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RESUMEN

ANTECEDENTES: Distintos estudios han identificado el ambiente intrauterino como
factor regulador en los perfiles de metilaciéon en el ADN del recién nacido (RN). En
poblacion mexicana, se ha identificado el gen SLC16A11 como un factor que aumenta
el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (DT2). No existe a la fecha ningun
reporte sobre la expresion y regulacion de SLC16A11 en diabetes gestacional, por lo
gue es relevante identificar desde las etapas tempranas del desarrollo humano, las
modificaciones epigenéticas debidas al estado de hiperglucemia materna. OBJETIVO:
Determinar el estado de metilacién del gen SLC16A11, en células de sangre de cordén
umbilical de recién nacido hijo de madre con y sin DG. MATERIAL Y METODOS: Se
invitd a participar a pacientes embarazadas sometidas a cesarea sin y con DG en el
Hospital de Gineco-obstetricia #4 del IMSS. Se extrajo DNA de células de sangre de
madres con y sin DG, asi como células de sangre de cordon umbilical de los recién
nacidos. Se realizé determinacion con PCR punto final. Las variables fueron analizadas
con la prueba t de student con el programa SPSS. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de p < 0.05. RESULTADOS Se encontré metilacion en uno de
los 68 binomios analizados, perteneciente al grupo control. La somatometria de los
recién nacidos no mostro diferencias entre el grupo sin DG vs con DG. Se encontré
diferencia en colesterol total 171.38+76.58mg/dl vs. 217.3+47.71mg/dl (p=0.022), ALT
10.68+6.55Ul/l vs. 17.58+12.96Ul/lI (p=0.037) y hemoglobina glucosilada 4.94+0.83%
vS. 5.44+0.56% p=0.027. DISCUSION La metilacién del gen SLC16A11 es menor a lo
reportado en la poblacion general, por lo que podria considerarse haplotipos de riesgo
especificos que podrian estudiarse dirigidamente en las pacientes con DG. El binomio
gue presentd metilacion del gen objeto de estudio cuenta con factores de riesgo
maternos que pudieran modificar la expresion del gen y por lo tanto su hijo, al nacer, se
encontré con peso en percentiles superiores. CONCLUSION. Se demostré ausencia de
metilacion del gen SLC16A11 en el 99% de las pacientes, encontrandose sélo en uno
de los binomios pertenecientes al grupo sin diabetes. No se encontré diferencia en la
somatometria corporal de los recién nacidos hijos de madre con y sin diabetes
gestacional. Se observé diferencia en las concentraciones de colesterol total, en los

grupos de pacientes con y sin diabetes gestacional.

Pagina 5



Estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del cordon umbilical del recién nacido hijo de madre con y sin diabetes gestacional.
Reporte preliminar.

INTRODUCCION

l. Panorama de la Diabetes Mellitus tipo 2 en México.

México es considerada la nacidbn con mayor sobrepeso y obesidad tanto en nifios como
en adultos de acuerdo a la Encuesta Nacional de Nutricion, siendo la prevalencia en
poblacion adulta del 71.28%%2. Se estima que cerca del 20-25% de la poblacién infantil
de América Latina padecen de sobrepeso u obesidad®. En México, estas entidades han
alcanzado proporciones cercanas a una epidemia, siendo la prevalencia en poblacion
infantil de casi el 35%?. Estas condiciones se asocian con diferentes entidades clinicas
como apnea del suefo, hipercolesterolemia, intolerancia a carbohidratos, resistencia a
la insulina, anormalidades en la menstruacion y principalmente enfermedades cardio-

metabdlicas como la diabetes mellitus®.

La diabetes tipo 2 (DT2) involucra un grupo heterogéneo de desordenes, los cuales
presentan presentacion clinica y progresion variables, caracterizados por hiperglucemia
e intolerancia a carbohidratos. En poblacion americana las la prevalencia de DT2 es
cercana al doble en individuos mexicanos o latinoamericanos. En el 2010 se reporta
una prevalencia de diabetes del 14.4%, que estimaria cerca de 7.3 millones de casos a
nivel nacional, representando un problema alarmante de salud®. Diferentes estudios
han realizado calculos para la proyeccion en la prevalencia de DT2 en México,
sugiriendo que esta podria llegar a ser hasta el 17.6% para el 2030 y hasta del 22.5%
para el 20509, colocandonos en el lugar 16° de los paises con mayor prevalencia de
DM’.

. Diabetes Gestacional

Se considera que el embarazo es un estado caracterizado por cambios fisiol6gicos
necesarios para un adecuado desarrollo y crecimiento fetal. Durante este proceso se
exponen anormalidades metabdlicas y/o vasculares secundarias a las adaptaciones

fisiologicas®.
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Una de las anormalidades metabdlicas mas comunes es la Diabetes Mellitus
gestacional (DMG), la cual se define como cierto grado de intolerancia a la glucosa
gue es identificada por primera vez durante el embarazo, (se desarrolla durante el

segundo y comienzos del tercer trimestre de gestacion).

La epidemia ya comentada de obesidad y diabetes ha llevado a un aumento de
pacientes con Diabetes tipo 2 no diagnosticada en mujeres en edad fértil, con un

aumento de la incidencia de DT2 en mujeres embarazadas.

De acuerdo a ADA 2018 el diagnéstico se realiza en la semana 24 a 28 de gestacién
con una carga de 75g de Glucosa via oral, los requisitos y mecanismos para Su

interpretacion se detallan en la Tabla 1.

La prueba se realiza por la mafiana Glucosa en ayuno mayor o igual a

con un ayuno minimo de 8 horas 'y 92mg/dL

se toma como positivo en | Glucosaa 1 hora mayor o igual a 180mg/dLI
presencia de uno de los siguientes Glucosa a las 2 horas mayor o igual a 153mg/dL

criterios:
Tabla 1. Diagnostico de Diabetes Gestacional ADA 2018

La intolerancia a los carbohidratos es secundaria a los efectos de las hormonas
diabetogénicas provenientes de la placenta condicionando hiperglicemias
postprandiales y resistencia la insulina®. La DMG se ha asociado con desenlaces
adversos para la madre y el recién nacido (RN), dentro de los que predominan el
termino del embarazo por cesarea, macrosomia, muerte fetal y parto pretermino°. En

la Tabla 2 se desglosan algunas alteraciones en estos recién nacidos.

Localizaciéon Malformaciones

Sistema nervioso central | Defectos de tubo neural, holoproscencefalia, ausencia del cuerpo
calloso, microcefalia, macrocefalia, hidrocefalia

Cardiovascular Transposicién de grandes arterias, defecto septal ventricular o
auricular, TF, coartacion abrtica, arteria umbilical Unica,
hipoplasia del corazén izquierdo, cardiomegalia

Gastrointestinal Estenosis pilérica, atresia duodenal, microcolon, malformacion
anorrectal, Hernias

Musculo-esquelético Craneosinostosis, anomalias costovertebrales, polisindactilia

Otras Situs inversus, coloboma, hernia diafragmética, atresia de coanas

Tabla 2. Alteraciones encontradas en el recién nacido hijo de madre con diabetes gestacional.
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El exponer al feto a condiciones intrauterinas suboptimas se ha identificado como un
factor de riesgo para el desarrollo de patologias en la vida futura del RN. La “Hipotesis
de Barker’ o “Hipotesis de los origenes en el desarrollo de la enfermedad adulta”,
sugiere que estimulos adversos durante el desarrollo, que ocurren en periodos
sensibles o criticos, conllevan a cambios fisiol6gicos y/o biolégicos permanentes en la
vida, a esto se le conoce como programacion fetal''2, Se ha visto que alteraciones en
la nutricion durante la vida intrauterina y durante los primeros meses de desarrollo se
relacionan fuertemente con alteraciones en la secrecion de insulina, deficiencia de

células beta pancredticas y predisposicion para el desarrollo de DT2 en la vida adulta®®.

La exposicion fetal intrauterina a la diabetes se relaciona con un riesgo aumentado
para desarrollar intolerancia a la glucosa y una respuesta secretora de insulina
defectuosa, independiente de la predisposicién genética para DT2!4. Recientemente se
demostro que tanto en la madre como en el recién nacido el grado de control glucémico
afecta los niveles de proinsulina dependiendo del tipo de diabetes y la edad

gestacional®®.

Fisiologicamente, la glucosa materna atraviesa la barrera feto placentaria,
desarrollandose un estado de hiperinsulinemia fetal secundario a un aporte excesivo de
glucosa. Tanto la hiperglucemia como la hiperinsulinemia pueden condicionar un
crecimiento anormal del feto representado como productos macrosémicos 0 con
retardo en el crecimiento, dependiendo del grado de hiperglucemia al cual se hayan
expuesto. Asi también se han relacionado alteraciones en la organogénesis y
angiogénesis. Los hijos de madres que cursaron con algun tipo de diabetes, ademas de
un incremento en la morbimortalidad perinatal, presentan mayor riesgo para el
desarrollo de enfermedades crénicas en la vida adulta como la obesidad y diabetes,
gue son las principales consecuencias de la exposicion hiperglucémica intrauterina, y
por tanto aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer'®!’, Estos
cambios y alteraciones pueden ser resultado de una programaciéon mediada por
anormalidades metabdlicas y hormonales, donde la exposicion intrauterina a un
ambiente diabético, puede resultar en una “programaciéon metabdlica fetal”, sugiriendo

un modelo de transmisiéon epigenética de DT2 18,
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Il Modelo epigenético:

La secuencia primaria del genoma es la base para entender como se lee el programa
genético, sin embargo, existe una capa de informacién adicional, epigenética, que
permite entender cémo se manifiesta en las fases del desarrollo, tejidos y

enfermedades.

