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RESUMEN

Las cardiopatias congénitas (CC) son los trastornos congénitos mas frecuentes en el
recién nacido, con mas de un 20% de las muertes de lactantes y un aproximado del
40% de las muertes prenatales cada afo. A nivel mundial, las investigaciones actuales
indican que las cardiopatias congénitas son el defecto congénito mas comun y afecta
a casi 10 a 12 de cada 1000 bebés nacidos vivos. En México se estima una prevalencia
de 8 al0 por cada 1000 recién nacidos con aproximadamente 18,000 a 20,000 casos
anuales. Las malformaciones congénitas del sistema circulatorio representaron la
primera causa de muerte en pacientes pediatricos, lo cual supondrd una carga
creciente para los sistemas de salud, por lo que es necesario estudiar mecanismos y
genes involucrados en el desarrollo de esta patologia. Se han identificado un gran
namero de micro-RNA asociados con CC, por lo que su papel biolégico se ha
convertido en un campo de investigacion importante en los ultimos afios. El objetivo
de este trabajo fue, determinar la expresion de los miRNA-let-7e, miIRNA-17 y miRNA-
191 asociados a CC, para lo cual se analizaron los parametros clinicos y
antropométrico. Se estudiaron a 50 pacientes con CC y 50 pacientes controles. Se
tomaron muestras de sangre periférica de cada paciente en tubos con EDTA, para la
extraccion de RNA, y se determinoé la expresiéon de los micro-RNA mediante la técnica
de PCR en tiempo real. Al comparar las expresiones de los micro-RNA de estudio
encontramos un aumento significativo en la expresion del miR-17 en pacientes
cardiépatas con respecto a los controles, posteriormente al realizar la estratificacion

en pacientes ciandticos y no cianéticos, se observdé un aumento significativo de la



expresion de los miRNA-let-7e, miRNA-17 y miRNA-191en los pacientes no ciandticos.
Posteriormente, se realizd se clasificaron de acuerdo a la edad, con el propésito de
conocer si se modifica la expresiéon de los micro-RNA de acuerdo a la edad; los
resultados mostraron una disminucion significativa en la expresion en los pacientes no

cianéticos en el micro-RNA let-7e y micro-RNA-191 en relacion al aumento de la edad.

En conclusion, los resultados de este trabajo demuestran que existe diferencias en las
expresiones de los micro-RNA-let-7, micro-RNA-17 y micro-RNA-191 en pacientes con

CC (ciandéticos y no cianéticos) de diferentes edades.



Este proyecto realizo en el Laboratorio 4 del edificio de investigacion del departamento
de Fisiologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ilgnacio Chavez” bajo la direccidn

de:

Dr. Ricardo Gamboa Avila




INTRODUCCION

Cardiopatias congénitas

Las cardiopatias congénitas (CC) son los trastornos congeénitos mas frecuentes en el
recién nacido, con mas de un 20% de las muertes de lactantes y un aproximado del
40% de las muertes prenatales cada afio, por tal razén, supondra una carga creciente

para los sistemas de salud.?

A nivel mundial, las investigaciones actuales indican que las cardiopatias congénitas
son el defecto congénito mas comun y afecta a casi 10 a 12 de cada 1000 nifios
nacidos vivos (1 %-1.2 %) % No todas las personas con cardiopatias congénitas son
diagnosticadas de forma temprana, por lo que la prevalencia real ha sido dificlil
determinar, pero una estimacion de una prevalencia general es de 13.1 por 1000 nifios

y 6.1 por 1000 adultos.®

En México, no existen bases que registren la frecuencia de esta enfermedad, sin
embargo, se estima una prevalencia es de 8-10 por cada 1000 recién nacidos con
aproximadamente 18,000 a 20,000 casos anuales.® El Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) nos informa que las malformaciones congénitas del sistema
circulatorio representaron la primera causa de muerte en pacientes pediatricos, este
tipo de enfermedades estd presente en todos los grupos de edad, pero el mayor

porcentaje corresponde a fallecimientos en nifios menores de un afio de vida.’

Las cardiopatias congénitas son defectos estructurales del corazon o de los grandes
vasos, esto debido a diferentes alteraciones que ocurren durante el desarrollo

embrionario del corazon entre las semanas 3y 10 de la gestacion.? La etiologia de las



cardiopatias congénitas tienen un origen multifactorial, donde aproximadamente el
20% tienen causa conocida, esto debido a efectos teratogénicos y alteraciones

genéticas, a pesar de ello, aln se desconoce el 80% restante.®

A través de varias décadas de investigacion, se han identificado las complejas redes
que regulan el desarrollo cardiovascular, se ha enfatizado la importancia de los
factores genéticos, asi como de los estimulos ambientales en la patogenia de las CC.
Recientemente ha surgido un nuevo mecanismo en el que interviene una regulacion
postranscripcional a través de los micro-RNA como elementos centrales del desarrollo

cardiaco embrionario.®

Por lo que, actualmente se ha indicado que las desregulaciones de los micro-RNA
pueden participar en la aparicion de las CC, sin embargo, aun se desconoce los micro-
RNA especificos que regulan los diferentes tipos de CC y los mecanismos de los micro-

RNA que podrian estar participando.

Los signos y sintomas de las CC van a depender del tipo y de la gravedad del defecto
en particular, partiendo desde afecciones simples que no causan sintomas, hasta
problemas complejos que causan sintomas graves y potencialmente mortales. En
general las CC se clasifican en 2 grandes grupos, segun la relacién con la presencia

de cianosis en diferentes periodos como el neonatal, la lactancia o la nifiez.1°

La cianosis es la coloracion azulada de la membranas y mucosas debido a un aumento

del nivel de hemoglobina desoxigenada. Las CC cianadticas se consideran las formas
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mas graves de la enfermedad. En este sentido las cardiopatias congénitas se clasifican

clinicamente en no cianéticas y cianéticas. Tablal.?

No ciandticas Ciandticas
Comunicacion interventricular Tetralogia de Fallot
Comunicacion interauricular Transposicion de grandes arterias
Conducto arterioso permeable Retorno venoso pulmonar anémalo completo
Canal auriculoventricular Doble salida del ventriculo derecho
Estenosis pulmonar Atresia tricuspide
Estenosis aortica Atresia pulmonar
Coartacién aortica

Tabla 1. Clasificacion de las cardiopatias congénitas y sus principales afecciones

En la figura 1. se observa la distribucion porcentual de las cardiopatias congénitas, en
donde la comunicacion interventricular y la comunicacion auricular son las mas
frecuentes dentro de las cardiopatias no cianoéticas llegando a alcanzar el 60% de
prevalencia, mientras que, en las cardiopatias cianéticas, las mas prevalentes son el

atrio Gnico y la tetralogia de Fallot. 12

2.07% 9
A) 1.13%

4.53%

5.67%
34.02%

Comunicacién

interauricular
Comunicacién

interventricular
Conducto arterioso
34.40%

18.14% = Estenosis aortica
m Estenosis pulmonar

= Coartacion aodrtica
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Atrio Unico
B)

4.39% 3.10% Tetralogia de fallot
. (]

5.40% Retorno venoso

pulmonar anémalo
20.24% Transposicion de grandes

Vvasos

5.61% Ventriculo Unico

6.74% Atresia tricuspide

Doble salida ventriculo
derecho
Ventriculo derecho
o hipoplasico
— = Ventriculo izquierdo
12.35% hipoplasico
m Anomalia Ebstein

7.80% 19.10%

Figura 1. Distribucidn de la prevalencia de diferentes cardiopatias congénitas A) Cardiopatias no ciandticas. B)
Cardiopatias ciandticas.?

