumenta el
riesgo de resultados adversos y con ellos de CIR. (30)

El humo del tabaco puede alterar la metilacion normal del ADN humano a nivel placentario y de
la combustion del tabaco surgen toxinas que afectan directamente a la proliferacion celular del
feto y de la placenta. Se reduce el flujo titero-placentario y se produce vasoconstriccion e hipoxia.

La placenta de las madres fumadoras, de hecho, muestra un estrechamiento de la membrana basal
del trofoblasto, una reduccion de la vascularizacion e hinchazén de las arteriolas de las
vellosidades.

De esta manera se produce necrosis, actividad reducida de pinocitosis y degeneracion.

Ademas, al ser la nicotina un constrictor fuerte, aumenta la presiéon materna y la frecuencia
cardiaca, comprometiendo aun mas la correcta perfusion placentaria y por tanto la nutricion fetal.

Es decir, hipoxia persistente + nicotina = capacidad mitdtica reducida del citotrofoblasto.

Estas evidencias sugieren, en conclusion, que la exposicion al humo del tabaco puede influir en
el desarrollo normal de las vellosidades durante el primer trimestre a través de una alteracion del
mecanismo de angiogénesis y apoptosis y por tanto perjudicar la remodelacion de la arteria
espiral, la funcidn placentaria y luego el crecimiento fetal.

El tabaquismo materno ejerce un efecto perjudicial para el desarrollo fetal no solo en lo que
respecta al peso neonatal al nacer, sino también al desarrollo de los 6rganos principales, como el
cerebro. Si la madre deja de fumar al principio del embarazo, el peso del bebé tiende a aumentar.

El humo del tabaco se relaciona directamente con la restriccion del crecimiento fetal pero dicha
asociacion es modificada por el genotipo de un individuo. (31)
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ENHANCERS Y SUPERENHANCERS RELACIONADOS CON EL. TABAQUISMO

Varios estudios nos informan sobre el papel de los enhancers relacionados con el tabaco.

Tal y como se explica en el estudio realizado por Tobias Bauer (32), los cambios epigenéticos
asociados con el tabaquismo materno nos llevan a estudiar la metilacion del ADN, la modificacion
de histonas y la transcripcion en mujeres embarazadas y sus hijos recién nacidos.

Encontramos una amplia metilacion diferencial global que se ve enriquecida en los enhancers y
que va a persistir durante afios de vida. Por esta razon, en los enhancers la metilacion se traducira
funcionalmente mas a menudo que en otras regiones.

La cromatina tiene un papel importante, ya que la exposicion ambiental prenatal en los nifios
conduce a la misma a un estado hiperactivo.

Es importante entender el mecanismo por el cual los factores ambientales producen alteraciones
en los patrones epigenéticos (epigenoma) y esto da lugar a cambios fenotipicos. Esto hace al
individuo mas susceptible a la enfermedad, sobre todo en etapas tempranas de la vida.

Dentro de estos factores ambientales nos interesa el tabaco, una de las exposiciones mas
peligrosas y comunes.

Se ha estudiado la metilacion del ADN en la sangre del cordon umbilical y gracias a estos estudios
epidemiologicos se dispone de informacion sobre los cambios de metilacion globales y
especificos del sitio.

Cambios de metilacion del ADN asociados al tabaquismo + modificacion de histonas ChIP-seq
(técnica de secuenciacon de inmunoprecipitacion de cromatina) + transcripcion medida por
secuenciacion del ARN = desarrollo de la enfermedad mas adelante en la vida de los nifios.

Se demuestra que la exposicion en el itero al humo del tabaco afecta al epigenoma global tanto
de madres como de nifios en elementos reguladores y esta modulacion epigenética se va a
mantener de forma estable.

Tanto la madre como el feto estan expuestos a desafios ambientales pero la respuesta si hablamos
del nivel de metilacion y de la modificacion de las histonas es distinta. Esto se explica con el
patron epigenético relacionado con la edad y con la especificidad de la barrera placentaria; la cual
expone en mayor medida al feto a los componentes del humos del tabaco que a la madre.

