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PCDHGAA4: protocadherina gamma subfamilia A, 4

Pagina | 9
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WNTS5A: miembro de la familia Wnt 5A

WT1: WT1 transcription factor
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Resumen

Antecedentes: La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica, con
alta prevalencia en Aguascalientes. Esta situacion podria estar relacionada con una baja
dotacion de nefronas al nacimiento, asociada a exposiciones ambientales durante la
gestacion. El objetivo fue evaluar el patrén de metilaciéon del ADN asociado al desarrollo
renal en tejido placentario de neonatos, en relacion con la exposicién prenatal a

xenobidticos ambientales, particularmente al fluoruro.

Metodologia: Estudio transversal en binomios madre—neonato. El volumen renal neonatal
se evalud por ecografia y los participantes se agruparon con base en el volumen renal y la
exposicion a fluoruro (21.5 mg/L). Los xenobidticos se cuantificaron en 58 participantes
inicialmente reclutados. Se analizé la metilacion del ADN placentario mediante
microarreglos Infinium MethylationEPIC v2.0 y andlisis bioinformaticos. Adicionalmente, se
evaluo la expresion génica de PAX2, RETy OSR1en amniocitos mediante PCR punto final.

Resultados: Se incluyeron 32 binomios. El andlisis de componentes principales (PCA)
mostré variabilidad entre grupos, mas evidente entre BVR/F y CTRL/NF. Se identificaron
7,540 sitios CpG diferencialmente metilados (FDR<0.01; Ap=0.1), con predominio de
hipometilacion. El analisis integrativo permitié identificar una firma epigenética compartida
de 244 genes, destacando genes de las familias de protocadherinas (PCDHA, PCDHGA 'y
PCDHGB), asi como genes relacionados con el desarrollo renal. El andlisis de expresion
génica estuvo limitado por la baja pureza del ARN; unicamente RET mostré amplificacion
detectable.

Conclusion: La exposicion materna a fluoruro se asocia con alteraciones en la metilacion
placentaria en genes implicados en el desarrollo renal. Estas modificaciones epigenéticas
sugieren la participaciéon de mecanismos de programacion fetal que podrian influir en la
dotacion de nefronas y en el riesgo de ERC en etapas posteriores de la vida. En conjunto,
los hallazgos refuerzan la relevancia de la exposicion ambiental prenatal como un factor

potencialmente modificable.

Palabras clave: Metilacion del ADN, desarrollo renal, fluoruro, xenobidticos ambientales,

placenta, epigenética.
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Abstract

Background: Chronic kidney disease (CKD) is a public health problem with a high
prevalence in Aguascalientes. This situation may be related to a low number of nephrons at
birth, associated with environmental exposures during pregnancy. The objective was to
evaluate the DNA methylation pattern associated with kidney development in neonatal
placental tissue, in relation to prenatal exposure to environmental xenobiotics, particularly

fluoride.

Methodology: A cross-sectional study of mother-neonate pairs. Neonatal renal volumewas
assessed by ultrasound, and participants were grouped based on kidney volume and
fluoride exposure (21.5 mg/L). Xenobiotics were quantified in 58 initially recruited
participants. Placental DNA methylation was analyzed using Infinium MethylationEPIC v2.0
microarrays and bioinformatic analyses. Additionally, gene expression of PAX2, RET, and

OSR1in amniocytes was assessed using end-point PCR.

Results: A total of 32 pairs were included. Principal component analysis (PCA) revealed
variability between groups, most evident between BVR/F and CTRL/NF. A total of 7,540
differentially methylated CpG sites were identified (FDR<0.01; Ap=20.1), with a
predominance of hypomethylation. Integrative analysis identified a shared epigenetic
signature of 244 genes, highlighting genes from the protocadherin families (PCDHA,
PCDHGA, and PCDHGB), as well as genes related to kidney development. Gene
expression analysis was limited by low RNA purity; only RET showed detectable
amplification.

Conclusion: Maternal fluoride exposure is associated with alterations in placental
methylation of genes involved in kidney development. These epigenetic modifications
suggest the involvement of fetal programming mechanisms that could influence nephron
number and the risk of CKD later in life. Taken together, the findings reinforce the relevance
of prenatal environmental exposure as a potentially modifiable factor.

Keywords: DNA methylation, kidney development, fluoride, environmental xenobiotics,

placenta, epigenetics.
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1. Introduccion

Los xenobidticos son sustancias quimicas externas al organismo humano. Estas
pueden encontrarse en el ambiente (aire, agua, suelo, plantas) e incluyen compuestos de
origen natural o sintético, asi como subproductos derivados de actividades industriales. En
los ultimos afios, su uso global se ha incrementado rapidamente como consecuencia del
avance tecnoldgico e industrial (1-3). La exposicién no intencional a estos compuestos
representa un riesgo considerable para la salud humana y puede ocurrir bajo distintas
condiciones, incluyendo el ambiente doméstico, ocupacional o a través del consumo de
agua y alimentos contaminados. Incluso niveles bajos de exposicion pueden generar
efectos adversos durante etapas criticas de la vida, como el desarrollo embrionario, cuando
los 6rganos en formacion son particularmente sensibles a agresiones ambientales. La
exposicion a estos agentes se ha relacionado con diversas patologias, entre ellas cancer,
alteraciones endocrinas, inmunolégicas, enfermedades neuroldgicas, deterioro cognitivo vy,
mas recientemente, con la enfermedad renal crénica (ERC) y otras enfermedades no

transmisibles (4).

En Aguascalientes, México, se ha reportado una alta prevalencia de enfermedadrenal
croénica de etiologia desconocida (ERCd) (5). Estudios previos sugieren que factores
ambientales y genéticos pueden interactuar durante el desarrollo del rifidn, ocasionando
cambios epigenéticos que favorecen la aparicion de la patologia renal (6). Este hallazgo es
de particular importancia ya que el desarrollo renal finaliza alrededor de las 36 semanas de
gestacion (SDG). Durante este periodo se establece el numero total de nefronas con el cual
contara el individuo al momento del nacimiento y durante el resto de su vida. Cualquier
alteracion producida durante esta etapa puede condicionar a un bajo numero de nefronas

y, por lo tanto, a un mayor riesgo de ERC en etapas posteriores de la vida (7).

La expresion génica, el proceso mediante el cual la informacion codificada en el ADN
se traduce en productos funcionales, principalmente proteinas. Este proceso puede verse
alterado por mecanismos epigenéticos, comola metilacion del ADN, los cuales actuan como
interruptores que regulan la activacion o el silenciamiento de distintos genes. En el caso del
rifidn, se han descrito diversas vias de sefalizacion fundamentales para la nefrogénesis,
entre ellas Wnt/B-catenina, Notch, fosfatidilinositol 3-quinasa/proteina quinasa B (PI3K-Akt),
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y factor de crecimiento de fibroblastos

(FGF). Estas vias pueden ser moduladas por cambios epigenéticos y ocasionar
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alteraciones en la organogénesis renal (8). Aunque la interpretacion de las variaciones en
la expresion génica puede ser compleja, estos perfiles resultan Utiles para la deteccion
temprana de enfermedades y la identificacion de biomarcadores (9—-11). En este contexto,
se han desarrollado estudios sobre el impacto de los contaminantes ambientales en los
patrones de metilacion del ADN; sin embargo, la relacion especifica entre la exposicion
ambiental, alteraciones epigenéticas y genes clave del desarrollo renal aun no ha sido
estudiada con profundidad (12-15).

En neonatos del estado de Aguascalientes se ha identificado una elevada exposicion
y presencia en muestras biolégicas de xenobidticos como metales, no metales y pesticidas,
particularmente metomilo, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y fluoruro. Estos
compuestos podrian representar un factor de riesgo para la disminucion del volumen renal
y contribuir a cambios epigenéticos que alteren la expresion génica durante el desarrollo
renal (16). En este contexto, resulta fundamental comprender los posibles mecanismos
mediante los cuales la exposicion ambiental podria influir en la regulacion epigenética de
genes asociados con la nefrogénesis. El estudio de estos procesos permitiria ampliar el
conocimiento sobre la etiologia de la ERC en la region y contribuir al desarrollo de
estrategias de prevencion, diagndstico temprano y salud publica.

2. Marco teorico

2.1 Desarrollo renal y nefrogénesis

El desarrollo renal embrionario comienza alrededor de la cuarta SDG conla formacion
del cordén nefrogénico. Durante este proceso se identifican tres estructuras renales
transitorias: el pronefros, el mesonefros y el metanefros, siendo este ultimo el que dara
lugar al rindn definitivo. Alrededor del dia 30 de la gestacién, la yema ureteral brota del
conducto de Wolff e invade el mesénquima metanéfrico, lo cual marca el inicio de la
organogénesis renal (17,18). EI metanefros inicia su desarrollo al final de la quinta SDG y
se vuelve funcional hasta el inicio de la etapa fetal, aproximadamente durante la octava
SDG. A partir de la yemaureteral se originan las estructuras colectoras del rifidn, incluyendo
la pelvis renal, los calices y los tubulos colectores, mediante un proceso progresivo de
ramificacion. Los rinones metanéfricos tendran actividad excretora a partir de la semana
once de gestacion; sin embargo, la nefrogénesis es un proceso que se completa alrededor
de las 36 SDG, momento en el que se alcanza el numero total de nefronas con las que
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contara el individuo durante toda su vida, ya que tras el nacimiento no se forman nuevas
nefronas (18,19).