En la atencién obstétrica actual, las estrategias para diagnosticar las enfermedades
del corazén estan basadas principalmente en el estudio por ecocardiografia fetal
durante el segundo trimestre del embarazo. A pesar de ello, la tasa de deteccién no
supera el 60%, lo que nos indica que una gran proporcion de CC no se detectan
durante el embarazo. El éxito de la ecocardiografia esta profundamente limitado por la
calidad del equipo, la competencia del operador y la mala estandarizacion de los

métodos de estudio.13

Avances recientes en las técnicas de biologia molecular, nos han permitido asociar la

relacion entre distintas especies moleculares tales como los micro-RNA,
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relacionandolos con diversos mecanismos moleculares que participan en la formacion
del corazon, incluidas las proteinas morfogenéticas 6seas y péptidos, ubicados dentro
de los dominios funcionales de las proteinas precursoras identificadas como
esenciales para el desarrollo del corazén.!* Se han identificado micro-RNA
extracelulares en diferentes biofluidos corporales como: suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, saliva, leche materna, orina, lagrimas, calostro, liquido peritoneal,

lavado bronquial, liquido seminal y liquido folicular ovarico.*®

Algunos micro-RNA extracelulares se consideran moléculas resultantes de actividades
celulares, como lesion celular o muerte. Diversos estudios sugieren que la liberacion
de los micro-RNA extracelulares, es un proceso regulado que actiian como un sistema
de comunicacion intercelular regulando la expresion génica y el fenotipo de las células
receptoras, participando tanto en respuestas fisiolégicas y adaptativas como, en el
inicio y desarrollo de estados patolégicos. Ademas, presentan propiedades biol6gicas
y fisicoquimicas apropiadas para constituir biomarcadores utiles en la practica clinica.
Se ha propuesto el uso de micro-RNA como biomarcadores circulantes para el
diagndstico o prondstico de enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes, lo que
demuestra que los micro-RNA circulantes son especificos para la patogenia de las

enfermedades.®

Biogénesis de los micro-RNA
Los micro-RNA son una clase de RNA pequefios endégenos de aproximadamente 19—
24 nucledtidos de longitud, conservados evolutivamente que funcionan como

reguladores postranscripcionales mediante la degradacion del mRNA o la inhibicién de
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la traduccion, en ambos casos disminuyen la expresion del gen sobre cuyo mRNA
hace diana.'” Se estima que el 60% de todos los genes humanos son regulados por
mecanismos dependientes de micro-RNA y que un solo micro-RNA puede regular
alrededor de 200 diferentes transcriptos que pueden funcionar en diferentes vias en la
célula. Aproximadamente, el 80% de los genes de micro-RNA se encuentran
localizados en regiones intronicas del genoma, y el 20% restante se distribuyen en

regiones exonicas y regiones intergénicas.!®

Durante la biogénesis, los micro-RNA siguen mdltiples pasos, en la llamada via
canonica de generacion de micro-RNA; dénde la gran mayoria de los genes micro-
RNA son transcritos por la enzima RNA polimerasa Il, aunque en algunos casos la
transcripcion la lleva a cabo la RNA polimerasa lll. En este punto el micro-RNA primario
(pri-micro-RNA) puede ser opcionalmente editado por la enzima adenosina
desaminasa que actian sobre el RNA. El pri-micro-RNA es posteriormente procesado
en el nacleo por un complejo microprocesador formado por la enzima Drosha, una
ribonucleasa de tipo I11.2° Este complejo se une al pri-micro-RNA y realiza mediante
drosha, un corte en cada uno de los dos brazos de la horquilla de RNA, siendo los
sitios de corte determinados por la proteina DGCR8.?° Posteriormente este es
exportado al citoplasma. Una vez en el citoplasma, el pre-micro-RNA es procesado por
el complejo de silenciacion inducida por RNA (complejo RISC). Este complejo de carga
estd compuesto por la ribonucleasa de tipo lll, llamada Dicer. Las proteinas que
acompaifian a Dicer facilitan su accion ribonucleasa, que como resultado, elimina la

horquilla de micro-RNA dejando una doble cadena de miRNA.2! Tras el corte, el
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complejo se desmonta y las hebras de micro-RNA se separan por la accién de una
helicasa y el micro-RNA maduro se asocia a la proteina Ago-2 para formar el complejo
RISC definitivo. Es este complejo RISC, el que tiene la capacidad de inhibir la
expresion del acido ribonucleico mensajero (RNAm) diana o degradarlo, el cual viene

predeterminado por la secuencia del miRNA.??2 Figura 2.

Regic’m intergenica Regidn intronica Regidn policistronica

miRNA I D_I miRNA II_ | miRNA-x miRNA-y

Polll (/
rranscnpuon Pri-miRNA
ri-mi

Drosha\» % / Drosha

Pre-miRNA

Exportin5

00

miRNA:miRNA duplex {

Diveedieres Dicer

<

RISC
miRNA

4/ \-) Degradacién de mRNA

Represidn transcripcional

(_\ ..... — T AAA
‘_m_m&r_ AAA L _SREEEES  AAA
Ribosoma

Figura 2. Biosintesis de micro-RNA. Tomado de Kim, V., Han, J., Siomi, M. 2009. Biogenesis of small RNAs in animals. Nat Rev
Mol Cell Biol 10: 126-139. 23
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Los micro-RNA no actian exclusivamente en las células en las que han sido
sintetizados, en los ultimos afios se han identificado diversos micro-RNA circulantes
en varios fluidos del organismo. Se postula que estos micro-RNA son secretados y

transportados a través de estos fluidos hasta células diana donde ejercen su funcion.??

Considerando la enorme capacidad de los micro-RNA para influir sobre la expresion
de gran parte del genoma y el complejo sistema de control en el que se encuentran
inmersos, es comprensible que la desregulacion de estos repercuta significativamente
sobre la homeostasis del organismo. Un numero creciente de micro-RNA ha sido
implicado en distintas enfermedades cardiovasculares, permitiendo una mejor
comprension de la patogenia de las mismas.?* Los micro-RNA regulan procesos
importantes en humanos y uno de los procesos mejor conocido hasta ahora es la
regulacién del metabolismo lipidico y su influencia en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.

micro-RNA-let-7e

La familia let-7 contiene 13 miembros ubicados en el cromosoma 9;estos miembros
son respectivamente let-7a-1, let-7a-2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-
7f-2, let-79, let-7i micro-RNA 98 y micro-RNA-202 y agunos de ellos estan ubicados en
el genoma como grupos. Por ejemplo, let-7a-1, let-7d y let-7f-1 forman el grupo
intergénico asignado al cromosoma 9g22.32, mientras que let-7b y let-7a 3 forman el

grupo intergénico asignado al cromosoma 22q13.31. %°
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Diferentes estudios han reportado la relacion que existe entre la expresién aberrante
de miembros let-7 en enfermedades cardiovasculares, como hipertrofia cardiaca,
fibrosis cardiaca, miocardiopatia dilatada, infarto de miocardio, arritmia, angiogénesis,
aterosclerosis e hipertension. Let-7 también participa en la diferenciacion
cardiovascular de células madre embrionaria, regulando genes como TLR4, LOX-1,

Bcl-xl y AGO1.26 Figura 3.

Factores 5 Cardiomiopatia
TLR4 . proinflamatorios Dilatada

TR
SCNSA/NAV1.5 e
Gict, GIAL, L5 U s Aritmias
CACNAIC |
T

FOXP1, TBXS, .
Let-7a/d/e/f S >| HAND1, AKT2, l_> Desarrollo del Corazén
l PPARGC1A |

Figura 3. Rutas DE accidn del let-7 y sus efectos clinicos

Se ha reportado la evaluacién de los micro-RNA de la familia let-7, expresados
diferencialmente en el plasma de pacientes con comunicacion interventricular
detectando la subexpresion del micro-RNA en plasma circulante de pacientes con
comunicacion intraventricular (CIV), pudiendo causar anomalias cardiacas al unirse

con genes diana especificos del corazon.?"-2
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micro-RNA-17
Dentro de la familia micro-RNA-17-92, la eliminacion dirigida revela funciones
esenciales, demostrando que la eliminacion de micro-RNA-17, conduce a la letalidad

neonatal y defectos muy especificos en el desarrollo del corazén.?8-2°

Estudios recientes sobre el analisis funcional del grupo micro-RNA-17-92 han
demostrado que participan en el control de la diferenciacién del miocardio durante la
embriogénesis de los mamiferos. Se han evidenciado en estudios in vivo, que la
alteracién de la expresion de este micro-RNA, puede inducir malformaciones cardiacas
en los tractos de salida de los grandes vasos (conotruncales) y/o comunicaciones
interventriculares en distintos modelos animales, probablemente a través de la

represion de genes progenitores cardiacos clave, como Isl1, Tbx1, Hoxb8 y Hand16.3°

micro-RNA-191

Trabajos recientes nos indican que la subexpresion de este micro-RNA esta asociada
con eventos recurrentes de infarto al miocardio y también sugiere que miR-191 refleja
la activacion de las plaquetas, lo que indica su papel potencial en los eventos

tromboticos.3!

