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Resumen.

Introduccion: La obesidad es la morbilidad mas importante en México y
en parte del mundo, sus consecuencias a largo plazo incrementan la
mortalidad, cuando se asocia con embarazo el riesgo de diabetes
gestacional se incrementa lo que impacta en la programacion fetal que
finalmente lleva al recién nacido en la etapa adulta, al sindrome
metabdlico. La busqueda de redes moleculares en el calostro como los
microRNAs, permitiran ampliar el conocimiento y tener mas evidencias de
la importancia de la salud perinatal y su impacto en la programacion fetal
y la prevencion de enfermedades metabdlicas.

Objetivo principal: Comparar la expresion de microRNA’s relacionados
al sindrome metabdlico en el calostro entre madres con obesidad y con
diabetes gestacional, comparando con madres sanas.

Metodologia: Se realizd un estudio prospectivo y analitico, en el Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, de Septiembre del 2021 a Enero
2022 en el que se incluyeron tres grupos de pacientes: madres obesas,
madres con diabetes mellitus gestacional y madres sanas a las que se
les tom6 muestra de calostro para comprar la expresion de microRNA's.
Para el analisis estadistico se empled el paquete Remdr del software R,
se realizé un analisis descriptivo de las variables, en el cual las continuas
se expresaron como promedio (+ desviacion estandar) o mediana [rango
IQ] de acuerdo con la distribucionde las variables, de los miRNA-146a y
miRNA-30b. Para la estadistica inferencial de las variables continuas
se empled analisis ANOVA o Kruskal-Wallis y se considero el valor de
p <0.05 como significativo.

Resultados: Se demostrd que la expresion de miRNA-146a se encuentra
disminuida en el calostro de mujeres con obesidad y con diabetes
gestacional en comparacion con las mujeres control sanas (p=0.0004),
en relacidén con el miRNA-30, no hubo diferencia significativa (p=0.1402).
Conclusiones: Este es un primer reporte de la expresion diferencial de
microRNA’s en calostro de mujeres mexicanas, de acuerdo con su indice
de masa corporal y condicion metabdlica. Estas moléculas bioactivas
modulan la expresidén génica y con ello el metabolismo, la inflamacion y
su disminuciéon puede tener un importante papel en la programacion
metabdlica de los neonatos en etapas posteriores para el desarrollo de
enfermedades metabdlicas.

Palabras Clave: Calostro, microRNAs, Obesidad.
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LISTA DE DEFINICIONES

Calostro: Fluido bioldgico vivo cuya composicion va variando a lo largo
del tiempo y es capaz de adaptarse a los requerimientos nutricionales e

inmunolégicos del recién nacido en desarrollo.

Epigenética: Denomina a veces también epigenémica, es un campo de
estudio centrado en los cambios del ADN que no implican alteraciones de
la secuencia subyacente. Las letras del ADN y las proteinas que interactuan
con el ADN pueden tener modificaciones quimicas que cambian el nivel en
el que los genes se activan y desactivan. Ciertas modificaciones
epigenéticas se pueden transmitir de la célula progenitora a la célula hija

durante la division celular o de una generacion a la siguiente.

MiRNA: Son una clase de RNA pequenos de entre 19 y 25 nucleétidos de
longitud con un grupo fosfato en el extremo 5' y un grupo hidroxilo en el
extremo 3'. Juegan un papel regulador en la sintesis de proteinas uniéndose

a los mensajeros (RNAm).

Obesidad: Se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
qgue puede ser perjudicial para la salud con un indice de masa corporal (IMC)

superior a 30.

Diabetes Mellitus Gestacional: Cualquier grado de intolerancia a la
glucosa que se diagnostica por primera vez durante el embarazo,
independientemente de que pudiera existir previamente, de las semanas de

gestacion, de que requiriera insulina o que persista tras el parto.
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Antecedentes.

La etapa neonatal es reconocida como el periodo mas critico del ser
humano, asi como también en la etiologia de la cronicidad de las
enfermedades. Esto puede incrementar cuando un ambiente desfavorable
interactua con una predisposicion genética y la labilidad fisiolégica de un
recién nacido para el desarrollo de las enfermedades cronico-
degenerativas, tales como la obesidad, hipertension, dislipidemias y
diabetes.(1)

Es bien sabido que la salud general del ser humano depende de varios
factores en conjunto como es la genética, el medio ambiente, los habitos
dietéticos y su implicacion epigenética, siendo tan importante desde la
gestacion el tipo de ambiente intrauterino al que fue expuesto el feto en

formacion, pudiendo llegar a impactar en su salud a largo plazo.

El concepto de programacion fetal se describe como el conjunto de
mecanismos moleculares y celulares que participan en el establecimiento
de las respuestas ante estimulos y factores ambientales del recién nacido,
que pueden determinar el fenotipo de respuestas metabdlicas y desarrollo

de enfermedades a lo largo de la vida.

El desequilibrio nutricional materno y sus alteraciones metabdlicas pueden
tener un efecto persistente e intergeneracional en la salud de la
descendencia, determinado por una disfuncién placentaria durante toda la
gestacion, generando riesgo para desarrollar enfermedades

cardiovasculares y cronico degenerativas.(1)

Recientemente se ha demostrado en estudios cientificos que es un
conjunto de estimulos como el ambiente intrauterino, alimentacion
materna, situaciones de estrés, enfermedades maternas o perinatales,

estado de animo, entre otros factores, o mas bien la suma de todos los
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factores maternos que pueden tener un efecto intrauterino y participar en

la programacion fetal.

Durante los primeros 1000 dias post natales, los estimulos ambientales
también pueden ser capaces de modificar a través de mecanismos
epigenéticos, la expresion génica, resultando en modificaciones
adaptativas que contribuyen con el desarrollo de las respuestas durante la
vida y pueden determinar el desarrollo de enfermedades metabdlicas y

nutricion del individuo. (2)

Es asi, como la epigenética juega un papel fundamental, siendo descrito
su término por primera vez por el bidlogo Conrad Hal Waddinggton,
definiéndola como el resultado de la interaccion entre los genes y el
ambiente en el establecimiento de un fenotipo, siendo capaz de alterar la
organizacion y funcion de la sefalizacién postranscripcional a través del

RNA con codificante como son los miRNA, motivo de nuestro estudio. (1)

Obesidad

De acuerdo con el grupo Carga Global de la Enfermedad GBD por sus
siglas en inglés (Global burden of desease), en el afio 2015 se reportaron
603.7 millones de adultos con obesidad. Se atribuyen 4 millones de
muertes en el mundo solamente al indice de masa corporal elevado y
mas de 2/3 de estos pacientes fallecen por enfermedad

cardiovascular.(3)

La obesidad es la morbilidad mas importante en México (4) y en la mayor
parte del mundo. Resultados de la encuentra nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) del 2018 reporta que mas del 70% de la poblacion
presentan obesidad y se estima que para el afio 2050 la tasa aumenta al
91% de la poblacién, con alta prevalencia en mujeres en edad

reproductiva. (5)
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la define como el indice de
masa corporal (IMC) mayor o igual a 30 kg/m2, sus consecuencias a largo
plazo incrementan la mortalidad y cuando se asocia con embarazo, el
riesgo de diabetes mellitus gestacional se incrementa, afectando en la

salud de la descendencia.(5)

En México, de acuerdo con Rivera Dommarco et al, el 72.2% de las

mujeres adultas entre 20 y 49 afos son obesas y a nivel mundial México

ocupa el primer lugar en obesidad en la adolescencia. (6)

Heerwagen y col. informan que los recién nacidos de mujeres obesas y
con diabetes gestacional fueron expuestos a un ambiente proinflamatorio
y por consiguiente se traduce en incremento en la adiposidad de la
descendencia y riesgo de alteraciones en el desarrollo fetal, ya que la
funcion mitocondrial en dénde se lleva a cabo el metabolismo de los
lipidos esta alterada. Esta teoria explica los cambios en la programacion
intrauterina posterior al nacimiento por alteracion en el balance
energético que estd regulado por los cambios epigenéticos de la
madre.(7)

Aun no se tiene un Unico mecanismo especifico responsable de los
efectos adversos perinatales asociados a la obesidad materna durante la
gestacion, sin embargo, se sabe que la obesidad genera un ambiente de
estrés oxidativo que parecen contribuir a una disfuncion placentaria y fetal

temprana.(8)

Diabetes Mellitus Gestacional
Segun la actualizacién de la GPC de Diagnéstico y Tratamiento de la
Diabetes en el embarazo 2016 la define como la intolerancia a los

carbohidratos con diversos grados de severidad que se reconoce por



primera vez durante el embarazo y que puede o no resolverse desde de
este, definido también por las guias NICE 2015 y ADA 2016, (9) siendo

la complicacién medica mas comun durante la gestacion.(10)