Por tanto, la epigenética se encarga de estudiar los cambios heredables en el ADN
gue afectan la expresién génica y el fenotipo, pero que no implican cambios en la

secuencia de nucledétidos.

La informacién epigenética se almacena mediante modificaciones quimicas en la
secuencia de nucleotidos o en las proteinas que empaquetan el genoma, secuencias
de ARN no codificantes y factores de transcripcion regulatorios. Es el proceso
epigenético el que afecta de manera estable la expresion génica mediante mecanismos

gue no implican alterar la secuencia primaria de nucleotidos.

La cromatina presenta una gran plasticidad debido a modificaciones que se producen
en las histonas y el ADN. Estos cambios pueden transmitirse durante una o mas
generaciones. Los principales cambios epigenéticos que se dan en los mamiferos son

la metilacion de citosinas y la modificacion de histonas®®.

La metilacion del ADN evita la unién de factores de transcripcion mediante
impedimento estérico, provocando silenciamiento genético, consiste en la unidon no
covalente de un grupo metilo a una citosina en la posicion 5 para formar 5-metil-
citosina (5mC). La S-Adenosil-Metionina es quien dona el grupo metilo en los
mamiferos. Este proceso es mediado por la actividad de las enzimas ADN
Metiltransferasas (DNMT)?°. Estas se pueden clasificar en DMNT de mantenimiento,
como la DMNTL, las cual copia el patrén de metilacién entre generaciones de células
durante su replicacion, o las DMNT “de Novo”, como las DMNT3a o DMNT3b, que son

responsables de nuevos sitios de metilacion en el ADN?,

La distribucion de la metilacion es aparentemente irregular en el genoma de los
mamiferos. Mientras la mayoria de los dinucleétidos citosina-fosfatidil-guanina (CpG)

estan metilados, aquellas areas densamente agrupadas de CpG, conocidas como “islas
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CpG” (CGls), regularmente carecen de metilacion. Las CGIs se encuentran
principalmente asociadas en los promotores, los primeros exones y también hacia los
extremos 3'?2. Cambios en el nivel de metilaciéon de los sitios CpG ubicados en

promotores, pueden llevar al silenciamiento o activacion de un gen?3.

V. Epigenéticay su papel en el desarrollo de Diabetes Mellitus

La metilacion del ADN es esencial en el desarrollo fetal temprano, sin embargo las
caracteristicas del medio al que se encuentra expuesto se relaciona con diferentes
patrones de metilacion en el ADN. El epigenoma, considerado como las modificaciones
en los patrones de ADN y en la cromatina, es altamente susceptible a una metilacion
aberrante debido a la alta tasa de sintesis de ADN y de patrones de metilacion de ADN
normales en el desarrollo de nuevo tejido?. Este tiene la caracteristica de tener una
amplia plasticidad, misma que responde a factores intrinsecos y a factores
ambientales. Ante esta evidencia, la epigenética es un mecanismo por el cual el
ambiente intrauterino durante la gestacion se relaciona con la susceptibilidad del recién

nacido ante el desarrollo de diferentes patologias durante su vida futura?®.

Por otro lado, ha sido demostrada in vitro una asociacion entre los niveles altos de
glucosa e insulina, y la actividad de la maquinaria bioquimica de programacion
epigenética, que puede alterar el balance de metilacion celular?®. Se han identificado
variaciones en los patrones de metilacion en tejidos de hijos de madres con obesidad
y/o DMG?’. Dentro de estas regiones metiladas diferenciales (DMR), se ha establecido
una asociacion entre los patrones de metilacion de las DMR en IGF2/H19 y la
presencia de macrosomia en relaciéon a los niveles de hiperglucemia intrauterina®®. En
relacion a la exposicion de DMG intrauterina, se han identificado variaciones en los
patrones de metilacion de diversos genes asociados a condiciones cardiometabdlicas
como enfermedad hipertensiva, niveles altos de insulina, hipercolesterolemia y
aterosclerosis, también puntajes altos de score z del indice de masa corporal (IMC) y
mayor circunferencia abdominal, asi como niveles altos de leptina y VCAM-1 en los
grupos expuestos. Niveles altos de VCAM-1 se han relacionado con la metilacion
diferencial de PYGO1 y CLN8%.
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Evidencia adicional de que los factores epigenéticos pueden tener un papel en el
desarrollo del ambiente nutricional del embarazo lo apoya un estudio en genes que
codifican los transportadores de glucosa de alta afinidad (GLUT1 y GLUT3) en la
placenta, mostrando una relacién entre la metilaciéon del ADN y la expresion de estos
genes, lo cual pudiera tener un impacto en el flujo de glucosa en la circulacion materno
fetal3

Esto propone una relacién entre la exposicién a un ambiente diabético intrauterino y la
variacion de los perfiles de metilacién de ADN como factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades cardiometabdlicas en la vida infantil y/o adulta a través de una

programacion fetal del desarrollo y del metabolismo3!.

Recientemente el consorcio de la Iniciativa Slim en Medicina Genomica para las
Américas (SIGMA) para diabetes tipo 2, caracterizo las bases genéticas para la DT2 en
la poblacion mexicana y latina, Se analizaron 9.2 millones de polimorfismos de
nucleotidos en 8214 mexicanos y latinos 3848 con DM2 y 4366 controles, reportando
una nueva y muy fuerte asociacion entre el cromosoma 17p13.1, el cual abarca los
genes SLC16A11 y SLC16A13 (miembros de la familia de transportadores del acido
mono carboxilico), y un riesgo aumentado para el desarrollo de DT2. Se identificaron 4
polimorfismos de nucledtido simple (SNP) y una mutacién silenciosa. Aquellos
individuos que portan con este haplotipo fueron identificados por desarrollar DT2 mas
tempranamente y con menor IMC en comparacién con los no portadores, con una
razon de momios (RM) de 1.20(1.0-1.31). También se encontré6 una relacién entre
SLC16A11 y diferencias en el metabolismo lipidico, sugiriendo una asociacion entre
este gen y el metabolismo hepatico®”. Con la finalidad de evaluar si otras variantes
genéticas comunes asociadas a DT2 y obesidad (TCF7L2, KCNQ1, MTNR1B, CENTD2
incluyendo el gen SLC16Al1l1) se asocian con el riesgo de presentar diabetes
gestacional en nuestra poblacion; encontrando diferencias genéticas en las variantes
estudiadas, excepto en las del gen SLC16A113, lo cual sugiere que los factores de

riesgo ambiental tienen un rol importante en el desarrollo de diabetes gestacional.
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Cada alelo de riesgo para DT2 incrementa el riesgo de enfermedad un 20-25% vy el

locus aparentemente podria explicar el 20% del incremento en la prevalencia de la DT2
en México (Williams 2014).

Los transportadores de monocarboxilato estdn definidos por dos grandes secuencias

conservadas; pese a las similitudes estructurales, los miembros de la familia SLC16

mediante el transporte de diferentes sustratos utilizando dos mecanismos diferentes:
(Tabla 3)

Categoria I: Los miembros SLC16 de la primera clase, transporta acidos
monocarboxilicos simples como lactato, piruvato y cuerpos cetonicos mediante
un mecanismo acoplado a protones. Todos ellos interactian con la Basigina
(BSG) y la EMbigina (EMB), dos proteinas chaperonasimportantes para la
localizacion a los receptores de membrana.

Categoria Il: Los miembros SLC16 de la segunda clase, utilizan un mecanismo
acoplado a proteinas que transportan monocarboxilatos largos e hidrofobicos
como la triyodotironina y tiroxina (T3 y T4 respectivamente), a traves de difusion
facilitada (Halestrap 2013)

No categorizadas: Existe una subcategoria que incluye a todos aquellos SLC
los cuales no se ha definido exactamente su mecanismo de accién, algunos
presentan mecanismos mas similares con alguna de las categorias antes
mencionadas, como el SLC16A9 que se ha visto que participa en el transporte
de carnitina mediante un mecanismo independiente al transporte de protones,
Dentro de esta familia se encuentra el SLC16A11 que se expresa en algunos
tejidos como tiroides, higado y glandulas salivales, el rol en estos tejidos no ha
sido determinado. La disrupcion de SLC16A11 en los hepatocitos humanos se
han asociado con cambios en el metabolismo de acidos grasos en pacientes con
DT2.
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Categoria Miembros de la familia Sustratos primarios Mecanismo
SLC16A1 SLC16A3 Piruvato, lactato, Acoplado a H+
I SLC16A7 cuerpos cetonicos Chaperonas BSG
SLC16A8 Lactato EMB
SLC16A2 Hormonas T3y T4
Il SLC16A10 Am|no(:;1c.;|dos Difusion facilitada
aromaticos
SLC6A6 B Hidroxibutirato ??
NG nglgAQ = Carnitina No acoplado a H+
. LC16A4 SLC16A5
categorizadas | o\ 16A11, SLC16A12, 27 27
SLC16A13, SLC16A14

Tabla 3. Categorizacion de los miembros de la familia SLC16 de acuerdo a sustratos y mecanismo de
accion (Adaptado de Halestrap 2013).