De igual manera existen estudios que informan la expresion del microRNA-191 en el

sindrome de hipoplasia del ventriculo izquierdo SHIV y CIV.32-33

Por lo anterior, la expresion de los micro-RNAs puede estar participando en el
desarrollo del corazon desde etapas temparanas de la vida, y su expresion puede

influir sobre otras proteinas reguladoras de la transcripcibn como GATA4, la cual se
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expresa tanto en cardiomiocitos embrionarios como adultos, donde funciona como un
regulador transcripcional de muchos genes cardiacos y también regula el crecimiento
hipertrofico del corazon, promueve la morfogénesis cardiaca, la supervivencia de los
cardiomiocitos y mantiene la funcién cardiaca en el corazén adulto.3* Las mutaciones
o defectos en el gen GATA4 pueden conducir a una variedad de problemas cardiacos
que incluyen enfermedad cardiaca congénita, plegamiento ventral anormal y defectos
en el tabique cardiaco que separa las auriculas y los ventriculos e hipoplasia del

miocardio ventricular.3®

Por otro lado, NKX2-5, es una proteina que en humanos es codificada por el gen NKX-
5.36 La expresion de NKX2-5 es esencial para el desarrollo de la tabicacion auricular,
ventricular y conotruncal, la formacién de la valvula auriculoventricular (AV) y el
mantenimiento de la conduccién AV. Las mutaciones en la expresion estan asociadas
con CC y dolencias relacionadas. Los pacientes con mutaciones en NKX2-5 suelen

presentar bloqueo de conduccién auriculo-ventricular y comunicacién interauricular.3®

Mientras que, la proteina 2 expresada en derivados del corazén y de la cresta neural
es una proteina que en humanos esta codificada por el gen HAND2.3” Este producto
génico es uno de los dos miembros de la familia estrechamente relacionados, las
proteinas HAND (Handl1 y Hand2), que se expresan asimétricamente en las camaras
ventriculares en desarrollo y desempefian un papel esencial en la morfogénesis
cardiaca. Trabajando de manera complementaria, actian en la formacion de las
arterias del ventriculo derecho y del arco aértico, lo que las implica como mediadoras

de cardiopatias congénitas. Ademas, este factor de transcripcién juega un papel
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importante en el desarrollo de las extremidades y el arco branquial.®® En un estudio,
se encontrd que una mutacion sin sentido de la proteina Hand2 en pacientes con
tetralogia de Fallot experimentd una disminucion significativa de las interacciones de

Hand2 con otros genes clave del desarrollo, como GATA4 y NKX2-5,1539

mMiR-17 miR-191 let-7e
GATA4 . )
Wi P
HAND2 g

Figura 4. Micro-RNA de estudio y su concentracion con sus genes blancos asociados a cardiopatias congénitas.1>3?
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JUSTIFICACION

Las cardiopatias congénitas son los transtornos congénitos mas comunes en el recién
nacido, se estima una prevalencia de 8-10 por cada 1000, sin embargo, los
mecanismos moleculares subyacentes que conllevan a estas alteraciones son poco
conocidas. Recientemente se ha demostrado que los micro-RNA regulan post-
transcripcionalmente la expresion de genes asociados a las cardiopatias congénitas.
Por lo tanto, el estudio de estas especies moleculares y su interaccion entre ellas
mismas nos permitir tener un mejor conocimiento sobre la fisiopatologia de las CC en
pacientes pediatricos, y de esta manera contribuir en el desarrollo de futuros
biomarcadores que se han convertido en uno de los principales enfoques para el

diagndstico, desarrollo y pronéstico de enfermedades cardiovasculares.

OBJETIVO GENERAL
Cuantificar la expresion de los micro-RNA let-7e, 17 y 191 y determinar su relaciéon en

cardiopatias congénitas en pacientes pediatricos del INCar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Se realizara la cuantificacion en la expresion de los micro-RNA let-7e, 17 y 191
en dos grupos de estudio (CC y controles).
®» Se analizaran las expresiones de los micro-RNAs estudiados entre los pacientes
con CC divididos en presencia 0 ausencia de cianosis

» Se realizara la correlacion entre las expresiones de los micro-RNAs estudiados

y las variables clinicas
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HIPOTESIS
Los pacientes pediatricos con Cardiopatias Congénitas presentaran diferencias en la

expresion de los micro-RNA en comparacion con los sujetos control.

MATERIALES Y METODOS
Disefio de investigacion

Observacional, transversal de casos y controles.

Poblacion de estudio
Pacientes pediatricos del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” Y del

Instituto Nacional de Perinatologia.

Proyecto de investigacion Aprobado por el comité de investigacion en su Sexta Sesién
Ordinaria y por el comité de Etica en Investigacion, con aprobacion de los siguientes
documentos; Propuesta de proyecto de investigacion en espafiol y consentimiento

informado en espafiol, con nimero de registro 20-1181 (Anexos 01y 02)
Tamafio de muestra:

El tamafio de muestra se realiz6 mediante la siguiente formula:

—';_%\IEPU‘P] +:|—;1'JFJ|[I'P|}T P:(]_P:} :

PP

n=

donde: p=2l+p2
o 2

p. es la frecuencia de las CC aumentado entre los casos;

p2 es la frecuencia del CC aumentado entre los controles; y
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e Zi1-a2Y Z1-gS0nlos valores que se obtienen de la distribuciéon normal estandar
en funcién de la seguridad y la potencia seleccionadas para el estudio. En
particular, para un nivel de seguridad de un 95 % y una potencia estadistica del

80 %.

El tamafio total de la poblacién segun la féormula es de 9 pacientes por grupo, sin
embargo, se trabajo con 50 controles y 50 cardiopatas para aumentar el poder

estadistico.

Tamafo de Muestra

50 pacientes pediatricos aparentemente sanos

50 pacientes pediatricos con Cardiopatias Congénitas.

Criterios de Seleccién

Criterios de inclusioén

A) Grupo con Cardiopatias Congenititas (CC)

e Pacientes pediatricos con diagndstico de CC realizado por un especialista.

e Pacientes pertenecientes al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

e Pacientes de ambos géneros con CC.

e Solo pacientes donde los tutores acepten y firmen la hoja de consentimiento

informado
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B) Grupo control

e Pacientes pediatricos sin antecedentes de CC obtenidos del INPer

e Pacientes con edad similar a los sujetos con CC

e Solo pacientes donde los tutores acepten y firmen la hoja de consentimiento

informado

Criterios de exclusion

A) Grupo Cardiopatias Congénitas (CC)

e Presencia de alguna enfermedad congénita no cardiovascular

e Presencia de insuficiencia cardiaca congestiva.

e Presentar alguna enfermedad inflamatoria.

e Padecer alguna enfermedad cronico-degenerativa.

¢ No estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion

B) Grupo control

e Presencia de alguna enfermedad congénita cardiovascular

e Presencia de insuficiencia cardiaca congestiva.

e Presentar alguna enfermedad inflamatoria.

e Padecer alguna enfermedad cronico-degenerativa.

¢ No estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion
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Variables Clinicas

Las variantes clinicas fueron recopiladas a través de un cuestionario previamente

aprobado por el comité de ética del instituto (Anexo 03). En la siguiente tabla, se

muestran todas las variables, asi como, la definicion, medicion, indicador y escala de

acuerdo con las cardiopatias congénitas.

Parametros
que
suministran
datos sobre la
clase clinica,
los sintomas,
la etiologia, las
alteraciones
anatomicas y
los
mecanismos
fisiopatologicos
gue presenta
un
determinado
paciente.

Los signos y sintomas
de las CC dependen
del tipo y de la
gravedad del defecto
en

particular, partiendo
desde afecciones
simples que no
causan sintomas
hasta problemas

complejos que causan
sintomas graves y
potencialmente
mortales.

Se clasifican en 2
grandes grupos,
segun la relacién con
la presencia de
cianosis.

Cuantitativa
continua

Cianégenay no
ciandgena
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Tiempo que ha

vivido una
personauotro | pias cumplidos al
Ser vivo momento del estudio | Cuantitativa Horas, dias,
contando en funcion de la fecha discreta afnos
desde su de nacimiento.
nacimiento.
Caracteristicas
biolégicas y De acuerdo con el _
fisiolégicas que cuestionario Cualitativa Femenino
definen a _ previamente nominal Masculino
hombres y implementado.
mujeres.

Tabla 2. Variables clinicas de los grupos de estudio

DISENO EXPERIMENTAL

Estrategias Metodoldgicas

Las muestras de sangre se obtendran por puncion venosa y recolectadas en tubos con

acido etilendiaminotetracetico sédico (EDTA-Na). De dos tubos se llevara a cabo la

separacion de plasma mediante centrifugacién a 2500 rpm durante 15 min. Para su

posterior extraccion de micro-RNA.
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Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo de muestras de plasma de los pacientes pediatricos utilizando
el kit “miRNeasy Serum/Plasma Advance Kit” (Qiagen®). Durante el proceso de
extraccion se adiciono el control interno de micro-RNA sintético para una secuencia de

C. elegans (cel-miR-39). (Anexo 04)

Transcripcion reversa
Se realiz6 una retrotranscripcion (RT-PCR) con 2ul de RNA total a una 27oncentracion
1 pg, para la sintesis de cDNA siguiendo el protocolo del kit “HighCapacity cDNA

Reverse Transcription” (Applied Biosystems). (Anexo 05)

La retrotranscripcion de cada miRNA de estudio se llevé a cabo con 2ul de RNA total.
Las condiciones de ciclaje fueron: 30 min a 16°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C, y 4

min a 4°C. (Anexo 06)

El cDNA se almacend a -20°C.