La DM gestacional en México tiene una prevalencia hasta el 19.6% de
los embarazos.(9) Se estima que el 60% de las mujeres que cursan con
diabetes mellitus gestacional, dos a cinco afnos después del parto,
tendran diabetes tipo 2.(5) Los hijos de madres diabéticas tienen un
riesgo elevado de desarrollar un alto grado de adiposidad yenfermedades
metabdlicas secundario a cambios regulados por los microRNAs entre
otros mecanismos moleculares. (6) Asi como, 4-10 veces mas riesgo a
desarrollar malformaciones congénitas, con un incremento en la

mortalidad neonatal hasta 15 veces mas. (9)

Se ha reportado el riesgo absoluto de malformaciones congénitas en
relacion con el porcentaje de Hemoglobina glucosilada HbA1C con un IC
del 95%, con HbA1C de 7 a 11% el riesgo va de 4.8 a 20.1%

respectivamente.(11)

Los trastornos metabdlicos atribuibles a la Diabetes Gestacional
fomentan la formacion de especies reactivas de oxigeno con disminucién
de antioxidantes no solo en la madre sino también en el feto, resultando
en alteraciones homeostaticas energéticas, desarrollo de obesidad en la

infancia y aparicién temprana de diabetes tipo 2 en la descendencia. (12)

Ante un ambiente metabdlico subdptimo intrauterino, Ornoy y cols han
descritos que los factores de transcripcion en las células pancreaticas que
producen la insulina se ven afectados siendo mas sensibles, observando
que la hiperglucemia persistente es el principal agente en el
establecimiento de modificaciones epigenéticas elevando el riesgo de

desarrollar intolerancia a los carbohidratos en el feto.(13)
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Se ha descubierto que un efecto adverso desencadenado por la Diabetes
Mellitus Gestacional es el acortamiento de los teldmeros en los fetos en
desarrollo secundario a una programacion in utero desfavorable por la
diabetes, lo que impacta en la longevidad y en el desarrollo de estados

patolégicos. (14)

Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico materno se considera un factor iniciador de
modificaciones epigenéticas en los ovocitos fetales, lo que puede ser
indicativo de herencia intergeneracional de una predisposicion a

enfermedades metabdlicas y cardiovasculares.(15)

A través de la modificacion adecuada en la dieta, las mujeres
embarazadas modifican no solo en el peso corporal del nifio sino
también, la accion epigenética y los efectos a largo plazo sobre la salud,
incluida la funcionalidad del sistema nervioso y esquelético a lo largo de
la vida, y minimizan los trastornos cardiovasculares y los sindromes
metabdlicos relacionados con los riesgos de la obesidad, conducta y

preferencias alimentarias. (15)

El sindrome metabdlico materno puede tener consecuencias tan graves
como la afectacién en la funcion multiorganica fetal (15) teniendo como
consecuencia una excesiva carga de glucocorticoides durante el periodo
critico de organogénesis secundario a hiperglicemia materna
persistente, llegando a inducir la reduccion de nefronas, disfuncion
vascular, aumento de la resistencia vascular sistémica, disminucién del
numero de células beta del pancreas y por consiguiente insensibilidad a
la insulina y leptina, alteracion en la regulacion del apetito, elevacion del
cortisol, hiperglicemia y maduracién precoz relacionados con

enfermedades cronicas no transmisibles en la descendencia. (16)
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Enla Figura 1 se ilustran los efectos que influyen en la programacion fetal

ante un ambiente intrauterino inadecuado.(1)
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16



Leche HumanalLa leche humana es una cornucopia de moléculas
bioactivas que protegen a los recién nacidos de problemas metabdlicos,
inflamatorios e infecciosos, uno de sus constituyentes son los
microRNA’s quienes regulan la expresién génica se encuentran dentro

de exosomas o en forma libre y en los glébulos de grasa. (17)

La leche humana aporta varios componentes con funciones criticas a
nivel nutricional con aporte de macronutrientes (carbohidratos, proteinas
y grasas), anticuerpos, microbiota y biomoléculas (exosomas vy
microRNAs) para modular y formar parte en las funciones de crecimiento
y desarrollo humano temprano, actuando como un importante regulador

epigenético en la salud y enfermedad. (18)

Debido al avance tecnolégico y la aplicacion de nuevas técnicas de
secuenciacion, analisis atomicos y de alta resolucion, se ha logrado el
analisis molecular de la lecha humana para explorar no solamente sus
componentes si no también poder comenzar a conocer los multiples
efectos benéficos a la salud, asi como su implicacién en la nutricion de

los infantes.(18)

Contamos ahora con bases cientificas sobre la gran variedad de
microRNAs en la leche materna relacionados con el metabolismo e

inmunoregulacion, demostrado por diversos autores. (19)

Weber et al, estudio la distribucion de miRNA en 12 fluidos corporales
incluyendo leche humana, saliva, liquido amniético, liquido peritoneal y
liquido cefalorraquideo entre otros, encontrando una amplia diversidad

de funciones e inmunoregulacion de las mismas.(20)
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Posteriormente Kosaka et al. informan un alto contenido de microRNAs
en la leche humana, lograndose identificar hasta el momento la
presencia de 1400 miRNAs, con implicacion en diversas funciones tales
como inmunomodulacién, regulacidn en la maduraciéon intestinal,
reguladores clave del metabolismo de los lipidos y homeostasis del
colesterol, oxidacién de acidos grasos, control del crecimiento, apoptosis,
programacion del desarrollo, diferenciacion de células madre, y aumento

o disminucion en el riesgo de cancer. (18)

Ademas, se asocian con plasticidad sinaptica, capacidad cognitiva y
presencia o ausencia de trastornos neurolégicos, con regulacion de la

maduracion intestinal e inflamacién. (18)

Hasta el momento, no se ha reportado en poblacion mexicana la
expresion de microRNAs en calostro (leche materna temprana). A pesar,
de contar con informacidén que apoya su presencia e importancia en este
fluido bioldgico. (21)

microRNA"s

Los microRNAs son cadenas sencillas de RNA, transcritos cortos de 20
nucledtidos aproximadamente, los cuales han demostrado tener
importante funcidn de regulacién sobre diversos procesos fisiologicos,
han sido llamados o orquestadores maestros de la mayoria de los
procesos de importancia funcional en eucariotas; ciclo circadiano, ciclo
celular, apoptosis, divisidbn celular, vascularizaciéon, respuesta
inmunoldgica, respuesta metabdlica, entre otros, por lo que una
alteracidn en su expresion, la presencia o ausencia de estos reguladores
se relaciona directamente con alguna enfermedad. Motivo por el cual han
destacado como posibles biomarcadores de desarrollo de enfermedades,

seguimiento y respuesta a tratamiento y pronostico. (22)
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Para fines de nuestro estudio nos vamos a enfocar en 2 especiales
microRNA, el miRNA-146a y miRNA-30b.

miRNA-146a

El miRNA-146a es expresado en diferentes 6rganos y por diferentes tipos
celulares, es considerado un microRNA que responde a estimulos
inflamatorios, sin embargo, diferentes evidencias sugieren que puede
comportarse mas como un microRNA antinflamatorio, o al menos inmuno
modulador de las respuestas inflamatorias exacerbadas. En algunos
casos ha sido propuesto como biomarcador en diferentes patologias con
algun componente inflamatorio como diferentes tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades degenerativas y
autoinmunes. Sin embargo, al encontrarse en diferentes tejidos o fluidos
biologicos es necesario explorar su participacion en otros procesos de
inmunomodulacion, asi como explorar si su presencia en calostro tiene

algun papel en la transmisién de sefales materno-recién nacido. (23)

miRNA-30b

otro miRNA que ha sido reportado en leche materna es microRNA-30b,
el cual ha sido reportado en niveles elevados en pacientes con cancer de
mama. Ademds, los niveles circulantes de miR-30b fueron
significativamente mas altos en pacientes con ganglios linfaticos axilares
positivos y pacientes metastasicos de novo. En cancer pancreatico se
confirmo que el eje miR-30b-Tex10 esta involucrado en la regulacion de
los efectos biologicos de GATA3-AS1, incluida la viabilidad celular, la
proliferaciéon celular, la invasion celular, la apoptosis y la troncalidad
celulares, asi como Wnt1/B-catenina. En conjunto, estos datos indicaron
que el eje GATA3-AS1-miR-30b-Tex10 modula la tumorogénesis en el
cancer pancreatico, lo que puede estar asociado con la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina. (24) Este microRNA no se valorado en

calostro de poblacion mexicana, sin embargo, dada su importancia en
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modular procesos anti-apoptoticos en fluidos biolégicos generados en
tejidos mamarios, ademas de su participacion en procesos proliferativos,
es interesante conocer su expresion en calostro debido a la trascendencia

de sefales materno-recién nacido y sus implicaciones fisiologicas.