Por lo anterior, es de nuestro interés evaluar el estado de metilacion del gen SLC16A11
desde las etapas tempranas del desarrollo humano, debido al estado de hiperglucemia
materna, en células de sangre de cordon umbilical de recién nacido hijo de madre con y

sin diabetes gestacional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los habitos de alimentacién en nuestra poblacion han cambiado. El sobrepeso y la
obesidad condicionan a modificaciones en la estructura de genes, debido a la adicién
en el carbono 5’ del anillo pirimidinico de la citosina, que participan en el metabolismo
de los carbohidratos, alterando su expresion en el espacio y tiempo y favoreciendo el
desarrollo de diabetes tipo 2. EI aumento en la prevalencia de la obesidad y diabetes
en nifios y adultos en nuestro pais nos obliga a identificar las alteraciones genéticas y
no genéticas que ocurren en el genoma y aplicar estas técnicas en el desarrollo de

estrategias de prevencion y tratamiento farmacolégico, para revertir las alteraciones.

El enfoque actual para la identificacion de factores de riesgo genético de las
poblaciones, en el desarrollo de las enfermedades complejas como la DT2, han sido los
polimorfismos de un solo nucleotido, que han identificado variantes en algunos genes
con riesgos en las diferentes poblaciones para el desarrollo de diabetes. Dentro de los
factores de riesgo no genético, las modificaciones epigenéticas y particularmente la
metilacion en las regiones promotoras de los genes, puede ser la via mediante la cual

las células responden a los estimulos ambientales.

La comparacion del estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del
cordén umbilical entre el hijo de madre con diabetes gestacional y el hijo de madre sin
diabetes durante el embarazo, es un buen modelo de estudio que nos permitira
identificar las modificaciones epigenéticas, mas tempranas, debidas al estado de

hiperglucemia materna.

Derivado de lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢Es diferente el estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del
cordén umbilical del recién nacido hijo de madre con diabetes gestacional comparado

con el hijo de madre sin diabetes?
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JUSTIFICACION

La prevalencia de diabetes registra un aumento en todo el mundo. El recién nacido hijo
de madres con diabetes gestacional adquiere mayor riesgo a desarrollar enfermedades
cardiometabdlicas en la vida adulta. Se ha visto una fuerte relacion entre la presencia
de 4 SNP presentes en SLC16A11 y un riesgo aumentado en el desarrollo de DT2 en
la poblacion mexicana, por lo que es importante identificar si existen modificaciones
epigenéticas, desde las etapas tempranas del desarrollo humano, debido al estado de

hiperglucemia materna.

El estudio de los perfiles de metilacion en el genoma, se ha abordado poco en nuestro
pais. Es importante conocer como y en qué momento se da la regulacion de la
expresion génica, a través de mecanismos no geneéticos, de las vias metabolicas, para

entender la fisiopatologia de dichas enfermedades

La trascendencia del presente estudio radica en que a la fecha no existen estudios que
comparen el estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del cordén
umbilical entre el hijo de madre con diabetes gestacional y el hijo de madre sin diabetes
durante el embarazo, siendo este un buen modelo de estudio que nos permitira
identificar las modificaciones epigenéticas, mas tempranas, debidas al estado de

hiperglucemia materna.
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HIPOTESIS

1. El estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del corddn
umbilical es diferente en el recién nacido hijo de madre con diabetes gestacional
comparado con el hijo de madre sin diabetes gestacional.

2. El recién nacido hijo de madre con diabetes gestacional presentara un mayor peso,
talla y perimetro cefalico comparado con el recién nacido hijo de madre sin diabetes
gestacional

3. Las madres con diabetes gestacional que no presenten metilacion del gen
SLC16A11, presentaran mayor incidencia de dislipidemias y alteraciones

bioquimicas respecto a aquellas que no presenten metilacion del gen.

OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar el estado de metilacion del gen SLC16A11, en células
de sangre de cordon umbilical de recién nacido hijo de madre con y sin diabetes

gestacional.

Objetivos especificos

1. Comparar el estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del
cordén umbilical de recién nacido hijo de madre con diabetes gestacional vs células de
sangre del cordén umbilical de recién nacido hijo de madres sin diabetes.

2. ldentificar el estado de metilacion del gen SLC16A11 en células del cordon umbilical
del recién nacido y las medidas antropométricas al nacimiento (peso y longitud y
perimetro cefalico) en células de sangre del cordon umbilical de recién nacido hijo de
madre con diabetes gestacional vs células de sangre del cordon umbilical de recién
nacido hijo de madres sin diabetes entre los grupos de estudio.

3. ldentificar la diferencia entre el estado de metilacion del gen SLC16A11 en células
del cordon umbilical del recién nacido y los parametros bioquimicos metabdlicos
(glucosa, creatinina, acido Urico, transaminasas, perfil de lipidos y hemoglobina

glucosilada) entre los grupos de estudio.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

Disefio del estudio:

o Transversal
o Analitico

o Prospectivo
o Observacional

- Tipo de estudio: Casos y controles

- Previa aceptacion y firma del consentimiento informado, se incluyeron a recién

nacidos hijos de madre con diabetes gestacional y recién nacidos de madres sin

diabetes durante el embarazo, diagnosticada de acuerdo con los criterios de la

Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés)®.

- Universo de trabajo: Las muestras de sangre del cordon umbilical de recién

nacidos hijos de madre con diabetes gestacional y sin diabetes durante el

embarazo, fueron obtenidas de la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de

Gineco Obstetricia No. 4 del IMSS.

El proyecto se realizara en dos fases:

- Estudio piloto: En el cual se evaluaran 34 binomios del grupo con Diabetes

gestacional y 34 binomios del grupo sin diabetes gestacional. En ellos se realiz6

tanto analisis de los parametros bioquimicos maternos asi como el analisis de DNA

de sangre del cordon umbilical en el Laboratorio de Oncologia Gendmica, UIMEO

de la UMAE Hospital de Oncologia, CMN SXXI.

- Posteriormente de acuerdo con los resultados se determinara factibilidad vy

célculo del tamafio de muestra mediante férmula Schlesselman para estudio de

casosy controles.

- Criterios de inclusién
- Recién nacidos hijos de madre con y sin diabetes gestacional que estén
programadas para cesarea independientemente de la causa.
- Madres con embarazos de término unicos o multiples.

- Madres mayores de 18 afos de edad.
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- Criterios de Exclusion

- Recién nacidos hijos de madres con diabetes tipo 1, tipo 2, Maturity Onset
Diabetes of the Young (MODY) u otros tipos de diabetes.

- Recién nacido obtenido por parto via vaginal.

- Recién nacido con Apgar menor de 6 al minuto.

- Recién nacidos con cordén umbilical corto, en quienes no sea posible obtener la
muestra sanguinea.

- Recién nacidos con datos clinicos de sepsis.

- Liquido amnidtico tefiido de meconio.

- Cualquier otra condicién que a juicio del médico se consideré como riesgo para
el recién nacido.

- Embarazadas con historia de enfermedad hipertensiva del embarazo, asi como
enfermedad renal cronica o creatinina sérica mayor a 1.5 mg/dl.

- Embarazadas con enfermedad hepatica, insuficiencia cardiaca, arritmia o
cardiomiopatia.

- Tabaquismo en el embarazo.

- Embarazadas que cursaron con corioamnioitis al momento del nacimiento, o
ruptura prematura de membranas.

- Embarazadas que recibieron esteroides 24 horas previas al nacimiento.

- Complicaciones graves durante la atencion del trabajo de parto (cetoacidosis
diabética, coma, choque hipovolémico que ameritara la administracion de

concentrado eritrocitario).

- Criterios de eliminacién
- Muestras con material escaso o insuficiente para llevar a cabo el estudio de
metilacion.

- Errores en la recoleccion o procesamiento de la muestra.
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Variables:
Clasificacion metodolégica:
1. Variable independiente: Hijo de madre con y sin diabetes gestacional
2. Variable dependiente: Estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de
sangre de cordon umbilical del recién nacido
3. Variables de confusion: Grado de control de la glucosa (evaluado por HbAlc)

de la madre con diabetes gestacional
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Variables a medir en la madre:

y | Escala _
_ L Definicion Tipo de Unidad de
Variable Definicion conceptual ) _ de L
operacional variable L, medicion
medicion
NuUmero de afios
NuUmero de afios, meses o dias cumplidos al o _ .
Edad _ _ Cuantitativa Discreta ARos
cumplidos al momento del estudio momento del
estudio
Kg de masa de la
y y madre
Masa por accion de la aceleracion
. documentadas o ]
Peso de la gravedad que experimenta un Cuantitativa | Continua Kg
antes del embarazo
cuerpo
y al momento de la
cesarea
La hemoglobina consiste de Hb A Grado de control
gue constituye el 97%, Hb A2 el metabdlico del
2.5%yHbFel0.5%. LaHb A paciente diabético
contiene un numero menor de Hb en los ultimos 2 a 3 o .
HbA1C Cuantitativa Continua %

(Hbla, Hblb y Hblc) conocida
como HbAL. La glucosilacion o
glucacion no enzimatica de la valina

N-terminal de la cadena beta de

meses previos a la

toma de la muestra.
Valor normal: 4.1 a

5.7 %
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HbA forma la HbAlc que ocurre en
el eritrocito dependiendo de la
concentracion de glucosa durante
los 120 dias de vida media del
eritrocito. La medicion de HbAlc
refleja el grado de control
metabdlico del paciente diabético en
los dltimos 2 a 3 meses previos a la
toma de la muestra.

Valor normal: 4.1 a 5.7 %

Estado de

metilacion

La metilacion del ADN en
dinucleotidos es uno de los
mecanismos epigenéticos
implicados en la regulacion de la
expresion génica. Es de vital
importancia para mantener el
silenciamiento génico, alteraciones
en ella estan implicadas en algunas
enfermedades humanas.