Andlisis de los micro-RNA y validacion de la cuantificacién

La expresion de los miR-17 (hsa-miR-17), miR-191 (hsa-miR-191), y let-7e (hsa-let-
7e) en plasma, se cuantific6 empleando ensayos TagMan para microRNA utilizando el
equipo de PCR CFX96-Touch Real Time System BioRad. Las condiciones de ciclaje
fueron 2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15s a 95°C y 1min a

60°C. (Anexo 07)
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Los micro-RNA se normalizaran con el gen enddgeno miR-39. Se cuantificaran de

forma relativa por medio de la siguiente formula: 2-24Ct,
Anélisis estadistico

Los datos se analizaron en el programa SPSS version 19 (SPSS Inc. Chicago USA).
Se realizé un analisis descriptivo de todas las variables y los resultados se expresaron
como la media * desviacion estandar (DS). La comparacion entre grupos se realizo
mediante la prueba t de Student para variables continuas. En el caso de las variables
que no presenten una distribucion normal, se llevé a cabo la prueba U de Mann-
Whitney o Kruskal-Wallis. Posteriormente se llevé a cabo un analisis de regresion
logistica binaria con la construccion del modelo de acuerdo con las variables que
resultaron de importancia. Finalmente, se realizé un analisis de correlacion por medio
de la prueba de Spearman. Los resultados con valores de p <0.05 se consideraron

significativos.

RESULTADOS

Descripcién de la poblacion

Se analizé una poblacién de 100 sujetos pediatricos mexicanos en el Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez” y del Instituto Nacional de Perinatologia, que
cumplieron todos los criterios de inclusion, previamente establecidos, 50 sujetos
correspondieron a pacientes con algun tipo de cardiomiopatia congénita obtenidos del
INCar y 50 pacientes sin cardiopatia congénita detectada al nacimiento, que

correspondieron al grupo control, provenientes del INPer.
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La Tabla 3 muestra las principales caracteristicas clinicas y antropométricas de los

grupos de estudio. En el grupo cardidpata se estratificd en pacientes ciandégenos y no

cianodgenos, donde se observl una prevalencia del 80% y 20% respectivamente. En

cuanto a la edad de los sujetos de estudio, los pacientes cardidépatas tuvieron una

prevalencia de edad 0-2 afos (48%), 2-11 afios (40%), y 12-17 afios (12%); mientras

que los sujetos control el 100% de los casos fueron dentro del primer afio de edad.

Controles Cardiopatas
total n % n %
Muestra 100 50 100 50 100
hombres 20 40 30 60
Sexo )
mujeres 30 60 20 40
- Si 0 0 40 80
Cianogenos
No 50 100 10 20
0-2 afios 50 100 24 48
Grupode 2-11 afios - - 20 40
edad
1%17 - - 6 12
anos

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y antropométricas de los pacientes.
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Expresién de micro-RNA

Se determino la expresion de micro-RNA -let7e-5p, micro-RNA -17p y micro-RNA -191,
en ambos grupos de estudio, mediante la técnica de PCR en tiempo real. Se encontrd
que de los tres micro-RNA evaluados, solo micro-RNA-17 presentd una significancia
estadistica; con un aumento en la expresion relativa en el grupo CC con respecto al
grupo control (Grupo CC: mediana 6.92 min; 0.13 — méx; 741.98 vs Grupo control:

mediana 33.97 min;0.74 — max; 8024.68 p=0.003)(Tabla 4).

Tabla 4. Expresion de micro-RNA estudiados

Caracteristicas (n=100) Grupo CC (n=50) Grupo Control (n=50) P
% (1C95%) % (IC95%)
Micro-RNA-Let-7e 46.47 (0.19-5546.37) 39.27 (0.34-3814.63) 0.831
Micro-RNA-17 33.97 (0.74-8024.68) 6.92 (0.13-741.98) <0.003*
Micro-RNA-191 19.97 (0.16-6560.67) 8.38 (0.13-2609.63) 0.056

Los valores se expresan como mediana (min-max.) *P<0.05

Posteriormente, con el propdsito de analizar la expresion en los micro-RNA y conocer
si esta clasificacion presenta cambios en la expresion entre el grupo de pacientes con

cardiopatias, se clasificaron de acuerdo con la presencia o no de cianosis.

En el caso del micro-RNA-let-7e se encontré6 una sobreexpresion en los pacientes
cardiépatas no cianoticos (mediana 187 (min; 0.61 — max; 4262.04) en comparacion
con los sujetos del grupo control (mediana 39.27 (min; 0.34 — max; 3841.63) p=0.015)
y los cardiopatas cianéticos (mediana 22.98 (min; 0.19 — max; 5546.37) p=0.033).

Figura 5 (A).
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Para el micro-RNA-17 se observé una sobreexpresion en los pacientes cardiopatas no
cianéticos (mediana 68.84 (min; 0.80 — méx; 4673.31) con respecto a los sujetos del
grupo control (mediana 6.92 (min; 0.13 — max; 741.98) p=0.020) y de igual forma, un
aumento de expresion en el grupo de los cardidpatas cianoticos (mediana 17.69 (min;
0.74 — méx; 8024.68) versus grupo control (mediana 6.92 (min; 0.13 — max.; 741.98)

p=0.011), estos datos se pueden visualizar en la Figura 5 (B).

Con respecto a miRNA-191, es evidente el aumento de la expresion en los pacientes
cardidpatas no cianéticos (mediana 70.21 (min; 0.50 — méx; 5237.37) en comparacion
con los pacientes del grupo control (mediana 8.38 (min; 0.13 — max; 2609.63) p=0.020)
del mismo modo esta de manifiesto la sobre expresiéon de los cardiépatas no
ciandticos, con respecto al grupo control —(mediana 8.38 (min; 0.13 — max; 2609.63)

p=0.011).Figura 5 (C).
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Figura 5. A) Expresion del miR-Let-7e en plasma del grupo control en comparacién a la clasificacion clinica
cianético y no cianéticos. B) Expresion del miR-17 en plasma del grupo control en comparacidn a la clasificacion
clinica ciandtico y no ciandticos. C) Expresién del miR-191 en plasma del grupo control en comparacién a la

clasificacion clinica cianético y no cianéticos. Los datos fueron normalizados con el miR-39. Los datos expresan
la mediana (min-max), *p< 0.05.

Finalmente, se estratificd por grupos de edades, con la finalidad de evaluar la aparicion

y permanencia de la expresién en los micro-RNA ya descritos. Se evidencio una
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disminucién paulatina de la expresién acorde al aumento de edad; presentando una

significancia estadistica.

En el caso del micro-RNA-let-7e se encontré una disminucion progresiva de acuerdo
con la edad, es decir, en nifios de 2 a 11 afios hubo una disminucion en la expresion
de let-7e del 75%, mientras que en nifios de 12 a 17 afios fue del 97.5%. Figura 6(A)
De la misma manera, encontramos un cambio para el micro-RNA-191. Observamos la
disminucién gradual de la expresién acorde al aumento de la edad de los pacientes no
ciandticos, en nifios de 2 a 11 afos del 45%, y en nifios de 2 a 17 afios fue del 98%.

Figura 6(B).
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Figura 6. A) Expresidon del miR-Let-7e en plasma del grupo control de acuerdo a los grupos de edad (no
ciandégenos). B) Expresidon del miR-17 en plasma del grupo control de acuerdo con los grupos de edad (no
ciandgenos). Los datos fueron normalizados con el miRNA-39. Los datos expresan la mediana (min-max), *p<
0.05.
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DISCUSION

Las cardiopatias congénitas son malformaciones en la estructura del corazon que
ocurren durante el proceso de la cardiogenesis, es decir, defectos que ocurren en el
feto mientras se desarrolla en el Utero durante el embarazo.?®*° La cardiogénesis es
el proceso estrictamente regulado donde interactian diversas vias de sefializacion y
factores de transcripcién especificos para la diferenciacidén y especializacion celular
en la formacién del érgano y sus anexos.*® Estos procesos son regulados, a su vez
por mecanismos epigenéticos como los microRNAs, los cuales han sido identificados
como moléculas claves en la diferenciaciéon y morfogénesis cardiaca.®® La expresion
andmala de ciertos miRNAs tienen un papel en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.*!