En el grupo de investigacion formado entre el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
San Luis Potosi y el Servicio de Neonatologia del Hospital Central Dr.
Ignacio Morones Prieto, en los ultimos 7 afios nos hemos dedicado a
estudiar a estas moléculas reguladoras y su participacidn en

programacion fetal de respuestas metabdlicas e inflamatorias. (25)

Los resultados han demostrado expresion diferencial de microRNAs entre
mujeres con IMC pregestacional diferente. IMC elevado antes y durante la
gestacion produce que la expresion de los microRNAs esté alterada y
aquellos con funcién reguladora sobre respuestas inflamatorias se
encuentren aumentados, también se ha podido demostrar que en los
recién nacidos se presentan microRNAs con expresion diferente entre
aquellos desarrollados en ambientes intrauterinos adversos, como es
ambiente obesogénico comparado con aquellos que provienen de

madres con IMC pregestacional y gestacional <25 Kg/m2. (25)

Estos antecedentes nos indican que, los microRNAs son moléculas
importantes que participan en la regulacion y la comunicacion necesaria
entre el binomiomadre/feto. Y podrian continuar participando de forma
importante durante la lactancia, ya que se encuentran en la leche
materna como algunos investigadores lo han reportada, por lo que es de
interés para el grupo de investigacion, continuar con estudios que
demuestren que la expresion de microRNAs no solo es diferente en la
circulacion sanguinea, sino también en otros fluidos biolégicos que

continuan con la comunicacion entre madre-recién nacido y son
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importantes para determinar programas de respuesta metabdlica. (26)

Por lo anterior, en el presente trabajo proponemos determinar y
cuantificar la expresion relativa de los microRNAs en calostro de las
primeras horas post- parto. Para conocer si el IMC materno y la alteracion
en la regulacion del metabolismo de carbohidratos como sucede en la
diabetes gestacional, promueven cambios en la composiciéon de los
microRNAs en la leche humana y si estos se mantienen alterados en la
descendencia, con impacto metabodlico en el programa de respuesta
metabdlica relacionada con la salud y susceptibilidad a enfermedad de
los individuos. Los miR-146a, miR-30b, estan relacionados con la

regulacion metabdlica.

Justificacion.

En el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” del afio 2016 al 2018
se atendieron 12,567 embarazos con productos vivos, de los cuales, en
673 de ellos, las madres fueron obesas o diabéticas, lo que corresponde
al 5.3%. El riesgo de sindrome metabdlico en sus productos, de acuerdo
con la literatura, es elevado, por lo que es importante conocer el perfil
de microRNAs en el calostro involucrados en la expresion de genes
relacionados con el sindrome metabdlico.

De acuerdo con estudios recientes, se ha podido demostrar que la
incidencia y prevalencia de diabetes gestacional ha incrementado hasta
el 12% del total de los embarazos. El ambiente intrauterino adverso,
obesogénico y mas aun la hiperglucemia y la hiperinsulinemia, se
asocian con el riesgo de sobrepeso, obesidad y sindrome metabdlico,
con todas las consecuencias en la progenie a lo largo de la vida. Se han
estudiado diversos biomarcadores y recientemente ha cobrado
relevancia la composicion y el importante papel que puede llevar a cabo

la lactancia materna como regulador en la determinacion de respuestas
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metabdlicas. En México no existen estudios que se centren en los
mecanismos moleculares que podrian estar modulados a través de la
lactancia materna y su impacto sobre la expresion y modulacidén de
respuestas inflamatorias y metabdlicasen la descendencia. Por lo que
en este estudio, consideramos importante conocer el perfil de expresion
de microRNAs en el calostro y su papel regulador, que potencialmente
participa en las sefiales materno-recién nacido y que puede determinar el

futuro metabdlico de estos neonatos durante su vida.

Preguntade investigacion.

¢La expresion de microRNAs: 146a y 30b en el calostro de madres con
obesidad y con diabetes gestacional sera diferente, cuando se compare

con el calostro de madres sanas?

Hipotesis.

La expresion de los microRNAs: 146a y 30b estara incrementada en el
calostro de las mujeres obesas y con diabetes gestacional comparado

con la expresidn de los microRNAs en calostro de mujeres sanas.

Objetivos.

e Objetivo general
Comparar la expresion de microRNAs: 146a y 30b relacionados al
sindrome metabdlico en el calostro de madres con obesidad, con

diabetes gestacional y madres sanas.

e Objetivos especificos
Determinar la expresion de los microRNAs: 146 a y 30 b en calostro
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de mujeres de los tres grupos de estudio
Comparar la expresion entre los grupos de estudio mediante el
meétodo 2-DDct.

Sujetos y métodos.

Lugar de realizacién: Hospital Dr. Ignacio Morones Prieto, servicio

neonatologia, cunero y alojamiento conjunto.

Universo de estudio: Calostro de madres diabéticas, con obesidad y
sanas, se requieren 3 ml de muestra de calostro tomado en las primeras
12 h posparto. Se seleccionaron si a su ingreso contaban con el
diagnostico metabolico objeto del estudio entre Julio 2021 a Febrero
2022.

Aislamiento de microRNAs de calostro y amplificacion mediante RT-PCR
tiempo real: se recuperaron 3 ml de calostro de cada participante en
tubos Falcon de 15 ml, se agregaron 3 ml de buffer TE pH 8.0, se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 min, el sobrenadante se recuper6 en
tubos de 1.5 ml Eppendorf y se agregaron 500 ml de trizol (invitrogene)
mezclando con ayuda de la pipeta, se agregaron 300 ml de cloroformo y
se mezclaron por inversion, se dejaron en reposo 5 min a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 12,000 rpm por 10 min y se separé el
sobrenadante sin tocar la interfase, a un tubo de 600 ul, se agregaron
200 ul de isopropanol y se mezclaron mediante inversion, centrifugacion
de 10,000 rpm por 10 min y se decantd el sobrenadante, se agregaron
200 ul de etanol al 75% y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min, al
terminar se retird el sobrante con pipeta y se dejoé evaporar el resto en
termoblock a 50°C durante 15 min. El pellet se diluyo con 25 ul de agua

DEPC y se almacené a -80°C hasta la determinacion de los microRNAs.
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Determinacién de microRNAs:

Se cuantificaron los microRNAs (miR-146a, miR-30b) en calostro de
mujeres post- parto. Los microRNAs participan en la regulacion del sistema
inmunolégico y el metabolismo, ademas ya han sido determinados en los
estudios anteriores. Se empled un kit comercial de Applied biosystem. Se
verifico la calidad del RNA mediante espectrofotometria (absorbancia a
260/230nm y 260/280 nm). Se utilizaron los kits comerciales
TagMan@MicroRNA Reverse transcription para la reaccion de retro
transcripcion y TagMan@microRNA assay (Applied Biosystem, Foster
City, CA) para la cuantificacion relativa de microRNAs. Las reacciones de
retro transcripcion y amplificacion se realizaron en un equipo CFX96 touch
de BioRad siguiendo los protocolos de amplificacion recomendados para
cada uno, sin embargo, cada ensayo se optimizd y valido. La determinacion
de los microRNAs se hizo en multiplex para optimizar tiempos de analisis

y empleo de la muestra. Los resultados se reportaron como expresion

relativa (RQ) que se obtuvo empleando el método de 2 (-AACY) empleando

como grupo calibrador en las mujeres sanas.
Criterios de seleccion:

e Inclusién
Madres con obesidad
Madres con diabetes gestacional
Madres sanas
Que acepten en participar en el estudio, firmando
consentimiento
e Exclusién
Que la paciente no pueda extraerse calostro
e Eliminacién
Pacientes que no acepten participar en el

estudio.
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Retiro del consentimiento informado.

Variables en el estudio (Variable Dependiente)

e Variable Independiente

e Variables Confusoras

Cuadro1. Variables dependientes e independientes

Variable

microRNA

Madres con
Obesidad

Madres con
Diabetes
Gestacional

Madres
Sanas

Definicién Valores Unidades Tipo de

operacional posibles variable
Moléculas de 0-200 Expresién Continua
expresion relativa

inducida de

acuerdo con

las

condiciones

fisiologicas

(miRNA146 a

y miRNA 30 b)

Variables Independientes
Obesidad obesa Si No Categoria
indice de dicotémica
masa corporal
mayor o igual
a 30kg/m2
antes del
embarazo

Diabetes Diabética Si No Categoria
gestacional o dicotomica
Diabetes

Mellitus y

puede o no

resolverse al

termino

Sanas Sana Si No Categoria
Pacientes con dicotémica
embarazo

dentro de lo

normal
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Tipo de muestreo

No probabilistico, determinado por los criterios de inclusion.