Es de nuestro interés determinar el
estado de metilacion del gen
SLC16A11

Metilacion de
citocinas en DNA
del gen SLC16A11

Cualitativa

Nominal

Dicotdmica:
Presente /

Ausente
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- Método de medicion: Técnica
de bisulfito de Na

Glucosa en

suero

La prueba de glucosa sérica en
ayuno evalta de modo aproximado
la capacidad del cuerpo para regular
el metabolismo de la misma y
proporciona informacion respecto a
la existencia de anormalidades a
este nivel.

Método de medicion: La enzima
glucooxidasa cataliza la oxidacion
de glucosa a gluconato y peréxido
de hidrégeno. La determinacion de
glucosa se efectua mediante el
método de Trinder.

Valores normales: 60-99mg/dI

Concentracion de
glucosa sérica en
ayuno medida por
método de glucosa

oxidasa

Cuantitativa

Continua

Mg/dI

Urea en suero

La concentracion sanguinea de
amoniaco es producto final del ciclo
de la urea y depende de la
circulacién hepatica. En pacientes
sin patologia a este nivel puede

elevarse la urea en el contexto de

Concentracion de

urea en suero

Cuantitativa

Continua

Mg/d|
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una dieta elevada en proteinas. La
elevacion en el nitrégeno ureico
sérico no implica necesariamente
dafio renal, puesto que la
deshidratacion puede llevar a
concentraciones de nitrégeno ureico
tan altas como 600 mg/L.

Método de medicion: La ureasa
cataliza la hidrolisis de la urea
dando amonio y CO2. El amonio
formado se valora mediante una
reaccion enzimatica (glutamato
deshidrogenasa), la disminucién de
la absorbancia frente al tiempo es
proporcional a la concentracion de
urea.

Valores normales: 15-45mg/dl

Creatinina en

suero

La creatinina es un producto final
del metabolismo muscular. Se
origina a partir de la creatina por
pérdida de una molécula de agua. A

su vez, la creatina se produce

Concentracion de

creatinina en suero

Cuantitativa

Continua

Mg/d|

Pagina 23




Estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del cordén umbilical del recién nacido hijo de madre con y sin diabetes gestacional. Reporte preliminar.

por hidrdlisis del fosfato de creatina,
por accién de la creatinfosfokinasa
(CPK).

Método de medicién: fotometria es
la descrita por Jaffe, basada en el
color anaranjado que se produce al
reaccionar la creatinina con el
picrato alcalino

Valores normales: 0.7-1.4mg/dI

Colesterol

total

El colesterol es una sustancia
hidrofoba que se sintetiza en el
higado, suprarrenales, testiculo,
rifion y pulmon. El exceso de
carbohidratos y proteinas de la dieta
se utiliza para producir moléculas de
acetato, que posteriormente sirven
para producir colesterol y acidos
grasos. Los lipidos enddgenos que
genera el higado son transportados
posteriormente en forma de
lipoproteinas. El colesterol es un

constituyente primario de las

Medicion de
colesterol total en
sueroy
lipoproteinas de
alta'y baja
densidad: HDL y
LDL

Cuantitativa

Continua

Mg/d|
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lipoproteinas de baja densidad
(LDL), y se encuentra en
lipoproteinas de alta densidad (HDL)
y en las de muy baja densidad
(VLDL).

Método de medicién: La colesterol
esterasa hidroliza los ésteres de
colesterol presentes en la muestra 'y
en una posterior oxidacion
enzimatica mediante la colesterol
oxidasa se forma H202 y
colesterona. EI H202 se valora por
la reaccion Trinder, formando una
guinonimina cuya

coloracion, es proporcional a la
concentracion de colesterol
presente en la muestra.

Valores normales: Menores a
200mg/dI

Triglicéridos

Los triglicéridos estan constituidos
por glicerol y acidos grasos. Estos

forman parte de las 5 clases de

Medicion de
concentraciéon de

triglicéridos en

Cuantitativa

Continua

Mg/d|
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lipoproteinas que transportan a los
lipidos en el plasma:

Quilomicrones (constituidos casi
totalmente por triglicéridos
dietéticos); lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL); lipoproteinas
de densidad intermedia

(IDL); lipoproteinas de baja
densidad (LDL), y lipoproteinas de
alta densidad (HDL)

Método de medicion: Los
triglicéridos son hidrolizados
enzimaticamente a glicerol, el cual,
mediante Glicerol cinasa y Glicerol-
P-oxidasa, libera el peroxido de
hidrogeno que se valora mediante la
reaccion de Trinder

Valores normales: Menores a
150mg/di

suero

Acido Urico

en suero

El acido Urico es el metabolito final
del catabolismo de las bases

puricas y su elevacion esta asociada

Medicion de
concentracion de

acido urico en

Cuantitativa

Continua

Mg/d|
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a padecimientos como gota o
alteraciones en la excrecion renal.
Método de medicion: El acido arico
es oxidado por la uricasa a
alantoina y peroxido de hidrégeno
Valores normales: 2.5-6.0mg/dl

suero

Transaminasa
glutamico
oxalacética

y glutamico
piravica

TGO (AST)
TGP (ALT)

Las transaminasas AST y ALT
catalizan la conversion de aspartato
y alanina a oxaloacetato y piruvato
respectivamente. En el higado se
encuentran los niveles mas altos de
ALT, mientras que la AST se
encuentra presente en el corazon,
musculo esquelético e higado en
cantidades similares. Son
marcadores de dafio hepatocelular,
necrosis hepatica aguda pero
también se elevan en el infarto del
miocardio, infarto renal, distrofia
muscular progresiva, etc.

Método de medicion: Se mide la

actividad de la aspartato

Medicion de

concentracion de
transaminasas en
suero ASTy ALT

Cuantitativa

Continua

Ui/l
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aminotransferasa y alanino
aminotransferasa mediante un
meétodo cinético enzimatico.

Valores normales: TGO 16-31U/L y
TGP 18-32U/L

Tabla 4. Definicion y clasificacién de las variables a medir en las madres de ambos grupos

e ———
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Variables a medir en el recién nacido.

_ L Definicion Tipo de Escala de Unidad de
Variable Definicion conceptual ) _ L L
operacional variable medicion medicion
B Valoracion en
Valoracion en gramos de la masa _
_ gramos de la Peso bajo,
corporal del neonato, considerada dentro
_ _ masa corporal peso
de la primera hora de vida.
. _ del neonato, o _ adecuado o
Peso Clasificable como peso bajo, peso _ Cualitativa Ordinal
considerada peso alto para
adecuado o peso alto para edad
) ] _ dentro de la edad
gestacional, segun tablas de Battaglia 'y _ _
primera hora de gestacional,
Lubchenco ,
vida
Es la distancia
Esta medicion es equivalente a la tomada en
estatura en nifios mas grandes. Es la posicion
distancia tomada en posicion decubito decubito dorsal,
dorsal, en el plano horizontal, desde el en el plano
Longitud vertex o punto mas alto del craneo hasta | horizontal, desde | Cuantitativa | Discreta Centimetros
los pies del neonato en angulo de 90°, el vertex o punto
con extension maxima. mas alto del
Valor normal: De acuerdo a edad craneo hasta los
gestacional y peso al nacer pies del neonato
en angulo de
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90°, con
extension

maxima.

Medicion de la circunferencia de la

Mediciéon de la

circunferencia de

Perimetro la cabeza desde o ] )
. cabeza desde pasando por la glabela Cuantitativa | Continua Centimetros
cefélico o pasando por la
hasta el occipucio.
glabela hasta el
occipucio.
Edad determinada mediante la escala
Edad
Capurro: .
o y . determinada
- Pretérmino: Todo recién nacido antes . o
y mediante la - Pretérmino
Edad de la semana 37 de gestacion. o . o
_ o » . escala Capurro: Cualitativa Ordinal - De término
gestacional - De término: El recién nacido entre las o o
y - Pretérmino Postérmino
semanas 37 y 42 de gestacion. o
o » . i - De término
- Postérmino: Recién nacido después o
- Postermino

de 42 semanas de gestacion.

Tabla 5. Definicion y clasificaciéon de las variables a medir en los recién nacidos de ambos grupos
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Metodologia:

Toma de las muestras:

A las aceptantes, se les otorgd una cita para evaluar cada caso, asi como un
numero de identificacion para seguimiento hasta el final de su embarazo.

El tesista procedid a solicitar firma de consentimiento bajo informacion y llenado
de hoja de recoleccion de datos sobre antecedentes heredofamiliares y
maternos.

Se identificaron dos grupos: Embarazadas con diabetes gestacional y
embarazadas sin diabetes, diagnosticadas de acuerdo con los criterios de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés)® en el periodo
comprendido del 1 de marzo de 2018 al 31 de julio del 2019.

Extraccion de muestra sanguinea previo a la cesarea: Las pacientes que
fueron programadas para obtencion del producto via cesarea, al momento de
canalizar la vena antecubital para la aplicacion de venoclisis se tomo una
muestra de 3 mL de sangre periférica con EDTA y 4 mL de sangre sin
anticoagulante con una jeringa estéril desechable para la determinacion de
parametros bioquimicos.

Inmediatamente después del nacimiento, una vez que se entrego el recién
nacido al médico pediatra, el tesista identifico la vena umbilical del cordon y se
tom6 una muestra de sangre del corddén de 10 mL en 2 tubos con EDTA, bajo
técnica estéril. Previa realizacion de maniobras habituales de reanimacion
neonatal y estabilizacion del recién nacido, se procedié a tomar la somatometria
corporal del recién nacido que incluyé la medicion de la longitud corporal
(realizada sobre una superficie horizontal plana, con cinta métrica milimétrica de
fibra de vidrio no expandible desde la corona hasta el talon), peso sin ropa
(expresado en gramos en bascula electronica), y perimetro cefalico. A
continuacion, se determiné la edad gestacional segun sistema de valoracion de
Capurro y finalmente se clasific6 como recién nacido con peso adecuado, peso

bajo o peso alto para edad gestacional segln tablas de Battaglia y Lubchenco?®.