El numero de nefronas se relaciona fuertemente con la capacidad adaptativa del rifién
tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas. Se ha documentado que el niumero de
nefronas considerado dentro de la normalidad en el ser humano puede variar ampliamente,
oscilando entre 200,000 y 2.5 millones. Esta variabilidad puede depender de factores como
el peso al nacer, el sexo, la predisposicion genética y factores ambientales; sin embargo,
aun se desconoce cual es el factor determinante de estas diferencias entre individuos
(18,20).

Durante el desarrollo temprano del rifidn, la placenta actia como el principal érgano
temporal responsable de mantener la homeostasis fetal de liquidos y electrolitos, el
equilibrio acido-base y los requerimientos excretores del feto (21). Posteriormente, tras el
nacimiento, el riidén continda con cambios funcionales significativos. Por ejemplo, la
capacidad de concentrar la orina al nivel observado en el rifidn adulto se alcanza de forma
progresiva durante el desarrollo postnatal (Figura 1) (18). En los recién nacidos prematuros
se ha observado una afectacién en la maduracion renal, lo que se traduce en una tasa de
filtracion glomerular (TFG) baja en comparacion con los recién nacidos a término, ademas

de una progresion mas lenta en la maduracion funcional renal después del nacimiento (22).

Se ha documentado que un bajo numero de nefronas, asociado frecuentemente con
bajo peso al nacer, puede aumentar el riesgo de desarrollar ERC en etapas posteriores de
la vida. Asimismo, factoresambientales y hereditarios, como el estado nutricional y de salud
materna durante el embarazo, el origen étnico, el pais de origen y los factores genéticos,
pueden desempefar un papel importante en la determinacion del niumero de nefronas
(7,20,21). De igual manera, se ha encontrado de forma consistente que el volumen
glomerular medio es inversamente proporcional al nimero de nefronas y es directamente

proporcional al tamafo corporal actual (23).

Pagina | 16



Embarazo Lactancia Infancia

: 9 meses ‘ 6 meses 18 meses 1000 dias

+ Concepcion ¢ Nacimiento

? Nefrogénesis

: Aumento del tamafio y la funcion renal
: Semana 3 a 36

cnsssnnag

Tamano :
Prenatal ! Posnatal I
Funcion > :
: Aumento de la TFG

* Formacion de yemas ureterales p
» Morfogénesis de las ramificaciones Duplicacion del FG a las 2 semanas
« Fraccionamiento de los tubulos renales Alcanza la madurez a los 2 afos
.

Formacion del rifion y del sistema colector

Figura 1. Desarrollo renal. Adaptado del articulo “The First Thousand Days: Kidney Health
and Beyond” by Chien-Ning Hsu, et.al. (2021) (19).

2.2 Numero de nefronas y alteraciones del desarrollo renal

Los términos “bajo volumen renal”, “disminuciéon del numero de nefronas” e
“hipoplasia renal” se utilizan con frecuencia de manera intercambiable para describir una
condicion en la que los rifiones presentan un tamafio menor al esperado, aunque conservan

su morfologia normal (24).

Es importante diferenciar el bajo volumen renal de las anomalias congénitas del rifion
y vias urinarias (CAKUT, por sus siglas en inglés), las cuales constituyen un grupo
clinicamente heterogéneo de alteraciones caracterizadas por cambios en el tamafio, forma,
posicién o numero de riflones, mientras que microscopicamente se reflejan en un menor
numero de nefronas o una histologia anormal. Se estima que hasta el 20% de los casos
tiene un origen monogénico (25). En contraste, la disminucion del volumen renal observada
en los individuos del estado de Aguascalientes no se ha relacionado con mutaciones

monogeénicas especificas, sino mas bien con un origen multifactorial.

En un estudio realizado por Macias-Diaz, et.al. (2022) en Aguascalientes, se reportod
mediante ecografia una ligera disminucion del volumen renal por debajo del percentil 10
(<45 ml/m?), lo que sugiere la presencia de bajo volumen renal en la poblacién estudiada
(6). De forma complementaria, Alcalde-Ortiz, et.al. (2024), documentaron que la poblacién
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pediatrica del estado presenta dimensiones renales significativamente menores en
comparacion con referencias internacionales (26). Estos hallazgos refuerzan la hipétesis de
que los infantes de la region podrian tener un mayor riesgo de desarrollar la ERC y

eventualmente requerir terapia sustitutiva durante la edad adulta (25).

La teoria propuesta por Brenner et.al. (1988) plantea que una baja dotacion de
nefronas incrementa la susceptibilidad a padecer hipertension arterial sistémica (HAS) y
desarrollar ERC a largo plazo. Este planteamiento se ajusta a lo observado en la poblacion
de Aguascalientes: neonatos con volumen renal bajo al nacimiento, adolescentes con
hipertension glomerular compensatoria en ausencia de fibrosis renal y adultos jovenes con

enfermedad renal crénica terminal (ERCT) (6,7).

Diversos genes han sido implicados en la regulacion del desarrollo renal y la
determinacion del nimero de nefronas. Entre ellos se encuentran RET, PAX2, WNT11,
DNMT1, GDNF, WT1, EYA1, BMP, OSR1 y SIX2 (27-29). Algunos de estos genes
participan en procesos clave de la nefrogénesis, como la interaccion entre la yema ureteral
y el mesénquima metanéfrico, la diferenciacion celular y la ramificacion del sistema colector.
En particular, DNMT1, PAX2, RET y OSR1han mostrado una asociacién relevante con la

disminucion del volumen renal en ausencia de alteraciones morfoldgicas evidentes.

DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) codifica una enzima encargada de mantener los
patrones de metilacion del ADN durante la replicacion celular mediante la transferencia de
grupos metilo a citosinas del ADN. Estas modificaciones epigenéticas suelen ocurrir en
regiones promotoras y regulan la transcripcion génica. Alteraciones en la actividad de
DNMT1 pueden afectar la organogénesis embrionaria y modificar la expresion de genes

clave en el desarrollo renal, como SIX2 (Figura 2) (30,31).

Paried Box 2 (PAX2) pertenece a la familia de factores de transcripcion y desempefia
un papel fundamental en la diferenciacion y organogénesis renal. Este gen participa en la
formacion del metanefros y la ramificacion de la yema ureteral, procesos determinantes
para el establecimiento del niumero de nefronas. Alteraciones en su expresion, ya sea por
mutaciones o por cambios epigenéticos, se han asociado con una reduccion del tamano

renal neonatal (Figura 2) (32-35).

El protooncogén RET codifica un receptor tirosina quinasa cuya activacion depende
del ligando del factor neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF). Ambos

participan en la induccion del desarrollo renal durante la embriogénesis, regulando la
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interaccién entre el conducto de Wolff y el mesénquima metanéfrico (36,37). Alteraciones
en este gen se han asociado con agenesia o hipoplasia renal, asi como una disminucién

del tamafio renal en el periodo neonatal (Figura 2) (38—40).

Odd-Skipped Related Transcription Factor 1 (OSR7T) codifica un factor de
transcripcion expresado en el mesodermo intermedio durante etapas tempranas del
desarrollo embrionario. Este gen participa en la formacién del sistema urinario y en la
regulaciéon del equilibrio entre la autorrenovacion y diferenciacion de células progenitoras
renales. Alteraciones en su regulacion pueden conducir a hipoplasia renal y a una reduccién

del tamarfio renal neonatal (Figura 2) (41—43).

Estos genes son de particular relevancia ya que participan en el desarrollo y
maduracion renal. En la poblacion de Aguascalientes no se han documentado alteraciones
morfoldgicas evidentes, lo que sugiere que la reduccion del tamafio renal podria estar
asociada con cambios epigenéticos. En este contexto, las modificaciones epigenéticas
actuan como un “interruptor” capaz de modular la expresion génica en respuesta a factores

ambientales, modificando el fenotipo sin alterar la secuencia del ADN (44).

VARIANTE GENETICA CONSECUENCIA

Reduccion del 10 % del tamano del rindn en recién
nacidos.

Polimorfismo PAX2

Variante RET(1476A) Reduccion del 10 % del volumen renal al nacer.

Reduccion del 13 % en el tamano del rindn del recién

Variante BMPR1A .
nacido.

Reduccion del 12 % en el tamafo del rindn del recién

Variante OSR1rs12329305(T) .
nacido.

Figura 2. Variantes genéticas asociadas al tamario renal en humanos (excluyendo
CAKUT). Adaptado del “Clinical Consequences of developmental programming of low
nephron number” (39).

2.3 Enfermedad renal cronica

La ERC se define como cualquier alteracién estructural o funcional del rifidn con una
duracion igual o superior a tres meses (45—47). Esta enfermedad representa una de las

principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial; en 2019 se estim6 que 5.2
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millones de personas murieron por esta patologia. Las guias Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) clasifican la ERC en cinco estadios de acuerdo conla TFGy el
grado de albuminuria (Figura 3) (48,49).

Categorias de albuminwria persistente

Al A2 A3
Mormal @ medio Moderadaments Jewveraments
incrementado incrementado norementado
30 mgfg 30-200 mgfz >300 mg/g
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Figura 3. Clasificacion KDIGO de ERC. Tomado del articulo de Romagnani P., et.al.
(2017) “Chronic kidney disease” (50).

