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Genotoxicidad por estrés oxidativo en recién nacidos de madres con diabetes en el
embarazo: estudio comparativo transversal

1. RESUMEN

Antecedentes. Los productos de madres con diabetes durante el embarazo tienen en la
vida adulta mayor frecuencia de condiciones de riesgo cardiovascular como obesidad,
resistencia a la insulina e hipertensién en comparacion con los productos de madres sin
diabetes. El estrés oxidativo estd aumentado en sujetos con diabetes, lo cual ocasiona
dafno oxidativo al ADN, lo cual, a su vez, esta vinculado al desarrollo de dichas
condiciones de riesgo cardiovascular. No se sabe si los productos de los embarazos de
muijeres con diabetes también sufren este dafo oxidativo al ADN.

Objetivo. Comparar los niveles del marcador de dafo oxidativo al ADN, 8-hidroxi
desoxiguanosina (8-OH-dG) entre los productos de madres con diabetes en el embarazo
y las madres sin diabetes.

Metodologia. Se compararon los niveles de 8-OH-dG en suero de corddén umbilical, entre
los productos de madres con diabetes diagnosticada en el embarazo y los productos de
madres sin diabetes. También se cuantificaron los niveles de 8-OH-dG en las madres y
dos marcadores de estrés oxidativo tanto en las madres como en los recién nacidos: los
productos de la degradacion de o&xido nitrico (NOx) y la actividad de la glutation
peroxidasa (GSH-px).

Resultados. Los productos de madres con diabetes en el embarazo tuvieron niveles mas
altos de 8-OH-dG en suero que los productos de madres sin diabetes. La 8-OH-dG y el
resto de los marcadores medidos también fue mas alto tanto en las madres con diabetes
como en sus productos, a excepcion del NOx en las madres. La asociacion de la diabetes
con la 8-OH-dG es independiente del indice de masa corporal (IMC) materno, de la edad,
y de la via de nacimiento.

Conclusion. Los resultados apoyan la teoria de que los productos de madres con
diabetes nacen con mayor genotoxicidad por estrés oxidativo que los nacidos de madres
sin diabetes.



2. MARCO TEORICO

La diabetes durante el embarazo es una condicién frecuente: se han reportado
prevalencias desde el 1.3% hasta el 20.4% (1),(2) en distintas poblaciones y
dependiendo de los métodos de tamizaje y criterios diagndsticos utilizados. Se
sabe que la hiperglucemia materna se asocia a complicaciones neonatales, siendo
las mejor descritas la macrosomia, el hiperinsulinismo y las malformaciones
congénitas(3). Sin embargo, cada vez se conocen mejor los efectos a largo plazo
de los productos de madres con diabetes en el embarazo, en particular, el
aumento del riesgo de condiciones de riesgo cardiovascular como la hipertension,
la obesidad y la resistencia a la insulina en la vida adulta.

Asociacion entre diabetes, estrés oxidativo y genotoxicidad

Una de las alteraciones bioquimicas relacionadas con la diabetes es el aumento
en el estrés oxidativo en el organismo. El estrés oxidativo es el desequilibrio entre
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los mecanismos
antioxidantes enddégenos para contrarrestar los efectos de las ROS o reparar los
danos que provocan en las proteinas, lipidos y acidos nucleicos necesarios para el
correcto funcionamiento celular (4).

Gran parte de las complicaciones de la diabetes en los 6rganos blanco surgen por
la elevacion crénica de glucosa a través de una produccion aumentada de ROS y
especies reactivas de nitrégeno que generan estrés oxidativo. La produccién
excesiva de radicales libres de oxigeno puede acelerar el dafio oxidativo a las
macromoléculas incluyendo el dafio al ADN (5),(6).

El aumento en el dafo oxidativo al ADN en sujetos con diabetes se ha
documentado, y se ha sugerido que puede ser un marcador clinico util para
predecir complicaciones de la diabetes como micro- y macroangiopatia. El dafo al
ADN es mayor en pacientes con enfermedad arterial coronaria y dislipidemia o
diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2) que en individuos sin estas enfermedades (7).

En relacion al dafio al ADN en sujetos con diabetes mellitus tipo 1 o 2, se ha
demostrado un alto nivel de aberraciones cromosdmicas estables en los linfocitos
periféricos asociados y relacionados directamente con el riesgo de muerte
temprana en estos pacientes (8).



Asociacion entre diabetes en el embarazo, estrés oxidativo y genotoxicidad
en la madre y en el producto

Se sabe que la diabetes incrementa el estrés oxidativo en la madre y
probablemente también en el producto (8-10). Este estrés oxidativo causa dafo al
ADN —también llamado genotoxicidad- en los sujetos con diabetes y podria
causarlo también en el producto,

Al respecto, en 2007 Zuniga-Gonzalez y cols. evaluaron la genotoxicidad mediante
la técnica de cuantificacion de eritrocitos micronucleados (EMN). Los
“‘micronucleos” observados en los EMN corresponden a fragmentos de
cromosomas en los eritrocitos, visibles mediante microscopia de luz, y que se
asume son producto de un dano en el material genético del eritrocito inmaduro.
Estos autores encontraron mayor frecuencia de EMN en recién nacidos de madres
con diabetes durante el embarazo comparados con los productos de madres
aparentemente sanas. Sin embargo, analizaron solamente 7 mujeres con
diabetes, sin reportar el tipo ni el control de ésta y con amplia dispersién de los
datos: hijos de madres aparentemente sanas (n=37) con 3.5 £ 4.1 EMN/ 10.000
eritrocitos vs. hijos de madres con diabetes (n=7) con 7,7 EMN/ 10 000 eritrocitos

(11).

Por su parte, en 2012 Lima y cols. estudiaron la genotoxicidad mediante ensayo
cometa (otra de las formas de evaluar genotoxicidad basada en la longitud e
intensidad de la fraccion de ADN que migra en una electroforesis). Encontraron
correlacion entre el grado de dafio al ADN en ratas embarazadas con diabetes y el
grado de dafio al ADN en sus productos (12),(13). Estos autores demostraron un
gradiente en la magnitud de dano al ADN en los productos de ratas embarazadas
con diabetes segun las concentraciones de glucosa en sangre, encontrando mayor
dafo en los productos de las madres con concentraciones mas altas (12). Lo
anterior constituye evidencia en animales a favor de que la diabetes causa
genotoxicidad en los productos de madres con diabetes.

En 2011, Zengi y cols. estudiaron el dafio al ADN en 60 adultos jovenes sanos, sin
obesidad ni otros factores de riesgo cardiovascular, que eran hijos de madres con
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) desde antes del embarazo. Evaluaron la
genotoxicidad mediante el marcador 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OH-dG) vy
encontraron mayores niveles de este biomarcador en los hijos de madres con
diabetes que en controles sin antecedentes familiares de DM2 (9).



Estudios sobre genotoxicidad en productos de madres con diabetes

Referencia Modelo Marcador de | Resultado
genotoxicidad

Zuhiga-Gonzalez, | Murino, diabetes | Eritrocitos Crias de ratas con diabetes
2007 (11) experimental, micronucleados (EMN) | tuvieron mayores niveles de EMN
en sangre periférica que crias de ratas sin diabetes. La

suplementacién con acido félico
no tuvo efecto.

Lima, 2008 (13) Murino, diabetes | Ensayo cometa en | Mayor genotoxicidad en crias
experimental leucocitos de sangre | recién nacidas de madres con
periférica. diabetes que en crias de madres
sin diabetes

Zengi, 2011(14) Humanos. Hijos | Cuantificacion de 8-| Los hijos adultos de madres con
adultos de OH-dG, NOx, GSH-px | diabetes en el embarazo tuvieron
madres con y otros marcadores de | niveles mas altos de 8-OH-dG
diabetes tipo 2 estrés oxidativo. que los hijos de madres sin

en el embarazo diabetes.
Lima, 2012(12) Murino, diabetes | Ensayo cometa en | Mayor genotoxicidad en crias
experimental leucocitos de sangre | recién nacidas de madres con
sewvera \s leve periférica. diabetes grave que en crias de

madres con diabetes leve.

Ante estos datos, nos preguntamos si los productos humanos de madres con
diabetes durante el embarazo también tendrian mayor genotoxicidad que los
productos de madres sin diabetes desde el nacimiento. Para evaluar la
genotoxicidad elegimos el biomarcador 8-oxo-2-desoxi-guanosina (8-OH-dG) que
ha mostrado ser un marcador confiable de dano oxidativo al ADN (15-19). Esta
molécula resulta de la hidroxilacion en la posicion 8 de la guanina integrada al
acido desoxinucleico nuclear y mitocondrial. La 8-OH-dG se ha estudiado no s6lo
como producto y biomarcador de la genotoxicidad sino también como agente
intermedio en el proceso de la misma. En el ADN, la 8-OH-dG se aparea
preferentemente con adenina en vez de citosina, causando transversiones GC >
TA después de la replicacion. La reparacion se lleva a cabo principalmente por
escision de bases y se libera el producto de la reparacion, la 8-OH-dG (20).

Con el advenimiento de técnicas inmunoenzimaticas para la medicion de 8-OH-
dG, este marcador ha permitido el estudio de la genotoxicidad por estrés oxidativo
en investigacion clinica, ya que con este método es posible cuantificar facilmente
la concentraciéon de 8-OH-dG en muestras pequefas de plasma, orina, tejido o
ADN (16). Este biomarcador se ha utilizado para el estudio de genotoxicidad en
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diversos escenarios incluyendo enfermedades inflamatorias, exposicion a
contaminantes ambientales y laborales, tabaquismo, carcinogénesis,
enfermedades neurodegenerativas, obesidad, diabetes y enfermedades
cardiovasculares, entre otras (16),(21).

Las fuentes dietéticas y las provenientes del recambio celular de 8-OH-dG son
insignificantes, por lo que este marcador es un buen indicador de dafio a ADN
inducido por estrés oxidativo (16)(18). La evidencia indica que este marcador no
cruza la barrera hematoplacentaria ya que no se observa correlacion entre los
niveles en la madre durante el parto y los niveles en el cordén umbilical (22). La 8-
OH-dG wurinaria ha adquirido auge como biomarcador en diabetes y sus
complicaciones, sin embargo no parece ser un buen marcador en recién nacidos
ya que su excrecion urinaria aumenta de forma lineal con la edad en dias hasta
llegar a niveles estables alrededor de los seis meses (23)

Aun no se conocen todas las implicaciones que la genotoxicidad podria tener en el
organismo ni todas las consecuencias que ésta tiene para la salud. Sin embargo,
se ha implicado a la genotoxicidad en general, y a la genotoxicidad medida
mediante 8-OH-dG en particular, en la fisiopatologia de diversas enfermedades
relacionadas con el envejecimiento, como diabetes, aterosclerosis y cancer (24-
30).

En relaciéon a la diabetes, se ha observado que las concentraciones de 8-OH-dG
estan aumentadas en pacientes con DM2 comparados con individuos sin diabetes
y en pacientes con complicaciones microvasculares (retinopatia y nefropatia) en
comparacioén con pacientes sin complicaciones. Ademas, hay evidencia de que
dichas concentraciones son mayores conforme aumentan las complicaciones
macrovasculares. También se ha observado reduccion en los niveles de 8-OH-dG
con intervenciones de estilo de vida, hipolipemiantes y antihipertensivos. En
cuanto a la capacidad predictiva de este marcador, se ha encontrado que niveles
aumentados de 8-OH-dG se han asociado a mayor incidencia de microalbuminuria
y, de hecho, en analisis de regresion logistica multivariada se sugirié que la 8-OH-
dG era el predictor mas fuerte de nefropatia entre varios factores de riesgo
conocidos(31). Al-Aldubay y cols. han descrito niveles de 8-OH-dG
significativamente mas elevados en prediabéticos que en sujetos con metabolismo
normal de la glucosa, y también han descrito un efecto independiente de la
obesidad en estos niveles en pacientes con DM (32).



Efectos a largo plazo en los productos de madres con diabetes en el
embarazo

Se sabe que los hijos de madres con diabetes mellitus (DM) en el embarazo tienen
riesgo aumentado de desarrollar morbilidades que confieren alto riesgo
cardiovascular en la vida adulta, como obesidad, resistencia a la insulina (RI) y
alteraciones proateroscleréticas relacionadas con el envejecimiento, por
mecanismos genéticos, estilos de vida aprendidos y por un ambiente intratuterino
adverso (3)(33). Los efectos del ambiente intrauterino adverso han despertado el
interés en los mecanismos de programacion metabdlica fetal que puedan explicar
la relacion entre la diabetes materna y el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares en la vida adulta (34)(35).