Aqui destacamos el papel de los enhancers, los cuales vinculan su actividad a la metilacion del
ADN. Se ha encontrado un impacto combinado del humo del tabaco y el genotipo en la metilacion
del ADN del enhancer JNK2 (quinasa c-jun n-terminal) ubicado en el gen GFPT2 y muestran que,
la pérdida de metilacion del ADN y la ganancia de las marcas de histonas activantes dentro de
este enhancer, se correlacionan con un aumento de la expresion del gen JNK?2.

Ademas, la pérdida de metilacion del ADN en el potenciador JNK2 se asocié con un mayor riesgo
de que los nifios desarrollen sintomas de sibilancias mas adelante en su vida. (32)

Un modelo de asma de raton corrobor6 la relevancia funcional de nuestro analisis de epigenoma;
los ratones JNK2 mostraron una inflamacion e hiperreactividad de las vias respiratorias
notablemente reducidas en comparacion con los controles. Esto sugiere un papel directo de JNK2
en el desarrollo de la enfermedad pulmonar.

Se ha demostrado que la metilacion diferencial en los enhancers se correlaciona negativamente
con la expresion. Por lo tanto, la modulacion de los enhancers a través de la metilacion variable
del ADN condicionada por efectos no genotipicos conduce a una regulacion diferencial de genes.
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El hecho de que los enhancers que se superponen con regiones diferencialmente metiladas (DMR)
tengan mas genes diana en comparacion con el conjunto completo de enhancers, indica que la
metilacion diferencial se dirige a los centros reguladores. (32)

Mas evidencia de la funcion reguladora de JNK2 proviene de un estudio reciente que demuestra
una mayor inflamacion de las vias respiratorias y deterioro de la funcién pulmonar debido a una
pérdida de la funcion reguladora de las células T reguladoras de origen natural provocada por
JNK2. Las células T reguladoras se identificaron como reguladores importantes de las
enfermedades pulmonares alérgicas, ya que se reclutan de la sangre a los pulmones expuestos a
alérgenos que inhiben las respuestas asmaticas.

Este estudio se centra Unicamente en los cambios de metilacion del ADN en los sitios CpG
preseleccionados que cubren en el mejor de los casos el 5% del genoma. Aun no es factible para
cohortes mas grandes con cientos o miles de individuos, pero los resultados obtenidos en un
conjunto de muestra mas pequefio son representativos.

Asi, se pudo demostrar por primera vez que la exposicion ambiental desregula regiones
particularmente reguladoras del genoma. Ademas, al combinar la metilacion del ADN, la
modificacion de histonas y los andlisis de expresion génica, se mostré que la perturbacion
epigenética por exposicion ambiental se traduce funcionalmente y esta potencialmente vinculada
al desarrollo del fenotipo.

Estas alteraciones debidas a la exposicion prenatal al humo del tabaco dan lugar al deterioro de la
funcion pulmonar en etapas mas avanzadas en la vida de los nifios y con ello enfermedades
respiratorias. (32)

Teniendo en cuenta estas complicaciones y a pesar de la creciente concienciacion sobre los riesgos
asociados al tabaquismo durante el embarazo, el estudio realizado por Sophie Rousseaux (33) nos
muestra como entre el 5y el 20% de las mujeres contintian fumando durante el embarazo en el
EE.UU. y Europa. El abandono del habito tabaquico seria la medida mas efectiva para evitar
resultados adversos en la salud respiratoria, cardiometabdlica, el neurodesarrollo y el cancer del
nifio.

Esto se explica porque la vida intrauterina es un periodo critico de plasticidad durante el cual las
agresiones ambientales pueden alterar la programacion del desarrollo a través de fendomenos
epigenéticos, con efectos inmediatos visibles al nacer o efectos retardados que aparecen en la
infancia, la pubertad o la edad adulta. Es aqui donde vuelve a cobrar importancia la siguiente
marca epigenética: la metilacion del ADN.