Calculo del tamafio de la muestra
Por desconocer la variabilidad de los microRNA’s, este estudio se
considera un estudio piloto, por lo que se planea incluir un minimo de 10

pacientes hasta un maximo de 30 pacientes en cada grupo.

Método de aleatorizacion

No aplica.

Prueba piloto
Si.

Anaélisis estadistico.

Para el analisis estadistico se empled el paquete Rcmdr del software R,
con un nivel de confianza al 95%. (27)

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables, en el cual las continuas
se expresaran como promedio (+ desviacion estandar) o mediana [rango
IQ] de acuerdo con la distribucién de las variables, y las catego6ricas como
porcentajes. Para la estadistica inferencial de las variables continuas se
empleara un analisis ANOVA o Kruskal-Wallis, y se considerara el valor

de p <0.05 como significativo.(28)
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Etica.

De acuerdo con la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
Titulo 1ero. Capitulo | articulo 17,y a las normas de la conferencia de
Helsinky de 1964 y su revisidén en el 2013; (29)nuestra investigacion se
cataloga como un estudio con riesgo bajo, ya que implica la toma de
muestra de calostro. Estudio no viola los principios éticos establecidos.
Adicionalmente siguiendo las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana sobre los criterios para la ejecucion de investigacion para la
salud en seres humanos publicada en el Diario Oficial de laFederacion,
Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos y en el
reglamento de la Ley en materia de investigacion para la salud referida. El
protocolo fue aceptado por parte del Comité Académico de la
Especialidad de Neonatologia del Hospital Central Dr. Ignacio Morones
Prieto, y autorizado por los Comités de Investigacion y de Etica en

Investigacion del mismo Hospital.

En caso de aceptar participar en el estudio, se solicitara la firma de
consentimiento informado a los pacientes para la obtencién, resguardo,
analisis y posible publicacion de los datos de acuerdo con la ley de
proteccion de datos prsonales en posesion de sujetos obligados.

La informacién obtenida se mantendra resguardada y codificada. Para
garantizar la confidencialidad de la informacion, los resultados seran
reportados en conjunto, de manera que no sera posible identificar

individualmente cada uno de los casos.

Declaracion de conflictos de interés
Los investigadores del proyecto declaramos no tener ningun conflicto de

interés.
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Plan de trabajo

El estudio se realiz6 con puérperas que acudieron al Hospital Central para
la resolucién del embarazo y que cumplan con los criterios de inclusion.
Fueron examinadas clinicamente por un médico especialista y se
invitaran a participar en el estudio. Cada embarazada involucrada en el

estudio firmo el consentimiento informado antes de ser incluida.

Entrevista de datos clinicos
Se tuvo acceso al expediente clinico y se cuestiond y registro los datos
correspondientes para cumplir con los criterios de inclusion. Los datos se

almacenaran en una base de datos codificada para asegurar anonimato.

Coleccion de las muestras

Las muestras de calostro se solicitaron después del parto, 30 a 90 min
posteriores al desayuno, en el intervalo de dos tomas de leche, dentro de
las primeras 24 horas posparto, horario entre las 9 y 11 de la mahana.
Una vez aceptado y firmado el consentimiento informado. Posteriormente
el médico residente del Servicio de Neonatologia del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto”, se encarg6 de la toma de muestra de calostro y
la Dra. Victoria Lima Rogel y la Dra. Ana Ruth Mejia Elizondo se

encargaron de proporcionar los medios para la recoleccion del calostro.

Las muestras de calostro (3 ml) se manejaron en recipientes de
transporte para mantener cadena fria. Se procesaron en el departamento
de Bioquimica, el mismo dia se separa el sedimento de calostro y se

almacenaran adecuadamente para su posterior analisis.

Anélisis de microRNAs
Una vez que se han procesado las muestras, se aisl6 el RNA total
mediante el método de trizol, de acuerdo con la metodologia previamente

descrita en este protocolo. Se evalud la calidad del ARN mediante su
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relacion de absorbancia en ultravioleta 260/280 y 230/260 nm
(Bioanalyser y Nanodrop). Se realizo RT-PCR (miScript Reverse
Transcription Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA). Se realizo PCR en
tiempo real (miScript SYBR Green Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) para
la amplificacion de los microRNAs. Los niveles de expresion de
microRNAs se cuantificaran usando un termociclador de tiempo real

CFX96 touch de Biorad siguiendo las instrucciones del fabricante.

Recursos humanos y materiales.

Universidad Autonoma de San Luis Potosi: Participé el Laboratorio de

Biologia Molecular y Epigenética del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina. En este Laboratorio se llevo a cabo el
procesamiento y almacenamiento adecuado de las muestras de calostro

para los estudios de miRNAs.

Hospital Central “Ignacio Morones Prieto”: Fue la Instituciéon de Salud

vinculada con el desarrollo del proyecto. Particip6 en el reclutamiento de
las participantes, valoracion clinica y seguimiento, la participacion del
residente fue esencial porque se encargd de documentar la historia
clinica de las embarazadas, y realiz6 las notas y antecedentes clinicos de
importancia y verificar la coleccion de las muestras en los tiempos

establecidos.

Servicio de Neonatologia: Se encargdé del seguimiento de las madres

participantes del estudio y realizo la valoracién clinica, seguimiento del
recién nacido en las 12 horas posteriores, se encargd de la correcta
recoleccion de las muestras, datos clinicos y la custodia y resguardo

hasta el laboratorio de biologia molecular.
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e Se transportan al
Calostro Depto. de Bioquimica
UASLP

Analisis de

e Se aisla RNA total por el
micro RNA método de trizol

e Amplificacién de
microRNAs

Cuantificacion
microRNAs

146, 30b 5p

Figura 2. Algoritmo del procesamiento de las muestras
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Resultados.

Se analizaron 15 pacientes con normopeso, 8 con obesidad y 7 con Diabetes

Gestacional, como se puede observar en el cuadro 2 y 4, las embarazadas con

obesidad tuvieron mayor peso e indice de masa corporal en relacién con las pacientes

con Diabetes y normopeso. En cuadro 3 se describen los datos demograficos de los

recién nacidos en los 3 grupos, el peso y la talla se mantuvieron dentro de lo normal

para su edad gestacional.

Cuadro 2. Datos demograficos de los grupos

Semanas de gestacion
Media = DE
Mediana, BRI (rango)

Feso pregestacional
(Ez)

MMedia + DE
Mediana, RI (rango)

Feso actual (Kg)
Media = DE
Mediana, BRI (rango)

Longitnd E™N (cm)
MMedia = DE
Mediana, RIQ) (rango

“ormal peso

n 15

213334
20, 5 (18-29)

39.7 = 0.96
39.4, 1 (38-
41.2)

£1.12 = 6.3
52, 8 (40-62)

5924+ 4.9
S9.6 83 (51.2-
67.9)

156.5 = 3.9
157, 4 (147-
162)

23.08 = 4.9
22.4, 7.4 (16.6-
32.4)

9+ 0.26
9, 0 (9-10)

3.16 = 0.26
3.26, 0.4 (2.7-
3.6)

S0.3 =2
31, 2 (46-54)

[ Moesadad
n 3
25 BB = 5.6

245, 11(19-35)

38.9 = 0.51
39.1, 0.9 (38-30_4)

§2.75+ 5.8
g1, 13 (75-101)

83.18 = 5.9
208, 132
(692 96.7)

1604 = 5.4
15395, 7T (1532-1707)

316572
0.6, 1.1 (25.3-

43.7)
225 =046
3’ 1 [.8_9}

o0
9,[]-(9_9]

3.46 = 0.36
3.5,0.5(2.8-3.9)

509 = 1.8
31.5, (48-533)

[ Mabetes
I

28.86 = 4.9
28, 7 (20-35)

38.7 = 1.47
38, 2.7 (37-41)

TTAT = 4.6
76, 5 (T0-85)

86.3 = 10.3
20, 16 (66.9-96.5)

157.43 + 8.5
155, 7 (147-174)

2475 + 6.6
245 129 (14.9-

33.7)
5.14 = 0.69

8. 1 (7-2)

2 B=038

g:- o (3_9]
3.12=D.28
3.17.(2.6-3.4)

404 = 1.9
49 4 (47-52)
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Cuadro 3. Datos demograficos de los RN de cada grupo

Normopeso Obesidad DM gestacional
Edad gestacional
Media + DE 39.6 £ 0.96 38.9 + 0.51 38.7+ 1.47
Mediana, RIQ (rango) | 39.4, 1 (38-41-2) 39.1, 0.9 (38-39.4) 38,2.7 (37-41)
Peso
Media + DE 3.2+£0.3 35104 3.1+£03
Mediana, RIQ (rango) | 3.3, 0.4(2.73-3.6) | 3.5, 0.5(2.78-3.89) 3.1, 0.5 (2.78-3.89)
Talla
Media + DE 50.3+2 50.9 £ 1.7 494 +2
Mediana, RIQ (rango) @ 51, 2 (46-54) 51.5, 3.1 (48-53) 49, 4 (47-52)

Este estudio se comparé la expresion de dos miRNA de importancia biolégica: miRNA-
146a y miRNA-30b en calostro de madres con obesidad y con diabetes mellitus
gestacional en comparacion con madres sanas, identificando su expresion mediante
el método 2-DDct, donde la expresion relativa del miRNA 146 fue mayor en el grupo
de madres sanas ya que se ha visto que es un importante inmunomodulador de la

respuesta inflamatoria en enfermedades cardiovasculares.