Algunos estudios muestran que la diabetes gestacional puede asociarse con una
duplicacion del riesgo de obesidad en el producto a los 5-7 afios de edad, en
comparaciéon con los hijos de madres sanas y hay observaciones que muestran
que el tratamiento mas intensivo con insulina en la diabetes gestacional (DG)
puede asociarse con menos adiposidad en el producto a los 2-3 afos de vida
(36),(37). En una revision sistematica de la literatura donde se analizé el efecto de
la diabetes gestacional en el riesgo de obesidad a largo plazo en el producto, se
encontraron resultados contradictorios ya que se reportan momios para obesidad
en la infancia desde 0.7:1 hasta 6.3:1 en hijos de madres con diabetes. Algunos
de estos estudios son retrospectivos y la mayoria no ajusta para variables
confusoras como el tipo de alimentacion y el ejercicio de los nifios, la obesidad
materna o factores genéticos (33),(38).

Mas importante aun que el riesgo de obesidad por si sola, es el hecho de que los
productos de madres con diabetes tengan un aumento en otros factores de riesgo
cardiovascular. Los productos de madres con DM también han mostrado tener
tension arterial mas alta entre los 7 y 14 afos de vida, independientemente de la
adiposidad, y menores respuestas de insulina a una curva de tolerancia oral a la
glucosa, mayor frecuencia de intolerancia a la glucosa, mayores concentraciones
de marcadores de disfuncion endotelial asi como un aumento de la relacién
colesterol total / colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-HDL). También se
ha descrito aumento en la e-selectina, la molecula-1 de adhesion de células
vasculares (VCAM-1) y menores niveles de adiponectina (37),(39).

Los potenciales factores que se cree predisponen a un producto de madre con
diabetes a tener obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y mayor riesgo
cardiovascular son (sin ser excluyentes): la predisposicion a heredar ciertos
polimorfismos, la probabilidad de compartir estilos de vida nocivos y el haber
tenido un ambiente intrauterino predisponente. La importancia de este ultimo tipo
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de factores se ha formulado como la hipotesis de “teratogénesis inducida por
sobrenutricion” dando lugar al concepto de “programacion metabdlica fetal” o
“memoria metabdlica” (3)(37).

A favor de la contribucion del ambiente intrauterino a aumentar los factores de
riesgo cardiovascular se encuentran los estudios en poblaciones de indios Pima
que reportan diferencias en los factores de riesgo cardiovascular entre hermanos
gestados antes y después de que la madre desarrollara DM y antes y después de
una cirugia bariatrica en la madre. En estos estudios se observo un riesgo 3 veces
mayor para desarrollar diabetes si el individuo se gestd cuando la madre ya habia
desarrollado DM en comparacion con sus hermanos gestados antes de que la
madre desarrollara esta enfermedad, asi como un IMC 2.6 kg/m? mas alto en los
gestados después del desarrollo de la DM. La prevalencia de obesidad fue 52%
menor si se gestaron después de cirugia bariatrica de la madre (37),(40),(41).

Los mecanismos por medio de los cuales el exceso de peso materno y/o la
diabetes durante el embarazo predisponen a enfermedades en el producto durante
la nifiez y la adultez aun no se comprenden por completo. En particular, las
hormonas y nutrientes son organizadores dosis-dependiente del organismo en
desarrollo. Los fetos y neonatos productos de madres con diabetes,
caracteristicamente cursan con un marcado hiperinsulinismo como consecuencia
de la hiperglucemia materno-fetal. Datos epidemiolégicos, clinicos vy
experimentales indican que tanto la insulina como la glucosa en altas
concentraciones durante la vida perinatal pueden programar una predisposicion a
obesidad y diabetes a través de mecanismos epigenéticos y existen multiples
mecanismos propuestos de esta programacion perinatal (35).

El estrés oxidativo —a través de la genotoxicidad que provoca- podria estar
involucrado en los mecanismos responsables del aumento de condiciones de
riesgo cardiovascular en los productos de madres con diabetes en el embarazo.
Una pregunta de interés, que no sera resuelta en este estudio, es si las
alteraciones metabdlicas en hijos de madres con diabetes podrian estar
relacionadas con mayores niveles de genotoxicidad desde el nacimiento.

La obesidad como factor modificador del estrés oxidativo

Ademas de la diabetes, existen otros factores relacionados con un aumento
cronico en el estrés oxidativo del organismo; algunos de ellos son la obesidad, las
enfermedades inflamatorias y la exposiciéon a diversos téxicos. De éstos, es
particularmente importante analizar el efecto de la obesidad, ya que es una
condicion estrechamente relacionada con la diabetes en el embarazo y con el
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estrés oxidativo y al mismo tiempo, dificil de estudiar por separado. De acuerdo a
la Encuesta Nacional de Salud 2016, 72.2% de las mujeres de 20 a 49 afos en
México padecen sobrepeso u obesidad (42). La diabetes gestacional (DG) en
particular, se relaciona estrechamente con el indice de masa corporal
pregestacional: el riesgo de desarrollar DG es 2.1 veces mas alto en mujeres con
sobrepeso, 3.5 veces mayor en mujeres obesas y 55 a 8.6 veces mayor en
mujeres embarazadas con obesidad severa comparadas con mujeres
embarazadas de peso normal (43).

El estrés oxidativo cronico puede ser un mecanismo importante subyacente a las
comorbilidades relacionadas con la obesidad. Especificamente, la expansién del
tejido adiposo abdominal determina la exposicion de los 6rganos a un exceso de
acidos grasos libres que se sabe afectan las vias de sefalizacion de la insulina e
inducen disfuncion endotelial debido al aumento de ROS. Algunos estudios han
mostrado la asociacion entre la obesidad y niveles elevados de oxidantes (32).
Otros trabajos han demostrado que mayores indices de inestabilidad gendmica
(mayor frecuencia de micronucleos y malsegregacion cromosomica) se asocian
positivamente con el IMC y el grado de resistencia a la insulina (44).

Medicion del estrés oxidativo

Es dificil medir las ROS in vivo debido a su vida media tan corta. La evaluacién del
estrés oxidativo se realiza de forma indirecta mediante la cuantificaciéon de
diversos biomarcadores que reflejan el efecto oxidativo en macromoléculas
(lipidos, proteinas, azucares, acidos nucleicos, etc.) y micromoléculas como el
oxido nitrico.(45)

Un gran numero de moléculas han sido utilizadas como marcadores de estrés
oxidativo. Dos de ellas son la glutation peroxidasa (GSH-Px) y los nitritos,
productos de la degradacioén del 6xido nitrico (NOX).

La GSH-Px es una enzima antioxidante que reduce peréxidos (incluyendo
peréxido de hidrégeno e hidroperoxidos de lipidos) a agua y alcoholes mediante la
oxidacion de glutation (GSH). La isoforma Gpx3 de la GSH-px se secreta a
plasma(46).

Los productos de la degradacién del 6xido nitrico (NOx), es decir nitritos y nitratos,
son moléculas que resultan de la interaccion entre el 6xido nitrico y especies
reactivas de oxigeno que dan como resultado especies reactivas de nitrogeno.
Estas especies reactivas de nitrdgeno, principalmente nitratos y nitritos,
interactian con proteinas causando “nitracion” de las mismas, una reaccion
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reversible pero considerada un marcador clasico de estrés oxidativo también
llamado “estrés nitrooxidativo”. La nitracion de proteinas se ha asociado a diversas
enfermedades asociadas al envejecimiento como aterosclerosis, falla cardiaca,
diabetes, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, degeneracion
macular y fibrosis hepatica (45),(47).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hay evidencia de que la diabetes en la madre durante el embarazo crea un
ambiente intrauterino con efectos a largo plazo en el riesgo cardiovascular del
producto, independiente de la transmisién de factores genéticos tradicionales y
estilos de vida aprendidos.

Se sabe que la diabetes se asocia a estrés oxidativo y el estrés oxidativo causa
genotoxicidad y ambos se han implicado en la fisiopatologia de diversas
enfermedades relacionadas con el envejecimiento y con riesgo cardiovascular
aumentado (hipertensién, obesidad, resistencia a la insulina, aterosclerosis, entre
otras).

Se ha descrito genotoxicidad en crias recién nacidas de ratas con diabetes y en
humanos adultos hijos de madres con diabetes. Sin embargo, se desconoce si en
humanos, los recién nacidos de madres con diabetes también tienen dafio al ADN.

En la figura 1 se esboza graficamente el papel que podria jugar el estrés oxidativo
materno asociado a diabetes en el aumento del riesgo de enfermedades
cardiovasculares en la vida adulta.

La pregunta especifica que pretende responder esta tesis es si la diabetes se
asocia a mayor genotoxicidad en los productos, medida a travées de uno de sus
biomarcadores, la 8-OH-dG.
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Preguntas de investigacion
Pregunta primaria

¢ Es mayor el grado de dafio al ADN (medido a través de 8-OH-dG en suero) entre
los productos de madres que cursaron con diabetes en el embarazo en
comparacioén con los productos de madres sin diabetes?

Preguntas secundarias

1. ¢ La asociacion entre diabetes materna y genotoxicidad en el producto es
independiente de la edad, del indice de masa corporal, de la via de nacimiento y
de la hemoglobina glucosilada?

2. ¢ Existe asociacionindependiente entre el indice de masa corporal
pregestacional materno y el marcador de genotoxicidad 8-OH-dG en el producto?

3. ¢ Existe asociacion independiente entre los niveles de hemoglobina glucosilada
en la madre y el marcador de genotoxicidad en el producto?

4. ; Las madres con diabetes tienen niveles mas elevados de marcadores de
estrés oxidativo que las madres sin diabetes?

5. ¢ Los recién nacidos de madres con diabetes tienen niveles mas elevados de
marcadores de estrés oxidativo que las madres sin diabetes?

13



4. JUSTIFICACION

La prevalencia de diabetes en mujeres embarazadas es alta (entre 4.8 y 20%) y
esta enfermedad tiene un efecto a largo plazo en el riesgo cardiovascular del
producto.

Los niveles aumentados de 8-OH-dG son un marcador de genotoxicidad
asociados a enfermedades que confieren alto riesgo cardiovascular.

Es muy dificil estudiar los factores del ambiente intrauterino relacionados con el
riesgo cardiovascular de los productos en la vida adulta, dada la poca factibilidad
de seguir a estos individuos hasta una edad avanzada. Es por esto que el uso de
marcadores sustitutos de genotoxicidad como la 8-OH-dG podria ser util para el
estudio de este proceso.

El presente estudio sera, hasta donde sabemos, el primero en explorar el efecto
de la diabetes materna durante el embarazo sobre los niveles del marcador de
dafio al ADN, la 8-OH-dG.
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5. OBJETIVOS

Objetivo primario

Comparar el grado de genotoxicidad a través del marcador 8-OH-dG entre los
recién nacidos de madres con diabetes en el embarazo y los recién nacidos de
madres sin diabetes.

Objetivo secundarios:

1. Analizar si la asociacion entre diabetes materna y genotoxicidad es
independiente del indice de masa corporal, edad, hemoglobina glucosilada y
via de nacimiento.

2. Analizar la asociacion entre obesidad materna y dafo al ADN por estrés
oxidativo en el recién nacido a través de su biomarcador 8-OH-dG.

3. Analizar la asociacion entre la hemoglobina glucosilada materna y el dafio al
ADN en recién nacido a través de su biomarcador 8-OH-dG.

4. Comparar los niveles de estrés oxidativo entre las madres con y sin diabetes
a través de dos marcadores: productos de la degradacion de 6xido nitrico
(NOx) vy glutation peroxidasa (GSH-px).

5. Comparar los niveles de estrés oxidativo entre los productos de madres con
y sin diabetes a través de los marcadores NOx y GSH-px.
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6. HIPOTESIS

Los niveles de 8-OH-dG en suero de sangre de corddén umbilical seran 0.66
desviaciones estandar superiores en recién nacidos de madres con diabetes
diagnosticada durante el embarazo comparados con los niveles de los recién
nacidos de madres sin diabetes.

16



7. METODOLOGIA

7.1. Tipo y diseio del estudio
Estudio observacional, transversal, comparativo (analitico).

7.2. Poblacion

Universo de estudio: Recién nacidos de término (37 a 41 semanas de gestacion)
y sus madres.