Las principales etiologias de la ERC en adultos son las enfermedades crénico-
degenerativas, como diabetes mellitus (DM), la HAS y el sobrepeso u obesidad, mientras
que en la poblacion pediatrica predominan las CAKUT (51-53). Entre los principales
factores de riesgo para el desarrollo y progresion de la ERC se incluyen el bajo numero de
nefronas al nacimiento, la pérdida progresiva de nefronas asociada conla edad, las lesiones
renales agudas o cronicas por exposicion a téxicos, asi como enfermedades cronico-

degenerativas y habitos como alcoholismo, tabaquismo, sedentarismo y deshidratacion
(50,54-56).

A medida que la enfermedad progresa, los pacientes pueden requerir terapia renal
sustitutiva, incluyendo dialisis peritoneal, hemodialisis o trasplante renal (57). Estas
intervenciones representan una carga considerable para los sistemas de salud. En México,
durante el 2023 el gasto total anual en servicios integrales de nefrologia ascendio a
aproximadamente 10,634 millones de pesos, lo que representd un incremento del 1.3%
respecto al afo 2022, de acuerdo con el Informe al Ejecutivo Federal y al Congreso de la

Union sobre la Situacion Financiera y los Riesgos del Instituto Mexicano del Sequro Social
(IMSS) 2024-2025 (58).
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A nivel mundial, la incidencia de ERCT en 2023 se estimo en 365 personas por millén
de poblaciéon (pmp), siendo mayor en hombres que en mujeres, segun el Registro
Americano de ERC 2025 (United States Renal Data System [USRDS]) (59). Entre 1990 y
2017, la prevalencia global de ERC aumento aproximadamente 33%, convirtiéndose en una
de las principales causas de mortalidad asociadas con enfermedades no transmisibles, de
acuerdo con el reporte del Estudio de la Carga Global de la Enfermedad (Global Burden of
Disease Study [GBD]) (60,61). En 2019, la ERC fue responsable de aproximadamente 11.6
millones de afos de vida ajustados por discapacidad (AVAD), mientras que la mortalidad
atribuible a esta enfermedad aumento6 de 0.6 millones a 1.4 millones de personas a nivel
mundial (60,62).

México presenta una de las tasas mas altas de mortalidad por ERC a nivel mundial.
En 2017, esta patologia representd una de las principales causas de muerte asociadas con
enfermedades cronicas, unicamente por debajo de la enfermedad de arterias coronarias
(EAC). La ausencia de un registro nacional de ERC dificulta estimaciones precisas; sin
embargo, se ha estimado una prevalencia aproximada de 14.5 pmp y una incidencia de
394.2 pmp, asociadas con cambios demograficos y epidemioldgicos, el envejecimiento
poblacional y la alta prevalencia de DM e HAS (63).

En México también se ha descrito una elevada prevalencia de ERCd, particularmente
en ciertas regiones del pais, entre ellas el estado de Aguascalientes (Figura 4). En esta
entidad, se ha reportado una incidencia elevada de ERCT en adultos jévenes. De acuerdo
con el USRDS 2025, Aguascalientes presenta una incidencia de 287 pmpy una prevalencia
de 2,691 pmp, lo que lo ubica entre las regiones con mayor carga de enfermedad renal a

nivel mundial (tercer lugar, solo por detras de Taiwan y Japon) (Figuras 5y 6) (64).
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Figura 4. Mapa de calor de la ERC de causas inespecificas en el mundo. Tomado del
GBD (2021) (61).
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Figura 5. Incidencia de ERCT. Adaptado del reporte USRDS (2025) “International
Comparisons” (64).
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Figura 6. Prevalencia de ERCT. Adaptado del reporte USRDS (2025) “International
Comparisons” (64).

De forma complementaria, el Registro Estatal Unico de Enfermedad Renal Crénica
del Estado de Aguascalientes (REUDERC) report6é para 2026 una prevalencia de 1,974.6
pmp, siendo la etiologia de origen desconocido la mas frecuente, seguida de DM y HAS
(Figura 7) (65).

Diversos estudios realizados en la regién han propuesto como posibles factores de
riesgo para el desarrollo de ERC en Aguascalientes un bajo numero de nefronas al
nacimiento, asociado con la exposicion a xenobiéticos ambientales. Esta interaccion podria
contribuir a explicar la alta incidencia y prevalencia de la nefropatia observada en la region
(6,16,66).
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Figura 7. Etiologias ERC en el estado de Aguascalientes. Adaptado de REUDERC (2026)
(65).

2.4 Xenobiodticos y salud humana

El término xenobidtico se utiliza para describir cualquier sustancia quimica externa a
la que se encuentra expuesto un organismo y que no forma parte de su metabolismo
normal. Entre los xenobidticos mas estudiados se incluyen los plaguicidas, aditivos
alimentarios, compuestos presentes en plasticos, detergentes, medicamentos, cosméticos,

asi como metales pesados y metaloides, entre otros (16,67,68).

La exposicion crénica a estas sustancias puede tener un impacto significativo en la
salud humana. Con el incremento poblacional y el aumento en la demanda de alimentos,
se ha incrementado el uso de productos procesados con conservadores, asi como de
tecnologias agricolas que implican el uso de compuestos quimicos. Como consecuencia,
la presencia de xenobidticos en los alimentos, el agua y el ambiente ha aumentado
considerablemente (68). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada

ano se registran alrededor de 3 millones de casos de intoxicacion aguda grave y
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aproximadamente 2.2 millones de muertes relacionadas con la exposicion a sustancias

quimicas presentes en el ambiente, los alimentos y el agua (69).

La exposicion crénica a xenobidticos ambientales puede ocasionar alteraciones
cromosoémicasy dafo al ADN, lo que representa un factor de riesgo para el desarrollo de
distintas enfermedades. Sin embargo, estos efectos no siempre se producen de forma
directa, ya que intervienen mecanismos epigenéticos capaces de modular la respuesta del
organismo frente a estas sustancias. En este sentido, las modificaciones epigenéticas,
como la metilacion del ADN, pueden alterar la regulacion de la expresion génica sin
moadificar la secuencia del ADN, influyendo en la susceptibilidad individual a los efectos
adversos de los xenobidticos (70). Por lo tanto, el impacto de estas sustancias en la salud
no depende uUnicamente de la exposicidon ambiental, sino también de la interaccion entre
factores genéticos y epigenéticos que pueden modificar la respuesta biolégica de cada
individuo.

2.4.1 Xenobioéticos ambientales y enfermedad renal crénica

En toxicologia ambiental existen dos conceptos clave para comprender los efectos de
los xenobidticos sobre la salud. El primero es el NOAEL (nivel sin efecto adverso
observado), que corresponde a la dosis mas alta de una sustancia que no produce efectos
adversos observables. Este valor se determina generalmente a partir de estudios
experimentales en animales expuestos a diferentes concentraciones del compuesto. Por
otro lado, el LOAEL (nivel de efecto adverso observado mas bajo) se refiere a la dosis
minima en la que comienzan a manifestarse efectos negativos. Ambos parametros permiten
establecer niveles seguros de exposicion y evaluar los posibles riesgos para poblaciones
vulnerables (71).

Enlas ultimas décadas se ha observado un incrementoen el uso doméstico y agricola
de pesticidas y otros compuestos quimicos, lo que implica que la mayoria de los individuos
estén expuestos a los xenobidticos ambientales en algun grado de formaregular, yasea a
través de la dieta, el agua o el ambiente. La exposicion cronica a estas sustancias se ha
asociado con diversos efectos en la salud, afectando incluso a individuos expuestos desde
la etapa prenatal. Sin embargo, aun son limitados los estudios que documentan de manera

solida los efectos de estos compuestos en recién nacidos y nifios (72,73).

Debido a su menor peso corporal y a las caracteristicas propias de su desarrollo

fisiolégico, los nifios pueden experimentar una exposicion proporcionalmente mayor a
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toxicos ambientales que los adultos. Ademas, el feto y el neonato presentan una mayor
vulnerabilidad frente a estos agentes, ya que pueden interferir con procesos criticos del
desarrollo. En particular, el rindn es un organo susceptible al dafio toxico durante las
primeras etapas de la vida, debido a que su maduracion funcional continua después del
nacimiento. Su elevada actividad metabdlica y la captacién activa de compuestos por las
células tubulares, especialmente en el tubulo proximal, favorecen la acumulacion de

sustancias potencialmente nefrotoxicas (72,74).

Aunque la mayoria de los estudios se han enfocado en la poblacion adulta, los efectos
de la exposicion a xenobidticos durante la infancia han sido relativamente poco estudiados.
Esta falta de atencién podria contribuir al desarrollo temprano de ERC en etapas posteriores
de la vida. En este sentido, la exposicion a contaminantes ambientales desde etapas
tempranas podria representar un factor relevante en la etiologia de la nefropatia observada
en regiones como el estado de Aguascalientes, lo que resalta la importancia de este estudio
para el desarrollo de estrategias de prevencion y deteccién oportuna.

2.4.2 Metales, metaloides y pesticidas

Los metales son elementos que tienden a formar iones positivos al perder electrones
durante las reacciones quimicas, con excepcion del hidrogeno. Comparten propiedades
fisicas como el brillo, alta densidad, puntos de fusion elevados, ductilidad, maleabilidad y
buena conductividad térmica y eléctrica. Por su parte, los metaloides tienen propiedades
intermedias entre metales y no metales. Muchos de estos elementos se encuentran de
forma natural en el ambiente y, en algunos lugares, pueden alcanzar concentraciones

elevadas en el suelo, agua o aire (75,76).