6. Se procedid a concentrar los datos en la hoja de recoleccién de datos (Anexo 2).
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Extraccion DNA: El aislamiento del DNA, se realiz6 por el método basado en la
separacion en columnas de silica (Qiagen, Chatsworth, CA, USA). La pureza y
concentracion se determin6é en el nanoespectrofotometro a 260/280 nm, y la
integridad mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.9%. Posteriormente,

se hicieron alicuotas del DNA y se congelaron a -70 °C hasta su uso.

Determinacion del estado de metilacion del gen SLC16Al11l: La
determinacién de la metilacion, se realizd por medio de la técnica de bisulfito de
sodio, en la cual brevemente, el DNA purificado fue tratado con el kit de
metilacion Zymo EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Bio-Rad Co.), siguiendo las
indicaciones del proveedor. Los reactivos de este kit permiten convertir las
citosinas no metiladas en uracilo mas rapido que los kits y reactivos de bisulfito
utilizados habitualmente permitiendo el estudio en un mayor numero de
muestras en menos tiempo. Una vez tratadas, las muestras fueron sometidas a
secuenciacion automatizada de acidos nucleicos y asi determinar los sitios

metilables.

Cuantificacion de los parametros bioquimicos: La glucosa se cuantificd por
el método de la glucosa oxidasa con el equipo ILab 650 (IL-Werfen México) y la
HbAlc por medio de HPLC (Bio-Rad México), se realizaran en la UIM

bioquimica

Andlisis estadistico: Los datos antropométricos y bioquimicos se expresaron
en media y DE. La diferencia entre los variables del estudio, entre los recién
nacidos con y sin antecedentes de diabetes, fueron analizados con la prueba “t”
de Student, con el programa SPSS. Se realizé una correlacion de Pearson
pareada para el estado de metilacion, entre los grupos. Para determinar si
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos del estado de
metilacion del gen SLC16A11 se x2. Para evaluar la asociacion entre el estado
de metilacion del gen SLC16A11 en células del cordon umbilical del recién

nacido y las variables (medidas antropométricas como peso y longitud) entre los
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grupos de estudio se obtuvo la razén de momios con un intervalo de confianza
de 95%. Se consideraran estadisticamente significativos los valores de p < de
0.05
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ASPECTOS ETICOS

Las embarazadas que acudieron por primera vez a la UMAE Hospital de Gineco
Obstetricia #4 “Luis Castelazo Ayala”, del IMSS que por sus criterios de inclusion se
consideradas candidatas a participar en el estudio fueron invitadas a una platica para
explicarles el estudio. Esta actividad fue realizada por el tesista.

Las madres que aceptaron participar, se les invité a firmar la carta de consentimiento

informado y se les otorgd seguimiento hasta el final de su embarazo.

Se le explicé el riesgo y las molestias que ocasiond la puncién en la toma de muestra
de sangre periférica a la madre. El recién nacido fue sometido a ningun riesgo ya que la
muestra se tomo del cordon umbilical. En el alumbramiento del recién nacido, se realiz6
pinzamiento del cordon umbilical (se colocan pinzas entre el ombligo del recién nacido
y la placenta), y es de donde se toma la muestra de sangre venosa con una jeringa de
10ml dependiendo que tan corto o largo sea el cordon del recién nacido es la cantidad
de sangre que se obtuvo. De manera que no existe ningun riesgo, en relacion a la

extraccion de la sangre del cordon.

Los padres como tutores legales del recién nacido fueron los encargados de definir lo
gue representa mayor beneficio para el recién nacido, por ello fueron informados del
objetivo del proyecto, de su trascendencia y de sus beneficios. Se les solicité el
consentimiento informado de participacién en el proyecto, el cual es de aplicacion hoy
en dia en pediatria, y tuvo su expresion legal en la Ley 41/2002, basica reguladora de
la autonomia del paciente. Se mantendra una actitud basada en el cuidado integral del
recién nacido y su familia, desde el respeto de la intimidad de los padres y a sus
preferencias. No podemos olvidar que en el caso del recién nacido los padres deciden
sobre un ser vinculado a ellos y dependiente, pero con derechos propios, uno de ellos
es el de recibir atencion adecuada, que garantice su salud en la medida de lo posible,
siendo obligacion de los profesionales el garantizar que se tomaran todas las medidas
oportunas para el bienestar del recién nacido. EI mejor procedimiento para evitar
conflictos se lograra estableciendo una relacion adecuada con los padres. Una relacion

de confianza desde el respeto y la escucha hacia ellos, en la que el profesional solicitd
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a los padres el consentimiento para las actuaciones relacionadas con el recién nacido y
entrega de resultados. Previamente recibieron informacién adecuada (suficiente y en
términos accesibles), siendo responsable el médico que tomara las muestras de la
informacién que se recolectara. La informacion contenida en los cuestionarios y la
derivada de los estudios de laboratorio y genéticos, fue protegida mediante claves que
sélo el investigador principal conocera.

Esta tesis se apega al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion, cumple con la declaracion de Helsinki de 2013, sus enmiendas y con las
normas internacionales para las buenas practicas en la investigacién clinica. Para la
realizacion del mismo, se sometié para su aprobacion a la Comisién Nacional de

Investigacion Cientifica.

Esta tesis, no brindé ningun beneficio directo e inmediato a los participantes pero

contribuira en el estudio de la fisiopatologia enfermedad.

Como el consentimiento informado lo obtuvo el tesista, se estimdé que no habia

influencia indebida para obtener su aprobacion.

Resguardo de las muestras: Al aceptar participar en el estudio las madres autorizaron
gue las muestras sean guardadas a -80°C, por un tiempo no mayor de 10 afos, el
responsable del proyecto, se compromete a que las muestras sean utilizadas so6lo con

fines de investigacion.

Se aprob6 por comité de Etica con folio de aprobacion: 2017-785-067 y aprobacién por
COFEPRIS 17 C1 09015006
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FACTIBILIDAD Y RECURSOS

Se contd con la infraestructura y el servicio de tococirugia de la UMAE Hospital de
Gineco-Obstetricia “Luis Castelazo Ayala” por semana atienden por lo menos 8 partos
de madres con diabetes gestacional y aproximadamente 70 partos de madres sin
diabetes. Para el material del estudio se obtuvo apoyo financiero del Fondo de
Investigacion en Salud del IMSS con nimero: FIS/IMSS/PROT/G 17-2t1756

e ——
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RESULTADOS

Para el estudio piloto se realiz6 seleccion de pacientes en un periodo de quince meses,
en total se seleccionaron 97 pacientes que cumplian criterios de inclusién de las cuales
se dividieron 56 pacientes al grupo sin diabetes y 41 pacientes con diabetes
gestacional. 16 pacientes del grupo control y 4 del grupo con DMG se rehusaron a
participar. Se eliminaron 6 pacientes del grupo control, 4 de ellos por eventualidades en
el procesamiento de las muestras y 3 por reprogramacion quirargica. Del grupo DMG
se eliminaron 3 pacientes, uno por eventualidades en el procesamiento de las muestras
y 2 por reprogramacion quirdrgica. Finalmente se integraron ambos grupos con 34

pacientes cada uno. Lo anterior se detalla en la figura siguiente.

Pacientes que cumplen criterios de
seleccién
n=97
|
l |
Grupo sin diabetes Grupo con DMG
n=56 n=41
| I
| ] | ]
16 pacientes se 6 pacientes se 4 pacientes se 3 pacientes se
rehusaron a participar eliminaron rehusaron a participar eliminaron

[

1 pacientes por
eventualidades en
procesamiento de las
muestras

4 pacientes por eventualidades en|
procesamiento de las muestras

2 pacientes por

. reprogramacion
2 pacientes pgr quirdrgica
— reprogramacion
quirurgica
PACIENTES ELEGIBLES PACIENTES ELEGIBLES
n=34 n=34

Figura 1. Formacion y seleccion de las pacientes candidatas en ambos grupos de estudio.

En cuanto a las caracteristicas demograficas de las madres participantes ambas

cuentan con una mediana de 30 afios en el grupo sin diabetes gestacional vs 31 afios
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en el grupo con diabetes gestacional. Asimismo la mediana de las gestas fue similar

con 2 gestas.

Respecto al estado nutricional de las madres, se evalué mediante IMC al inicio del

embarazo vs IMC al momento del desenlace obstétrico. Al inicio del embarazo la media

del IMC fue de 26.35+3.39 vs 29.736+4.65, siendo mayor desde el inicio en el grupo

con diabetes gestacional pero sin significancia (p=0.209), asimismo se observo el

mismo comportamiento en cuanto al IMC al momento del parto con medias 30.69+3.21

vs 33.01+4.48 (p=0.141). El resto de los datos puede observarse en la Tabla 6.