Poblacion de estudio: Recién nacidos de término nacidos en el Hospital General
de México y sus madres.

Unidad de estudio: Binomio madre-hijo

Método de muestreo: Se reclutaron consecutivamente las pacientes que
atendieron la resolucion de su embarazo en la unidad tocoquirurgica del Hospital
General de México durante el turno matutino de lunes a viernes y que cumplian
con los criterios de inclusién. Reclutadas durante el periodo del 01 de junio de
2013 al 15 de octubre de 2015.

Criterios de inclusion:
e Cesareas programadas o partos no complicados
e Vivir en la ciudad de México o zona conurbada
e Madre de 18 a 35 afos de edad al momento del parto

Grupo 1 (Expuesto)

Diabetes diagnosticada durante el embarazo, antes de las 32 SDG. que
puede ser de dos tipos:

a. Diabetes gestacional confirmada : No se conocia con diabetes

antes del embarazo y cumple los criterios de la ADA 2012 ( curva

de tolerancia oral con 75 gramos de glucosa después de las 24

semanas de gestacion (SDG), con al menos uno de los siguientes

niveles de glucosa sérica: = 92 mg/dl en ayuno , = 180 mg/dl a los

60 minutos = 153 mg/dl a los 120 minutos)(48) y ademas se

cuenta con al menos una determinacion de glucosa entre las 12

semanas preconcepcionales hasta las 12 SDG menor a 100
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mg/dl en ayuno o una hemoglobina glucosilada (HbA1C) menor
de 6.5% antes de las 28 SDG.

b. Diabetes gestacional no confirmada: Cumple los criterios de la
ADA 2012 para diabetes gestacional y no se conocia con
diabetes antes del embarazo, pero no se puede documentar
normoglucemia antes de las 12 SDG.

Grupo 2 (no expuesto)

e Sin diagnostico de diabetes durante el embarazo

e Glucosa a suingreso a la unidad tocoquirargica < 180 mg/di

e Hemoglobina glucosilada A1c tomada a su ingreso a la unidad
tocoquirurgica menor de 6.5%

Criterios de exclusién:

Madres con diagnéstico de diabetes de cualquier tipo previo a las 12 semanas
de gestacion.

Hemoglobina glucosilada al diagnéstico mayor de 6.5% antes de las 24 SDG.
Glucosa al azar mayor de 200 mg/dl o glucosa en ayuno mayor de 126 mg/dL
antes de las 12 SDG.

Dificultad o no aceptacion para la toma de alguna de las muestras.

Con condiciones que pueden influir en los niveles de estrés oxidativo de la
madre y/o el producto:

0}
0}

O OO0 OO0 0O

(0]

Foraneas: que vivan fuera de la ciudad de México o area conurbada
Enfermedades no asociadas al embarazo: hipertensién arterial
sisttmica, enfermedades reumatolégicas, enfermedades respiratorias,
uso de anticonvulsivantes.

Hipertension asociada al embarazo

Cesarea de urgencia (no programada)

Obitos

Partos pretérmino

Embarazo mdltiple

Recién nacidos ingresados a UCIN

Recién nacidos que requirieron maniobras de reanimacion con
ventilacion con presion positiva

Recién nacidos a quienes se les diagnosticé sufrimiento fetal agudo

Grupo 2 (no expuestos):
Glucosa capilar a su ingreso > 180 mg/dl
Hemoglobina glucosilada> 6.5%
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Tamano de muestra: El tamano de muestra se definié para detectar una
diferencia en las concentraciones de 8-OHdG de 120 pg/ ml, asumiendo una
desviacion estandar de 200 pg/ml (diferencia de 0.66 desviaciones estandar) de
acuerdo a los datos de Zengi, 2011(14), para un error alfa a una cola de 0.05 y un
error beta de 0.2. Con estos supuestos se calculd un tamafio de muestra de 34
binomios por grupo mediante la férmula:

N= [2s%(Za + Z&)?)/ d?

N= [2(200)2(1.64 + 0.84)2)/ 1202=34.1

7.3. Variables y mediciones

Variable Definiciéon operacional e instrumento de medicién | Unidades/
Categorias
INDEPENDIENTE
Presencia de diabetes en | CTOG con 75 g de glucosa a 24-28 SDG con alguno de los
el embarazo (DG) siguientes criterios: en ayuno = 92 mg/dl, a la hora =180 | Si/NO
mg/dl o alas 2h =153 mg/dl.
O bien, glucosa al azar >200 mg/dl o en ayuno >126mg/dI.
(48)
DEPENDIENTES
8-hidroxi-desoxi- Biomarcador de genotoxicidad, formado porla oxidaciondel | pg/ml
guanosina en el | nucleésido guanosina integrado al ADN vy liberado a la
producto (8-OH-dG P) circulacion por accién de mecanismos de reparacion de
ADN.
Medicién: ELISA en suero de sangre venosa de corddén
umbilical (Ver abajo)
Glutation peroxidasa en | Antioxidante enzimatico que se utiliza como marcador de | U/mg de
el producto (GSH-Px P) dafio oxidativo proteina.
Medicidn: (Ver abajo)
Productos de la | Nitritos y nitratos generados a partir de la oxidacion de la | pmolll
degradacion de oxido | interaccion del 6xido nitrico con especies reactivas de
nitrico (NOx) en el | oxigeno y que se utilizan como marcador de estrés
producto oxidativo.
Medicién: cuantificacién total de nitritos en plasma de
sangre venosa de cordon umbilical (Ver abajo)
8-hidroxi-desoxi- (Ver arriba) pg/ml
guanosina en la madre
(8-OH-dG M) Medicién: ELISA en sangre venosa de la madre
Glutation peroxidasa en | Antioxidante enzimatico que se utiliza como marcador de | U/mg de
la madre (GSH-Px M) dafio oxidativo proteina.
Medicion: (Ver abajo)
Productos de la | Nitritos y nitratos generados a partir de la oxidacién de la | pmol/l
degradacion de oxido | interaccion del 6xido nitrico con especies reactivas de
nitrico (NOx M) en la | oxigeno y que se utilizan como marcador de estrés
madre oxidativo
Medicién: cuantificacién total de nitritos en plasma de
sangre venosa de cordén umbilical
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OTRAS COVARIABLES DE INTERES

Variable

Definicién operacional e instrumento de
medicién

Unidades/
Categorias

Hemoglobina
glucosilada (HbA1C)

Hb. Glucosilada tomada en sangre venosa de la
madre durante las 24 horas antes o después del
parto.

%

Relacion peso | Variable compuesta por Sin unidades
observadol/ideal al final | Peso al final del embarazo]/Peso ideal al final del

del embarazo (POF/PIF) embarazo *(Ver abajo)

Indice de masa corporal | Peso pregestacional/talla? Kg/m?
pregestacional

Ganancia de peso | Peso al final del embarazo- peso pregestacional Kilogramos
durante el embarazo

Ganancia de peso | Ganancia de peso recomendada (GPR): Kilogramos

recomendada (49)

e Sobrepeso pregestacional: (IMC >25)

e (SDG-12)x200

Peso normal pregestacional (IMC 20-25)
(SDG-12) x 400

Peso bajo pregestacional: (IMC < 25)

e (SDG-12)x 600

Tabaquismo previo al
embarazo.

Cigarrillos a la semana, consumidos en los tres
meses anteriores al embarazo, estimados por la
madre.

Numero de cigarrillos

Tratamiento DG

Tratamiento recibido para control de la diabetes
gestacional:

1)Dieta

2)Dieta ymetformina

3)Dieta e insulina

4)Dieta, metformina e insulina

5)Otro

Dieta/ Dieta y
metformina/ Dieta e
insulina/ Dieta,
insulina ymetformina

Ingesta de acido félico | Ingesta de acido félico en cualquierdosis durante al | Si/No
en el embarazo menos tres meses del periodo de embarazo

Ingesta de [ Ingesta de  multivitaminico en  cualquier | Si/No
multivitaminicos en el | presentacion durante mas de tres meses de la
embarazo duracion del embarazo

Edad gestacional (EG) al
momento de su atencion
en el HGM

Dias de gestaciéon contadas a partir del primer dia
de la ultima menstruacién (FUM). En caso de que
ésta no se recuerde o los ciclos menstruales
hubieran sido irregulares (variabilidad mayor a 15
dias) se tomara la edad gestacional valorada por
Capurro. Si existe diferencia mayor de dos
semanas entre la EG por FUM y por Capurro, se
tomara esta ultima como el valor de EG al final del
embarazo y se hara la traspolacion a la fecha de
inicio de su atencién.

Dias de gestacion.

Edad materna Anos cumplidos al momento del embarazo Anos
Numero de gesta Numero de veces que se ha embarazado Veces
Via de nacimiento Procedimiento mediante el cual nacio el producto Parto/Cesarea
iterativa
Variable Definicién operacional e instrumento de | Unidades/
medicién Categorias
Peso del RN Peso en gramos medido por bascula mecanica o | Gramos.

digital con precision minima de 20g, redondeado a
los 20 g mas cercanos.
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Variable Definicion operacional e instrumento de | Unidades/
medicién Categorias

Talla del RN Longitud del neonato en estiramiento maximo en | Centimetros
posicion anatémica medido por dos personas con
infantometro y redondeado al milimetro mas
cercano.

Sexo del RN Sexo asignado en hoja de atencion del recién | F/M
nacido
Talla Madre Mediante estadimetro de pared, de pie, en | Centimetros

estiramiento maximo, estatura medida en
centimetros y redondeada a la décima de
centimetro mas cercana

Peso pregestacional Primerpeso registrado en el expediente, siempre y | Kilogramos.
cuando éste sea antes de las 12 SDG. En su
defecto, se registrara el referido por el sujeto
mediante interrogatorio directo.

Peso ideal | 22 x (talla)? Kilogramos.
pregestacional

Peso al final del | Peso el dia del parto, o en su defecto, ultimo peso | Kilogramos.
embarazo registrado en el expediente en la ultima semana
antes del parto.

Peso ideal al final del | Pesoideal al inicio del embarazo + 14
embarazo

Otros medicamentos no | Medicamentos de cualquiertipo recibidosdurante el | Cualitativa.
relacionados con la DG. embarazo con fines distintos al tratamiento de la
diabetes.

Determinacion de estrés oxidativo en el recién nacido y en la madre

Determinacion de 8-OH-dG. Kit comercial de enzimoinmunoanalisis competitivo
especifico para 8-OH-dG (Cedarlane®). Este ensayo cuantifica tanto 8-OH-dG
libre como unida a ADN. Se utilizd para medir 8-OH-DG en plasma de la madre y
del corddn umbilical de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los resultados
se expresan en pg/ml. El coeficiente de variacion de este ensayo es menor del
5%(50).

Productos de la degradaciéon de 6xido nitrico (nitritos y nitratos). La medicion
de NOx se realiz6 mediante la determinacién de la cantidad total de nitritos (NO2),
que son los productos estables del metabolismo de NO en los liquidos biolégicos.
Se utilizo el reactivo de Griess (solucion acuosa de sulfanilamida al 1% [(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) y 0.1% naftilenediamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,) en
2.5% H3PO4 (2.5%, JT Baker) el cual forma un croméforo estable con NO2-, y
que absorbe a 546 nm.La curva de calibracion se hizo con diferentes
concentraciones de nitrito de sodio disuelto en NaCl al 0.9%(51). Los resultados
se expresaron en umol/ |.

GSH peroxidasa. La medicion de las proteinas totales en suero se realizé6 segun
el método de Bradford utilizando el azul de Coomassie G-250 (Amresco, Solon,
OH. USA) como colorante. Para la curva de calibracion se utilizd albumina bovina
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fraccion V (BSA) como estandar(52) La actividad de la glutation peroxidasa
(GSH-Px) se analizd mediante el método de Beutler. GSH-Px se encarga de
degradar al ter—butil-hidroperéxido (t-BOOH) en presencia de GSH que es
consumido. EI GSH remanente se midi6 con el 5,5 ditiobis—(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB). La mezcla de reaccion contiene 1 mL de GSH (Amresco) 2
mmol en PBS 400 mmol (pH 7.0), EDTA 4 nM, 0.5% de azida de sodio 1 mmol,
250 uL de los liquidos biologicos y agua bidestilada para aforar a 4 mL. Tras la
incubacion a 37 °C durante cinco minutos, se anadié 1 mL de T-BOOH 1.25 mmol
precalentado y se vuelve a incubar por cuatro minutos mas. Al final de ese periodo
se recuperdo 1 mL y se le afaden 4 mL de acido fosférico (HighPurity de México),
se centrifuga a temperatura ambiente, y a 2000 xg durante 10 minutos. Se
recuperaron 2 mL del sobrenadante y se le afiadieron 2 mL de Na2HPO4 400
mmol y 1 mL del reactivo de DTNB. La absorbencia se midié a 412 nm. Los
blancos y los estandares se prepararon de manera similar. La actividad de GSH-
Px se expresa como U/mg de proteina (53)

Hemoglobina glucosilada. HPLC por cromatografia de intercambio catidénico con
analizador Tosoh G8 HPLC (Tosoh Bioscience).