Los pesticidas, por otro lado, se definen como sustancias o mezclas destinadas a
prevenir, repeler o eliminar plagas. Dentro de esta categoria se incluyen herbicidas,
insecticidas y fungicidas, utilizados ampliamente en actividades agricolas y urbanas (77—
79). Entre los xenobiéticos con mayor relevancia clinica en la poblacién del estado de
Aguascalientes destacan el fluoruro y algunos pesticidas, como el 2,4-D y metomilo, debido
a las concentraciones elevadas detectadas en muestras ambientales y biolégicas en la

region (16).
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2.4.3 Fluoruro

Los fluoruros son compuestos binarios o sales formadas por la combinacion del fltor
con otros elementos. Se encuentran de forma natural en la corteza terrestre y pueden
liberarse al ambiente a través de procesos geoldgicos o por arrastre del viento. Una vez
presentes en el ambiente, el fluoruro no se degrada, sino que puede transformarse
quimicamente y distribuirse en el ambiente, encontrandose en pequefas cantidades en el
agua, el aire, las plantas y los animales. Por ello, la exposicion humana ocurre
principalmente a través del consumo de agua y alimentos contaminados, asi como por la

inhalacion de aire que contiene particulas de fluoruro (80,81).

Los niveles promedio de fluoruro en aguas superficiales suelen situarse alrededor de
0.2 partes por millon (ppm). La OMS y la Unién Europea (UE) establecen un limite maximo
recomendado de 1.5 mg/L, mientras que la Norma Oficial Mexicana (NOM) establece un
limite de 1 mg/L en agua potable (82-84). Es importante destacar que el fluoruro puede
atravesar la barrera placentaria y alcanzar al feto en desarrollo. Diversos estudios en
humanos han asociado niveles altos de exposicion con defectos congénitos, alteraciones
en el desarrollo cognitivo y disminucion del coeficiente intelectual en los nifos, lo que resalta
la importancia de evaluar sus posibles efectos en érganos en desarrollo, incluido el rifidn
(80).

2.4.4 Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

El 2,4-D es un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura y en el mantenimiento
de areas urbanas. Existen multiples formulaciones comerciales que contienen este
compuesto como ingrediente activo. En 2013 se estimé una aplicacion aproximada de 39
millones de libras en cultivos como trigo, soja, maiz y forrajes en Estados Unidos, ademas
de su uso frecuente en céspedes y otras areas verdes. Debido a su alta movilidad en el
suelo, el 2,4-D puede infiltrarse hacia aguas subterraneas, lo que aumenta el riesgo de
exposicion ambiental (85).

La poblacion general puede estar en contacto con residuos de 2,4-D durante o
después de su aplicacion. Los nifios pequefios pueden ser particularmente vulnerables
debido al contacto directo con suelos contaminados y comportamientos que favorecen la
ingesta accidental de particulas ambientales. Los efectos adversos asociados con la

exposicion incluyen alteraciones respiratorias, endocrinas, inmunoldgicas, neuroldgicas,
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reproductivas y del desarrollo, ademas de su relacion con algunos tipos de cancer o la
muerte (85,86).

En modelos animales, el riidn se ha identificado como un érgano blanco de toxicidad
inducida por 2,4-D. En estudios realizados en humanos, la presencia de este compuesto en
orina se ha relacionado con un incremento de la creatinina urinaria, albuminuria persistente
y presencia de cilindros urinarios, aunque no siempre se han observado cambios

degenerativos evidentes en el tejido renal (85,87).
2.4.5 Metomilo

El metomilo es un insecticida y ovicida clasificado en la categoria | de toxicidad. Se
utiliza ampliamente en diversos cultivos agricolas, frutales y hortalizas, asi como en
céspedes, instalaciones ganaderas y otros entornos donde se requiere control de plagas.
Su aplicacion puede realizarse mediante diferentes métodos, incluyendo pulverizacion
aérea o terrestre, formulaciones granuladas y cebos, lo que incrementa el riesgo de
dispersion ambiental y exposicidén humana. Aunque su uso doméstico no esta aprobado en
muchos paises, la exposicién puede ocurrir por via oral, inhalacion o absorcién dérmica
(88).

Los efectos téxicos del metomilo se manifiestan principalmente a nivel del sistema
nervioso central (SNC); sin embargo, también se han descrito efectos en otros sistemas,
incluyendo el urinario y el reproductivo. A nivel celular, este compuesto puede inducir estrés
oxidativo mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), alterando el
equilibrio redox celular y produciendo dafo tisular. En el rifion, estos procesos pueden
afectar particularmente al epitelio tubular, favoreciendo la aparicion de alteraciones
funcionales (88,89).

2.5 Epigenética

La epigenética se refiere a cambios heredables, pero potencialmente reversibles, en
la funcion de los genes que ocurren sin modificaciones en la secuencia del ADN. Estos
cambios implican alteraciones estructurales y bioquimicas en la cromatina que regulan la
accesibilidad del ADN a la maquinaria transcripcional y, por lo tanto, modulan la expresion
génica. A través de estos mecanismos, la epigenética participa en la regulacion de diversos

procesos fisiologicos y patologicos (90,91).
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Entre los mecanismos epigenéticos mas estudiados se encuentran la metilacion del
ADN, las modificaciones postraduccionales de las histonas y la regulaciéon mediada por
ARN no codificante (ARNnNc) (92). Estos mecanismos contribuyen al control de la expresion
génica durante procesos fundamentales como el desarrollo embrionario, la diferenciacion

celular y la respuesta a estimulos ambientales.

En la ultima década se ha demostrado que el epigenoma es altamente dinamico y
puede modificarse durante el desarrollo, a lo largo de la vida e incluso en respuesta a
factoresambientales externos. En algunos casos, estas modificaciones pueden transmitirse
entre generaciones; sin embargo, aun resulta complejo establecer conclusiones generales
sobre la interaccion entre epigenotipo, genotipo y fenotipo. Asimismo, se ha observado que
ciertas sefiales ambientales pueden inducir modificaciones especificas en el epigenoma
que no necesariamente se acompanan de cambios fenotipicos evidentes. Por lo tanto, el
vinculo exacto entre epigenotipo y fenotipo continla siendo un desafio que aun no se ha
podido dilucidar (91).

2.5.1 Metilacion del ADN

La metilacién del ADN es uno de los mecanismos epigenéticos mas relevantes y
ampliamente estudiados. Este proceso consiste en la transferencia de un grupo metilo a la
posicion C5 de la citosina, lo que da lugar a la formacion de 5-metilcitosina (5mC) (Figura
8). La metilacion del ADN regula la expresion génica mediante el reclutamiento de proteinas
asociadas con la represion transcripcional o mediante la inhibicion de la unién de factores
de transcripcion al ADN. Sus efectos dependen en gran medida de la region genémica

donde ocurre la modificacion (90,93).
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Figura 8. Proceso de metilacion del ADN (94).
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Este proceso es catalizado por la familia de ADN metiltransferasas (DNMTs).
DNMT3A y DNMT3B son responsables del establecimiento de los patrones de metilacion
de novo, mientras que DNMT1 se encarga principalmente del mantenimiento de dichos
patrones durante la replicacion del ADN. Ademas de la 5mC, existen otras modificaciones
del ADN, como N6-metiladenina (6mA) y 4-metilcitosina (4mC); sin embargo, estas ultimas
se encuentran principalmente en genomas procariotas. En contraste, la 5mC es la

modificacion epigenética mas abundante y mejor estudiada en genomas eucariotas (90,95).

Las técnicas basadas en la conversién con bisulfito de sodio representan uno de los
métodos mas utilizados para el estudio la metilacion del ADN. Asimismo, existen otras
estrategias que se basan en la digestion del ADN gendmico mediante endonucleasas
sensibles a metilacion (96). La metilacion del ADN participa en la regulacion de numerosos
procesos celulares, incluyendo el desarrollo embrionario, la regulacién de la transcripcion,
la organizacion de la cromatina, la inactivacion del cromosoma X, la impronta gendmica y
la estabilidad cromosomica. Alteraciones en estos patrones epigenéticos pueden originar
silenciamiento aberrante de genes supresores de tumores, desregulacion del ciclo celular
y disminucién de los mecanismos de reparacion del ADN, contribuyendo al desarrollo de
diversas patologias (97).

2.5.2 Perfil de metilacion del ADN y expresion génica

El perfil de metilacion del ADN constituye una herramienta emergente que permite
caracterizar con gran precision los mecanismos de regulacién génica y se ha convertido en
un complemento importante en el diagndstico molecular de diversas enfermedades. Estos
patrones de metilacion, presentes en regiones reguladoras del genoma como promotores,
potenciadores y sitios de union de factores de transcripcion, son altamente especificos para
cada tipo celular y desempefan un papel fundamental para el mantenimiento del fenotipo
celular. Por lo tanto, alteraciones en estos patrones pueden afectar el destino y la funcion
celular, impactando procesos como el desarrollo, la diferenciacion y la homeostasis tisular
(98,99).