El presente estudio identifico 203 regiones gendmicas que estaban metiladas significativamente
diferencialmente en la placenta seglin el tabaquismo durante el embarazo. Curiosamente, 26 de
estos DMR se caracterizaron por cambios de metilacion persistentes en las placentas de
exfumadores, a pesar de la ausencia de exposicion directa de estas placentas al tabaco, lo que
sugiere la posibilidad de una "memoria epigenética" de exposicion al tabaquismo antes del
embarazo. Este resultado también esta respaldado por la observacion de una desmetilacion
significativa de las secuencias de LINE-1 en las placentas de exfumadores.

La exploracion del estado epigenético de todos los DMR revel6 que las regiones gendomicas que
llevan enhancers, podrian ser particularmente sensibles a la exposicion al tabaco.

Cabe destacar una limitacion con la que se encuentra este estudio y se refiere al tamafio
relativamente pequefio del grupo de exfumadores, lo que podria resultar en una falta de poder
estadistico y afectar la significacion de las diferencias de metilacion de CpG entre fumadores
actuales y exfumadores. (33)
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Gracias a este estudio encontramos el hallazgo de que la exposicion al tabaquismo (ataque
ambiental) podria afectar a la metilacion en las regiones de genes impresos, encontrando una
mayor sensibilidad a la exposicion al tabaco en los enhancers.

Se estudia el efecto intrauterino del tabaquismo materno activo sobre la metilacion del ADN de
la placenta y se encuentran 9 CpG en los siguientes genes: TRIO, CMIP / PLCG2, TINAGLI,
PDXK, ACOX3, TGM1 y PDGFB / RPL3, y todos estan incluidos en DMR asociados con un
patron de metilacion reversible al dejar de fumar, excepto PDXK, que es categorizado como una
“memoria epigenética”.

Aunque se requieren mas estudios para determinar la relacion funcional entre estos genes y su
metilacion placentaria, nuestros hallazgos podrian ser de interés en la busqueda de explicaciones
del aparente efecto protector del tabaquismo materno sobre el riesgo de preeclampsia, y mas en
general en la relacion entre el tabaquismo materno y las alteraciones de la angiogénesis
placentaria. (33)

Una observacion interesante es el efecto desmetilante de la exposicion al tabaquismo en las
secuencias LINE-1. En comparacion con otros tejidos, se sabe que la placenta humana tiene
niveles mas bajos de metilacion de LINE-1 y Alu (repeticiones intercaladas). Curiosamente,
aunque se realizd el mismo enfoque que para el analisis LINE-1 para medir los niveles de
metilacion de las regiones Alu, esta ultima no vario¢ significativamente en funcion de la exposicion
al tabaco. Por lo tanto, aunque los niveles de metilacion de LINE-1 y Alu se consideran
marcadores sustitutos de los niveles globales de metilacion, el presente estudio no sugiere que la
exposicion al tabaco induzca cambios globales en los niveles de metilacion, sino que destaca que
los niveles de metilacion de estas repeticiones son afectados diferencialmente por la exposicion
al tabaco.

Este estudio se ha centrado en las mujeres que habian fumado pero dejaron de fumar antes del
embarazo y, por tanto, antes de la diferenciacion de la placenta. Los resultados identificaron 152
DMR donde los perfiles de metilacion del ADN se alteraron en la placenta de mujeres que
fumaban actualmente durante el embarazo y no en la placenta de no fumadoras o exfumadoras,
lo que sugiere que las alteraciones de metilacion del ADN de estas regiones podrian ser asociado
con la exposicion directa de la placenta al tabaco y "reversible" al dejar de fumar.