7.4. Procedimientos

Al ingreso de la madre a la unidad tocoquirurgica, se invitd a las mujeres a
participar en el estudio y se solicité su consentimiento.

Se registraron las variables demograficas y antropométricas de la madre mediante
interrogatorio directo y registro en el expediente: edad, enfermedades crénicas,
historia obstétrica, peso pregestacional. A las madres se les tomo6 una muestra de
sangre periférica de 10 ml. Las muestras se tomaron en un tubo con EDTA (5ml)
para obtener plasma y concentrado eritrocitario. En un tubo sin anticoagulante se
colocaron 3 ml aproximadamente de la muestra tomada para obtener el suero. Las
muestras, selladas y rotuladas por paciente, se colocaron en una caja con
congelantes para llevar a cabo la centrifugacion de las muestras por 10 minutos a
1,500 rpm en dos ocasiones obteniendo plasma (tubo con anticoagulante EDTA) y
suero (tubo sin anticoagulante), que se guardaron en tubos Eppendorf de 1mly en
otro tubo se coloco el concentrado eritrocitario.

La talla y el peso al final del embarazo (PF) fueron medidos mediante estadimetro
de pared y bascula después del reclutamiento. Se calcularon el indice de masa
corporal (IMC) pregestacional, la ganancia de peso durante el embarazo y el peso
ideal al final del embarazo. Al nacer el producto, se registraron su peso, talla y
sexo.
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Inmediatamente después del nacimiento del producto, el cordéon umbilical fue
pinzado en dos puntos. La muestra de sangre se extrajo enseguida del espacio
entre las dos pinzas a un tubo estéril que contenia EDTA y centrifugado (3,500
rpom/15 min/48C); el plasma fue separado y congelado a -40° hasta su analisis
bioquimico.

7.5. Analisis Estadistico

Analisis descriptivo. Las variables cuantitativas se resumieron mediante
medianas e intervalos intercuartilares ya que la distribucion de la mayoria de los
datos no fue normal. Las variables -cualitativas se resumieron mediante
frecuencias.

Analisis bivariados. Las caracteristicas basales de tipo cuantitativo y las
concentraciones de la 8-OH-dG, del NOx y de la GSH-Px entre los dos grupos se
compararon mediante U de Mann Whitney. La asociacion entre variables
cualitativas se realizd mediante prueba exacta de Fisher o Chi cuadrada lineal
segun correspondiera para variables dicotomicas u ordinales respectivamente. Las
asociaciones entre variables cuantitativas se realizaron mediante calculo de
coeficiente de correlacion de Spearman.

Analisis multivariados. Se realizaron modelos de regresién lineal multiple para
estimar el efecto de la diabetes materna en la 8-OH-dG y los marcadores de
estrés oxidativo ajustando para el indice de masa corporal, edad, hemoglobina
glucosilada y via de nacimiento asi como sus interacciones. Las variables a incluir
en los modelos fueron introducidas tomando en cuenta las asociaciones
observadas en los analisis bivariados y a la pertinencia dentro del modelo tedrico.

En un analisis exploratorio, se dividié el grupo de madres sin diabetes en dos
segun sus niveles de hemoglobina glucosilada (mayor-igual o menor de 5.7) y
segun su indice de masa corporal pregestacional (mayor o menor-igual de 25)
para realizar comparacion entre estos dos grupos y el grupo de madres con
diabetes mediante prueba de Kruskal Wallis. La penalizacidén para comparaciones
multiples se hizo mediante método de Bonferroni.

Los analisis se realizaron con SPSS versién 22.0. Las graficas se realizaron con
GraphPad PRISM version 7.00.
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8. ASPECTOS ETICOS

Este fue un estudio de riesgo minimo para la madre y sin riesgo para el recién
nacido.

Autonomia y respeto. Se recabaron los datos necesarios del expediente y sélo
se interrogd a las participantes sobre la informacién no registrada en éste con el
fin de incomodarla lo menos posible durante el tiempo previo al parto.

Se solicitd a la participante, consentimiento para recabar 10 ml de sangre de ella 'y
10 ml de sangre del cordon umbilical del recién nacido asi como para realizarle al
dia siguiente un cuestionario durante quince minutos. El consentimiento fue
solicitado al ingreso de la madre a la unidad tocoquirurgica. Se anexa carta de
consentimiento informado (Anexo 1).

Para guardar la confidencialidad de la informacion, se asignd6 un numero
identificador a cada participante mediante el cual se etiquetaron los tubos con los
productos biolégicos y la hoja de captura de datos. La relacion de los
identificadores con los nombres y teléfonos de las participantes fue resguardado
por el investigador responsable y el coordinador.

Riesgos. Este fue un estudio de riesgo minimo para la madre y sin riesgo para
el recién nacido ya que se extrajeron menos de 40 cc de sangre de la madre y no
se extrajo sangre circulante del recién nacido. La sangre de la madre se obtuvo
siempre que fue posible al colocarse las soluciones parenterales o al tomarsele las
muestras que rutinariamente se toman al ingreso a la unidad tocoquirurgica.
Consideramos que el riesgo psicoldégico derivado de la expectativa de los
resultados de las determinaciones bioquimicas es minimo ya que se le explicé a la
madre que éstas eran con fines exclusivos de investigacion y que no tendrian
ninguna relevancia para su atencion clinica. Consideramos que no existio riesgo
social ni econdmico para las participantes y sus hijos.

Beneficios. Los sujetos de investigacion no tuvieron ningun beneficio directo
por su participaciéon en el estudio.

Existen posibles beneficios para el conocimiento cientifico acerca de la

patogénesis de enfermedades cardiovasculares en hijos de madres con diabetes y
posibles beneficios a largo plazo para la sociedad si el conocimiento resultante

de esta investigacién contribuye a la modificacion de factores de riesgo
cardiovascular en esta poblacion.
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Justicia. Los sujetos de investigacion eran poblacion vulnerable ya que se
incluyd a mujeres en estado de gravidez-puerperio y a recién nacidos. Puesto
que es una investigacion de riesgo minimo para las madres y sin riesgo para el
recién nacido y dado que no era posible seleccionar a sujetos sin estas
caracteristicas debido al objetivo del estudio, fue aceptable seleccionar a estos
sujetos a pesar de su vulnerabilidad.

El consentimiento fue solicitado por un investigador no relacionado con la atencion
del parto ni del recién nacido para evitar coercion e influencia indebida. Se le
hizo saber a la participante que su autorizacién o falta de ésta no tendria
implicaciones en su atencién o la de su hijo.

El protocolo fue aprobado por los comités de Etica e Investigacion del Hospital
Infantil de México Federico Gémez (HIM/2013-073) y del Hospital General de
México O.D. Dr. Eduardo Liceaga (D1/13/112/03/039).
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9. RESULTADOS

Caracteristicas de los participantes. Se incluyeron 34 mujeres con diabetes
durante el embarazo y 56 mujeres sin diabetes y sus respectivos productos. De las
34 madres con diabetes, 28 (82%) fueron diagnosticadas mediante curva de
tolerancia oral a la glucosa durante las semanas 24 a 28 del embarazo. El resto
fueron diagnosticadas por una glucosa en ayunas > 126 mg/dl o una glucosa al
azar mayor de 200 mg/dl en algun momento de la gestacion. En cuanto al
tratamiento de la diabetes, todas excepto una fueron tratadas exclusivamente con
un plan de alimentacion; una mujer recibié metformina y ninguna recibio insulina.

Las caracteristicas de los binomios participantes se presentan en la tabla 1. La
mediana de edad de las madres con diabetes fue 10 afios mayor que la edad de
las madres sin diabetes (p<0.001). De los tres indicadores de obesidad materna,
el indice de masa corporal al inicio del embarazo fue significativamente mayor en
el grupo de mujeres con diabetes que en el grupo de mujeres sin diabetes (28.2
vs 23.9, p<0.001), asi como la proporcién de mujeres con obesidad o sobrepeso
pregestacional (72% vs 31%). Si bien la ganancia de peso durante el embarazo
fue similar, la relacion de peso observado/ ideal al final del embarazo fue de 1.14
en el grupo de mujeres con diabetes en comparacion con 1.03 en el grupo de
mujeres sin diabetes (p=0.004).

La proporcién de nacimientos por cesarea fue diferente entre los dos grupos: 47%
de los nacimientos de bebés de madres sin diabetes fue por cesarea en
comparacién con 79% de los nacimientos de bebés de madres con diabetes
(p=0.006).

La mayor parte de las madres de ambos grupos recibieron acido folico y
multivitaminicos durante al menos 3 meses del embarazo, sin diferencia
significativa entre los grupos. Seis de las madres sin diabetes fumaron durante el
embarazo y 2 consumieron alcohol, mientras que ninguna de las madres con
diabetes lo hizo, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. No se
encontraron diferencias en las cifras de presién arterial entre los dos grupos.

Al resolverse el embarazo, no se encontr6é diferencia entre las concentraciones de
hemoglobina glucosilada materna entre ambos grupos, si bien 54% de las mujeres
sin diabetes tuvieron hemoglobina glucosilada mayor o igual a 5.7 %. Tampoco se
encontraron diferencias en el peso ni en la talla de los productos entre los dos
grupos.

Estrés oxidativo y genotoxicidad en madres con y sin diabetes. En la figura 2
se muestran las medianas de los marcadores de estrés oxidativo en las madres
con y sin diabetes y en sus productos.
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Se observaron concentraciones de 8-OH-dG mas elevados en los productos de
madres con diabetes en comparacion con los productos de madres sin diabetes
(5699 vs 3560 pg/dl, p <0.001). La diferencia entre las medias de este marcador
en ambos grupos fue de 1706 pg/dl, lo que corresponde a 0.96 desviaciones
estandar, magnitud mayor a la propuesta en nuestra hipotesis.

Las concentraciones de 8-OH-dG y de GSH en las madres con diabetes fueron
mayores que en sus pares sin diabetes. Por su parte, tanto el NOx como la GSH-
pXx se encontraron mas elevados en los productos de madres con diabetes que en
sus pares sin diabetes.

Se encontré correlacion significativa entre las concentraciones de GSH-px y de 8-
OH-dG entre la madre y el producto (r=0.48 y 0.55, respectivamente, p <0.01) pero
no en las concentraciones de NOx. Asi mismo, se mostré correlacion positiva
entre la GSH-px de la madre y la 8-OH-dG de la madre y del recién nacido (r=0.4
para ambos, p<0.01) (tabla 2).

Al dividir el grupo de estudio de mujeres sin diabetes en dos segun la presencia o
no de obesidad/sobrepeso no se encontraron diferencias significativas entre la
concentracion de 8-OH-dG en el producto de madres eutréficas sin diabetes y con
sobrepeso/obesidad sin diabetes. (tabla 3 y figura 3). Los demas marcadores no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (sin
diabetes/eutréficas y sin diabetes/sobrepeso) cuando se hicieron penalizaciones
para comparaciones multiples (tabla 3).

Se exploraron las asociaciones de diferentes variables en los marcadores de
estrés oxidativo, incluyendo la via de nacimiento, la hemoglobina glucosilada al
momento del parto y distintas variables relacionadas con el exceso de peso
materno. Los niveles 8-OH-dG en el producto mostraron una correlacion positiva
con la edad materna (r=0.3, p<0.01) y con el IMC pregestacional (r=0.43, p < 0.0

1),

De entre las variables relacionadas con adiposidad materna (IMC pregestacional,
incremento de peso y exceso de peso al final del embarazo), se encontr6 que el
IMC pregestacional es el que mejor describe las concentraciones de 8-OH-DG del
producto y ademas que el efecto es mayor en el grupo de mujeres que no fue
diagnosticado con diabetes que en el grupo de las mujeres con diabetes. También
se encontréo un efecto independiente de la hemoglobina glucosilada de la madre
en la concentracion de 8-OH-DG del producto, mas notable en el grupo de los
productos de madres sin diabetes (tabla 4, figuras 4A y 4B).