En relacion con los resultados de los miRNA, el 146a se encontré disminuido en
pacientes con obesidad y Diabetes Gestacional, como puede observarse en la figura
1.

miR-146a
1.5=
*%
L ']
©
> 1.0
T °
5} °
c -
.\9 0.5
(7]
)]
f -
>3
n| 0.0+
-0.5 T T T
NP OB DG

Grupos de estudio

Figura 3. Expresion relativa del miRNA 146a en los diferentes grupos
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En el miRNA 30b, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, Figura
4.

miR-30b-5p
3=
@
© 27
2
<
o [
5 1
%)
o [ )
o
X
W o
-1 ] ] ]
NP OB DG

Grupos de estudio

Figura 4. Expresion relativa del miRNA 30b en los diferentes grupos.

Se analizaron las variables clinicas mediante la prueba de ANOVA, encontrando
diferencias estadisticamente significativas, en edad materna, peso pre vy
posgestacional, IMC pregestacional y posparto y peso al nacer, no se encontraron
diferencias entre los grupos en semanas de gestacion, APGAR 1y 5 minutos y talla al

nacer (cuadro 4, figuras 5-11).

Cuadro 4. Analisis de ANOVA de las variables clinicas

Normopeso Obesidad DM Total (N=30)
G1(N=15) G2(N=8) gestacional
G3(N=7)
Edad
Media 21.3 (3.46) 25.9 (5.67) 28.9 (4.98) 24.3 (5.38) 0.00271  G1vs
(SD) G3
Median 20.0[18.0, 24.5[19.0, 28.0[20.0, 23.5[18.0, 0.00279
[Min, 29.0] 35.0] 35.0] 35.0]
Max]

Semanas de gestacion

Media 39.7(0.965)  38.9(0.518)  38.7(1.47) 39.3 (1.08) 0.07705
(SD)

Median 39.4 [38.0, 39.2[38.0, 38.0[37.0, 39.4 [37.0,
[Min, 41.2] 39.4] 41.0] 41.2]
Max]
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Peso Pregestacional

Media 51.1 (6.32)
(SD)

Median 52.0 [40.0,
[Min, 62.0]

Max]

Peso Posgestacional

Media 59.2 (4.92)
(SD)

Median 59.6 [51.2,
[Min, 67.9]

Max]

Talla

Media 156 (3.94)
(SD)

Median 157 [147, 162]

[Min,
Max]
IMC Pregestacional

Media 23.1 (4.89)
(SD)

Median 22.4[16.6,
[Min, 32.4]

Max]

IMC Posgestacional

Media 24.2 (1.75)

(SD)

Median 23.9[20.8,
[Min, 26.6]

Max]

APGAR 1

Media 8.13 (0.640)
(SD)

Median 8.00[7.00,
[Min, 9.00]

Max]

APGAR 5

Media 9.07 (0.258)
(SD)

Median 9.00[9.00,
[Min, 10.0]

Max]

Peso Bebe

Media 3.16 (0.268)
(SD)

Median 3.26[2.73,
[Min, 3.60]

Max]

Talla Bebe

Media 50.3 (2.02)
(SD)

Median 51.0[46.0,
[Min, 54.0]

Max]

82.8 (8.84)

81.0 [75.0,
101]

83.2 (8.86)

80.8 [69.2,
96.7]

160 (5.42)

160 [152, 170]

31.6 (5.25)

30.6 [25.3,
43.7]

32.5(4.27)

32.2[27.7,
41.9]

8.25(0.463)

8.00 [8.00,
9.00]

9.00 (0)

9.00 [9.00,
9.00]

3.47 (0.356)

3.52[2.78,
3.89]

50.9 (1.78)

51.5[48.0,
53.0]

SD: Desviacion estandar

77.1 (4.63)

76.0 [70.0,
85.0]

86.3 (10.3)

90.0 [66.9,
96.5]

157 (8.46)

155147, 174]

24.8 (6.62)

24.5[14.9,
33.7]

35.0 (4.89)

36.6 [26.4,
41.2]

8.14 (0.690)

8.00 [7.00,
9.00]

8.86 (0.378)

9.00 [8.00,
9.00]

3.12 (0.280)

3.17 [2.55,
3.36]

49.4 (1.99)

49.0 [47.0,
52.0]

65.6 (16.3)

66.0 [40.0,
101]

71.9 (14.9)

67.4[51.2,
96.7]

158 (5.67)

158 [147, 174]

25.7 (6.38)

25.5[14.9,
43.7]

28.9 (5.90)

26.5[20.8,
41.9]

8.17 (0.592)

8.00 [7.00,
9.00]

9.00 (0.263)

9.00 [8.00,
10.0]

3.23(0.319)

3.28 [2.55,
3.89]

50.3 (1.96)

50.5 [46.0,
54.0]

<0.001 | Glvs
G2

G1vs
G3

<0.001 Glvs
G2

G1lvs
G3

0.2959

0.00455 G2vs

G3

<0.001 | Glvs

0.9034

0.2245

0.04843 G2vs

G3

0.342

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.053

<0.001

0.0806
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Peso recién nacido

4.00

3.60

3.40

3.00

2.80

2.60

* %

Normopeso

Obesidad DM gestacional

Figura 5. Distribucion de peso en recién nacido por grupo.

** ANOVA
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Talla recién nacido

Semanas de gestacion

54.0

52.0

50.0

48.0

46.0

41.0

40.0

i%.0

380

iv.o

s | !

Normopeso Obesidad DM gestacional

Figura 6. Distribucidn de talla en recién nacidos por grupo.

I

Normopeso Obesidad DM gestacional

Figura 7. Distribucion de semanas de gestacion en recién nacidos por grupo.
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Peso pregestacional

Peso actual

100

&0

60

40

100.0

500

80.0

70,0

60.0

50.0

**

13

12

Normopeso Obesidad DM gestacional
Figura 8. Peso materno pregestacional por grupo.
** ANOVA
% %

Normopeso Obesidad DM gestacional

Figura 9. Peso materno posgestacional por grupo
** ANOVA
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IMC pregestacional

IMC posparto

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

45.0

40.0

350

30.0

25.0

200

* %k

2

Figura 10. IMC materno pregestacional por grupo.
** ANOVA

**

2
Figura 11. IMC materno posgestacional por grupo.

** ANOVA

3
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Discusion

En este estudio se determind que la expresion de los miRNA-146a y 30b en el calostro
de madres con obesidad y Diabetes Mellitus gestacional fue diferente en comparacion

con la expresidn en el calostro de las madres sanas normopeso.

En el estudio de Rubio y cols. en el analisis de 10 muestras de leche humana se
encontraron 1,002 miRNA, sin embargo, solo reportan algunos diez ya que la
expresion relativa no fue significativa en el resto, entre los identificados esta el miRNA-

1464, al igual que este estudio, no asi, el mMiRNA-30b. (30)

Kosaka y cols. estudiaron la funcién inmunolégica de los miRNAs en ocho mujeres
durante el periodo de lactancia de los 4 dias de vida a los 11 meses postnatales y en
el analisis de su leche, no reportan los miRNA de este estudio (146 a y 30 b) ya que
su objetivo fue tratar de correlacionar los miRNA con la diferenciacion de los linfocitos
B.(19)

Zamanillo y cols. investigaron la relacion miRNAs con la regulacion de las hormonas
que intervienen en la adipogénesis, de forma interesante, reporta el miRNA-146a con
expresion aumentada en la leche humana de madres con normopeso a diferencia de
las madres con obesidad en las que se encuentra disminuida, lo que se relaciona con

una programacion de respuesta metabdlica proinflamatoria.(31)