La expresion génica se define como el proceso mediante el cual la informacion
codificada en un gen se utiliza para generar un producto funcional. Este procesos inicia con
la trascripcion del ADN en moléculas de ARN, que pueden corresponder a ARN mensajero
(ARNm) codificante de proteinas o0 a ARNnc con funciones regulatorias o estructurales en

la célula (100). La expresion génica incluye diversas etapas, entre ellas la transcripcion, la
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traduccion y el recambio de ARNm y proteinas. Aunque todas las células del organismo
contienen esencialmente la misma informacion genética, los patrones diferenciales de
expresion génica determinan las propiedades funcionales especificas de cada tipo celular
(101,102).

Los multiples pasos involucrados en la sintesis, procesamiento y traduccion del
ARNmM son procesos altamente regulados, y alteraciones en estos mecanismos pueden
generar fenotipos especificos o contribuir al desarrollo de distintas patologias. Entre los
mecanismos que regulan la expresidn génica se encuentran las modificaciones
epigenéticas, como la metilacion del ADN, asi como procesos postranscripcionales que
incluyen la unién de proteinas a moléculas de ARN y la accién de factores implicados en el

procesamiento, transporte y degradacion del ARNm (102).

Desde el punto de vista clinico, un perfil epigenético alterado puede reflejar procesos
de adaptacion del organismo al entorno o a la exposicion a agentes ambientales; sin
embargo, también puede contribuir a la aparicién o progresion de diversas enfermedades
(103).

2.5.3 Expresion génica y enfermedad renal crénica

El papel de los factores ambientales en la patogenia de la ERC, particularmente en
CAKUT, ha sido ampliamente documentado. Por ejemplo, algunos farmacos que inhiben la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) durante el embarazo se han asociado con
ciertas formas de CAKUT. De igual manera, diversos factores maternos y prenatales, como
la DM gestacional, alteraciones en el volumen del liquido amnidtico (oligohidramnios o
polihidramnios), deficiencia de vitamina A o D, infecciones urogenitales o sistémicas,
sobrepeso u obesidad materna y bajo peso al nacimiento, se han relacionado con

anomalias en la morfologia y funcién renal (104).

Los eventos espaciales y temporales que ocurren durante el desarrollo renal son
determinantes para la formacion adecuada del 6rgano y para los fenotipos que pueden
manifestarse posteriormente. Aunque existe evidencia sdlida que respalda un origen
monogénico en algunos casos de CAKUT, las mutaciones genéticas identificables explican
aproximadamente el 20% de los casos. Esto sugiere que, en regiones como el estado de
Aguascalientes, podrian intervenir otros mecanismos, incluidos factores epigenéticos
inducidos por exposiciones ambientales, los cuales podrian influir en el volumen renal y la

predisposicion a ERC (25).
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Se ha propuesto que la interaccion entre factores genéticos, epigenéticos y
ambientales puede contribuir al desarrollo de bajo volumen renal o hipoplasia renal al
nacimiento no asociada a CAKUT, lo que podria favorecer la progresion hacia ERC en
etapas posteriores de la vida. En México, donde aproximadamente la mitad de los
embarazos son no planificados, la exposicion a teratdgenos y sustancias potencialmente
toxicas durante la gestacion puede ser relativamente frecuente. Otros factores asociados
con el bajo volumen renal incluyen el consumo insuficiente de acido fdlico, niveles bajos de
folato, deficiencia de vitamina A, obesidad materna, DM, desnutricién materna y exposicion

a sustancias toxicas durante el embarazo (25).

A diferencia de lo que ocurre en CAKUT, donde se observan alteraciones anatomicas
evidentes del rifidn, en la poblacion de Aguascalientes se ha descrito principalmente una
reduccion del volumen renal sin malformaciones estructurales aparentes. Este hallazgo
sugiere que, en esta region, la enfermedad podria no estar dominada por mutaciones
monogenicas clasicas, sino posiblemente por mecanismos mas complejos que involucren

interacciones entre factores ambientales, epigenéticos y del desarrollo renal temprano.

2.6 Herramientas de analisis molecular

En la actualidad se han desarrollado diversas estrategias que permiten analizar y
comprender procesos bioldgicos complejos y su relacion con la salud y la enfermedad.
Entre estas estrategias destacan las tecnologias émicas, como los microarreglos, que
permiten el analisis masivo y simultaneo de patrones de metilacion del ADN o de expresion
génica, proporcionando una visién global del genoma, el epigenoma o el transcriptoma
(105).

Por otra parte, las técnicas de diagnéstico molecular, como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), se utilizan ampliamente para facilitar la deteccion, el diagnéstico, el
prondstico y el seguimiento de diversas enfermedades (106). Este enfoque surge de la
integracion entre la medicina y los avances gendémicos y tecnoldgicos de la biologia
molecular, lo que proporciona informacion valiosa sobre los mecanismos involucrados en
distintas patologias y favorece la identificacion de biomarcadores moleculares asociados

con la predisposicion a ciertas enfermedades (107).

Entre las técnicas mas utilizadas destacan la PCR en sus distintas modalidades (RT-
PCR, PCR en tiempo real, PCR de punto final, PCR in situ y PCR multiplex), los
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microarreglos de ADN y ARN, la hibridacion fluorescente in situ (FISH), la genotipificacion,
el analisis de metilacién del ADN y la secuenciacion del genoma. Estas metodologias no
solo permiten la identificacién de modificaciones genéticas y epigenéticas, sino que también
contribuyen a comprender como los factores ambientales pueden influir en la metilacion del
ADN y en la regulacion génica, modificando la susceptibilidad al desarrollo de

enfermedades desde etapas tempranas de la vida (108).
2.6.1 Microarreglos de metilacion del ADN

Los microarreglos, también conocidos como micromatrices o microarrays, consisten
en matrices bidimensionales de moléculas biolégicas impresas o sintetizadas sobre
superficies sdlidas como vidrio, silicona, nailon o plastico, comunmente denominadas
“chips”. Estas matrices permiten detectar diferentes tipos de biomoléculas, como acidos
nucleicos, anticuerpos u otras proteinas previamente inmovilizadas. Inicialmente fueron
desarrollados para el andlisis de secuencias de ADN; sin embargo, con el tiempo su
aplicacion se ha ampliado al estudio de la expresién génica y a otras areas de la biologia
molecular (108,109).

En los microarreglos, los oligonucledtidos se depositan en puntos microscépicos
organizados de forma ordenada sobre la superficie del chip. Cuando las secuencias
presentes en la muestra de ADN o ARN son complementarias a las sondas inmovilizadas,
ocurre un proceso de hibridacién que puede detectarse mediante senales fluorescentes. La
intensidad de estas senales permite obtener informacién cuantitativa sobre la abundancia
relativa de las secuencias analizadas o identificar variaciones especificas en el material
genético (109). El analisis mediante microarreglos permite procesar un gran numero de
muestras de manera simultanea, y los resultados se obtienen a través de sistemas de
escaneo Yy software especializado para el procesamiento y andlisis de las imagenes

generadas (110).

En particular, los microarreglos de metilacion del ADN permiten evaluar el estado de
metilacion de numerosos sitios CpG distribuidos a lo largo del genoma humano, lo que
resulta fundamental para comprender la regulacion epigenética tanto en procesos
fisiologicos como patoldgicos (111,112). Durante el desarrollo embrionario, los patrones de
metilacion del ADN son altamente dinamicos, involucrando procesos de metilacion y
desmetilacion de novo. A medida que las células se diferencian, adquieren patrones de

metilacion relativamente estables y especificos de cada tejido, los cuales participan en la
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regulacion de la expresion génica. Estos patrones pueden modificarse en respuesta a
distintos estimulos ambientales o fisiologicos, incluyendo la exposicion a farmacos o

sustancias potencialmente nefrotoxicas (93).

Existen diferentes tipos de microarreglos de metilacion que varian en el numero de
sondas disefiadas para detectar sitios CpG especificos. Entre los mas utilizados se
encuentran los microarreglos desarrollados por lllumina. Las versiones mas recientes de
esta tecnologia han incrementado el numero de sitios CpG evaluados, pasando de
plataformas con aproximadamente 850 mil sitios analizados a versiones mas recientes

capaces de detectar mas de 935 mil sitios CpG en el genoma humano (113).
2.6.2 PCR para la validacion de genes candidatos

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) es una
técnica in vitro altamente sensible que desempefia un papel importante en la investigacion
basica, bioldgica, traslacional y médica. Esta metodologia se utiliza principalmente para
detectar y cuantificar niveles de ARNm, permitiendo evaluar los patrones de expresion
génica en diferentes células o tejidos. La RT-PCR puede realizarse como PCR de punto

final o PCR cuantitativa en tiempo real (114,115).

Enla RT-PCR, el ARN se utiliza comoplantilla y se convierte en ADN complementario
(ADNc) mediante la accion de la enzima transcriptasa reversa, lo que permite su posterior
amplificacién mediante PCR convencional. La RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR) utiliza sondas o colorantes fluorescentes que permiten monitorear la amplificacion
del ADNc durante cada ciclo de lareaccion, a partir de la intensidad de la sefial fluorescente
generada. Este procedimiento implica aislar el ARN de las células o tejidos de interés,
sintetizar ADNc a partir del ARNm, amplificar regiones especificas mediante primers y
estimar la cantidad inicial del transcrito a partir de la fase exponencial de amplificacion.
Debido a su alta sensibilidad, especificidad y reproductibilidad, la RT-qPCR es una de las
técnicas mas utilizadas para validar genes candidatos identificados mediante estudios de
expresion génica a gran escala, como los analisis por microarreglos. Ademas, se considera
una herramienta confiable para confirmar cambios en la expresion génica asociados con

diferentes procesos fisioldgicos y patoldgicos (116,117).