Mediante modelos de regresion lineal multiple se encontré que la asociacion de la
diabetes durante el embarazo en la 8-OH-dG del producto y en el resto de los
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marcadores de estrés oxidativo (excepto Oxido nitrico materno) es independiente
del IMC pregestacional, la edad, la via de nacimiento y la hemoglobina glucosilada
La edad y la via de nacimiento no tienen un efecto independiente significativo en
los niveles de 8-OH-dG del recién nacido (tabla 4). Existe interaccion significativa
entre el IMCp y la diabetes (p < 0.01) y entre la HbA1c y la diabetes (p<0.001), es
decir el efecto del IMCp y de la HbA1c es diferente en el grupo de hijos de madres
con diabetes en comparacion de los hijos de madres sin diabetes, como se puede
apreciar en las figuras 4A y4B

En la tabla 5 se muestran las diferencias (coeficientes de regresion) entre las
concentraciones de los marcadores de genotoxicidad y estrés oxidativo en el
grupo de madres con diabetes y el grupo de madres sin diabetes ajustadas para
las diferentes variables confusoras. El efecto de la diabetes en la 8-OHdG
materna, NOx del producto y GSHpx de madre y producto es independiente del
IMCp, la HbA1c, la edad y la via de nacimiento.

El modelo que mejor describe los niveles de 8-OH-dG en el producto indica un
efecto aun mayor de la diabetes en los niveles de 8-OH-dG del producto cuando
se ajusta para el IMC pregestacional, la hemoglobina glucosilada y la interaccion
entre la diabetes y la HbA1c. Este ultimo modelo explica de forma significativa
(p<0.0001) el 65% de la varianza en los niveles de este marcador (tabla 4,
modelo 9)

No encontramos correlacion entre los marcadores de estrés oxidativo y el peso o
talla de los productos.
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10. DISCUSION

En este estudio encontramos niveles mas altos de 8-OH-dG en los productos de
madres con diabetes durante el embarazo que en las mujeres sin diabetes,
independientemente del peso pregestacional materno, de la HbA1c al final del
embarazo, de la edad de la madre y de la via de nacimiento, lo cual apoya la
teoria de que la diabetes durante el embarazo se asocia a genotoxicidad del
producto desde su vida intrauterina.

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio donde se evalua
dafo oxidativo al ADN en hijos de madres con diabetes durante el embarazo
mediante la medicion de 8-OH-dG en sangre venosa del corddn umbilical. El
hallazgo de concentraciones de 8-OH-dG mas elevadas en productos de madres
con diabetes en el embarazo que en productos de madres sin diabetes es
consistente con lo descrito en animales de experimentacion (12).

Los estudios en humanos realizados hasta ahora no han encontrado evidencia de
genotoxicidad por estrés oxidativo en los productos de madres con diabetes.
Durante la conduccion de nuestro estudio se han publicado dos trabajos con
objetivos similares al nuestro: Gelaleti et al. evaluaron la genotoxicidad mediante
estudio cometa(54) y Moreli et al. lo hicieron mediante la amplificacidn selectiva de
genes por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-PCR) y por la
expresion de mRNA y de proteinas involucradas en la reparacion de ADN por
escision de bases(55). La diferencia entre las conclusiones de estos dos estudios
y el nuestro se puede explicar por la diferencia en los métodos utilizados para la
evaluacion de la genotoxicidad, pero aun asi, los resultados de estos estudios no
son opuestos la lo encontrado en el nuestro: si bien Gelaleti et al. no demostraron
diferencias significativas en el grado de dafio al ADN de los recién nacidos entre
los tres grupos de estudio (normoglucemia, hiperglucemia gestacional leve [HGL] y
diabetes), si encontraron correlacién significativa entre los niveles de glucosa en la
madre y la magnitud de dafio al ADN en el producto. Cabe sefialar que este
estudio incluyd pocos sujetos (22,12 y 22 sujetos por grupo) lo que puede explicar
la ausencia de significancia. Por otra parte, los autores atribuyen la ausencia de
diferencias entre los grupos al estricto control de la diabetes a la que estuvieron
sometidas las mujeres con esta enfermedad. Es posible que las mujeres con
diabetes que participaron en nuestro estudio tuvieran un control menos riguroso de
la enfermedad, a juzgar por el hecho de que s6lo una mujer de nuestra muestra
recibié tratamiento farmacoldgico y las pacientes de esta clinica no reciben un plan
de actividad fisica proporcionado por la clinica, a diferencia de las mujeres
incluidas en el estudio de Gelaleti.
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Por su parte, si bien Moreli et al. no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el dafio al ADN nuclear de los leucocitos entre los productos de
madres con tolerancia normal a la glucosa y los productos de madres con
diabetes, si se demostraron mayores niveles de genotoxicidad en las madres con
diabetes que en las madres sin esta enfermedad. En el estudio mencionado, los
productos de dafio al ADN de madres con diabetes mostraron mayor expresion de
genes relacionados con la reparacién del ADN que los productos de madres sin
diabetes. Los investigadores atribuyen la falta de evidencia de genotoxicidad en
los productos —no asi en sus madres- a un efecto protector de la unidad feto-
placentaria.

Si bien, el objetivo primario de nuestro estudio fue evaluar y comparar los niveles
de 8-OH-dG entre los productos de madres con diabetes y sin diabetes y sus
productos, también se midieron otros dos marcadores de estrés oxidativo: la
actividad de la GSH-px y los NOx. El estrés oxidativo en madres con diabetes
durante el embarazo y en sus productos ha sido estudiado extensamente
mediante la determinacidon de gran variedad de marcadores. Si bien la mayor parte
de ellos indican un mayor estrés oxidativo en las madres con diabetes en
comparacion con las madres sin diabetes, esta diferencia no se ha demostrado de
forma consistente en sus productos. Se sabe que la placenta tiene un papel
importante en la regulacién del estrés oxidativo al que esta expuesto el producto,
si bien aun no esta claro hasta qué punto, ni los mecanismos por los cuales
opera(10).

Biri et al. reportaron disminucién de la actividad de la GSH-px en los productos de
madres con diabetes gestacional (46), mientras que Orham et al. no encontraron
diferencias en la actividad de GSH-px entre los productos ni entre las madres con
diabetes gestacional y los controles, pero si encontré niveles muy elevados en los
productos de madres con diabetes mellitus tipo 1 respecto a los controles(56). Si
bien el significado de las mediciones de la actividad de la GSH peroxidasa son
dificiles de interpretar, nosotros hipotetizamos que este aumento en la actividad de
GSH-px puede ser interpretado como un mecanismo compensatorio de la enzima
para defender al organismo de un aumento en el estrés oxidativo.

La elevacion de NOx en productos de madres con diabetes evidenciadas en
nuestro estudio, es consistente con la teoria de que la genotoxicidad observada en
estos recién nacidos tiene relacion causal con el estrés oxidativo y concuerda con
lo descrito en otros estudios sobre estrés oxidativo en madres con diabetes
durante el embarazo (10), (46),(57), (58). Zengui et al. no encontraron aumento en
NOx sérico, GPH-px ni otros marcadores de estrés oxidativo en hijos adultos de
madres con diabetes (pero si en 8-OH-dG) mientras que Malti et. al, encontraron
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niveles elevados de oOxido nitrico y otros marcadores de estrés oxidativo en
madres con obesidad y en el corddn umbilical de sus productos (59) pero no
tenemos conocimiento de reportes de este fendmeno en madres con diabetes

Respecto a la ausencia de diferencia en los niveles de NOx entre las madres con
0 y sin diabetes, esto podria estar explicado por el hallazgo niveles medianos de
NOx mas elevados en el subgrupo de madres sin diabetes/con
sobrepeso/obesidad que el subgrupo de madres sin diabetes/sin sobrepeso/sin
obesidad y también mas elevados que el grupo de madres con diabetes lo que
puede haber obscurecido la diferencia entre el grupo de madres con y sin
diabetes. Sin embargo, la diferencia entre el subgrupo de mujeres eutroficas sin
diabetes, no es significativamente menor al de mujeres con diabetes. Miembros de
nuestro equipo encontraron en un estudio relacionado a éste, un gradiente de
menor a mayor en los niveles de NOx entre madres eutréficas, con sobrepeso y
con obesidad, asi como en sus hijos, lo que es congruente con nuestros hallazgos
en el grupo sin diabetes.

Seran necesarios mas estudios con mayor tamafo de muestra y estratificacion por
IMC para corroborar o descartar que exista asociacion entre la diabetes materna y
los niveles de NOx y GSH-px en cordén umbilical de los recién nacidos.

Analisis de Ila relacion de la genotoxicidad con otras variables
potencialmente confusoras

A diferencia de los estudios en animales de laboratorio en quienes la diabetes es
inducida por lesion téxica del pancreas, los estudios sobre el efecto de la diabetes
en los niveles de estrés oxidativo y genotoxicidad en humanos se ven complicados
por la gran dificultad de separar el fendbmeno de la diabetes de otros factores como
la edad y la obesidad. Si bien el procedimiento ideal para dilucidar el papel de
estos factores por separado seria un disefio en el que se compararan 4 grupos de
estudio (con/sin diabetes y con/sin sobrepeso-obesidad) y ademas se estratificara
por edad y se limitara la muestra a productos nacidos solamente por cesarea
iterativa, el tamafio de muestra de nuestro estudio no fue suficiente para hacerlo
de esta manera —sélo se reclutaron 10 mujeres con diabetes con IMC normal. Sin
embargo, mediante analisis de regresion lineal multiple es posible hacer algunas
inferencias:

Via de nacimiento y edad. Si bien la frecuencia de nacimientos por cesarea y la

edad fueron mayores en el grupo de madres con diabetes, la diabetes por si sola
explica mejor los niveles de 8-OH-dG mejor de lo que lo hacen la via de
nacimiento o la edad por si solas. La asociacion (el coeficiente) entre diabetes y
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niveles de 8-OH-dG del producto continia casi sin cambios al ajustar para edad y
via de nacimiento (tabla 4, modelos 4 y 5). Ademas, al ajustar para estas
variables, el coeficiente de determinacion r2 casi no se modifica, lo que indica que
estas variables casi no contribuyen a explicar los niveles de 8-OH-dG mas alla de
lo que los hace la diabetes. Por ultimo, los coeficientes para edad y via de
nacimiento, no tienen significancia estadistica. Todo lo anterior se puede
interpretar como que la edad y la via de nacimiento no parecen ser variables
confusoras.

indice de masa corporal. Dados los hallazgos reportados en diversos estudios,
en los cuales se ha descrito que la obesidad materna puede tener un efecto en el
grado de estrés oxidativo durante el embarazo, una pregunta crucial sobre todo a
partir del estudio paralelo de Gallardo y cols. (60) es si el IMC es una variable con
un “efecto” propio sobre los niveles de 8-OH-dG del producto. De las distintas
variables antropométricas relacionadas con la adiposidad materna que se midieron
en este estudio, el IMC pregestacional fue el que tuvo mayor asociacién con los
niveles de 8-OH-dG. Al comparar los niveles de 8-OH-dG entre madres eutroficas
sin diabetes, con los de las madres con sobrepeso u obesidad sin diabetes, se
aprecian niveles mas altos de 8-OH dG en estas Ultimas (aunque no de forma
significativa, quiza por el tamafio de muestra) lo que apunta hacia un efecto
independiente del sobrepeso/obesidad en este marcador. Desafortunadamente el
grupo de mujeres eutréficas con diabetes fue demasiado reducido para poder
realizar este analisis en el grupo de mujeres con diabetes. Sin embargo, seria
importante la realizacion de estudios futuros que nos permitieran corroborar dicha
hipotesis.

Decidimos estudiar el problema de la obesidad mediante la variable “IMC
pregestacional” porque una variable cuantitativa como esta es mucho mas
informativa y da mayor poder a un analisis que una variable dicotdmica —como
obesidad/no obesidad- en especial cuando se sabe que muchos de los riesgos
asociados a obesidad aumentan de forma continua y lineal a partir de IMC de 20 o
22 kg/m? (61).