Otras 26 regiones mostraron perfiles de metilacion del ADN alterados en la placenta, no solo en
mujeres que fumaban activamente durante el embarazo, sino también en mujeres expuestas a
fumar cigarrillos antes del embarazo.

Este resultado, en linea con la desmetilacion significativa de las secuencias LINE-1 observadas
en la placenta de exfumadores, sugiere que las placentas de exfumadores llevan marcas
epigenéticas que reflejan una exposicion pasada al tabaquismo, antes del desarrollo de la placenta.
Implica que de alguna manera el recuerdo del tabaquismo pasado se transmite a las placentas que
no han sido expuestas directamente al tabaquismo. (33)

Otra observacion importante de este trabajo es que las alteraciones de metilacion del ADN
inducidas por el tabaco también afectan las regiones de control de improntas (ICR).

Se destacan tres loci de impronta. Los dos primeros loci, NNAT / BLCAP (20q11.23) y SGCE /
PEG10 (7g21.3), se asociaron con metilacion del ADN alterada (disminuida y aumentada,
respectivamente) en mujeres que fumaban actualmente durante el embarazo y clasificadas como
regiones "reversibles". El aumento de la expresion de NNAT / BLCAP se asocié con un mayor
riesgo de bebés grandes o pequefios para la edad gestacional. En cuanto a SGCE / PEG10, su
metilacion en la sangre del cordon se asocié con el peso al nacer y su expresion en el epitelio
bronquial se asocio con el tabaquismo en adultos. La desmetilacion del tercer locus, que controla
la expresion de H19 / MIR675 (11p15.5), se observo no solo en la placenta de las mujeres que
fumaban actualmente, sino también detectable en la placenta de exfumadoras, lo que sugiere que
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este importante locus impreso podria ser parte de los que llevan el recuerdo de una exposicion
pasada al tabaco. Se ha encontrado una menor metilaciéon de este gen asociada con una mayor
expresion en placentas con restriccion del crecimiento fetal. En un estudio reciente, se encontrd
una menor metilacion de H19 en la sangre del cordon umbilical asociada significativamente con
el tabaquismo materno durante el embarazo. Con esto se apoya firmemente la hipotesis de que el
locus H19 / MIR675 es un determinante importante del crecimiento fetal y que la metilacion de
la sangre del cordon umbilical y del ADN placentario son importantes. ambos sensibles a la
exposicion directa al tabaquismo. (33)

En definitiva, gracias a este estudio (el cual tiene el tamafio de muestra mas grande publicado
hasta la fecha) podemos conocer el efecto del tabaquismo sobre la metilacion del ADN placentario
humano a alta resolucion e identificar DMR en las placentas de fumadores actuales y
exfumadores. Estos DMR inducidos por el tabaco estan enriquecidos en marcas epigenéticas
correspondientes a enhancers, y algunos de ellos se superponen a regiones que contienen genes
impresos o controlan su expresion monoalélica, lo que sugiere mecanismos por los cuales el
tabaco podria afectar el epigenoma y afectar el desarrollo placentario y crecimiento fetal. (33)

Siguiendo con las alteraciones del desarrollo y el crecimiento fetal, también cabe destacar un
estudio llevado a cabo en roedores en el que se investigd el gen IGF-1 hepatico (factor de
crecimiento insulinico tipo 1). (34)

Tal y como he mencionado antes, el habito tabaquico en la gestante puede producir
complicaciones tales como CIR en el feto, y dicha complicacion interrumpe la maduracion del
desarrollo normal del intron 2 del IGF-1 hepatico (IN2GHRE) y disminuye los niveles de IGF-1
en suero.

Adquiere importancia el papel de un enhancer débil distal (IGF-1 59) como control de
especificidad de elementos de respuesta a la hormona del crecimiento (GHRE).

Los patrones de desarrollo relacionados con la metilacion del ADN y del histonismo caracterizan
a cada GHRE y CIR interrumpe la epigenética del desarrollo alrededor de GHRE distal en el gen
IGF-1 hepatico de rata.