.. _ Sin DMG (n=34) Con DMG (n=34) Valor de p
bl (= MediaDE MediaDE

*Edad (afios) 30 (18-46) 31 (22-43) 0.210
**Numero de gestas 2 (1-6) 2 (1-5) 0.95
(Pkegs)o materno pregestacional 64.8+10.07 73.78+14.55 0.363
Peso materno al momento 74.649.26 81.93+13.73 0.071
del parto (kg)

Talla materna (cm) 1.55+0.57 1.57+0.69 0.357
IMC materno pregestacional 26.35+3.39 29.736+4.65 0.209
(kg/m2)

IMC materno al momento del 30.69+3.21 33.01+4.48 0.141

parto (kg/m2)

*U de Mannwithney se expresan en mediana (min y max) ** Chi cuadrada se expresan frecuencias simples y porcentaje

Tabla 6. Caracteristicas de las madres de los grupos sin y con DMG

. Sin DMG Con DMG Valor de

Poblacion (n=68) (n=34) (n=34) P
AHF Diabetes mellitus 18 (52.9%) 28 (82.4%) 0.022
AHF Hipertension arterial 18 (52.9%) 18 (52.9%) 0.789
AHF Dislipidemias 6 (17.6%) 9 (26.5%) 0.458
AHF Sindrome metabdlico 2 (5.9%) 8 (23.5%) 0.052
AHF Infarto agudo al 3 (8.8%) 7(20.6%) 0.268

miocardio

Chi cuadrada se expresan frecuencias simples y porcentaje

Tabla 7. Definicion y clasificacion de las variables a medir en las madres de ambos grupos

Como parte de la historia clinica se interrog6 a las madres respecto a la presencia de

antecedentes hereditarios y familiares en familiares de primer y segundo grado de

enfermedades como Diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipidemia, sindrome
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metabdlico e infarto agudo al miocardio. En cuanto a los antecedentes de diabetes
mellitus se encontr6 una frecuencia de 52.9% vs 82.4% observandose diferencia en
ambos grupos (p=0.22); no asi en el resto de los antecedentes comentados como se

puede observar en la Tabla 7.

En los recién nacidos la edad gestacional calculada por Capurro con mediana de 38.5
(32-40) vs.38 (37-41) (p=0.834). Respecto a la distribucién por sexo, en el grupo de
pacientes sin diabetes se encontr6 una mayor proporcion de recién nacidos el sexo
femenino 59% vs. 50%. Posterior a la reanimacién habitual de los recién nacidos se
obtuvo una mediana de Apgar al minuto de 8 y a los 5 minutos de 9 en ambos grupos.

.. Sin DMG Con DMG Valor de
Poblacion (n=68) (n=34) (n=34) P
*Edad gestacional por
Capurro (SDG) 38.5 (32-40) 38 (37-41) 0.834
Sexo del RN Masculino (14) 41% Masculino (17) 50% N/A
Femenino (20) 59% Femenino (17) 50%
Peso al nacer (g) 29604535 3099+399 0.163
Longitud al nacer (cm) 48.612.6 48.75+1.41 0.77
Perimetro cefalico (cm) 34.38+1.58 34.68+1.15 0.146
Peso para la edad gestacional PEG (1) 2.9% AEG (26) 76.5%
AEG (28) 82.4% GEG (8) 23.5% N/A
GEG (5) 14.7%
*Apgar al minuto 8(7-9) 8.5(7-9) 0.133
*Apgar a los 5 minutos 9(8-9) 9(8-9) 0.145

*U de Mannwithney se expresan en mediana (min y max)

Tabla 7. Caracteristicas somatométricas de los recién nacidos de los grupos sin y con DMG para

valoracién de la metilacién del gen SLC16A11.

En la somatometria corporal del recién nacido no se observaron diferencias entre
ambos grupos en el peso al nacer Grupo sin DMG: 2960+535g vs. Grupo DMG:
3099+399¢g (p=0.163), longitud 48.6+2.6cm vs. 48.75x1.41cm p=0.77 y el perimetro
cefélico 34.38+£1.58cm vs. 34.68+1.15cm p=0.146. Respecto al diagndstico de acuerdo
al peso para la edad gestacional de acuerdo con tablas de Battaglia y Lubchenco se
encontr6 una mayor proporcién de pacientes con peso adecuado para la edad

gestacional 82.4% vs 76.5% y en el grupo de pacientes con diabetes gestacional se
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encontré una mayor proporcion de recién nacidos grandes para la edad gestacional
(23.5%).

En la cuantificacion de los pardmetros bioquimicos maternos se observé que las
pacientes con diabetes gestacional presentaron cifras mayores de colesterol total
Grupo sin DG: 171.38+76.58mg/dl vs. Grupo DMG: 217.3+47.71mg/dl (p=0.022)
observando diferencia entre ambos grupos, en la cuantificacion de lipoproteinas HDL
47.23£18.30mg/dl vs. 56.98+12.85mg/dl (p=0.525) y LDL 88.13+47.02mg/dl vs.
106.7+35.76mg/dl (p=0.105) no se observé el mismo patrén. No se observo diferencia

en la concentracion de triglicéridos, creatinina y acido Urico.

I Sin DMG Con DMG Valor de p
Poblacion (n=68) (n=34) (n=34)
Colesterol HDL 47.23+18.30 56.98+12.85 0.525
Colesterol LDL 88.13+47.02 106.7+£35.76 0.105
Colesterol Total 171.38+76.58 217.3+47.71 0.022
Triglicéridos 218.48+137.10 309.24+176.0 0.500
Glucosa 78.75+28.53 71.45+32.51 0.510
Creatinina 0.56+0.15 0.62+0.15 0.428
Acido Urico 4.77+£1.30 5.03+1.18 0.834
ALT 10.68+6.55 17.58+12.96 0.037
AST 27.55+16.18 29.27+54.99 0.347
HbAlc (%) 4.94+0.83 5.44+0.56 0.027

Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas de los grupos sin y con DMG para valoracion de la expresion del
gen SLC16A11

En las pruebas de funcionamiento hepatico destaca que las concentraciones de ALT y
AST fueron mayores en el grupo de pacientes con DMG. Se observo diferencia en las
concentraciones de ALT Grupo sin DMG: 10.68+6.55Ul/l vs. 17.58+12.96Ul/l (p=0.037)
no siendo asi para la AST 27.55+£16.18Ul/l vs. 29.27+54.99Ul/l (p=0.347)

El control glucémico durante el embarazo se estim6 mediante la determinacion de
hemoglobina glucosilada, observandose diferencia entre ambos grupos (4.94+0.83%
vs. 5.44+0.56% p=0.027). Por otra parte, los niveles de glucosa en ayuno al momento

del desenlace obstétrico fueron mayores en el grupo sin diabetes gestacional
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(78.75+28.53mg/dl vs. 71.45+32.51mg/dl p=0.510) pero sin alcanzar diferencia
estadistica.

Estado de metilacion: Se analizaron 136 muestras de DNA provenientes de 68
binomios. Al procesar la muestra con el kit de metilacion se realiza PCR con primers
para SLC16A11 mediante dos procesos: uno con bisulfito de sodio y uno sin él. Se
encontrard metilacion si se observa patron de bandeo a nivel de 400pb (+) en la

reaccion con bisulfito y negativo en la reaccion sin bisulfito como se detalla en las

figuras 2y 3.
\ El DNA que no esta metilado 3 METILADO
N se degrada \ PCR < |
51 estd metilado lo desmetila / ~) NO METILADO
PCR con primers SLCI16A11
Q“\ NO METILADO
" PUEDE ESTAR
Madre y RN ® METILEDO
Kit de metilacion

Figura 2. Andlisis de metilacion con muestras de DNA de cada binomio.

- <
(o) 8 Con DMG Sin DMG
T 5 ) ; : .
0 (B Ll L]
O M M H H M M H H
m
= & = & = 73 a 5

TB: Tratamiento con Bisulfito ST: Sin tratamiento

Figura 4. Gel del binomio del grupo sin diabetes con

metilacion, observe el bandeo en la columna

correspondiente a la reaccién con bisulfito de sodio

Figura 3. Gel con diversos patrones ) ) L
(TB) y la ausencia del mismo en la reaccién sin este

de bandeo. Cada dos columnas

compuesto (ST).
equivalen a un binomio. La primera
con bisulfito de sodio y la segunda sin

bisulfito de sodio.
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El andlisis molecular, mostré la desmetilacion del promotor del gen SLC16A11 en el
99% de las muestras. So6lo se encontré metilacién por el método mostrado en un
binomio del grupo control, el cual se detalla en la tabla 9.

Variables maternas

Variables bioquimicas

Variables recién nacido

Edad 33 afios HbAlc | 5.68% Peso 3930g
Antececl-e.ntes Ninguno Glucosa 62.80mg/d| Talla 50cm
heredofamiliares
Escolaridad | Bachillerato Creatinina 0.42me/d Perlmfefro 36cm
cefdlico
Ocupacion Empleada Colesterol | 156.3mg/dI Sexo | Femenino
Semanas
Gestas | 2 (Abortol) C.HDL | 57.12mg/dl gestacion 40 SDG
(Capurro)
IMC pregestacional | 30.0 kg/m2 C.LDL | 83.40mg/dI Apgar 9/9
IMC anteparto | 36.8kg/m?2 Triglicéridos | 155.1mg/dI
Incremento ponderal 16.500kg Acido trico 2.30mg/dl
TGO | 11.8U1/I
TGP | 28.2U1/I

Tabla 9. Caracteristicas clinicas y bioquimicas del Unico binomio en el que se encontrd

gen SLC16A11

metilacion del
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados de este estudio, se encontr6 metilacion del gen
SLC16A11 en un binomio perteneciente al grupo sin diabetes gestacional, es decir, si
se expresa como frecuencia relativa representa 1/68 binomios analizados (1.47%). No
se cuentan con estudios previos que describan el estado de metilacién del gen en
pacientes con diabetes gestacional, no obstante, si se compara con los estudios
realizados previamente en donde se investigaron influencias genéticas de la diabetes
en México y Asia oriental se identifico en el 30% de los individuos un haplotipo de
riesgo que es comun en México y Latinoamérica. La presencia de cada alelo del
haplotipo de riesgo incrementa el riesgo de presentar la enfermedad aproximadamente
en un 25% vy el locus parece explicar aproximadamente un 20% la alta incidencia de
DT2 en México®.