En los analisis de regresién lineal, se aprecia como, al ajustar el “efecto” de la
diabetes en los niveles de 8-OH-dG para el IMC, esta variable modifica

i La palabra “efecto” se escribe entre comillas para denotar que este término se esta utilizando en
su acepcion estadistica y no epidemioldgica. Para establecer una relacion causa-efecto, seria
necesario un estudio, cuando menos, longitudinal.
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importantemente el coeficiente de la variable “diabetes” (lo reduce un 20%) y
aumenta el coeficiente de determinacion R2 de 0.16 a 0.21, es decir, aumenta la
capacidad explicativa del modelo (tabla 4, modelo 2). El resultado es aun mas
notorio al agregar el término de interaccion entre IMC y diabetes (tabla 4, modelo
6), el cual indica que el efecto del IMC es diferente en el grupo de mujeres con
diabetes que en el grupo sin diabetes. Desafortunadamente, el tamafio reducido
de la muestra no permite obtener resultados estadisticamente significativos al
dividir la muestra en subgrupos, pero si permite apreciar las tendencias como se
muestra en la figura 4A.

Hemoglobina glucosilada. Lo mas notable del analisis de la hemoglobina
glucosilada fue la contribucion del término de interaccion entre hemoglobina
glucosilada y diabetes a la bondad de ajuste del modelo, hasta alcanzar una r? de
0.65 (tabla 4, modelo 9) Este término de interaccion, indica que el efecto de la
hemoglobina glucosilada es distinto entre los dos grupos (con y sin diabetes) como
se puede observar en la figura 4B.

De nuestro estudio, llama la atencién la gran variabilidad en las concentraciones
de 8-OH-dG en el grupo de madres sin diabetes y en sus productos. Asi mismo,
es notable que la media de hemoglobina glucosilada al final del embarazo fue
mayor en el grupo de mujeres sin diabetes que en el grupo de mujeres con
diabetes, aunque no de forma significativa. Lo anterior lo atribuimos a una
heterogeneidad importante en este grupo de estudio en cuanto a algunas variables
relacionadas con el metabolismo de la glucosa como el indice de masa corporal
pregestacional y la hemoglobina glucosilada. Asimismo, se ha sugerido que un
grupo importante de mujeres que no cumplen criterios para diagnostico de
diabetes gestacional tienen, no obstante, una alteracion en el metabolismo de la
glucosa que se asocia a desenlaces adversos en salud tanto en ellas como en sus
productos. El estudio de Hiperglucemia y Desenlaces Obstétricos Adversos
(HAPO), una cohorte multinacional, demostr6 que el riesgo de desenlaces
adversos maternos, fetales y neonatales aumenta en forma continua en funcion de
la glucemia materna, incluso en rangos considerados tradicionalmente como
normales. Para la mayoria de las complicaciones no hubo un umbral para definir el
aumento de riesgo (62). Por ejemplo, se ha descrito que hasta el 36% de las
mujeres con obesidad pregestacional a quienes se les descarté diabetes mediante
curva de tolerancia oral a la glucosa tienen hemoglobina glucosilada mayor de
5.7% en comparacion con el 12% de las mujeres sin sobrepeso pregestacional, y
que esta elevacion de hemoglobina glucosilada se asocia a macrosomia del
producto y a elevacion de marcadores de riesgo cardiovascular tanto en las
madres como en los productos (63).
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Por los motivos mencionados arriba, en los estudios mas recientes sobre
genotoxicidad, incluyendo los de Gelaleti y Moreli, se ha incluido un grupo de
estudio etiquetado como “Hiperglucemia Gestacional Leve”’(HGL) en el que se
incluyen a mujeres embarazadas a quienes se les descartd diabetes mediante
curva de tolerancia oral a la glucosa pero tuvieron un “perfil glucémico” anormal.
Es notable que en ambos estudios, el grupo de recién nacidos que mostré mayor
dafio al ADN en fue el de HGL.

Nuestro estudio no fue disefiado para identificar diferencias entre el grupo de
mujeres con hiperglucemia gestacional leve y las mujeres normoglucémicas, ya
que esta clasificacion no tiene un uso generalizado en la practica clinica. Sin
embargo, realizamos un analisis exploratorio en el que se observaron
concentraciones mas altas de 8-OH-DG en el grupo de mujeres sin diabetes pero
con hemoglobina glucosilada mayor o igual de 5.7% que en el de mujeres sin
diabetes y HbA1c < de 5.7%, (figura 3. A). Asi mismo, se observan mayores
concentraciones de 8-OH-DG en el grupo de mujeres sin diabetes con
sobrepeso/obesidad que en el grupo de mujeres eutroficas sin diabetes (figura 3
B), lo cual es consistente con el mayor estrés oxidativo descrito en productos de
mujeres con obesidad que en eutréficas (60). Los resultados anteriores apoyan el
concepto de que existe un grupo de mujeres sin diabetes de acuerdo a los criterios
de la ADA, pero con alteraciones metabdlicas con potenciales efectos genotdxicos
en ellas y en sus productos. Es posible que la mayor homogeneidad observada en
los marcadores de genotoxicidad en el grupo de madres con diabetes se explique
parcialmente por una atencién mas uniforme y estricta y mayor apego a un estilo
de vida saludable que las mujeres diagnosticadas como “sanas”, quienes
probablemente recibieron un seguimiento menos estricto, sin realizar ninguna
intervencion.

Por otra parte, es notable que entre los indicadores de exceso de peso materno, el
indice de masa corporal pregestacional estuviera mas asociado a la genotoxicidad
que el peso al final del embarazo o la ganancia ponderal durante el mismo, lo cual
apunta hacia la importancia de mantener un peso y estilo de vida saludables
desde antes del embarazo para optimizar la salud del producto.

Limitaciones del estudio

Puesto que no contamos con determinaciones de glucosa ni hemoglobina
glucosilada en el primer trimestre en el embarazo, no podemos descartar que
algunas de las mujeres con diabetes cursaran con esta enfermedad desde antes
de la gestacién, razén por la cual este grupo se etiqueté como “diabetes durante la
gestacion” y no como “diabetes gestacional’. Se hizo lo posible por descartar otras
formas de DM2 como interrogatorio, exclusion de mujeres con hiperglucemia y
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mujeres con HbA1C elevada al inicio del embarazo. De cualquier forma, la
diabetes gestacional y la DM2 comparten suficientes factores fisiopatoldégicos
como para poder considerarlas, desde cierta dptica, como una misma enfermedad
con distintos tiempos de evolucion, ya que incluso se ha documentado en diversos
estudios que hasta un 30% de las mujeres con diabetes gestacional desarrollan
DM2 en algun momento de su vida.

Desafortunadamente no todas las mujeres sin diabetes contaban con una curva de
tolerancia oral a la glucosa que descartara esta enfermedad. Si bien, lo ideal
desde el punto de vista tanto clinico como de investigacion, hubiera sido contar
con este dato, esto no fue posible, pues nuestro equipo no tuvo ninguna injerencia
en el manejo y en la atencion del embarazo de las mujeres incluidas en el estudio.
Se intentd subsanar esta deficiencia mediante la exclusion del grupo “sin diabetes”
a todas las mujeres con hiperglucemia o hemoglobina glucosilada mayor o igual
de 6.5% a pesar de que el significado de este marcador durante el embarazo no
esté bien establecido. Por otra parte, consideramos que si bien no podemos
descartar que se incluyeran errbneamente mujeres con diabetes en el grupo de
mujeres “sin diabetes”, esto hubiera sesgado los resultados hacia una menor o
nula diferencia entre los grupos, en sentido opuesto a nuestras conclusiones.

Por otra parte, el disefio transversal de este estudio no permite establecer
relaciones causales entre la diabetes y/o sobrepeso, el estrés oxidativo y la
genotoxicidad en los productos. La calidad de la evidencia podria mejorar
mediante estudios longitudinales en los que se evaluara el efecto de acciones que
disminuyan el estrés oxidativo como ejercicio o alimentacion, durante o —
preferentemente- desde antes del embarazo en la genotoxicidad de los productos.
O cuando menos estudios observacionales de cohorte, en los que se siguiera a los
productos con y sin genotoxicidad hasta la aparicion de desenlaces adversos.

Por ultimo, existe la posibilidad de que los niveles de 8-OH-dG medidos en la
sangre venosa del cordén umbilical reflejen solamente el paso transplacentario de
la 8-OH-dG materna. Si bien no podemos descartar esta posibilidad, en otros
estudios no se ha observado correlacion entre los niveles de 8-OH-dG materna y
del corddn (22) y en nuestro estudio la correlacion fue moderada (r=0.48) lo que
indica que cuando menos, existen otros factores ademas de la 8-OH-dG materna
que influyen en los niveles de 8-OH-dG del producto. Una manera de resolver esta
interrogante es medir los niveles de 8-OH-dG en leucocitos en vez de en suero,
pues se sabe con seguridad que estas céluas no cruzan la barrera
hematoplacentaria. En este estudio no fue posible hacerlo por la insuficiencia del
volumen de las muestras sanguineas que fue posible recolectar del cordén.
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Preguntas generadas a partir de los resultados de este estudio para
investigaciones futuras

1. ¢La 8-OH-dG medida en suero de cordén umbilical es la 8-OH-dG materna
que ha cruzado la placenta o es generada en el feto por el estrés oxidativo al
que esta expuesto? Una forma de resolver esta pregunta seria medir la 8-OH-dG
integrada en el genoma de los leucocitos de la sangre del corddn. La técnica para
hacer esta medicion requiere de un volumen sanguineo mayor del que fuimos
capaces de recolectar en este estudio. En el futuro, se puede considerar tomar
sangre de los vasos placentarios con lo que sera posible obtener mayor cantidad
de ésta. También es posible cuantificar la 8-OH-dG en tejido placentario.

2. ;Los recién nacidos con mayor genotoxicidad tienen mayor riesgo de
desarrollar condiciones de riesgo cardiovascular? E| disefio ideal para
resolver esta pregunta seria un estudio de cohortes donde se siguiera a estos
recién nacidos durante varios afios para medir los cambios antropomeétricos,
cambios en el metabolismo de la glucosa y cambios vasculares, entre otros, a lo
largo de la vida, ajustando para otras variables confusoras.

3. ¢Existe alguna intervenciéon con efecto antioxidante durante el embarazo,
previo al embarazo o después del nacimiento que pueda disminuir los
niveles de genotoxicidad a través de la disminuciéon del estrés oxidativo?
Dentro de las posibles intervenciones estaria la suplementacion con vitaminas
antioxidantes (E y C, principalmente), modificaciones en la alimentacién o en la
actividad fisica. Mas importante aun seria la pregunta de si estas intervenciones
tienen algun efecto en las condiciones de riesgo cardiovascular del hijo de madre
con diabetes. Hasta el momento, no se ha encontrado evidencia de peso respecto
a la utilidad de la suplementacién con antioxidantes en desenlaces clinicos en
adultos (enfermedad vascular, mortalidad, etc.).

Conclusiones. Se encontro evidencia de mayor estrés oxidativo y de mayor
genotoxicidad en los recién nacidos de madres con diabetes durante el embarazo
en comparacién con los productos de madres sin diabetes. De persistir dichas
alteraciones durante la nifiez y la vida adulta, esto podria ser considerado un
potencial factor de riesgo que incremente el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y alteraciones en el metabolismo de glucosa en la vida adulta.

Es posible que el grupo de mujeres embarazadas clasificadas como
normoglicémicas —en particular aquéllas con obesidad/ sobrepeso- tengan
alteraciones en el metabolismo energético que contribuyan a aumentar el estrés
oxidativo y genotoxicidad en sus productos.
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Es por esto que la promocién de estilos de vida saludable y el tamizaje activo para
deteccion de alteraciones tanto leves como floridas en el metabolismo de la
glucosa se inicie tempranamente en el embarazo o incluso antes del mismo. Los
hijos de mujeres que cursaron con obesidad y/o diabetes en el embarazo también
deben tener una vigilancia estrecha de condiciones de riesgo cardiovascular a lo
largo de su vida.

Son necesarios estudios longitudinales para corroborar la asociacion causal entre
diabetes y/u obesidad materna en el embarazo y la genotoxicidad en los recién
nacidos, asi como evaluar sus potenciales efectos a corto, mediano y largo plazo.
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11. TABLAS Y FIGURAS

Figural. Modelo teodrico para explicar uno de los posibles mecanismos por los que
la diabetes materna se asocia a aumento de riesgo cardiovascular en la vida
postnatal.