CIR va a producir cambios en el patron de desarrollo de las modificaciones de las histonas de los
GHRE en el IGF-1 hepatico y deben estudiarse las metilaciones.

Cuatro marcas de metilacion de histonas, que son K4me2, K4me3, K9me3 y K36me3 en la
histona HE. Estas marcas fueron elegidas por razones claras: se distribuyen alrededor del
promotor y estan correlacionadas con la actividad de los enhancers. Se van a ver perturbadas por
el CIR.

CIR disminuy6 consistentemente la marca H3K36me3 a lo largo del gen IGF-1 hepéatico de rata
que se correlaciona con la expresion disminuida de IGF-1 en CIR y otros modelos de estrés
prenatal.

H3K9me3 no se ve afectada por CIR, por lo que hablariamos de una marca neutra. (34)

Las modificaciones epigenéticas, incluida la metilacion de histonas y ADN, se alteran durante el
desarrollo. Los datos muestran 2 GHRE con distintas modificaciones de histonas y patrones de
metilacion del ADN que cambian a lo largo del desarrollo.

De esta manera, encontramos un cambio en el patron de desarrollo de la epigenética GHRE por
CIR.
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El desarrollo postnatal normal requiere una regulacion positiva de IGF-1 a través de regiones
GHRE distales, que son sitios de union afines del factor de transcripcion STATSb, el cual media
la induccion de GH (hormona del crecimiento) de IGF-1 hepatico casi exclusivamente.

Se activa GH, se fosforila STATSDb, se dimeriza, se transloca a nuclear, se une a GHRE y regula
positivamente la transcripcion de genes diana que responden a GH.

Con estos datos encontramos modificaciones epigenéticas de IGF-1 GHRE inducidas por CIR en
el contexto del desarrollo. Estos cambios epigenéticos en GHRE pueden dar lugar a
complicaciones inducidas por CIR a largo plazo.

CIR afecta la epigenética de GHRE durante todo el desarrollo. Estos cambios alteran el estado de
la cromatina de una manera especifica para el sitio y el sexo. Este cambio en el estado de la
cromatina puede conducir a consecuencias a largo plazo. (34)

Para conocer un poco mas sobre genes relacionados con CIR, vamos a analizar un estudio (35)
sobre los genes PLAGL1 e HYMALI, los cuales se correlacionan positiva y significativamente,
pero en los casos de CIR, las anomalias en la regulacion hacen que se pierda esa correlacion.

Se demostré que variaciones en la produccion transcripcional de los alelos expresados de genes
impresos se informan con mas frecuencia en embarazos complicados con CIR.

Los genes PLAGL1 e HYMALI (dos transcripciones impresas desreguladas en la DM neonatal
transitoria) estan involucradas en CIR, ya que existe pérdida de correlacion entre la expresion de
PLAGL1 e HYMAI en dicha patologia.

Encontramos mayor expresion de HYMALI en gestaciones con CIR junto con la regulacion a la
baja de PLAGL1 (ademas de hipoperfusion vascular materna) en placentas de nifias con CIR,
pero no de nifos.

Se produce la union de PLAGLI a los enhancers de H19/IGF2 en la placenta, con correlaciones
significativas entre los niveles de PLAGL1 con los niveles de expresion de H19 e IGF2.

El crecimiento fetal se va a ver influenciado por la expresion alterada de la red de genes PLAGL1
en la placenta humana. (35)

El aumento de HYMALI en placentas de CIR y los niveles mas bajos de PLAGL1 placentario de
bebés concebidos tras técnicas de reproduccion asistida no fueron paralelos a la pérdida o
ganancia de metilacion en PLAGLI1, respectivamente.