Shah y cols. estudiaron el contenido de miRNAs en leche humana de mujeres obesas
y con sobrepeso, en el primer mes de lactancia y los relacionaron con la composicidon
corporal de sus hijos en el primer mes de vida, el miRNA-30b tuvo una expresion
relativa disminuida en las madres obesas y con sobrepeso, lo que se correlacion6 con
masa grasa y mayor peso en su descendencia. (32) También Shah y cols. encontraron

los mismos resultados en madres con diabetes mellitus gestacional. (33)
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En el estudio de Salgado-Bustamante M et al. realizado en recién nacidos hijos de
madre obesas la expresion relativa del miRNA-146a sérica se encontrd disminuida.(25)
En el analisis del calostro de madres obesas y con diabetes mellitus gestacional,
comparado con calostro de mujeres normo peso en este estudio la expresion
diferencial de miRNA-146a también se expreso a la baja. (p= 0.0004), Estos hallazgos
pueden estar relacionados con el incremento en la inflamacién, ya que una de las
funciones del miRNA 146a es inhibir la inflamacion al bloquear dos moléculas IRAK-1
y TRAF-6 sin las que la produccion de citocinas inflamatorias no puede efectuarse.
(34)

De igual manera el miRNA-146a participa en la regulacion del estrés oxidativo al
interactuar con la enzima superoxido dismutasa, cuya funcion es inhibir las especies

reactivas de oxigeno producidas en condiciones de estrés oxidativo. (23)

El miRNA-146a es un biomarcador potencial para el seguimiento de estos recién
nacidos, ya que pudiera ser que con modificacion de la dieta modifique la expresion y

disminuya el riesgo respuestas metabdlicas alteradas. (25)

En relacion con el miRNA-30b, se analizé su expresion en calostro por la regulacion
que ejerce en cancer, enfermedad cardiovascular y alteraciones metabdlicas, sin
embargo, no hubo diferencia significativa cuando se compararon los 3 grupos (p=0.14).
(24) al igual que el estudio de Wu et al. (35)

Limitaciones y/o nuevas perspectivas de investigacion.

No fue posible realizar mas determinaciones de miRNA por las limitaciones
economicas del pais en investigacion.

Debera realizarse un estudio con un tamafo mayor de la muestra.
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Conclusiones.

miRNA-146a se expresa de forma diferencial en el calostro entre los grupos de estudio,
demostrando que su expresion y excrecidon mediante la lecha materna tiene una
relacion con la salud metabdlica materna y puede tener un importante papel como
inmunomodulador en la comunicacion materno-recién nacido, participando en la

programacion de respuestas metabolicas.
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ANEXO 1. Carta de aceptacién por el comité de ética

g™ | gallo
:blp =30 HospimaL CenTRAL
? “DR.IGNACIO

¢ ,
PROSPEREMOS JUNTOS '2}\“ 1( MORONES PRIETO"

San Luis Potosi, S.L.P,, a 23 de junio de 2021

Ma. Victoria Lima Rogel
Investigador principal
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Presente.-
| Titulo del Protocolo: “Expresion de microRNA's relacionados al sindrome metabélico en
el calostro de madres con obesidad, con diabetes gestacional en
[ comparacion con madres sanas”
| Registro en Comité: [ 39-19 7

For madio de la presente le informo que el Comité de Etica en Investigacion del Hospital
Central "Dr. lgnacio Moiones Prieto”, con registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427, ha
revisado y aprobado la siguiente documentacion:;

| Documento Fecha

| Protocolo enmendado s 19-mayo-2021 sl
| Resumen de cambios 19-mayo-2021

| Formato de consentimiento informado 19-mayo-2021

Cualquier duda, quedo a sus ordenes para aclaracion.

Hospital Central

‘ l Dr Ignacio Morones Prieto
) i)

Atentamente, ml}'} 0 aman O

COMITE DE ETICA
EN INVESTIGACION

AM LS POTON S LV

Dr. Juan José Ortiz Zamudio
Presidente del Comité de Etica en Investigacion
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto

c.cp. Archivo
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ANEXO 2. Carta de aceptacion por el comité de Investigacion

Q' N ’ HospiTaL CENTRAL
~ 3&. ' L] “DR. Ilcmcuo
A=

PROSFEREMOS JUNTOS MORONES PRIETO"

San Luis Potosi, S.L.P., a 23 de junio de 2021

Ma. Victoria Lima Roge!

Investigador principal

Hospital Cential "Dr. lanacio Morones Prieto”
Presente -

“Titulo del Protocolo: | “Expresion de microRNA’s relacionados al sindrome metabdlico en
! calostro de madres con obesidad, con diabetes gestacional en
| comparacion con madres sanas”

| Regiziro en Uorgtte:— 13919

Por medio de |a presente le informo que el Comité de Investigacion del Hospital Central “Dr.
lgnacio Morones Prieta”, con registro COFEPRIS 17 CI 24 028 093, ha revisado y aprobado la

sigutente documentacion:

Documento

imenlo Fecha
" Protocolo enmendado 19-mayo-2021
_Resumen de cambios 19-mayo-2021
' Formato de consentimiento informado 19-mayo-2021

Cualquier duda, quedo a sus ordenes para aclaracion.

SLP

Ol’\\il (14 "‘\

AtentamenTe ™~

Av Venustiano Carranza No 2395

Zona Universitaria

San Luls Potosl, SLP. CP. 78290
Tel 01 (444) 1958-1000

www hospitakcentzal gob mx
wwwslip.gob.mx

'. Huszite Cortral
& Or lgrcio
\ Mzraces Priels

2.3 JUN. 2021

COMITE INVESTIGACION

¢.¢p. Archivo

46



ANEXO 3. Enmienda

SLP ; HospiraL CENTRAL
? “DR. IGNACIO

nosmz_mps:qmps ‘2\ ’5 MORONES PRIETO"

San Luis Potosi, S.L.P., a 28 de mayo de 2021

Ma. Victoria Lima Rogel

Investigador principal

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
Presente -

Titulo del Protocolo: | “Expresion de microRNA's relacionados al sindrome metabélico en
el calostro de madres con obesidad, con diabetes gestacional en
I comparacién con madres sanas”

Registro en Comité: 39-19

Fecha de aprobacién: 29 de mayo de 2019

Por medio de |a presente me permito informarle que el Comité de Investigaciéon ha recibido y
revisado el avance actual del protocolo incluido en su carta con fecha 20 de mayo de 2021.

Otorgamos su re-aprobacion con vigencia del 29 de mayo de 2021 al 29 de mayo de 2022.

SSLP |z

PROAFTRENES IJ\‘ﬂt
Lapawer bl Litst 199, 330

Atentamente, 2 8 MAYD 2021

COMITE INVESTIGACION

Dr. Mario Aurelio Ma meénez
Presidente del Comité\de Investigacion
cio Morones Prieto

ccp. Archivo

Av. Venustiano Careanza No. 2395
Zona Universitana

San Luls Potos), S.LP CP 78290
Tol, 01 (444} 190-10-00

www hospitalcentral gob my
www.slp gob.mx



Anexo 4. Consentimiento informado

’ . ) | TESSE woapam Conienl
N B

+ Hospital Central b SL' ' ‘.&l or nace

‘\ | Dr tgnacio Moranes Priet O N e st

O nma O 23 JUN. 2021

-~

COMITE DE ETICA

Anexos EN INVESTIGACION COMITE |NVEST|GAC|ON

1. Carta de consentimiento o carta de confidencialidad

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE
HOSPITAL CENTRAL “DR. IGNACIO MORONES PRIETO"
SERVICIO DE NEONATOLOGIA
PADRES O TUTOR DE PACIENTE MENOR DE EDAD

TITULO DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
“Expresion de microRNA’s relacionados al sindrome metabdlico en el calostro de
madres con obesidad y con diabetes gestacional en comparacion con madres
sanas”.
NEREGISTRO DEL PROTOCOLO PERIODO DE EJECUCION DEL
AUTORIZADO ANTE EL COMITE DE PROTOCOLO AUTORIZADO
ETICA EN INVESTIGACION
: - 19 ZAmoy 2041~ ZArvaq Q0L2
INVESTIGADOR PRINCIPAL Y
RESPONSABLE EN EL HOSPITAL ADSCRIPCION DEL INVESTIGADOR
CENTRAL PRINCIPAL
|
Departamento de Neonatologia.
Dra. Ma Victoria Lima Rogel Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”
INVESTIGADOR ASOCIADO EN EL ADSCRIPCION DEL INVESTIGADOR
HOSPITAL ASOCIADO
Residente de 40. afio
Departamento de Neonglologia.
Dra. Karenn Rafaella Serrano Alvarez Hospital Centra:,rl?'ert.g'gnacuo Morones
FECHA DE LA PRESENTACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO
] N2 DE IDENTIFICACION DEL
‘ PACIENTE

El Departamento de Neonatologia de! Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto
esla realizando un estudio de investigacion con el objetivo de estudiar la expresion
de microRNAs en el calostro de las mujeres con obesidad, diabetes gestacional y
en mujeres sanas. Este estudio se realizard en el servicio de Pediatria y
Neonatologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.
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Informacion para los padres o tutores de la paciente

El Servicio de Pediatria y el servicio de Neonatologia del Hospital Cenlra! Dr
Ignacio Morones Prieto”, esta realizando la investigacion que tiene como objetivo
estudiar pequefas particulas, que se encuentran en su leche de los primeros 3 qias
después del parto y que se llama calostro. Es importante comparar estas pequenas
particulas en mamas sanas y mamas con obesidad o diabetes gestacional, ya que
se conoce que pueden modificar como se desarrollen en la edad adulta sus hijos en
cuanto a obesidad, presion arterial alta y diabetes,

Procedimientos a los que se sometera la paciente

Este estudio se realizara en el calostro (leche materna) de mujeres que acepten
participar en el estudio y comparar con las mujeres sanas.