U4

Diabetes materna

t Estres oxidativo

materno
't Estrés oxidativo
producto
Estilo de
t Genotoxicidad vida
en el recién nacido aprendido

Procesos de
envejecimiento
celular

Fectores hereditarios _L> t . Enfermedades
|:> cardiovasculares en la

[Dtras alteraciones en ] vida adulta
a

mbiente intrauterino

Los productos de madres que cursaron con diabetes durante el embarazo tienen
un incremento en el riesgo cardiovascular durante su vida postnatal por
mecanismos  multifactoriales:  genéticos-hereditarios, conductuales y de
programacion metabdlica fetal por exposicion a un ambiente intrauterino adverso.
El estrés oxidativo podria jugar un papel en la programaciéon metabdlica fetal a
través del dafo al ADN (genotoxicidad) desde la vida intrauterina por una
aceleracion de los procesos de envejecimiento celular incluyendo envejecimiento
de células de endotelio y musculo liso vascular en particular.
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Tabla 1. Caracteristicas de los binomios participantes

Sin Diabetes (n=56) Con Diabetes (n=34) p
Mediana ( 25°-75°%) Mediana (25°-75°%)
Edad materna (afios) 22 (19-29) 32 (24-35) <0.001#
Nimero de embarazos 2 (1-3) 2 (1-3) 0.33%
PA sistélica (mmHg) 110 (104-110) 110 (105-120) 0.25%
PA diastolica (mmHg) 70 (60-72) 70 (70-75) 0.33*
HbA1c al Parto (%) 6.05 (5.47-6.4) 5.8 (5.55-6.30) 0.37*
:rg(;'mZ) pregestacional 23.41 (20.54-26.67) 27.4 (24.57-30.94) <0.001#
Ganancia de peso (kg) 12 (8.5-16.5) 8.5 (6.2-14) 0.21#
POF/PIF* 1.03 (0.94-1.18) 1.145 (1.00-1.32) 0.004*
Peso del producto (g) 3140 (2910-3400) 3075 (2745-3405) 0 32%
Talla del producto (cm) 49 (48-50.5)) 49 (47-51) 0.63"
Porcentaje Porcentaje p
ESCOLARIDAD
Primaria o menos 14% 9%
Secundaria 43% 50% 0.77*
Preparatoria o técnica 36% 29%
Profesional 7% 12%
Cesarea 47% 79% 0.006%
Producto masculino 57% 38% 0.2%
S::;ncia excesiva de 33% 38% 0.79%
IMC PREGESTACIONAL MATERNO (kg/m?2)
Desnutricion (<18) 14% 0
Normal (18-24.9) 54% 28%
<0.001*

Sobrepeso (25-30) 23% 41%
Obesidad (>30) 9% 31%

®Percentila 25°-75° (intervalo intercuartilar). PA: presion arterial, *POF: peso observado al final del embarazo, PIF: peso id
embarazo= (Talla’x22+14). ¥ Ganancia de peso > mayor a lo recomendado. *U de Mann Whitney .*Chi cuadrada lineal, & Pru

Fisher
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Figura 2. Niveles de A) 8-hidroxi-desoxi-guanosina (8-OH-dG), B) Glutatiéon
peroxidasa (GSH-px), C) Productos de la degradacion de é6xido nitrico (NOXx),
en madres con y sin diabetes y sus productos. La significancia estadistica (p)
fue calculada mediante U de Mann Whitney. Barras: mediana y amplitud

intercuartilar.

p <0.001 p<0.001
_ 8000q | | I I
€
—
o
Q 6000 T -T-
o 5728 5700
9
T 4000 -
(? 3560
© 3197
2000
0
Madres Productos

D Sin diabetes
D Con diabetes

Diferencia de medias entre los
productos:

1706 (IC 95% :861-2551)

= 0.96 Desviaciones Estandar

40



N
W

© 15+
£
(o] —
S
Q.
o 101
E
= 8.2
x
& 5
3:, T 4.6
o
T 9 7
.6
0 T T T T
Madres Productos
2C
p =0.009
20 -
|
: 15-
o
S
[
Y4 10 -
(@)
Z
- 6.
5 6.2 7 5.7
4.0
0 T T T T
Madres Productos

p <0.001

p =0.009

Sin diabetes

Con diabetes

Sin diabetes

Con diabetes

41



Tabla 2. Correlaciones significativas entre marcadores de estrés oxidativo, indice

de masa corporal y edad materna

8-OH-dG producto

8-OH-dG materno
GSH-px materno
Edad materna

IMC pregestacional

0.48*
0.40*
0.33*

0.43*

GSH-px materno

GSH-px producto
Edad materna

IMC pregestacional

0.55*
0.48*

0.30**

8-OH-dG materna

Edad materna
IMC pregestacional

GSH-px-materno

0.37*
0.27**

0.4~

IMC pregestacional

Edad materna

0.37*

r :Coeficientes de correlacion de Spearman. * p < 0.01, **p < 0.05
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Fig. 3. A. Niveles de 8-OH-dG del producto en los grupos de madres
eutroficas sin diabetes, con sobrepeso/obesidad sin diabetes y con diabetes.
B. Niveles 8-OH-dG del producto entre las madres con hemoglobina
glucosilada normal sin diabetes, hemoglobina glucosilada alta sin diabetes y
diabetes. Se muestra mediana e intervalo intercuartilar.
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Tabla 3. Niveles de marcadores de genotoxicidad y de estrés oxidativo de
acuerdo al estado nutricional y presencia de diabetes en las madres.

Eutréficas sin

Sobrepeso/ Obesidad

Con Diabetes

diabetes (1) sin diabetes (2) (3) p#
n=38 n=18 n=34
8-OH-dG P (pg/ml) 3447 3939 5700* <0.001
8-OH-dG M (pg/ml) 2963 3563 5728** <0.001
NOx P (umol/L) 4.13 3.49* 5.68** 0.002
NOx M (umol/L) 5.73 7.39 6.66 0.88
GSH-px P (U/mg prot.) 3.36 2.21 4.58% 0.03
GSH-px M (u/mg prot.) 1.08 1.77 8.1** <0.001
Edad Materna (aiios) 21 23.5 32* 0.002
HbA1 (%) 5.9 6.2 5.8 0.24
IMC Pregestacional (kg/m?2) 21.47 28.2* 27.4 <0.001

Se reportan las medianas para cada grupo. # Prueba Kruskal-Wallis entre los tres grupos. Prueba U de
Mann-Whitney entre grupos 1 y 2: *p <0.01. Comparaciones entre grupos 2 y 3: **p<0.01 & p<0.05,

+p=0.06.
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Tabla 4. Modelos de regresidn lineal miltiple para describirlos niveles de 8-OH-dG en el producto.

Términos Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo
introducidos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
en el modelo R2=0.16 | R%=0.21 R2=0.18 | R%=0.18 | R2=0.15 R2=0.28 | R%=0.22 | R2=0.30 R2=0.65 | R?=0.34 | R%=0.23
¥ p<0.001 p<0.001 p=0.06 p=0.004 | p<0.001 p<0.001 p=0.07 P=0.04 p<0.001 p=0.01 p=0.22
Constante 4040 1892 1287 3818 3318 -403 -238 -3510 -33918 -13718 -451
Diabetes 1528*** 1093* 1551* 1327** 1297** 6890** 1177Ns 7525* 57640*** | 30039* 1051
IMCp 90+ 180** 84NS 181* 277*** 73
HbA1c 458NS 378Ns 514Ns 4872*** 2785* 383

Via de 465" 310
nacimiento

Edad 30" 12
IMCp x -223* -243*

Diabetes’

HbA1c x -9971*** | -4956*

Diabetes’

significativo.

Modelo 1: Diabetes

Modelo 2: Diabetes + IMCp

Modelo 3: Diabetes + IMCp+ HbA1C

Modelo 4: Diabetes + Via de nacimiento

Modelo 5: Diabetes + Edad

Modelo 6: Diabetes + IMCp + (Diabetes x IMCp)

Modelo 7: Diabetes + IMCp + HbA1c

Modelo 8: Diabetes+IMCp + HbA1c + (Diabetes x IMCp)
Modelo 9: Diabetes + IMCp+ HbA1c + (Diabetes x HbA1c)
Modelo 10: Diabetes+HbA1c+ (Diabetes x HbA1c)
Modelo 11: Diabetes+IMCp + HbA1c +Edad + Via de nacimiento

RZ coeficiente de determinacidn del modelo. IMCp: indice de masa corporal pregestacional. HbA1c: Hemoglobina glucosilada materna al momento
del parto. ™ Términos de interaccion. & Se resaltan los modelos en el que el coeficiente de “diabetes” se modifica mas del 20% respecto al del
modelo sin ajustar. Significancia estadistica (ANOVA para el modelo, t de Student para el coeficiente): *p<0.1 *p<0.05, ** p<0.01,***p<0.001, NSNo
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Tabla 5. Coeficientes de regresion lineal multiple para el término “diabetes” en los marcadores de genotoxicidad y estrés
oxidativo en la madre y el producto.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7
Variable dependiente W B R? B R2 B R? B R? B R? B R? B R?
8-OH-dG Madre 1650+ 0.19 | 1503* 02 | 1716* 0.2 1714 0.19 | 1360* 0.22 | 4780 0.22 | 1590 0.21
NOx Producto 7.40%* 0.17 | 8.30* 0.18 | 7.46* 0.17 | 7.47 0.17 | 6.86* 0.17 | 0.33"¢ 0.18 | 8.37 0.18
NOx Madre 0.98"° 0.01 | 1.48"° 0.01 | 1.29" 0.04 0.37" 003 | 1.2 0.43 | -10.8"° 0.04 | 1.96" 0.05
GSHpx Producto 4.45% 0.13 | 3.73" 0.15 | 4.41* 0.133 | 3.73* 0.16 | 4 .42* 0.13 | -12.3% 0.2 3.69" 0.15
GSHpx Madre 6.3** 0.42 | 6.2+ 0.42 | 6.3 0.42 |62 0.42 | 5.6 0.44 | 6.0™ 0.42 | 6.26* 0 .42

Se especifican 7 modelos de regresion lineal multiple para describir los niveles de los marcadores 8-OH-dG maternos, NOx del producto y de la
madre y GSHpx del producto y de la madre. Sdlo se reportan los coeficientes del término “diabetes” en cada uno de los 35 modelos.
B=Coeficientes de regresion para el término “diabetes”. R2: coeficiente de determinacion del modelo. IMCp: indice de masa corporal
pregestacional. HbA1c: Hemoglobina glucosilada materna al momento del parto.® Se resaltan los modelos en el que el coeficiente de “diabetes”
se modifica mas del 20% respecto al del modelo sin ajustar. *p<0.1 *p<0.05, ** p<0.01,***p<0.001, NSNo significativo

Modelo 1:
Modelo 2:
Modelo 3:
Modelo 4:
Modelo 5:
Modelo 6:
Modelo 7:

Diabetes
Diabetes
Diabetes
Diabetes
Diabetes
Diabetes
Diabetes

+ IMCp

+ IMCp+ HbA1C

+ Via de nacimiento
+ Edad

+ IMCp + (Diabetes x IMCp)

+ IMCp + HbA1c
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Figura 4. Regresion lineal simple entre el IMC pregestacional (4A) y la HbA1c
(4B) y los niveles de 8-OH-dG en corddén umbilical de acuerdo a la presencia o no

de diabetes.
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b= coeficiente de regresion (pendiente), r?= coeficiente de determinacion, ro= coeficiente
de correlacion de Pearson, p= significancia del coeficiente de regresion.
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12. ANEXOS

Pagina 1/2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN

EL PROTOCOLO “Genotoxicidad por estrés oxidativo en recién nacidos de madres
con diabetes y obesidad en el embarazo: estudio comparativo transversal”.

Grupo 1

La diabetes es una enfermedad muy frecuente en mujeres embarazadas. Se ha
observado que los hijos de estas mujeres tienen predisposicién a desarrollar obesidad y
enfermedades del corazén y de las arterias en su vida adulta; sin embargo, todavia no se
sabe con precision como ni por qué.

Es por esto que la estamos invitando a participar en un protocolo de investigacion que
tiene como fin estudiar este fendmeno. La seleccionamos porque usted ha cursado con
diabetes durante su embarazo y, como usted, participaran otras 49 mujeres con esta
condicion.