Pagina | 34



2.7 Liquido amniético, amniocitos y placenta

El liquido amnidtico es un fluido biologico complejo que rodea al feto durante el
embarazo y cumple funciones esenciales para su desarrollo. Este liquido proporciona
proteccién mecanica, permite el movimiento fetal y contribuye al intercambio de sustancias
necesarias para el crecimiento y bienestar del feto. Durante el primer trimestre, la
osmolaridad del liqguido amniético es similar a la del suero materno, lo que sugiere que el
plasma materno constituye la principal fuente de este liquido en etapas tempranas del
embarazo. En la segunda mitad de la gestacion, el liquido amnidtico se origina a partir de
multiples fuentes, entre ellas la orina fetal, las excreciones pulmonares, la deglucion fetal y
los movimientos de fluidos a través de las membranas fetales, incluyendo el transporte
transmembranoso entre el amniosy el corion, asi comoel intramembranoso entre la sangre
fetal y la placenta (118,119).

El liquido amnidtico desempena diversas funciones fisiologicas, entre las que
destacan la proteccion frente a traumatismos, el soporte del desarrollo fetal, la actividad
antimicrobiana, el aporte de nutrientes y la regulacion de la temperatura. Su volumen puede
estimarse mediante ecografia fetal o durante procedimientos clinicos invasivos.
Aproximadamente a las 12 SDG el volumen promedio es de alrededor de 60 ml; a las 16
SDG alcanza cercade 175 ml; entre las 20 y 30 SDG oscila entre 300 y 600 ml; y entre las
34 y 38 SDG puede alcanzar aproximadamente 1200 ml, disminuyendo posteriormente
hasta alrededor de 800 ml después de la semana 38 (118,120).

Los amniocitos son células fetales presentes en el liquido amniético cuya funcion
especifica durante el desarrollo embrionario aun no se comprende completamente. Estas
células representan una fuente importante de material genético fetal y reflejan el
mosaicismo presente en el liquido amniético. Diversos estudios han sugerido que los
amniocitos poseen caracteristicas similares a las células madre multipotentes, debido a la
expresion de reguladores transcripcionales y antigenos de superficie asociados con células
madre. Asimismo, presentan una alta capacidad proliferativa, aunque, a diferencia de las
células madre embrionarias, no son inmortales y no forman tumores in vivo (Figura 9)
(121,122).

Por otra parte, la placenta es un 6rgano temporal que se desarrolla a partir de la
interaccion entre el trofoblasto del blastocisto y el epitelio endometrial, aproximadamente

entre los dias 5 y 6 posteriores a la fecundacion. Durante este proceso, las células del
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trofoblasto se diferencian en citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, estructuras que participan
en la invasion del endometrio y en el establecimiento de la interfaz materno-fetal. Este
proceso induce la transformacién del endometrio en decidua, la cual se divide en tres
regiones: decidua basal (localizada en el sitio de implantacion), decidua capsular (que cubre
el embrién en desarrollo) y decidua parietal (que recubre el resto de la cavidad uterina). El
citotrofoblasto y el sinciciotrofoblasto contribuyen al desarrollo del corion, que junto con el

mesodermo extraembrionario dara origen a la placenta (Figura 9) (123,124).
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Figura 9. Origen embrionario comun del liquido amnidtico, amniocitos y placenta.

Una placentacion adecuada es fundamental para el desarrollo embrionario, ya que la
disfuncion placentaria puede comprometer el ambiente intrauterino y afectar el crecimiento
y la viabilidad del embrién. La placenta cumple multiples funciones endocrinas,
inmunoldgicas Yy fisioldgicas, ademas de interactuar con el entorno materno. Alteraciones
en su desarrollo se han asociado con diversas complicaciones gestacionales, entre ellas
preeclampsia, restriccion del crecimiento intrauterino, aborto espontaneo recurrente y
muerte fetal (125,126).

Recientemente, se ha descrito una relacién entre el entorno intrauterino y la
susceptibilidad a desarrollar enfermedades crénicas en la vida adulta, lo que ha llevado a

considerar a la placenta como un posible biomarcador de riesgo fetal. En este contexto, se
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ha planteado la hipotesis de que los cambios en los patrones de metilacion del ADN
placentario podrian influir en la regulacion de genes implicados en el desarrollo renal
embrionario. Estas modificaciones epigenéticas podrian asociarse con alteraciones
fenotipicas, como la reduccion del volumen renal al nacimiento, potencialmente

relacionadas con la exposicion prenatal a ciertos xenobidticos (126,127).

2.8 Estudios previos

La evidencia sobre el perfil de metilaciéon del ADN placentario y su relacion con el
desarrollo renal fetal aun es limitada. En México, ademas, la informacion disponible sobre
la magnitud de la ERCd y de la ERC en general es escasa. Muchos de los estudios
identificados se han realizado en contextos clinicos como la restriccion de crecimiento
uterino, preeclampsia, DM o HAS, lo que puede influir en los resultados y dificultar su
interpretacion. A continuacion, se presenta una sintesis de estudios que reportan genes y
mecanismos epigenéticos asociados con el desarrollo renal, el numero de nefronas, la

exposicion prenatal a toxicos y las alteraciones del crecimiento fetal (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios previos relacionados a mecanismos epigenéticos en el desarrollo renal,
numero de nefronas, exposicion prenatal a xenobiéticos y complicaciones.

Aqur, Diseﬁo_del Objetivo H.allz-!zgos _Marc_a_dores Anilisis
(afo) estudio principales identificados
Xu, Y. Estudio Identificargenes Se identificaron 13 VIM, SNCA, Potenciales
(2025) bioinformatco  placentarios genesregulados PIK3CG, biomarcadores
(128) en basesde relacionadoscon  por metilacion DNM2, BMP6  epigenéticos
datos de estrés oxidativo asociadoscon para
preeclampsia. reguladospor estrés oxidativo en diagnosticoy
metilacion. preeclampsia. tratamiento de
preeclampsia.
Montaiez Modelo Evaluarel El flioralcanzé el WNT4 Alteracion de
Rodriguez, experimental impacto prenatal liquido amnidticoy zonas
E. (2024) en ratas delfltoren el el feto; produjo nefrogénicasy
(129) Wistar desarrollorenal. restriccion fetaly numero de
(n=27). alteraciones glomérulos.
renales.
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Jedynak,
P. (2024)
(130)

Elkin, E.
(2022)
(131)

Wang, A.
(2021)
(132)

Seoyeong,
L. (2021)
(133)

Tekola-
Ayele, F.
(2020)
(134)

Cohorte de
mujeres

embarazadas
(n=387).

Revision
sistematica.
(26 estudios
humanosy

18 animales).

Estudio
poblacional
en nifos
(n=931).

Estudioen
pacientes con
restriccion del
crecimiento
intrauterino
(n=8).

Cohorte de
mujeres
embarazadas
(n=301).

Analizar
exposicion
prenatal a
fenolesyftalatos
y metilacion

placentaria.

Evaluar
asociacién entre
exposicion
prenatal a
metalesy
metilacién del
ADN.

Evaluar
asociaciéon entre
exposicién afluor
y metilacién del
ADN.

Identificar
alteraciones
epigenéticas
relacionadas al

desarrollo renal.

Identificarloci
dondela
metilaciéon
placentaria se
asocia con peso

al nacer.

Exposicion a
disruptores
endocrinos se
asocié con
cambiosen
metilacion

placentariay

metabolismo fetal.

Evidencia
consistente de
cambios
epigenéticos
asociadosa

metales.

Identificados 237
sitios
diferencialmente
metilados

asociadosala

exposicién afluor.

Genes
diferencialmente
expresados

asociados a

regiones metiladas

en placenta.

Mayor metilacion
asociadacon
mayor peso al
nacery menor
expresionde
FOSL1.

LEPR,
ACSL5

CDHS5, LXA4,
A2BP1,
CASPS,
MED31,
ALAD,
SEMAA4B,
SLC7A11,
WNT3A,
ADRB2

NNAT,
CALCA

INS, MEGS3,
ZFP36L2.

FOSL1,
MLLTY,
PDEYA,
ASAP2 y
SLC20A2

Evidenciade
que
contaminantes
ambientales
modificanla
epigenética
placentaria.

Metilacién del
ADN como
mecanismo
clave en
exposiciéon
prenatal a

metales.

Alteraciones
epigenéticas
mediaron
cambios
hormonales
inducidos por
fldor.

Alteraciones
epigenéticas
asociadascon
mayor riesgo

neonatal.

Cambios
epigenéticos
asociados con
programacion

fetal.
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Zheng, S. Estudioen Analizarcambios 117 regiones DECR1y El ambiente
(2020) placenta metabdlicos en diferencialmente FK506 intrauterino
(13%5) neonatal neonatos metiladas. regulala
(n=12). grandes para expresion
edad gestacional. génica.
Yong, EJ. Revision Analizar Identificacion de FLT1, Necesidad de
(2020) bibliografica. transcriptoma genesimplicados CACNAT1I, mas estudios
(136) (n=179 placentario. en el desarrollo SLC18A2, funcionales.
estudios). placentario. CCL21,
FXYD2,
PAEP y
DNER
Luycky, V. Estudio de Analizar Factores genéticos  PAX2, RET, Variantes
(2020) revision. programacion y ambientales BMPR1A. genéticas
(39) renaly nimero influyenen el ALHD1A2y asociadascon
de nefronas. ndmero de OSR1 el tamafiorenal
nefronas. en recién
nacidos.
Hillman, S. Estudio en Comparar 839sitios No Los perfiles
(2015) neonatos con metilacién en diferencialmente especificado. epigenéticos
(137) restricciondel  placentay metilados. podrian
crecimiento cordén umbilical. predisponera
intrauterino enfermedades
vs. controles. en lavida
adulta.
n: numero.