Este gen localizado en el cromosoma 17 no es el Unico que se ha descrito, se han
descrito variantes en la secuencia de dos genes para desarrollar tanto DT2 y DMG en
poblacion mexicana: TCF7L2 y KCNQ1 siendo del tipo SNP (Single nucleotide
polymorphisms), estas variantes no se ubican en exones, por lo que no interfieren en la
funcionalidad de la proteina, sino que se ubican en regiones intronicas reguladoras,
gue influyen en la cantidad de proteina que se expresa en el organismo. Por tanto

ambas patologias (DT2 y DMG) comparten determinantes genéticos®.

Dentro de las modificaciones epigenéticas posibles, en particular la metilacion permite
el silenciamiento de genes especificos, por lo que se consideré que el estado de
metilacion del gen objeto de nuestro estudio pudiera ser diferente entre las pacientes
gue presentan diagnéstico de DMG respecto a las sanas®!, no observandose en este

estudio.

En el anico binomio en el que se presentd metilacion del gel objeto de nuestro estudio
se pueden observar algunas caracteristicas clinicas que pueden ser tomadas en cuenta
como la presencia de obesidad previa al embarazo e incremento ponderal de 16kg

durante la gestacion. En las variables bioquimicas destaca una hemoglobina
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glucosilada en limite superior (5.6%), que no corresponde con el valor de glucosa en
ayuno, por lo que pudiera estar cursando con hiperglucemias postprandiales en el
marco de una paciente con obesidad y resistencia a la insulina. Seria adecuado el
seguimiento de esta paciente para determinar si existe progresion a DT2 en los
proximos afios y si el recién nacido presenta alteraciones bioquimico-metabdlicas en

los primeros afios de vida.

En los resultados de este estudio en la somatometria del recién nacido la incidencia de
productos grandes para la edad gestacional no fue distinta en ambos grupos (14% vs
23%). Al tomar el peso y la talla como variables aisladas tampoco se observaron
diferencias. Esto difiere en lo reportado en la literatura en cuanto a la somatometria de
los recién nacidos hijos de madre con diabetes gestacional ya que se encuentran en un
ambiente de hiperglucemia materna sostenida, ademas de que puede asociarse a otros
factores de riesgo maternos independientes como la edad, la paridad, la obesidad*.
Esta diferencia comentada puede deberse a que las embarazadas con diagndstico de
diabetes gestacional recibieron tratamiento oportuno de la semana 20 a la 24 de
gestacion, por lo que el ambiente intrauterino probablemente no sufrié grandes

modificaciones!4.

Para las variables bioquimicas se realiz6 un analisis de la informacion recabada
primeramente separando a las pacientes participantes en dos grupos: con y sin DMG,
encontrando diferencias en el nivel de colesterol total materno (p=0.022), el cual es
mayor en las pacientes con diagnoéstico de DMG. El embarazo por si mismo es un
estado proinflamatorio que favorece la insulinorresistencia, incrementando de manera
secundaria la concentracion de lipidos circulantes, con ello aportan a la madre una
fuente energética para el mantenimiento del metabolismo basal. Incluso se ha
reportado que los niveles de triglicéridos elevados y particulas ricas en triglicéridos
como VLDL se han asociado a otras patologias como pancreatitis, preeclampsia y
diabetes*?. Pese a que se reporta también un aumento de la concentracién de
triglicéridos circulantes y se observa este comportamiento en ambos grupos no fue

posible determinar diferencia estadistica.

Pagina 44



Estado de metilacion del gen SLC16A11 en células de sangre del cordon umbilical del recién nacido hijo de madre con y sin diabetes gestacional.
Reporte preliminar.

Dentro de las modificaciones en las pruebas de funcionamiento hepético descritas
durante la gestacion, se describe aumento de la fosfatasa alcalina, y disminucion de ,0s
niveles de proteinas pero no se han descrito modificaciones en los niveles de bilirrubina
ni en los niveles de transaminasas, si bien en los resultados mostraron diferencias en la
ALT en el grupo con diabetes gestacional; ambas medias se encuentran dentro de los
valores de referencia descritos para la poblacion general, por o que podemos inferir

gue en este caso se trata de un hallazgo incidental sin traduccién clinica®?.

Se encontré diferencia entre ambos grupos en las cifras de hemoglobina glucosilada
(p= 0.027), no obstante esto debe ser tomado con reserva ya que dentro de las
limitaciones del estudio destaca que este método no es el ideal para la evaluacion del
control glucémico puesto que por fisiologia del embarazo normal existe un estado de
dilucién que disminuye per sé los niveles de hemoglobina (misma que no se determino
en las pacientes mediante una citometria hematica), por lo que pudiera tratarse de un
sesgo para la interpretacion de esta. El control glucémico debi6é evaluarse mediante
curvas de tolerancia oral a la glucosa para lo cual existen valores de corte establecidos

en esta poblacion en especifico®”.

Limitaciones:

- Solamente se encontré en el 1% de la metilacion, por lo que se debe plantear
incremento del tamafio de la muestra para evaluar si continta la misma frecuencia,
de ser asi podrian evaluarse otras hipétesis como el estudio de los haplotipos de
riesgo del gen SLC16A11 o incluso evaluar si existe expresion del mismo con
cuantificacion de RNA mensajero.

- Como ya se comentd debe considerarse la evaluacién del control glucémico con
métodos alternativos a la hemoglobina glucosilada (curva de tolerancia oral a la
glucosa).

- La poblacion seleccionada proviene de hospitales de tercer nivel y todas las
pacientes recibieron tratamiento, podria considerarse reproducir el estudio en

pacientes con diagnostico de DG sin tratamiento.
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CONCLUSIONES

1. En este estudio se demostré ausencia de metilacion del gen SLC16A11 en el 99%
de las pacientes, encontrandose s6lo en uno de los binomios pertenecientes al

grupo sin diabetes.

2. No se encontré diferencia e la somatometria corporal de los recién nacidos hijos de
madre con y sin diabetes gestacional

3. Se observé diferencia en las concentraciones de colesterol total, en los grupos de

pacientes con y sin diabetes gestacional.

Perspectivas:

A La presencia de metilacion del gen SLC16A11 es menor a lo reportado en la
poblacién general, es importante considerar que para estimar una frecuencia
general debe incrementarse el tamafio de la muestra, tomando en cuenta la
costo-efectividad implicada. Es de notar que la metilacion no es la Unica
modificacion epigenética posible por lo que podrian estudiarse otras
posibilidades sobre la misma hipotesis y el mismo gen. Ademas, se han
identificado  haplotipos de riesgo especificos que podrian estudiarse
dirigidamente en las pacientes con DG.

A En el binomio en el que se encontré modificacion en el estado de metilacidon es
conveniente realizar seguimiento a largo plazo para identificar oportunamente la
incidencia de complicaciones (en caso de presentarse) como rebote de
adiposidad, obesidad en la infancia, enfermedad cardiovascular y diabetes
mellitus tipo 2.

A Pese a que las edades gestacionales fueron similares, esto puede deberse a
gue las pacientes con diagndéstico de diabetes gestacional recibieron un
diagndstico y tratamiento oportuno, por lo que seria factible estudiar condiciones
de resistencia a la insulina como factores de riesgo para generar productos

grandes para la edad gestacional mas de que DG en si. Lo anterior se relaciona
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con el binomio en el cual se observo metilacion del gen objeto de estudio ya que
la madre presenta factores de riesgo cardio metabdlico que pudieran modificar la
expresion del gen y por lo tanto su hijo, al nacer, se encontr6 con peso en

percentiles superiores.
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Comision Nacional de Investigacion Cientifica [

ANEXO 1 I M$

Carta de Consentimiento Informado

Ciudad de México, a

Folio del paciente:

1. Titulo del protocolo “ESTADO DE METILACION DEL GEN SLC16A11 EN CELULAS DE SANGRE
DEL CORDON UMBILICAL DEL RECIEN NACIDO HIJO DE MADRE CON Y SIN DIABETES
GESTACIONAL”

2. Proposito de estudio

Le estamos invitando a participar a Usted y a su hijo(a) en un estudio de investigacion que se lleva a cabo
en la UMAE Hospital de Gineco-Obstetricia (HGO) No.4 “Dr. Luis Castelazo Ayala” y en las Unidades de
Epidemiologia Clinica y Bioquimica, de la UMAE Hospital de Especialidades y la Unidad Médica en
Investigacion Oncoldgica UMAE Hospital de Oncologia, del Instituto Mexicano del Seguro Social. El objetivo
del estudio es concer si el peso y talla de su hijo, pueden contribuir al desarrollo de obesidad, hipertension
y/o diabetes durante la vida adulta. Debido a la gran presencia de diabetes en nuestro pais, es prioritario
identificar las medidas tanto del peso como la talla anémalas de su bebé al nacimiento, a los dos, cuatro,
seis y doce meses de edad para valorar si se relacionan con la presencia de estas enfermedades en el
futuro.

Para la realizacion del estudio estamos invitando a participar a madres sin o con diabetes, ya sea mellitus o
bien que haya sido diagnosticada con diabetes gestacional durante su embarazo. Creemos que usted es
candidata para el estudio y al igual que usted, otras embarazadas atendidas en el HGO #4 del IMSS, seran
invitadas al estudio propuesto. En el entendido que su participacion es completamente voluntaria, le
pedimos que por favor lea la informacién proporcionada y haga las preguntas que desee antes de decidir si
quiere o no participar.