Si decide participar, le solicitaremos que nos permita guardar 15 ml (tres cucharadas
aproximadamente) de su sangre que extraeremos mediante la puncién de una vena y 10
ml de sangre que tomaremos del cordén umbilical de su hijo(a) después de que se lo
hayan cortado. Las molestias que usted puede experimentar son dolor en el sitio de
puncién y posiblemente un moretén. Su hijo no sufrird ninguna molestia ni riesgo. En la
sangre de usted y en la de su hijo mediremos unas sustancias necesarias para nuestra
investigacion. A usted le mediremos ademas hemoglobina glucosilada que nos servira
para conocer como ha estado su glucosa en los ultimos tres meses.

Ni usted ni su hijo tendran ningun beneficio directo por su participacion. Los resultados de
este estudio nos ayudaran a comprender mejor por qué los hijos de madres con diabetes
tienen predisposicion a desarrollar enfermedades cardiovasculares y quiza a que en un
futuro puedan encontrarse mejores formas de prevenirlas.

Usted es libre de no participar en el estudio; y si este es el caso, ni usted ni su hijo(a)
dejaran de recibir la atencion que se les debe brindar.

Tanto sus datos como los de su hijo(a) seran confidenciales y sus nombres no se haran
publicos ni se les proporcionaran los resultados a personas ajenas al equipo de
investigacion

Si usted tiene alguna pregunta acerca de este protocolo de investigacion, puede
comunicarse con la Dra. Maria Fernanda Castilla Pedn. Tel: 55 28 78 41 23 Direccion:
Hospital Infanti de México Federico Gémez, Dr. Marquez, 162, Col. Doctores,
Cuauhtémoc, México, D.F.
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“Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio. Ademas, he leido (o
alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que
aqui se describe”.

Nombre de la participante: Firma:

Fecha: Teléfono:

Direccion:

Codnyuge/concubinario: Firma: -
Fecha: Teléfono:

Direccion:

Testigo: Firma:

Teléfono: Relacion:

Direccion:

Testigo: Firma:

Teléfono: Relacion:

Direccion:

Nombre de quien solicitoé el consentimiento:

Fecha: Teléfono

Direcciom: Firma.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROTOCOLO “Genotoxicidad por estrés oxidativo en recién nacidos de madres con
diabetes y obesidad en el embarazo: estudio comparativo transversal”.

Grupo 2

La diabetes es una enfermedad muy frecuente en mujeres embarazadas. Se ha
observado que los hijos de estas mujeres tienen predisposicién a desarrollar obesidad y
enfermedades del corazén y de las arterias en su vida adulta; sin embargo, todavia no se
sabe con precision cémo ni por qué.

Es por esto que la estamos invitando a participar en un protocolo de investigacion que
tiene como fin estudiar este fendmeno. Usted NO tiene diabetes, pero la seleccionamos
para comparar sus resultados con los de las mujeres con diabetes. Como a usted,
seleccionaremos a otras 49 mujeres.

Si decide participar, le solicitaremos que nos permita guardar 15 ml (tres cucharadas
aproximadamente) de su sangre que extraeremos mediante la puncién de una vena y 10
ml de sangre que tomaremos del corddén umbilical de su hijo(a) después de que se lo
hayan cortado. Las molestias que usted puede experimentar son dolor en el sitio de
puncién y posiblemente un moretén. Su hijo no sufrira ninguna molestia ni riesgo. En la
sangre de usted y en la de su hijo mediremos unas sustancias necesarias para nuestra
investigacion. A usted le mediremos ademas hemoglobina glucosilada que nos servira
para conocer como ha estado su glucosa en los ultimos tres meses.

Ni usted ni su hijo tendran ningun beneficio directo por su participacion. Los resultados de
este estudio nos ayudaran a comprender mejor por qué los hijos de madres con diabetes
tienen predisposicion a desarrollar enfermedades cardiovasculares y quiza a que en un
futuro puedan encontrarse mejores formas de prevenirlas.

Usted es libre de no participar en el estudio; y si este es el caso, ni usted ni su hijo(a)
dejaran de recibir la atencion que se les debe brindar.

Tanto sus datos como los de su hijo(a) seran confidenciales y sus nombres no se haran
publicos ni se les proporcionaran los resultados a personas ajenas al equipo de
investigacion.

Si usted tiene alguna pregunta acerca de este protocolo de investigacion, puede
comunicarse con la Dra. Maria Fernanda Castilla Pedn. Tel: 55 28 78 41 23 Direccion:
Hospital Infanti de Meéxico Federico Goémez, Dr. Marquez, 162, Col. Doctores,
Cuauhtémoc, México, D.F.
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“Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio. Ademas, he leido (o
alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que
aqui se describe”.

Nombre de la participante: Firma:

Fecha: Teléfono:

Direccion:

Conyuge/concubinario: Firma:
Fecha: Teléfono:

Direccion:

Testigo: Firma:

Teléfono: Relacion:

Direccion:

Testigo: Firma:

Teléfono: Relacion:

Direccion:

Nombre de quien solicitod el consentimiento:

Fecha: Teléfono:

Direccion: Firma:
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ANEXO 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

México DF ,

Nombres

Fecha (dia / mes / aio): /

Apellido Paterno

Apellido Materno

No. Teléfono
Domicilio (Calle y No. Colonia,
Ciudad, Caodigo postal)
No. Expediente
Datos demograficos
Edad (afios cumplidos) Lugar de Residencia Ocupacion
Fecha de Nacimiento (dia / mes / afo) [ 1 1). Urbana [ 1 1). Agricultura
/ / [ 1 2).Rural [ 1 2) Obrera
/ / [ 1 2). Empleada
Estado civil [ 1 3). Negocio propio
Nacionalidad [ 1 1). Soltera [ 1 4). Hogar
[ 1 1). Mexicana [ 1 2). Casada [ 1 5). Estudiante
[ 12).0Otra [ 1 3). Viuda [ 1 6). JubiladaPens
[ 1 4). Divorciada [ 1 7). Desempleada
Lugar de Nacimiento [ 1 5). Union libre [ 1 8). Otro(s)
Especifique

[ 1 1). Urbana
[ 1T 2).Rural
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Socioecondmicos

Escolaridad
1). Analfabeta
1). Lee y escribe

In
[
[
2). Primaria completa [
[
[

reso

3). Secundaria completa
4). Preparatoria completa
5). Técnica

6). Profesional

7). Posgraduado

9
]
]
]
]
]

—_——— — ————
—_— e e e e d e

Mensual Familiar

1). Menor de 1000
2). de 1001 a 5000
3). de 5001 a 10000
4). de 10001 a 15000
5). mayor de 15001

Actividad fisica

—_—r————

] 1). Ninguna (Sedentario)
] 2). Muy baja

] 3). Baja media

] 4). Media

] 5). Media alta

] 6). Alta

Antecedentes heredofamiliares

Sus padres han padecido de

[ 1T 1). Enfermedades cardiacas 0=No [ 1Si[ 1No
[ 1 2). Hipertension arterial 1=Unode |[ ]1Si[ ]No
[ 1 3). Diabetes mellitus los padres [ 1Si[ ]INo
[ 1 4). Enfermedades pulmonares 2=Ambos [[ ]Si [ ]No
[ 1 5). Enfermedades renales padres [ 1Si[ ]1No
[ 1 6). Tumores o cancer [ 1Si[ ]1No
[ 1 7). Enfermedades Mentales [ 1Si[ ]1No
[ 1 8). Enfermedades neniosas [ 1Si [ INo

Sus hermanas (os) han padecido de

1). Enfermedades cardiacas
2). Hipertension arterial

3). Diabetes mellitus

4). Enfermedades pulmonares
5). Enfermedades renales

6). Tumores o cancer

7). Enfermedades Mentales
8). Enfermedades nenviosas

Antecedentes personales

Enfermedades activas durante el embarazo no

relacionadas a

Tabaquismo

[ 11).Si.[ 12). No
[ 13). Pasivo

[ 14). Dejé de fumar

/ /

dia mes afio

Edad de inicio

Afos fumando

éste

Fecha de diagnostico

[ 1Si [ ]1No H1).Rifion

[ 1Si[ ]1No 2). Corazén

[ 1Si [ ]No 3). Vascular

[ 1Si [ ]No 4). Pulmonar

[ 1Si [ ]1No 5). Gastrointestinal/Higado
[ 1Si[ ]1No 6). Tumores o Cancer

[ 1Si [ ]1No 7). Neurologicas

[ 1Si [ ]No 8). Mentales

[ 1Si [ ]1No 9). Reumatolégicas

[ 1Si [ ]1No 10)Cirugias

[ 1Si [ ]1No 11). Hipercolesterolemia
[ 1Si [ ]No 12) Hipertrigliceridemia
[ 1Si [ INo 12) Otras (especificar)
Especificar:

Cigarros / dia

alils

Alcohol
[ 11).Si[ 12). No

No. de copas o cerwezas /
semana

-

Trasfusiones
Fecha de la ultima:
[ 11).Si] 12).No [ ]3). Nosabe

/ /

dia mes afio




Medicamentos 6 suplementos alimenticios (vitaminas o minerales) administrados el ultimo
mes (Dosis, y meses desde el inicio de la administracién)

Medicamento Dosis Tiempo desde el inicio de la
administracion
GinecoObstetricos
No. Embarazos Enfermedades relacionadas con el
EI:I embarazo
No. | Aborto | Obito | Pretér | Término | Peso [ 11. Amenaza de aborto
mino [ ]2. Amenaza de parto pre término
1° [ 13.Ruptura prematura de membranas
2° [ ]4.Hipertensién asociada al embarazo
3° [ 15.Infeccién vaginal o de vias urinarias
4° [ ]6.0tra
50
6° Parto
70
8° Ruptura de membranas
Fecha ultima menstruacion [ 1No [ ]Si Duracion:
Fecha inicio control prenatal . )
Tiempo trabajo de parto: _
Resultado Fecha
Cesarea:
o | Glu0 mg/d| / [ INo [ ]Urgencia [ ] lterativa
(@)
| Glu.120” mg/dI /
© Anestesia
Glu. 1°trim mg/dl /
Glu 2° tim mg/d ] ] [ INo [ ]Regional [ ] General
HbA1C % /
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Exploracion fisica

Signos vitales Antropometria Recién Nacido
Temperatura Estatura (cm) Diabetes Mellitus:
axilar (°C) | | | | I:I:I:I Si No NS
Padre [ 1017101

Frecuencia Peso al inicio del I:I:I:I AbueloMaterno [ 1 [ 1 [ 1]
cardiaca I:I:I:l embarazo (kg) AbuelaMaterna [ ] [ 1 [ 1
(lat/min) AbueloPaterno [ 1 [ 1 [ 1]

Peso al final del |:|:|:| AbuelaPaterna [ 1 [ 1 [ 1]
Frec. embarazo (kg)
respiratoria I:I:I:I
(Resp/min)

I:I:I:I Porcentaje de Sexo: M[ ] F[ ]

TA Sistdlica grasa | | | ’ |
(mmHg) Edad gestacional (semanas)

Porcentaje de | | | | |
TA Diastdlica I:I:I:I agua | | | ’ |
(mmHg)
Acantosis Nig. :Si [ ] No[ ]
Reanimaciénneonatal: Estado de Salud de Recién Nacido
[ 11.Rutina Apgar 1 min 5 min
[ 1 2. Ventilacion Presion Positiva | | |/ | | |
[ ]3. Compresiones Toracicas

Sano Si[ ] No[ ] Nosesabe[ ]

Peso (9) |

Ingresa a UCIN:
| | [ ] No

Talla (cm)

] Si, para vigilancia o estudio

[ |

Perimetro cefélico (cm)

] Si por estado de salud*

[ | !

Perimetro toraxico (cm)

Perimetro abdominal (cm)

*Especificar diagnoéstico(s):

Segmento inferior (cm)

Glucosa sérica materna (mg/dL)

HbA1c materna( %)
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DETERMINACACION BIOQUIMICA DE ESTRES OXIDATIVO (Para ser llenado en el laboratorio)

MADRE
EOx

AGEs UAF
MDA uM

NOxuM

AOx

Vit C mg/dL
Ac. Urico mg/dL
SOD UIL

Catalasa UI/L

8-OH-dG

RECIEN NACIDO
EOx

AGEs UAF
MDA uM

NOxuM

AOx

Vit C mg/dL
Ac. Urico mg/dL
SOD UIL

Catalasa UI/L

8-OH-dG
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