Confirmamos que PLAGLI1 act@ia como un factor de transcripcion activador y en nuestras
muestras, la expresion de PLAGL1 se correlacioné con la expresion de genes impresos y no
impresos, con una fuerte asociacion con H19 e IGF2 para los que confirmamos la union de
PLAGLI a la region potenciadora. Por tanto, en la placenta humana, PLAGLI1 co-regula la
expresion de varios genes de crecimiento importantes actuando como factor de transcripcion. (35)
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S. CONCLUSIONES

L.

Una buena regulacion epigenética es fundamental, ya que los cambios epigenéticos
aumentan el riesgo de padecer enfermedades en un futuro.

La exposicion en el utero al humo del tabaco afecta al epigenoma global tanto de madres
como de nifios y esta modulacion epigenética se va a mantener de forma estable.

El CIR es uno de los efectos toxicos mas frecuentes en los hijos de madres fumadoras y
conlleva una reduccion del peso al nacer de entre 90 y 200g, siendo asi responsable de
multiples complicaciones tanto a corto como a largo plazo que aumentan la mortalidad
de los nifios entre 3 y 10 veces.

Los enhancers y los superenhancers son la parte mas utilizada dindAmicamente del genoma
y estan directamente relacionados con el hédbito tabaquico en las gestantes, siendo una
importante diana de metilacion.

Las regiones con metilacion diferencial inducidas por el tabaco estan enriquecidas en
marcas epigenéticas correspondientes a enhancers y superenhancers que se superponen a
regiones que contienen genes impresos o controlan su expresion y esto explica
mecanismos por los cuales el tabaco afecta al epigenoma y al desarrollo placentario y
crecimiento fetal.

Existe una fuerte correlacion positiva entre la actividad genética y el nimero de enhancers

y superenhancers, lo que indica que multiples potenciadores especificos del tipo de célula
pueden activar sinérgicamente el gen diana asociado.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

SIARN: ARN pequefio de interferencia/ARN de silenciamiento
MIARN: ARN micro

PIARN: ARN asociado a PIWI

PIWI: P-element Induced Wimpty testis

DMR: regiones con metilacion diferencial

CIR: restriccion del crecimiento intrauterino

IUGR: intrauterine growth restriction

ATP: adenosin trifosfato

CPG: isla de citosina y guanina

CTCEF: proteina con dedo de 11 zinc

DNMT1: ADN-citosina 5-metiltransferasa 1

DNMT3A: ADN-citosina 5-metiltransferasa 3A

DNMT3B: ADN-citosina 5-metiltransferasa 3B

EWAS: estudios de asociacion del epigenoma completo
IGF2: factor de crecimiento insulinico tipo 2

HAT: histona acetiltransferasa

HDAC: histona desacetilasa

K: lisina

HMT: histona metiltransferasa

TARN: ARN de interferencia

MARN: ARN mensajero

IAM: infarto agudo de miocardio

ARNASA: ARN ribonucleasa

RISC: RNA-induced silencing complex

TF: factores de transcripcionpb

TE: trofectodermo

TGC: células gigantes de trofoblasto

SPT: espongiotrofoblastos

SYNT: sincitiotrofoblatos

SE: superpotenciadores

TSC: células madre de trofoblasto

PGC: células germinales primordiales

IPAU: indice de pulsatilidad de la arteria umbilical
IPMAUT: indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas
IPAMC: indice de pulsatilidad de la arteria cerebral media
RCP: razén cerebroplacentaria

HTA: hipertension arterial

LES: lupus eritematoso sistémico

TORCH: toxoplasmosis-rubéola-citomegalovirus-herpes simple-VIH
PGF: factor de crecimiento placentario

CAN SCORE: clinical assessment of nutritional status score
PEG: pequefio para edad gestacional

CO: monoxido de carbono

CHIP-SEQ: técnica de secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina
JNK2: quinasa c-jun n-terminal

IGF1: factor de crecimiento insulinico tipo 1

GHRE: elementos de respuesta a la hormona del crecimiento
IN2GHRE: intron 2 del IGF1 hepatico

GH: hormona del crecimiento

DM: diabetes mellitus
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