3. Planteamiento del problema

En los ultimos afos, la incidencia y prevalencia de la ERCT han aumentado

considerablemente a nivel mundial en comparacién con otras enfermedades no infecciosas,

lo que representa un importante problema de salud publica. Ademas, esta patologia genera

altos costos econdémicos y sociales en todo el mundo (138).

En México, la ERCd continua siendo una de las formas mas prevalentes de ERC,

junto con la asociada a enfermedades cronico-degenerativas comola DM, HAS y sobrepeso

u obesidad. A pesar de la evidente magnitud del problema, el pais carece actualmente de
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un registro nacional de ERC, lo que limita la disponibilidad de datos precisos y dificulta
dimensionar la situacion epidemioldgica real, asi como el disefio de estrategias efectivas

para su prevencion.

En Aguascalientes, el registro estatal de ERC (unico oficial en el pais) ha permitido
realizar comparaciones con otras regiones del mundo. Estas evidencias muestran que
México enfrenta un importante problema de salud, ya que la etiologia desconocida
representa la principal causa de ERC en esta region, alcanzando el tercer lugar de
prevalencia a nivel mundial y el primer lugar en la poblacién de 20 a 40 afos, de acuerdo
con datos de la USRDS (61,64).

Por otra parte, un estudio dirigido a la deteccion temprana de ERC en Aguascalientes
realizado por Macias-Diaz, et.al. (2022) reporté una prevalencia de 2.04% de albuminuria
persistente en adolescentes, superior a lo descrito a nivel internacional (1.9%) (6,139). En
dicho estudio, las biopsias realizadas en individuos con albuminuria persistente mostraron
glomerulomegalia compensatoria en ausencia de fibrosis renal. Asimismo, se investigaron
factores de riesgo asociados con el desarrollo de la enfermedad, destacando la exposicion
a pesticidas por parte del padre (5,6). Estos hallazgos refuerzan la hipétesis de una
interaccién entre factores genéticos y ambientales para el desarrollo de ERCd en
Aguascalientes y, posiblemente, en otras regiones del pais. Con base en lo anterior, se

plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ El patron de expresion génica puede verse modificado durante el desarrollo renal en

pacientes expuestos a metales, metaloides y pesticidas ?

4. Justificacion

En la actualidad, la exposicion a diversos xenobidticos ambientales, como metales,
metaloides y pesticidas, ha aumentado de forma considerable. México, y particularmente el
estado de Aguascalientes, presenta una alta prevalencia de ERCd. Diversos estudios
epidemioldgicos sugieren que esta alteracion podria originarse desde la etapa prenatal,

como consecuencia de la exposicion a xenobidticos durante ese periodo.

Generalmente, la exposicién aguda a estos compuestos se manifiesta como fibrosis
renal; sin embargo, en las biopsias de pacientes locales no se ha identificado dicha

alteracion. Por ello, los efectos de la exposicion crénica aiun no se comprenden
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completamente. Un estudio reciente realizado por De Santiago, et. al. (2024) en mujeres
embarazadas de Aguascalientes mostré una asociacién entre xenobidticos ambientales
(metomilo, 2,4-D y fluoruro) y una reduccion del volumen renal al nacimiento, lo cual

constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la ERC (16).

Estos hallazgos sugieren que la exposicion temprana a xenobidticos podria inducir
modificaciones epigenéticas, afectando la metilaciéon del ADN y la expresién génica en
etapas criticas del desarrollo renal, lo que favoreceria la aparicion de ERC en etapas
posteriores de la vida. Por lo tanto, considerando la alta prevalencia de ERCd en nuestra
region, resulta necesario evaluar los cambios en el patrén de metilacion del ADN y en la
expresion génica en neonatos, asociados con la exposicién a xenobidticos ambientales

durante la etapa perinatal.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el patron de expresion génica del desarrollo renal en amniocitos y/o tejido

placentario de pacientes expuestos a metales, metaloides y pesticidas en neonatos.

5.2 Objetivos especificos

» Caracterizar clinicamente tanto a las mujeres embarazadas como a los neonatos en
estudio.

« Cuantificarlos niveles de metales, metaloides y pesticidas en liquido amniético y orina
de la madre.

» Analizar el patrén de expresion génica de genes asociados al desarrollo y maduracion
renal en amniocitos de liquido amnidtico y/o tejido placentario de mujeres
embarazadas.

» Asociar los niveles de metales, metaloides y pesticidas con el patrén de expresion

génica en los neonatos y el tamafrio renal.
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6. Hipotesis
6.1 Hipotesis de investigacion (H1)

La exposicion a toxinas ambientales (metales, metaloides y pesticidas) modifica el patron

de expresién génica de los neonatos durante el desarrollo renal.

6.2 Hipotesis nula (HO)

La exposicion a toxinas ambientales (metales, metaloides y pesticidas) no modifica el

patron de expresion génica de los neonatos durante el desarrollo renal.

7. Materiales y métodos

» Tipo de estudio. Estudio transversal, correlacional, analitico y descriptivo.

+ Sede del estudio. Estado de Aguascalientes: Centenario Hospital Miguel Hidalgo,
Hospital de la Mujer, Hospitales del sector privado y Universidad Auténoma de
Aguascalientes.

* Universo de estudio. Neonatos de mujeres embarazadas incidentes en los hospitales
antes mencionados en el estado de Aguascalientes.

» Tipo de muestreo. No probabilistico.

« Tamaiho de la muestra. El calculo de la muestra se realizé con base en lo reportado
en el tamizaje de ERC por parte del ISSEA del 2021, donde se analizaron 4,955
pacientes, con un porcentaje de pacientes con ERC temprana de 2.6% (140). Se
calculé con un nivel de confianza del 95%. Se obtuvo un tamario de la muestra de 30
pacientes como total.

_ (Za®)(PQ) _ (196)2(0.02)(0.98) _ (38416)(0.0196) _ 0075295 _
n=Trr T 0.052 - 0.0025 = 700025 O

7.1 Criterios de seleccion
7.1.1 Criterios de inclusion

* Neonatos de mujeres embarazadas incidentes, residentes del estado de
Aguascalientes.
* Mujeres embarazadas entre 18 y 40 afos.

* Mujeres embarazadas con mas de un afo de residencia en Aguascalientes.
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* Mujeres embarazadas sin antecedentes de ERC o enfermedades cronico-
degenerativas como DM o HAS. Se permitieron pacientes con sobrepeso u obesidad
por la limitacion de las muestras.

» Neonatos aparentemente sanos con previo consentimiento informado por parte de la

madre.

7.1.2 Criterios de exclusion

* Mujeres embarazadas con alguna patologia asociada al embarazo como
preeclampsia, eclampsia o DM.

* Mujeres embarazadas menores de 18 anos y mayores de 40 afos.

* Mujeres embarazadas con menos de un afo de residencia en el estado de
Aguascalientes.

» Neonatos con defectos congénitos, prematuros o alguna condicion critica del recién

nacido.

7.1.3 Criterios de eliminacion

* Neonatos que no cuenten con ultrasonido renal al nacimiento.
« Pacientes con muestra insuficiente para la cuantificacién de metales, metaloides y
pesticidas.

» Pacientes cuyas muestras biologicas presenten material genético de mala calidad.

7.2 Variables
7.2.1 Variables dependientes

Perfil de metilacion del ADN o patron de expresion génica de genes asociados al

desarrollo y maduracion renal en liquido amniético y/o tejido placentario.

7.2.2 Variables independientes

Niveles de metales, metaloides y pesticidas en liquido amnidticoy orina materna.
7.2.3 Variables intervinientes

Edad, sexo, DM, HAS, sobrepeso u obesidad, tabaquismo, alcoholismo, drogadiccion,
nefrotoxicos, antecedentes de ERC, antecedentes de enfermedades genéticas,
farmacos previos al embarazo, peso de la madre antes y después del embarazo, peso

ganado durante la gestacion, indice de masa corporal (IMC) de la madre, control
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prenatal, acido félico, complicaciones en el embarazo, tipo de vivienda, tipo de piso, tipo
de agua para casa, tipo de agua para beber, tipo de agua para cocinar, ingreso mensual,
endogamia, cercania a huerto o cultivo, empleo de la pareja, uso de pesticidas o
sustancias quimicas, viajes fuera de la ciudad, consumo frecuente de mariscos, trabajo
en campo durante el embarazo, consumo de alimentos en el trabajo, exposicion a
material peligroso en el trabajo, familiares expuestos a pesticidas, lavado de frutas y
verduras, cambio de residencia por problemas de salud, tipo de material de los utensilios
de cocina, sexo del neonato, peso del neonato, talla del neonato, edad gestacional,
anomalias al nacimiento, superficie corporal del neonato, ultrasonido renal (longitud y
volumen de rifidn izquierdo y derecho), cistatina C, creatinina, albumina, ferritina,
hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), concentracién de hemoglobina

corpuscular media (CMHC), leucocitos y plaquetas (Tabla 2).