En el presente trabajo, se analizaron 50 pacientes con CC y se compararon con 50
pacientes sin CC los cuales fueron considerados como sujetos controles. Ambos
grupos fueron evaluados al momento del nacimiento. Nuestros resultados muestran
que nuestra poblacién con CC tuvo una prevalencia 20% no cianéticos, y 80%
ciandticos; sin embargo, estos datos no concuerda con diferentes estudios previos, en
donde se han reportado que las CC no ciandticas al ser asintomaticas, presentan un
diagndstico tardio y en muchos de los casos no ameritan procedimientos mayores, en
comparacion con las CC cianoticas.® Esto podria deberse al tipo de poblacion, el cual
la carga genética puede diferir, sin embargo, un problema mayor es la deteccion
temprana y efectiva del tipo de CC. Se conoce que los métodos de deteccion pueden

variar en las diferentes dependencias, ya sea por la experiencia en la parte médica y
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en los recursos en los equipos de imagen para poder detectarlas de manera temprana

y eficaz.

Posteriormente, se realizd una estratificacion por grupos de edad de nuestros
pacientes CC y encontramos que la mayor frecuencia se encontré6 en edades
neonatales y lactantes, en contraste la menor frecuencia fue en pacientes
preadolescentes, existen diversos trabajos que reportan que cuando se elimina la
circulacion materna y el sistema del recién nacido se hace independiente, se
manifiesta el trastorn6 anatdmico que en muchos casos los desenlaces pueden ir
desde trastornos que solo pueden ser corregidos por cirugia hasta letalidad en edades

neonatales y lactactes.3!

El incremento de las CC en los ultimos afios y la relevancia que ha alcanzado a nivel
mundial y en México, ha propiciado la busqueda de nuevas estrategias, apoyandose
en la biologia molecular. Existen diferentes reportes acerca de la asociacion entre los

micro-RNA y las CC. 3233

Al analizar los datos de expresion de los micro-RNA de estudio, solo encontramos que
la expresion del micro-RNA -17 muestra un aumento significativo en el grupo CC en
comparacion con el grupo de pacientes sanos. Existen estudios donde se ha reportado
que este micro-RNA se encuentra subexpresado en modelo murinos,?’ por otro lado,
se conoce que la eliminacién dirigida de este micro-RNA aumenta la letalidad neonatal
y defectos que resultan muy especificos en el desarrollo del corazén. Sin embargo, en
nuestros resultados encontramos datos contradictorios a lo reportado previamente, lo

cual no concuerda con nuestros datos reportados. Esto podria deberse a que los
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reportes previos se han realizado en modelos murinos y lineas celulares, en donde las
variables se encuentran controladas, mientras que nuestro estudio se baso en
expresion genetica en pacientes humanos,®y que podria haber otros factores como
los maternos que podrian modificar su expresion. Se conocen que algunos factores
maternos como la edad, niumero de embarazos, fumar, beber, ingesta de drogas,
medio ambiente, entre otros, podrian estar influenciando la expresion de los micro-

RNA y como consecuencia, la aparicion de este tipo de enfermedades congénitas.

Posteriormente, se realizd una estratificacion de nuestro grupo de estudio CC, en 2
subgrupos (cianosis y no cianosis). Al comparar los niveles de expresién de este micro-
RNA encontramos que existe una disminucion en la expresion del micro-RNA-17 en

pacientes ciandticos vs pacientes sanos y pacientes no cianéticos.*?

Existen reportes en modelos murinos donde la delecién de micro-RNA-17, conduce a
malformaciones cardiacas.3%3! Sé demostré que al comparar roedores con el gen
mutado (HOXA-1 y HOXA-4) versus roedores con el gen silvestre (wild-type),
presentaron corazones con un tamafio similar, sin embargo, los roedores mutantes
presentaban un defecto septal ventricular (CIV) claro, el cual puede ser clasificado
como CC cianética.?’ Un posible mecanismo de accion podria ser que el microRNA-17
tiene como gen blanco a HOXA-1 y HOXA-4; la sobreexpresion de este microRNA
podria estar silenciando la expresion de estos genes blanco durante el proceso
cardiaco embriogenico, para poder corroborar esta idea seria necesario, cuantificar el

RNAmM y la proteina, sin embargo, una de las limitantes, es que estos genes se
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expresan en tejidos especificos, es decir en tejido cardiaco, por lo tanto la obtencion

de biopsias es objetivo de un trabajo futuro.*?

Un posible mecanismo molecular por el cual, el miR-17 se encuentra asociado a las
CC ciandticas, seria la ausencia de este micro-RNA, lo que permite la sobreexpresion
de genes progenitores cardiacos, tales como Isl1 (ISL LIM homeobox 1) y Tbx1 (T-box
1), lo que afecta las cascadas de sefalizacion del segundo campo cardiaco que se
requiere para la formaciéon adecuada del tracto de salida.®* -Sin embargo, nuestros
resultados, mostraron un aumento significativo en los primeros meses de vida, lo cual
no concuerda con lo reportado. Nuevamente, podriamos especular que los
caracteristicas clinicas y hébitos maternos podrian estar influyendo en estos

resultados, por lo cual se propone realizar este analisis posteriormente.

En el caso de los miR-let7e y miR-191 se realizé la misma estratificacion de pacientes
con CC en cianosis y no cianosis. En el primero de los micro-RNA observamos que al
comparar los valores de expresion entre los grupos de estudio encontramos que existe
una sobreexpresion del miR-let7e en pacientes no cianéticos en comparacion con el
grupo control y el grupo CC cianético. Lo cual concuerda con Liy colaboradores (2014)
en donde en pacientes con comunicacion interventricular (CIV) encontraron que el

miR-let7e se presenta una disminucién en la expresion.?®

Ademas, existen estudios in vivo e in vitro han revelado que la expresion aberrante de
let-7 se asocian a diversas enfermedades cardiovasculares, desarrollo del corazén y
diferenciacion cardiovascular, lo que implica que pueden desempefar un papel

importante en estos procesos. Cabe sefialar que las tendencias de expresion de
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miembros especificos de let-7 son especificas de la enfermedad y del 6rgano. Hasta
ahora, solo se han descubierto algunos genes blanco para let-7, como TLR4, lox-1,
Bcl-xl, AGO1 y GATA4. Las mutaciones o defectos en los genes blanco como en el
gen GATA4 pueden conducir a una variedad de problemas cardiacos que incluyen
enfermedad cardiaca congénita, plegamiento ventral anormal y defectos en el tabique
cardiaco que separa las auriculas y los ventriculos e hipoplasia del miocardio

ventricular.3®

Es fundamental identificar sus genes blancos y las vias de sefializacion responsables
de sus efectos cardiovasculares en estudios futuros. Ademas, actualmente no esta

claro como se regulan las expresiones de let-7e en las en el desarrollo del corazén . 4

Esto indica que hsa-let-7e puede desempefar un papel regulador en el desarrollo de
CIV. Por otro lado, se ha reportado que la sobreexpresion de este micro-RNA se ha
asociado con transposicion de las grandes arterias: las dos arterias principales (la
aorta y la arteria pulmonar) que transportan la sangre desde el corazéon se

intercambian (transponen).®46

En el caso del miR-191, se encontré6 que se expresé diferencialmente en los dos
grupos estudiados con respecto al grupo de sujetos sanos, manifestando la sobre

expresion de los cardi6patas con respecto al grupo control.

El mayor porcentaje descrito de CC no cianoticos relacionados al miR-191 estaria

ligado a la alta prevalencia de este tipo de CC en paciente pediatricos particularmente
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al CIV y sus multiples variantes acianoéticas, reconociéndolo como los defectos

cardiacos congénitos mas comunes.3®

Es importante mencionar que no existe mucha informacioén sobre este micro-RNA en
patologias cardiacas, sin embargo, existen estudios recientes que arrojan informacion
sobre el vinculo de expresion que existe entre el miR-191 y las CC, en particular la CIV

y SHV|.25'26’36

Existen evidencias que el miR-191 tiene como gen blanco a LBH el cual destaca en
la expresion en el desarrollo de las extremidades y la formacion del corazén en los
embriones tempranos. Estudios en ratones knockout para el gen LBH, han mostrado
gue esta implicado en sus funciones en la cardiopatia congénita humana y el cancer
de mama.®’ Los estudios sobre la expresion de estos micro-RNA son escasos, por lo
gue la sobreexpresion en pacientes cardiopatas no cianoticos y una menor expresion
en pacientes cianoticos podrian decirnos que los mecanismos moleculares de
desarrollo de malformaciones cardiacas pueden tener rutas moleculares

independientes.