Si usted acepta participar en el estudio le pediremos informacion sobre su historia
médica y se le solicitaran 3 ml de su calostro.

El personal que realiza el estudio estd altamente calificado para |a toma de muestras
y puede responder cualquier duda que usted pudiera tener con respecto a este
estudio.

También se le solicitara que autorice a los investigadores de este estudio a consultar
su expediente clinico y el de su bebé durante su hospitalizacion para obtener
algunos datos importantes, como los resultados de los analisis que le han realizado,
Iratamiento, somatometria, entre otros y que seran utilizados junto con los datos de
los demas participantes para el analisis de todos los resultados del estudio.

Sus datos personales y clinicos se mantendran en anonimato y se les asignara un
codigo de identificacion.

Beneficios para la paciente:
Ni usted ni su hijo (o paciente menor de edad de la cual es usted tutor) recibiran

beneficios directos de esta investigacion, sin embrago, ustedes estaran colaborando
para que se conozca como evitar que los bebés hijos de madres con cbesidad o con
diabetes gestacional, tengan enfermedades como la presion alta, infartos y diabetes

en el futuro.

Beneficios para la sociedad:

Usted no recibira un beneficio directo, sin embargo, estara colaborando con el grupo
de investigacion para poder detectar de manera mas temprana los efectos negativos
de la obesidad y la diabetes gestacional sobre los recién nacidos, como brindar un
tratamiento efectivo, rapido, sin dolor y de menor costo.

(= 2
Hospital Central QSLP \ﬁ :m
il

3. D tetame Moromas P30 TR
o nwmu O 23 JUN. 2021
O R GACION

ol COMITE INVESTIGACION
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Potenciales riesgos/icompensacion:

Los nesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son minimos,
Si alguna de las preguntas que le realizaran la hicieran sentir incomoda, tiene el
derecho de no responderla. El personal que realiza el estudio esta altamente
capacitado, Sin embargo, en el remoto caso de que sintiera alguna otra molestia
generada por la investigacion, es necesario notificarla Inmediatamente a la Dra.
Karenn Rafaella Serrano Alvarez y la Dra. Maria Victoria Lima Rogel, quienes se
encargaran de proporcionarle la atencion necesaria, la cual no generara algin costo
para usted.

Confidencialidad:

La informacién personal y médica obtenida de la entrevista que le haremos en este
estudio, sera utilizada unicamente por el equipo de investigacién de este proyecto
para analizar y complementar los resultados obtenidos y no estara disponible para
ningun otro propésito. Esta informacion se conjuntara con la de olros participantes
para realizar el presente estudio. Con la finalidad de mantener el anonimato, se le
asignara un codigo para el uso de sus datos.

Participacion o retiro:

La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria, ha sido seleccionada,
pero tiena la libertad de decidir si participa o no, también tiene |a libertad de retirarse
del estudio en el momento que asi lo decida sin que sea necesario dar una
explicacion al respecto. La atencion médica y el trato de la institucion no dependeran
de su participacion en el estudio. Usted siempre contara con la atencion meédica que
requiera,

Privacidad y confidencialidad:

Todos los datos que nos proporcione seran tratados con confidencialidad, se
otorgara un codigo numérico por lo que seran protegidos sus datos personales.
Los datos seran empleados para el estudio cientifico que ya se ha explicado, de
determinar una moléculas de RNA que pueden ayudar a entender como la lactancia
puede regular respuestas metabolicas en el recién nacido.

CONSIDERACIONES ETICAS
Este estudio se considera de bajo riesgo debido a que unicamente se le pedira que
recolecte una muestra de calostro de 3 ml en un recipiente que se proporcione y se

le indicara como hacerlo.

Se le entregara una copia de este consentimiento informado, firmada por el
investigador responsable y en donde se incluyen sus datos de contacto y del Comité
de Elica en Invesligacion de este hospital para aclarar cualquie; duda que pudiese

surgir. Cormal
9 ~. Hospital Central SI.P | .l“'n'.':.'-u'., X

Marms Prista

i ‘ D¢ Ignocio Murenes Prigte "o‘""- )'" x”
© 1w O 23 JUN. 201
SR

COMITE INVESTIGACION
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l—-l Hospital Central ¢SLP )‘:@l“ :,":.::'{:

4. Or gnecio Marcoes Prglo PRONPERENCH

@ nDam O 23 JUN. 202
SR MTE o8 STICA
= =+ SION
PROCESAMIENTO DE LAS MUEST&QWW“W&HE&E&Q&‘DIO
Las muestras de calostro empleadas en el presente estudio de investigacion seran
descartadas una vez concluido el mismo. Serdn ulilizadas unicamente para los fines
2ue el presente trabajo ha especificado y que le han explicado y que el Comité de
tica en Investigacion revisd y aulorizé. Las muestras no se utilizaran para el
desarrollo de lineas celulares continuas o inmortalizadas o con fines de
identificacion personal.
En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con la
Dra. Ma. Victoria Lima Rogel al teléfono: (444) 8342799 ext.1522, del Hospital
Central "Dr. Ignacio Morones Prieto”.

Privacidad:

La informacion personal y médica que usted (o la paciente menor de edad de la cual

es usted tutor) proporcione para en este estudio sera de caracter estrictamente

confidencial y se utilizara Unicamente por los miembros del equipo de investigacion

de este proyecto y no estara disponible para ningun otro propésito. Esta informacion

se conjuntara con la de otras participantes para realizar el presente estudio. Con la

finalidad de mantener el anonimato, se le asignara un codigo para el uso de sus

datos.

Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos, en revistas

especiales dirigidas al personal médico, de enfermeria quimicos e investigadores
relacionados con el drea de la salud; pero los datos clinicos de todas las
participantes se presentaran de forma anonima y de tal manera que no podran ser
identificadas.

Si usted asi lo decide, los investigadores responsables de este estudio le podran
informar al médico tratante que usted ha aceptado participar en este estudio, para

que la informacion que se obtenga sea incluida en su expediente clinico. Con esta
finalidad, le pediremos que indique al final de este documento si estd o no de
acuerdo en lo anterior,

Existes inslituciones u organismos mexicanos como la Secretaria de Salud, la
Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos sanitarios (COFEPRIS), la
Comision Nacional de Bioética (CONBIOETICA) o incluso el Comité de Etica en
Investigacion (CEIl) de este hospital, que se encargan de vigilar el buen manejo de
los datos personales y médicos que usted y los demas pacientes han autorizado
para que sean utilizados en la realizacion de estudios de investigacion como el
presente. Estas instituciones u organismos pueden solicitar en cualguier momento
a los investigadores de este estudio, la revision de los procedimientos que se
realizan con la informacion, con la finalidad de verificar que se haga un uso correcto
y ético de los mismos; por lo que podran tener acceso a esta informacién que ha
sido previamente asignada con un cédigo de identificacion, cuando asi lo requieran.
De acuerdo a la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
Sujetos Obligados y a Ley de Proteccion de Datos Personales del estado de San
Luis Potosi, sus datos personales no podran tratarse, transferirse o utilizarse para
fines no descritos expresamente en este documento, a menos que sea
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estrictamente necesario para cumplir con una obligacién legal justificable en funcion
del bienestar del paciente o de la salud de la poblacion. Cualquier otro uso que se
requiera para el uso de sus datos o analisis o manejo de sus muestras y/o resultados
de los analisis que se describen en este documento, deberd ser informado y
solicitado con la debida justificacion al Comité de Etica en Investigacion de este
Hospital, quien determinara la pertinencia de la solicitud y en su caso, autorizara un
uso diferente para sus datos, muestras y/o productos derivados de sus muestras y/o
resultados. Siempre en apego a los lineamientos y normas legislativos nacionales e
internacionales y en beneficio y proteccion de la integridad de los actores
participantes.