2. Procedimientos
Procedimiento que se llevara a cabo con la madre.

Si usted acepta participar en el estudio, se le aplicara un cuestionario con datos demograficos y
antecedentes clinicos, como antecedentes de enfermedades cronicas en la familia y antecedentes gineco-
obstetricos, asi como el tipo de alimentacién administrada a su hijo. En caso de que algunas de las
preguntas le sean incomodas de contestar, usted esta en todo su derecho de no responderlas. Todo el
procedimiento nos llevard aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, se le tomara una muestra de
aproximadamente 15 mL de sangre de uno de sus antebrazos a nivel del pliegue del codo, misma que se
colectaran en 3 tubos previamente etiquetados para su identificacion en el laboratorio, para realizar los
estudios que incluyen, la medicién de azlcar en su sangre, perfil de lipidos y hemoglobina glucosilada (Axc);
asi como tambien para determinacion del estado de metilacion y presencia del gen SLC16A11, gen el cual
estd implicado en el desarrollo de diabetes.
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Procedimiento que se llevara a cabo en el nifio.

No existe ningun riesgo para su hijo en relacién a la extraccion de la sangre, lo que se realizara a su hijo
serd la medicion de su cabeza y la longitud de su cuerpo (desde la cabeza hasta el talon), asi como el peso,
proceso que se realiza habitualmente en su UMF, estos datos se colectaran para su posterior analisis. Estas
medidas si ya fueron tomadas en su clinica, se tomaran del carnet de su hijo y se registraran en nuestras
hojas de recoleccién de datos, en caso de no contar con ellas se le tomaran al momento de la consulta por
la Dra. Gonzéalez Carranza.

Es posible que durante el desarrollo de su hijo, se presente alguna condicién (que se le considere no apta
para el protocolo de estudio) y que por lo tanto ya no le permita a usted y a su hijo(a), participar en el
estudio. Si este fuera el caso, la Dra. Edith Gonzalez Carranza se lo hara saber y le explicara el motivo.

4. Posibles riesgos y molestias

El protocolo de investigacion no representa ningun riesgo para su salud ni la de su hijo. El personal de
laboratorio le puncionara su vena con materiales nuevos y no reutilizados, en ese momento se colectara la
muestra de sangre, el riesgo a que presente molestias como: dolor o bien, la posibilidad de la formacién de
un “moretén” en el sitio de la puncién, el riesgo es minimo. También debe quedar claro que a su bebé, no se
le tomara ninguln tipo de muestra.

5. Posibles beneficios que recibird al participar en el estudio.

En el estudio, no habra ningun beneficio directo para los padres ni para el bebé; no recibirdn ningun pago
por su participaciéon en este estudio, sin embargo, tampoco representa un gasto adicional en su programa
de seguridad social para ustedes. Los resultados del estudio no le brindan ningun beneficio inmediato, pero se
le entregaran por escrito y la recomendacion médica pertinente en caso necesario. Le solicitamos marque
abajo si esta de acuerdo y autoriza que parte de la muestra de sangre se guarde y se emplee para estudios
futuros, esta decisién dependera de los resultados de los estudios planteados en este documento.

6. Resultados

Se le programara una cita y un croquis especificando el sitio donde debera acudir para la explicacion y entrega
de los resultados de laboratorio clinico que se obtengan del estudio asi como la asesoria médica por parte del
equipo de investigadores en el consultorio de endocrinologia del Hospital de Gineco-Obstetricia (HGO) #4.

7. Participacioén o retiro del estudio

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, seguira recibiendo
junto con su bebé, la atencion médica brindada en el IMSS, como se hace normalmente. La decision que
tome no afectara el derecho de usted ni de su bebé a obtener los Servicios de salud que recibe en nuestra
Institucion.

8. Privacidad y Confidencialidad
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Toda la informacion que nos proporcione (nombre, teléfono, correo electronico y direccién, etc.) sera
guardada de manera confidencial y por separado al igual que las respuestas a los cuestionarios y las
pruebas clinicas. El equipo de investigadores sabra que usted esté participando en este estudio y nadie
mas tendra acceso a la informacion proporcionada. Cuando los resultados de este estudio sean publicados
o presentados en conferencias, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad o la del bebé. A
cada participante se le asignara un nimero para identificar sus datos y mantener la confidencialidad.

Queremos aclararle que su muestra sera cuidadosamente resguardada en los laboratorios de las Unidades
de Investigacion en Bioquimica y de Investigacion Oncoldgica del CMN Siglo “XXI”” del IMSS y la identidad
de cada participante estara protegida usando un codigo con nimeros y letras en lugar de su nombre. Nunca
manejaremos nombres o proporcionaremos sus datos personales. Esta informacidon solamente sera
conocida en nuestras Unidades de investigacion por el equipo responsable del proyecto.

9. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este protocolo de investigacién puede comunicarse de
8:00 a 16:00 hrs, de lunes a viernes con la Dra. Rita Angélica Gomez Diaz investigador responsable del
estudio, al teléfono: 56276900 ext. 21481 o acudiendo directamente a la Unidad de Investigacion en
Epidemiologia Clinica ubicada en el segundo piso del Hospital de Especialidades en el Centro Médico
Nacional Siglo XXI del IMSS. Direccién: Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

10. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacién, puede
comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en Investigacion del IMSS, a los Tel. 56276900-
21230, de 9 a 16:00 hrs de Ilunes a viernes; o si asi lo prefiere al correo electronico:
ccomiteeticainv.imss@gmail.com. La Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B,
Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores,
C.P. 06725, México D.F.

Garantia de atencion médica en caso necesario

En caso de presentarse alguna complicacién derivada del estudio, usted puede comunicarse con el
responsable del proyecto al teléfono 56276900 ext. 21481 de lunes a viernes en el horario de 8 a 16 hrs.

11. Declaracion de consentimiento informado

Declaro que se me han informado los posibles riesgos si acepto participar, como la formaciéon de un
moretdn en el sitio de la puncién. También se me ha informado sobre los beneficios tales como la entrega
de los resultados por escrito y la recomendacién médica en caso de observar alguna complicacién. Se me
explic6 ampliamente que todos mis datos serdn manejados de forma andnima y confidencial, también tengo
la libertad de abandonar el estudio al momento que lo considere. El investigador principal y el equipo
médico, se han comprometido a darme informaciéon oportuna sobre cualquier pregunta y los riesgos y
beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con mi enfermedad.

12. Resguardo de las muestras
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Si usted acepta participar en el estudio y ademas autoriza que las muestras sean guardadas a menos 80
grados centigrados, por un tiempo no mayor de 10 afios, la Dra. Rita Angélica Gomez Diaz, responsable del
proyecto, se compromete a que las muestras anonimizadas sean utilizadas solo con fines de investigacion.
El resguardo se tendria en el laboratorio de la Unidad de investigacion Médica en Bioquimica y en la Unidad
de Investigacion Oncolégica del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

Por favor marque con una X una de las opciones cajas que se presentan abajo (Gnicamente debe
indicar la opcion que corresponda)

[ ] Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas de este estudio y su empleo para estudios futuros
gue pudieran realizarse dentro de los 10 afios siguientes.

[__] Autorizo que se tome la muestra Unicamente para este estudio.

Nombre de la madre participante Nombre del Padre Participante

Firma de la Participante y Fecha Firma del Padre y Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacién al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero
gue comprendié la informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar
en el estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado Fecha

Firma de los testigos
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Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi
presencia, de manera voluntaria.

Nombre y direcciéon del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha

Nombre y direccion del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Coordinacioén de Investigacion en Salud

Comision Nacional de Investigacion Cientifica

ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

[ %

L)
IMSS

Nombre del paciente: Folio: Fecha:
NSS: Sexo del producto: F M
Fecha y hora de nacimiento:
Domicilio:
Teléfono fijo: Teléfono celular:
Correo electrénico:
ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
DM: HAS: Dislipidemias: SX. Metabodlico: [AM:
ANTECEDENTES MATERNOS
Edad: afios Peso: kg Talla: m IMC: G: P: C A:
Estado civil: Escolariadad:
Religion: Ocupacion:
Grupo y Rh: No de cigarrillos/semana:
Otras substancias:
TIPO DE DIABETES
Sin diabetes Gestacional Tipo 2 Fecha de Dx:
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Tratamiento previo al embarazo:

Solo dieta:

Insulina: [ Dosis:
Glibenclamida [ Dlosis:

Metformina [Dosis:

Otro [ Anotar cual y dosis:

Tratamiento durante al embarazo:
Solo dieta:

Insulina: [ # de semana en que inicia el tx:

Glibenclamida [ # de semana en que inicia el tx:

Metformina B# de semana en que inicia el tx:

Otro [ Anotar cual y # de semana en que inicia el tx:

# de descontrol metabolico en el embarazo: # de hospitalizaciones:

Fecha de altima determinacion de HbAlc: Resultado:

ANTECEDENTES PERINATALES:

(Presento ruptura prematura de membranas? Si: [No] Fectla:

(Recibi6 inductores de maduraciéon pulmonar? Si: [ ]

;Cual? Fecha y hora de ultima dosis: # de dosis:

;Cumplié latencia? Si: [ No: [ #lde Esquemas

Via de nacimiento: Vaginal eut6cico Vaginal distécico Cesarea

Motivo directo de la cesarea:

Producto: Unico: ___ # de Gemelo: # de Trillizo: # de Cuatrillizo o mas:
Semanas de gestacion por:

FUR: USG: Capurro:

Apgar: SA: Peso: Talla: _

Malformaciones congénitas:
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