Por altimo, la expresion de los miR-let-7e y 191 en pacientes con CC no ciandtica
disminuye a medida que las edades de los pacientes van aumentando, esto nos
permitiria evaluar los mecanismos moleculares que relacionan a estos genes para
diagnéstico, desarrollo y pronéstico de la enfermedad en diferentes estadios del

desarrollo a lo largo de la vida de los pacientes afectados.
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Entendiendo que las cardiopatias congénitas tienen manifestaciones variadas
dependiendo de la edad de presentacion;3® se proponen perfiles de marcadores que
permitan anticipar dificultades en padecimientos clinicos graves de nueva aparicion,
asociando la sobreexpresion a una desregulacién génica andbmala ligada al desarrollo

cardiaco y asi poder dirigir el tratamiento hacia un prondéstico favorable.3°

Muchos nifios con defectos cardiacos congénitos simples y complejos ahora pueden
sobrevivir hasta la edad adulta y representan una poblacion en expansion. La mayoria
de ellos no se "curan" y necesitan un seguimiento especializado. La cirugia
cardiovascular pediatrica es un elemento central en el tratamiento de las CC, traducido
en la mejoria de los resultados en la etapa infantil, permitiendo a estos pacientes llegar
a la edad adulta.*®4! Por tanto, la estratificacion que se realiz6 nos permite suponer
gue los micro-RNA de estudio refieren su comportamiento debido a que es un grupo
muy heterogéneo en cuanto a su patologia y deja en claro que la sub expresion
también podrian estar relacionada a procedimientos quirargicos en la primera infancia

o0 cierres espontaneos de comunicaciones simples del corazén.

Las cardiopatias asintomaticas son potencialmente progresivas y deberan llevar un
seguimiento mas estricto por el cardiélogo pediatrico, ya que en la mayoria de los
casos es necesaria cirugia o cateterismo intervencionista en la primera infancia.*?
Debido a esto, es importante mencionar que la cirugia al ser piedra angular en la
correccion de los defectos cardiacos, debera brindar la seguridad al prondstico
favorable; por tanto, se expone plantear como biomarcadores a estos micro-RNA para

uso clinicos de una amplia gama de estados médicos, dado que nuestros resultados
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tienen una distribucibn que se evidencian puntos importantes de partida para
relacionar la expresion de los genes, su distribucidn durante diversos estadios
marcados por la edad y la presencia de procedimientos mayores; traducido a la
asociacion de genes como marcadores pre y post operatorios determinando el
momento idéneo para la intervencion. Se toma como referencia, estudios que
describen el nivel miR-208a preoperatorio como un biomarcador confiable para la
prediccibn de pacientes que estdn en riesgo de desarrollar complicaciones

postoperatorias.46:47:48

CONCLUSION
De los tres micro-RNA de estudio, solo el microRNA-17 presento una sobre expresion

en los pacientes con CC en comparacién con los pacientes controles.

Al clasificarlos clinicamente (cianéticos y no cianéticos) los tres micro-RNA estudiados
aumentaron su expresion significativamente en el grupo no cianético en comparacion

con el grupo control.

En cuanto a la estratificacion por edades, se registré una disminucion paulatina de la
expresion de los microRNA-let-7e y microRNA-191 esto a medida que avanza la

edad.

Se ha demostrado que el nivel de expresion de los microRNA-let-7, microRNA-17 y
microRNA-191 en plasma puede estar relacionada a la aparicion de cardiopatias

congénitas.
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PROSPECTIVAS

En este trabajo se presentd el analisis de expresion y relacion de los microRNA-let-7e
, microRNA-17, y microRNA-191 en pacientes pediatricos con cardiopatias congénitas
en plasma. Los alcances de este proyecto no se limitan a estos resultados, puesto que
las cardiopatias congénitas son una enfermedad crénica que constituyen un grupo
heterogéneo en cuanto a sus patologias, por lo que se plantean las siguientes

prospectivas.

e Analizar la expresion de los micro-RNA y sus genes blancos en pacientes con
CC a patrtir de la saturacién de oxigeno en pacientes acianoéticos.

e Analizar la expresién de los micro-RNA y sus genes blancos de forma
individualizada, es decir paciente por paciente a medida que transcurre los
afos, ademas de asociar el tratamiento recibido en el desarrollo de las
cardiopatias congénitas.

e Determinar la participacion de nuevas especies moleculares tales como los
RNA circulares (circRNA) en la fisiopatologia de las CC, asi como su relacion
con los micro-RNA.

e Realizar la correlacion entre la expresion de los micro-RNA con las variables

clinicas maternas.
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Anexo 03
Cuestionario
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HEYQIco

Instituto Nadonal de Cardiologia “Ignacio Chivez”

Estudio de los microRNA's y RNA's circutares y su asodiacidn con |a enfermedad
congénita cardiaca en pacientes pedidtricos™

CUESTIONARIO

FECHA: DIAGNOSTKO REGISTRO, PEO-CAMA
FICHA DE IDENTIFICACION BEBE DL T LNy T
Las siguientes preguntas son sobre su bebé

NOMERE SEXO ( Memenino ( ) masculing

JAFELUDO PATERNG) JAPELLIDD MATERNO| |NOMBERES|
FECHA DE NACIMIENTO ! / EDAD PESO () TAUAeml
Olay  NES JAR0 [ARIOR) [MESES] (Dnas)
LUGAR DE NACIMIENTO LUGAR DE RESIDENCIA
1ESTADO) JCELEGACO N MUNCIID) (ESTADD) comau:w.numcmol

GRUPO SANGUINEOY RH: | )0+ ( JO-| JA+ { Ja- ( 18+ [ )B-( )0+ { )nosé PESO g TALLA fcm)

FICHA IDENTIFICACION MADRE . -

NOMBRE EOAD ESTADO CIVIL

JAPILLIDO PATERND) JAPELUOO MATERND)  INOMERLS)
FECHA DE NACIMIENTO / ! EDAD PESO |ip) TALLA fem) IMC
Dlay  MES /AR
ESCOLARIDAD, QCUPACION
LUGAR DE RESIDENCIA
WESTADDY JCELECACION MUNCIFID)

DIRECCION
TELEFONO DE CONTACTO: a) bl

)

" ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DEL BEBE (pap4, mamd, hermanos, tios, abuelos del paclente)

PADRE

ABUELOS
MATERNOS

ABUELOS
PATERNQS

Abuela

Azuelo

LUGAR NACIMIENTO LUGAR DE RESIDENCIA
[STALO ¥ DELEGADON O MUNCIFD) ESTADO ¥ DELEGACION O MUNICPIO)|
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¢Hay consanguinidad entre parientes? Si_____ no

{Alguno de sus familiares cercanos que estén relacionados con usted por sangre |madre, padre, hermanas o hermanas] ha tanido

alguna de las condiciones que s enumeran a continuaion?

Para cada elemento, margue No si nadie en su familia tiene |a afeccion, Si i alguien de su familia iene la afeccion o NS 5l no lo s30e.

=
<

Obesidad

cancer

Diabetes Mellitus

Hipertension artenal
Enfermedades cardiovasculares
Malformaciones del corazan
Enformedades autoinmunes
Sindrome de Down
Malformaciones al nacimiento

LTTTETTTT -

HERSRERN
AL LT L] #

Otras

iFueron diagnosticadas por un méd«o? Si no.

ANTES DEL EMBARAZO
Las sigulentes preguntas son sobre usted en el tiempo antes de quedar embarazada

ANTECEDENTES MATERNOS GINECOOBSTETRICOS DE LA MADRE

1. ¢Cuantas veces ha estaco embarazada?

2 Numero de parios

3 Numero de cesareas

3.1 Motivo de cesarea

4 Numero de abortas [indicar trimestre y causa si s& Cono<e)

S Numero de hijos vives

ANTICONCEPCION

$Qué metoda anticonceptivo es1aba usando cuando quedd embarazada? Marque todo k0 que comesponda
Pastillas anticanceptivas DIU {incluidos Mirena®, ParaGard®, Liletta® o Skyla®))
Condones Planificacan familiar natur sl {induido & método de! ritmo)
Vacunas o inyecciones (Depo-Provera®) Interrup<ion coito
Implante anticonceptivo en el brazo Owro;

(Nexplanen® o Implanon®)
Parche anticonceptivo [OrthoEvra®} o andia
vaginal [NuvaRing®|
Cuando queds embarazada ge su bebé, Jestaba tratando de quedar embarazada?

oS ' No

52



REPRODUCCION ASISTIDA Y FERTILIDAD

£Tamé algun medicamento para la fertiidad o recibié #gun procedimiento médica de un médico, enl.nrmea u otro grolnmf:al de l:
salud para ayudara a quedar embarazada de su bebé? Esto puede induir tratamientos para 1a infertilidad, como medicamentos par
mejorar |a fertilidad o tecnologia de reproducddn asistida.