Consideraciones Eticas:

Este estudio se considera de riesgo bajo debido a que los investigadores
responsables de este estudio no realizaran intervenciones en el tratamiento de su
hijo (a). Se le entregara una copia de este consentimiento informado, firmada por
el investigador responsable donde se incluyen sus datos de contacto y los datos del
Comité de Etica en Investigacion de este hospital para aclarar cualquier duda que
pudiese surgir.

Datos de contacto en el caso de tener dudas

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con:
Investigador principal

Dra. Ma. Victoria Lima Rogel.

Departamento de Neonatologia.

Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto

Av. Venustiano Carranza 2385, Colonia Universitaria

C.P. 78290, San Luis Potosi, S.L.P.

Tel. (444) 8342700 ext. 1522

Imv@hotmail.com

Si usted tiene alguna pregunta con respecto a sus derechos como participante en
el estudio de investigacion, también puede ponerse en contacto con una persona
no invelucrada con el equipo de investigadores en este estudio:

Comité de ética en Investigacion

Dr. Juan José Ortiz Zamundio, presidente del Comité

Av. Venustiano Carranza 2395, Colonia Universitaria

C.P. 78280, San Luis Potosi, S.L.P.Tel, (444) 8342700 ext. 1710
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DECLARACION DE ACEPTACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Si usted desea participar de manera voluntaria en esta investigacion, por favor
proporcione su nombre, firma y fecha este documento en los espacios
proporcionados en la parte inferior. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:
1. Se me ha dado la informacion completa y adecuada en forma verbal y por escrito
sobre el objetivo del estudio y me han explicado los riesgos y los beneficios de mi
participacion en lenguaje claro.
2. Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar la
panticipacion en este estudio en cualquier momento sin afectar su derecho a recibir
atencion médica.
3. Es mi responsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda
en relacion a mi participacion en este estudio. He hecho todas las preguntas a la
persona que realiza el proceso de consentimiento y he recibido respuestas
satisfactorias.
4. No he ocultado o distorsionado cualquier condicion médica actual o cualquier
antecedente médico relacionado con mi salud y he respondido a todas las preguntas
en forma precisa y verdadera.
5. Soy mayor de edad y legalmente capaz de dar este consentimiento.
6. Acepto participar en este estudio de manera voluntaria sin que me haya
presionada u obligada. Entiendo que mi negacion a su participacion o la
descontinuacion de su participacion en cualquier momento, no implicara penalidad
o pérdida de beneficios a los que de otra forma tiene derecho.
7. Entiendo y estoy de acuerdo en que la informacion obtenida a partir del presente
estudio puede ser utilizada para la publicacion de estos resultados con fines
académicos como parte de la divulgacién cientifica y como apoyo a la practica
clinica, pero que en todo momento se utilizara un codigo asignado para mantener el
anonimato y la confidencialidad de mis datos.
8. Me han explicado que la informacion personal y clinica que he consentido en
proporcionar, conservara mi privacidad y que se utilizara solo para los fines que
deriven de este estudio,
9. Los investigadores que participan en este proyecto se han comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio en el
momento en el que lo solicite y me enlregaran una copia de este documento de
consentimiento informado.

Autorizacion para el uso de datos clinicos
Se Ie solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores
responsables de este proyecto puedan utilizar sus dalos clinicos de manera
anonima para la realizacion de este protocolo
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de investigacién, cuyos objetivos y procedimientos se le han explicado y que usted
de manera libre y voluntaria les ha proporcionado, Marque con una X su respuesta:

____Si, doy mi autorizacion a los investigadores que participan en este proyecto
para el uso los datos clinicos que les hemos proporcionado a cerca de mi salud en
la investigacion que me han explicado.

_____No doy mi autorizacion a los investigadores que participan en este proyecto
para el uso los datos clinicos que les hemos proporcionado acerca de mi salud.

Autorizacion para informar al médico tratante de mi participacion en este estudio de
investigacién y para que mis resultados sean incluidos en el expedienteciinico.
Se e solicita que indique su acuerdo o desacuerdo para que los investigadores
responsables de este estudio de investigacion le informen a su médico tratante el
Dr. (a) , que ha
aceptado participar en este estudio con el nimero de registro

29-19 ante el CEl de este hospital y para que los resultados
obtenidos de las mediciones del flujo de sangre en las arterias de su cerebro, que
ha consentido en que se realicen, sean incluidos en su expediente clinico para que
puedan ser utilizados como referencia para su tratamiento por su médico tratante.
Marque con una X su respuesta:

____Si, doy mi autonzacion a los investigadores para que informen al médico
tratante mi participacién en este estudio de investigacion y para que se incluyan sus
resultados en mi expediente, de acuerdo a lo anterior mencionado y como me han
explicado.

_____No doy mi autorizacion a los investigadores para que informen al médico
Iratante mi participacion en este estudio de investigacion y para que se incluyan los
resultados en mi expediente, de acuerdo a lo anterior mencionado y como me han
explicado.

Por medio del presente documento de consentimiento informado acepto participar
en el estudio médico denominado “Expresion de microRNA’s relacionados al
sindrome metabolico en el calostro de madres con obesidad y con diabetes
gestacional en comparacion con madres sanas.

NOMBRE DEL PACIENTE O NOMBRE
DEL TUTOR LEGAL

FECHA DE LA OBTENCION DEL | PARENTESCO
CONSENTIMIENTO INFORMADO T

O nmw o 2 3 JUN. 2021
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DIRECCION/TELEFONO DE CONTACTO

NOMBRE DEL TESTIGO 1 FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA DE LA OBTENCION DEL | PARENTESCO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

DIRECCION/TELEFONO DE CONTACTO

NOMBRE DEL TESTIGO 2 FIRMA DEL TESTIGO 2

FECHA DE LA OBTENCION DEL | PARENTESCO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

DIRECCION/TELEFONO DE CONTACTO
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(nombre y firma de quien obliene el consentimiento informado) E:
INVESTIGADOR PARTICIPANTE EN EL PROTOCOLO i
@
< S Dra. Ma. Victoria Lima Rogel Dra. Karenn Rafaella Serrano Alvarez
42 l-; -
#5°  INVESTIGADOR PRINCIPAL
4 RESPONSABLE DEL PROTOCOLO INVESTIGADOR ASOCIADO
b DE INVESTIGACION ADSCRIPCION (Servicio de
$2  Departamento de adscripcion Neonatologia)
&> (Departamento de Neonatologia) INSTITUCION (Hospital Central
" Institucion (Hospital Dr. “Ignacio “Ignacio Morones Prieto”)
Morones Prieto”) CEDULA PROFESIONAL
CEDULA PROFESIONAL 435586 10135267
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_ REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Manifiesto al Investigador Principal, La Dra. Ma. Victoria Lima Rogel, que es mi
voluntad revocar el consentimiento informado que he aceptado el dia

para participar en el protocolo de Investigacion titulado

“Expresion de microRNA's relacionados al sindrome metabdlico en el calostro de
madres con obesidad y con diabetes gestacional en comparacién con madres

sanas”.

Es mi derecho solicitar que los datos clinicos y personales, asi como los resultados
de las pruebas que me han realizado hasta el momento sean eliminadas de esta
investigacion y ya no sean incluidas en los resultados finales y los reportes o
publicaciones que se generaran de este estudio de investigacion.

NOMBRE DEL PACIENTE O NOMBRE
DEL TUTOR LEGAL

FIRMA DEL PACIENTE O TUTOR
LEGAL

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 1

FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 2

FIRMA DEL TESTIGO 2

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dra. Ma. Victoria Lima Rogel

INVESTIGADOR PRINCIPAL
RESPONSABLE DEL PROTOCOLO
DE INVESTIGACION
Departamento de Neonatologia
Hospital Dr. Ignacio Morones Prieto
CEDULA PROFESIONAL 435583
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ANEXO 5. Recoleccién de datos

Anexo 3.

Hoja de Recoleccion de datos.

Ficha Identificacién

Numero progresivo de paciente

Fecha de nacimiento: Edad de la madre:

Antecedentes Maternos

Semanas de gestacion Peso|pregestacional: Peso actual:
Talla: IMC

| Antecedentes neonatales

Terminacion de embarazo: 1. Parto eutdcico

Apgar (1min) 5min sexo: 1. masculino 2. Femenino 3. Indiferenciado.
Peso: Longitud:

Determinacion de miRNA 146 a y miRNA 30b
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ANEXO 5. Cronograma de Actividades

Elaboracién del
protocolo

Recoleccion de
datos

Marzo -Julio
2021
Enmienda

Recoleccion
De datos
Julio 2021 -
febrero 2022

Analisis miRNA
Septiembre-
Diciembre 2022

Enero 2023 -
Marzo 2023

Interpretacion de
los datos obtenidos
y andlisis estadistico

Presentacion de los
resultados
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