No (contingar con ls pipelente seccion “comorbilidades”)
Si

¢Utilizé alguna de los siguientes tratamientos de fertilidad durante ef mes en que quedd embarazada de su bebé? Marque todo o
que Corresponda

Meckamentos para mejorar la fertilidad recetados por un médico

(s mresicamerton para La fertfstad indyen COMIE®, Saroghene®, Prrgmal® u 0110S Medcameneos que estimuten B oundaciin}
Inseminacion artificial o inseminacion mtrauterina
(L/ALIENI0S €0 105 QUE 58 PECORTIN eipermatoscedn, pevo NO dvilos, y 5e colocan médamente en wl tuefpo o una muper)

Otro tratamiento médico (Indiquenos).

COMORBILIDADES

Durante los 3 meses antes de quedar embarazada de su bebé, {tuvo alguna de las siguientes condiciones de salud? Para cada una,
marque No si no tenda la afeccidn o Si si la tenia,

§  NO  Tempode evolucion En control Tratamiento
sl ND
Disbetes mellitus ___ Sl Yt

Indigue com una X 4 tiene | JOM tigo 1o( ) DM upo2

Hiperension SR ST
arterial

Enfermedad del e
corazan
{especifique cudl)

Obessdad Pl S e

Depresion S — - g—

Enfermedad At o -
autloinmuneg
(especifique cudl)

VIH/ SIDA C i Sre i Y o

QOtra: = i ¥ G

Owra: pa A D — - . —

iFueran diagnosticadas por un médico? Si no_______
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SUPLEMENTOS

Durante ol mes anterior a quedar embarazada de bebé, Zcuantas veces a la semana tome un multivitaminico, una vitaming
prenatal o una vitamina ded icica falica?

No 13 3 veces por 4 a6 veces por Todos los dias dela
tomé wmana semana LEMana
Acida falico |
Heerro q
Multivitaminos
MEDICAMENTOS

Durante el mes antes de quedar embarazada, ¢1omd o usé alguno de los siguentes medicamentos por algun motive? Para cada
articulo, margque No si no 10 uso o Si si lo hizo.

ME: SEntana D
Mendtzewra | I dweissal Vecosnlazerare Vecesal Sa
Mmce weralmes mes
1 - - 1 23 &5 13
Analgésicon de vents litee = o -
P gerols moera Tyerol, Asn® o Ao s c 8 g g = fud = - =
recetados

AS 0o (v caser) - ~
Cw.oone (Peraxeit) = e e a2 g (=3 E O a -
dena
Adderalt®, sstalin® u otro etimulante - - - - . - " - - -

- - - - - - - - - -
rdatad " » °
Subaxone* - " P e m - - = " =
Orre:

c g - < < c a 8 c 2
Ouec - - ~ - - - - - - -

CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

ZDurante cudnto hs consumido bebidas akohdlicas?
¢Inginid alguna bebida alcohdiica tres meses antes del embarazo?{ | si { I no(continde con la seccién tabaquismo)

Durante los 3 meses antes de quedar embarazada, (cudntas bebidas alcohdlicas tomaba en promedio?

S SEMAMA [N
Una batvds s 1 1ops de wis, lats Meooson de ure 1-Sveten NVoors o la wenana Yeres ol e
© botebe de carenia, rago oo beow | Nurcs wez al e o mes
* bolida maiciaca. 1 LR S 1 » s .
-
Mas de § bebuces o P P - o - - 2 =
183 bebidas - " . P e = = i
- - (- - ™ [ L - - .
Menos de 1 bebada = - n - - - -
- - - - - - - - - -




Durante los tres meses antes del embarazo, cudntas veces se encantraba en estada de embriagues:
[ )nunca( )esporadicamente { JUnavez al mes [ ] una vez por semana [ ) Gianio

¢Qué tipo de bebida ingerla con frecuencla?
( Ivino ( lcerveza| )tequila | Jvodka{ |wiskey ( Jolro, indiquenos:

TABAQUISMO

Enlos3 m:ses antes de quedar embarazada, ¢ cudntos cigarrillos fumaba en un @la promedio, especfique el nimero junto  su
respuesta’
* Un pagquete tiene 20 cigardlos.

41 cgarrillos @ mas
21 a 40 ogarriias

11 3 20 ogarmiios

6 a 10 cigarnilos

1 aScigarrillos
Menos de 1 ogarrillo
No fumaba => continuar en 13 siguiente seccién FUMADOR PASIVO

LTI

¢Durante cuanto empo fuma? [meses o ahos)
Lo suspendid? [si/ma)
<51 lo suspendid, cuanto tiempo antes del embarazo dejo de fumar?

FUMADOR PASIVO
En 1os 3 meses antes de guedar embarazada fue fumadora pasiva
No = continuar en |a siguiente seccion DROGAS
St
¢Por cuanto tiempo fue fumador pasivo?
¢Cuantas horas al dia era fumadar pasiva?

DROGAS
Durante el mes antes de quedar embarazada, J10md 0 uso alguno de los siguientes drogas por algin motiva?
Para cada arucula, margue Nunca si no lo usé (continue a la siguiente seccion), o si lo hizo, marqué la frecuencia de consuma

= e IIKS e —T MAANA ma
A rers, e e LI R Vines o b sewmiane veces ol e
Murce wor ool ey alines Sl e z AW N
1 2 e 1 ‘l EXY as .
T e D 8 B o 3
[T 3 Q = e v <
D a o] = =]
—erzira o D o c o
> o a a a [a)
Anferamimes - = - [~}
e} a a =) Q
Covama =] D o C (=]
Trangubiarios o o = 8] o e -
Algcnigeno D o - (» ] o e | o o a
WPl QaiOhna. pegamanto, letss o a a o o
B i Ouid © EANTULE PATE drOgane o & (&) D b=}
e . D c 2 o o a o
o) - " - = - c -
élo suspendia? (si/na)

¢5i 10 suspendid, cuanto tiempa antes del embarazo dejo de consumir la droga antes marcada?
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L3 atencion prenatal incluye visitas @ un médica, enfermera u otra profesional de la salud antes de gue nazca su bebé para recibic

Justo antes de quedar embarazada de subebé, {cuinta pesaba? ftg)

DURANTE EL EMBARAZO

chequeos y consejos sobve el embarazo.

£Cudntas semanas o meses de embarazo tenia Cuando Luvo su Primera visita de atencidn prenatal?

Semanas de embarazo,
No recky atancidn prenatal

o Mases

Durante su embarazo mds reciente, étuvo alguna de las siguientes conditiones de salud? Para cada uno,marque No sino padecia la

afeccion o S si la padecia.

S

Hipertension gestacional
Preeclampsia

Eclampsia

Diabetes gestacional
Anemia

Enfermecaces febriles
Depresion

Qtro:

Otro:

Otro:

¢Fueron diagnosticadas parun médico? S no

SUPLEMENTOS VITAMINICOS

No  icontrolada?  (Requind hospatalizacion?

S no Si

Tratamiento

Durante su embarazo, ¢Cuantas veces & ka semana tomo acida félico, hierro, multivitaminicos?

No tomé
Acido folico 0
Hierro a
Multiitaminicos o
A partir de que Lrimestre:

1 a 3 veces por semana 4 a 6 veces por semana Todos los dias de la semana
0 0 0
0 [l 0
[l ] 0
[l 1% trimestre [ 2° tnmestre [ 3% trimestre
(1-3 meses de embarazo) {3.6 meses de embarazo| |6-9 meses de embararo)
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MEDICAMENTOS

Durante el mes antes de quedar embarazada, {Lomd 0 Usé 3EUN0 de los siguientes medicamentos par algun motive? Para cada
articulo, marque No si no 10 us o Sisi lo hizo. C

ML SEMANA o
Menes deuna | 13 veces o Weces & s serans Veces & cis
wee tl rred mel
Nurce
1 24 5t 2.8 43 5
Anulpésicos de venta libre -
P eprreks apnre, Trenat, Aovd ¢ Mevet a a oy g 2 G g = C -
Analpesicos recetados
Aarceodona Vean?)
Do Pereacet) a o o o o G o = g z
R ]
Adderall®, Ritalin® u otro estimulante = X " = - % = = - n
Metadona, malovona, subutex o
Sdbovone® = = = = S S " = — B,
Otro.
0 a a c v} =t = pe g c
m° B " - - -~ - - - - - -
- - - - - - - - - -
A partir de que trimestre: 01 1" trimestre  2"trimestre 71 3*trimestre
{1.3 meses de embarazo} (3-6 meses de embarazo) (69 meses de embarazo)
CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS
éInginc alguna bebida alcohdlica durante el embarazo? (| i { ) no [comtimde con la seccidn tabaquisme)
] Mis SEMANA " oW
Usna bebida o | copa de vino, lata Menos de wna 1-1 wecon Veowrs o la semana Veces of dia
& botells e corvazs, trago de licor | Nunie wer o mes o ey e
o babids mexclede, [ 24 56 1 23 as 6
" Mas de 3 bebicas c = s Tenes N R =30 R z
14 3 bebidas - - - - - - 9 = = _
Menos de 1 bebida i - " - ¢ - - = =
Cuédntas veces se encontraba en estado de embriaguez:
{ )nuncal )esporadicamente | )Unavez al mes | ) una vez por semana { | diario
¢Qué tipo de bebida ingeria con frecupncia?
{ pwino | Jeerveza| )iequila | )vodka{ )whisky ( Jotra:
¢Lo suspendio? fgmo)
A partir de que trenettire: 1" rimestre 2* trimestre 3 trimestre
[1-2 meses de emburaro) [3-6 rwsas do emibarazo) {6-9 moses de embacazo)
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TABAQUISMO
éDurante su embaraze Ingirié nicotina en alguna de sus presentaciones? (GEarro, puro, vaporizadar, etc)

{ s { Jnoge o0 I seceidm fumador pawwol

A partir de que trimestre: 1* trimestre 2" trimestre 3" trimestre
(13 mmeses de embaramo} |3 6 meses d¢ embaraza) |65 s S enrbara)

{tudntos cigarrillos fumaba en un dia promedio, especifique el numero junto a su respuesta? Un paquete tiene 20 cigarrilos.
41 cgarrillos o mas
21 3 40 cigasrilios
113 20 cigaredios
6a10cigarrillos
1325 cigarrillos
Menos de 1 cigarrillo

FUMADOR PASIVO

Durante su embarazo estuvo expuesta al humo de cigarra

No =2 enla sig: DROGAS
Si

¢Par cuanto tiempo fue fumador pasiva?
¢Cudntas horas al oia era fumador paswa?

DROGAS
Durante su embarazo, (10ma o usd alguno de los siguientes drogas por alguen mativa? Para cada artikulo, margue Nunca sino ko uso
(contioue a la sgui I, ©3llohizo, marqué la frecuencia de consumo
MEs B SEMARS | __ea
Menid de s 23 wecer Yeoou ala wemana Veces ol s
Nunte el Ml mes almer
¥ IR 6 1 FE) as 0
- = *} d g o a
Martuane > - = a 3
. e ] o o 8
Hercena J - o Q a
C a s} D o
Antesaminas a +) a =] a
c J ol c a
Cocmna o | o o 0 o
Tranguddanres = - - - =] = o (o] o]
Alstmogenos - a ] o o o o (o
Phalar guiohes. pegamento, s g | &) c
Se aaroucl © SATE 0D BTG a a 2 ] n
Orra: - - - I C a (=] Q C o
Cnro: 5 - a a = s n] 3] c -
‘Lo suspendid en algun momento? (sinol
A pactir de que tnmestre: [ 1" trimestre [ 2" trimestre [ 3" trimestre
{13 meses de embarazo) [3-6 meses de embararo) (6-9 meses de embacazo)
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FICHA IDENTIFICACION PADRE :
NOMBRE EOAD

ESTADO CIVIL
(AFTLUDO PATERNG)  (APELLIDO MATINND|  {WOMBRES)
FECHA DE NACIMIENTD / / EDAD PESO g TALLA jem) 1MC
Oy MES I AR0
ESCOLARIDAD. OCUPACION
LUGAR DE RESIDENCIA
|ESTADOY |DELE GACKIN MUNCPID)
DIRECCION
TELEFONO DE CONTACTO: ) b)
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Anexo 04
Técnica de extraccion de RNA con kit miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (50).

1.- Preparar la muestra de plasma 200 pL.
2.- Se transfieren 200 pL de plasma en tubos de 2ml.

3.- AAadir buffer RPL 60 pL, tapar tubos, vortexear 5 segundos e incubar a temperatura
ambiente por 3 min.

4.- Anadir buffer RPP 20 L, tapar tubos y vortexear por 20 segundos e incubar a
temperatura ambiente durante 3 minutos

5.- Centrifugar a 10, 500 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente.

6.- Transferir el sobrenadante sin tocar el pellet (con un volumen aproximado de 230-
240 pL) a un nuevo tubo, afiadir el mismo volumen que se obtuvo de sobrenadante,
pero de is6propanol) vortexear por 15 segundos aproximadamente.

7.-Transferir el volumen del paso 6 (volumen aproximado de 460 pL) al tubo con
columna (RNeasy UCP Min flute colum), cerrar y centrifugar a 8700 rpm por 15
segundos. Descartar el sobrenadante.

8.- Agregar a la columna 700 uL de buffer RWT en la columna, cerrar y centrifugar a
8700 rpm por 15 segundos. Descartar el sobrenadante.

9.- Agregar a la columna 500 uL de buffer RPE y centrifugar a 8700 rpm por 15
segundos. Descartar el sobrenadante.

10.- Agregar 500 pL de etanol al 75% a la columna y centrifugar a 8700 rpm por 2 min.

11.- Poner la columna en un nuevo tubo (incluido en el kit) de 2 ml y centrifugar a
velocidad méxima con la tapa abierta por 5 min para secar la membrana.

12.- Pasar la membrana a un nuevo tubo de 1.5 ml y agregar agua libre de RNAsa.
13.- Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

14.- Centrifugar a velocidad maxima por un minuto para obtener el RNA

15.- Desechar la membrana.

16.- Congelar a -70°C
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Anexo 05
Transcripcion reversa de micro-RNA

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:

- 0.75 uL del Primer especifico del miRNA de estudio (20x)

- 0.15 pL de dNTPs (100 mM)

- 1.0 pL de Transcriptasa reversa (50 u/pL)

- 1.5 pL de Buffer (10x)

- 0.19 pL de inhibidor de RNasa (20 u/ pL)

- 9.41 yL de agua libre de RNasas

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En tubos de 0.2 mL, agregar 13 uL de la mezcla anterior y 2 uL de RNA total a una
concentracion final de 10 ng/pL.

4. Centrifugar cada tubo para mezclar las muestras.
5. Colocar los tubos adecuadamente en

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 16 °C 42 °C 85 °C 4°C
Tiempo 30 min 30 min 5 min 0

7. Guardar las muestras de cDNA total a -80 °C
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Anexo 06

Transcripcion reversa de RNA total

Siguiendo las indicaciones del kit “HighCapacity cDNA Reverse Transcription”:

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:
» 0.75 pL de RT Random Primers (10x)
» 0.15 pL de dNTPs (100 mM)
» 1.0 pL de Transcriptasa reversa (50 u/uL)
» 1.5 pyL de Buffer (10x)
» 0.19 pL de inhibidor de RNasa (20 u/ pL)
» 9.41 uL de agua libre de RNasas
En el caso de el gen constitutivo 39 se agrega
» 0.75 pL de Spike y los valores no cambiaran, se ajustara a 8.75 pL de agua
libre de RNasas compensando los volumenes.
2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.
3. En tubos de 0.2 mL, agregar 13 pL de la mezcla anterior y 2 uL de RNA total a una
concentracion final de 10 pg/pL.
4. Centrifugar cada tubo para mezclar las muestras.
5. Colocar los tubos adecuadamente en el termociclador.

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes:

Pasol Paso?2 Paso3 Paso4 Paso7 Paso8

Temperatura 16°C 50°C 42°C 50°C 85°C 4°C
Tiempo 30min 30seg 30seg 1seg 5 min 0

7. Guardar las muestras de cDNA total a -80 °C
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Anexo 07
PCR en tiempo real de miRNA

1. En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar por muestra:
» 0.5 pL del Ensayo TagMan del RNAm especifico de estudio (20x)
» 5.0 pL de Master Mix
» 3.0 yL de agua libre de RNasas

2. Mezclar con ayuda de una micropipeta y mantener en frio.

3. En una placa de 96 pozos, agregar 8.5 L de la mezcla anterior y 1.5 uL de cDNA
total.

4. Centrifugar la placa para mezclar las muestras.
5. Colocar la placa adecuadamente en el termociclador

6. Las condiciones de ciclaje son las siguientes: Cada uno de 40 ciclos.

Cada uno de 40 ciclos.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min
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