7.3 Operacionalizacién de variables

Tabla 2. Definicién operacional de las variables.

Tipoy .
Escala de Unidad de
Variable Definicion operacional  caracteristica i
medicién medida
de la variable
Sustancias quimicas a
las que un organismo
. esta expuesto y puede o .
Xenobiodtico Cuantitativa Variable ng/ml
alcanzar
concentraciones
téxicas.
Elemento quimico con
la capacidad de
conducir calor y
Metal electricidad. Poseen Cuantitativa Variable mg/L

alta densidad y suelen
ser solidos a

temperaturas normales.
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Metaloide

Pesticida

Edad

Sexo

Peso

Talla

Elementos quimicos
que tienen propiedades
intermedias entre las de
los elementos metalicos
y no metalicos.
Cualquier sustancia
elaborada para
controlar, matar, repeler

o atraer a una plaga.

Tiempo transcurrido
desde el nacimiento
hasta el momento dela

muerte.

Conjunto de
caracteristicas
bioldgicas, fisicas,
fisioldgicas y
anatémicas que definen
al ser humano como
hombre y mujer.
Parametro
imprescindible para la
valoracion del
crecimiento, el
desarrollo y el estado
nutricional del individuo.
Estatura de una
persona. Medida desde
el vértice de la cabeza

hasta la planta del pie.

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Continua

Cualitativa

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Variable

Variable

0-10

11-20
21-30
31-40
41-50
51-60
61-70
71-80
>80

Femenino

Masculino

Variable

Variable

mg/L

mg/L

ARos

NA

Kilogramos

Centimetros
/ Metros
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Diabetes

mellitus

Presion arterial

sistémica

Obesidad

Tabaquismo

Alcoholismo

Drogadiccion

Enfermedad de control
inadecuado de los

] Cuantitativa
niveles de glucosa en

sangre.

Fuerza que ejerce la

sangre que circula o
Cuantitativa

contra las paredes de

las arterias.

Acumulacién anormal o
excesiva de grasa que o

. Cuantitativa
presenta un riesgo para

la salud.

Inhalacién del humo del
tabaco quemado que
puede ocurrir ocasional
o habitualmente como
Cualitativa
consecuencia de una
adiccionfisicaa
algunas sustancias
quimicas.
Consumo excesivo y
repetitivo de bebidas
alcohdlicas hasta el
punto de que el Cualitativa
paciente se dana
repetidamente o dafa a
otros.
Condicion de salud
mental en la que una
Cualitativa
persona tiene un patrén

problematico de uso de

Clasificacion
HbA1c:

Normal <5.7
Prediabetes
5.7a6.4
Diabetes 26.5
Estadios:
Elevada 120-
129/<80

Est.1: 130-
139/80-89
Est.2: 2140/290
IMC

Grado |: 30-34.9
Grado II: 35-
39.9

Grado lll: >40

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Porcentaje

mmHg

kg/m2

NA

NA

NA
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Antecedentes de
ERC

Antecedentes
enfermedades

genéticas

Farmacos
nefrotoxicos en

embarazo

indice de masa

corporal

Control prenatal

sustancias que le causa
angustia y/o perjudica
su vida.

Registro con
informacion sobre ERC  Cualitativa
de una persona.
Registro con
informacion sobre
enfermedades Cualitativa
genéticas de una
persona.

Toda estructura quimica
que, situadaen el
sistema renal, es capaz
de producirdafio y
desequilibrios en sus Cualitativa
aspectos morfoldgicos y

fisiolégicos que

conducen a lesion del

oérgano.

Medida de la grasa
corporal basadaen la Cuantitativa
relacion entre la altura y  Continua

el peso.

Atencion médica que
recibe una mujer o

. ] Cualitativa
mientras esta

embarazada.

Positivo
NA
Negativo

Positivo
NA
Negativo

Positivo
NA
Negativo

Bajo peso <18.5
Peso normal
18.5-24.9
Sobrepeso 25-
29.9

Obesidad tipo 1
30-34.5
Obesidad tipo 2
35-39.9
Obesidad tipo 3
>40

kg/m2

Positivo
) NA
Negativo
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Acido félico en

embarazo

Complicaciones

en embarazo

Vivienda

Tipo de agua

Ingreso mensual

Endogamia

Cercania a

huerto o cultivo

Emigracion

Nutriente en el complejo
de vitamina B que el
cuerpo necesita en
pequenas cantidades Cualitativa
para funcionar y

mantenerse saludable

durante el embarazo.

Incluyen afecciones

fisicas y mentales que

afectan la salud de la -
persona embarazada o gl
puérpera, del neonato o

ambos.

Diferentes edificaciones

y/o lugares adaptados o
bara que puedan Cualitativa
habitar las personas.
Diferentes tipos de
agua, segun la cantidad
de minerales, su Cualitativa
procedencia o

propiedades.

Ingresos regulares

Cuantitativa
percibidos en el ultimo

] Continua
mes del calendario.
Matrimonio entre
personas de Cualitativa

ascendencia comun.
Distancia a espacios al
aire libre destinados al

cultivo de verduras, Cuantitativa

hortalizas, frutas, Continua
legumbres u otras
plantas.
Movimiento de
Cualitativa

poblacion que consiste

Positivo

NA
Negativo
Positivo

NA
Negativo
NA NA
NA NA

Pesos
Variable

mexicanos
Positivo

NA
Negativo

Metros /
Variable

Kildometros
Positivo

) NA

Negativo
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Consumo de

mariscos

Edad

gestacional

Anomalias al

nacimiento

Superficie

corporal

Volumen renal

Longitud renal

en dejar el lugar de
residencia para
establecerse en otro
pais o region.

Ingesta de animales
marinos comestibles
que no pertenecen a la
clase delos peces.
Numero preciso de
semanas entre el primer
dia del ultimo periodo
menstrual normal y la
fecha del parto.
Anomalias estructurales
o funcionales que
ocurren durante la vida
intrauterina y se
detectan durante el
embarazo, el parto o el
nacimiento.

Medida antropométrica
relacionada con dos
datos principales: el
peso y la altura.
Proporcional a la masa
renal. Se calcula
mediante una férmula
que incluye la medicién
de tres diametros
renales: longitudinal,
antero-posterior y
transverso.

Maxima longitud entre
el polo inferiory el

superior de cada rinon.

Cualitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Positivo

Negativo

Variable

Positivo

Negativo

Variable

Variable

Variable

NA

SDG

NA

mm
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Cistatina C

Creatinina

Albumina

Ferritina

Hemoglobina

Volumen
corpuscular
medio (VCM)

Concentracion
de hemoglobina
corpuscular
media (CMHC)

Leucocitos

Proteina de
concentracion
plasmatica estable y
eliminacion
exclusivamente renal.
Producto de desecho
generado porlos
musculos como parte
de la actividad diaria.
Proteina producida por
el higado. Ingresa al
torrente sanguineo y

ayuda a mantener el

liquido sin que se filtre a

otros tejidos.

Proteina dentro de las
células que almacena
hierro. Permite al
cuerpo usar hierro
cuando lo necesita.
Proteina de interior de
los glébulos rojos que
transporta oxigeno
desde los pulmones a
todo el cuerpo.
Prueba sanguinea que
mide el tamafo
promedio de los
glébulos rojos

Es un indice analitico

que sirve para valorar la

cantidad de
hemoglobina presente
en sangre.

Células que forman

parte del sistema

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable

mg/L

mg/dL

mg/dL

mg/dL

g/dL

fL

g/dL

x 109/L
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inmunitario del cuerpo y
ayudan a combatir
enfermedades.
Fragmentos de células
megacariocitos. Ayudan
a la produccién de
Plaquetas Cuantitativa Variable x 109/L
coagulos sanguineos
para facilitar la
cicatrizaciéon

Liquido claro-

Liquido amarillento que rodea y
Cualitativa NA NA
amniético protege al feto durante
la gestacion.

ng/ml: nanogramo sobre mililitro; mg/L: miligramo sobre litro; NA: no aplica; HbA1c: hemoglobina glicosilada;
mmHg: milimetros de mercurio; IMC: indice de masa corporal; Kg/m?: kilogramos sobre metro cuadrado; SDG:
semanas de gestacion; m% metros cuadrados; mm: milimetros; mg/dL: miligramos sobre decilitro; g/dL:
gramos sobre decilitro; fL: femtolitro.

7.4 Recoleccion de la Informacion

Los datos se recolectaron de mujeres embarazadas y neonatos residentes del estado
de Aguascalientes que participaron en el estudio, previa firma del consentimiento
informado. A cada binomio madre-hijo se le realizaron las mediciones antropométricas

correspondientes y se recolectaron las muestras bioloégicas necesarias para el protocolo.

Al momento del ingreso de las mujeres embarazadas a las instituciones de salud, se
aplicé un cuestionario estructurado para obtener informacion sobre factores de riesgo
asociados con el desarrollo de ERC, antecedentes de enfermedades genéticas y crénico-
degenerativas, asi como la exposicion a metales, metaloides y pesticidas (Anexo A). La
informacionrecabada se registré en una base de datos en Microsoft Excel® para su analisis
posterior.

7.5 Recoleccion y procesamiento de muestras biolégicas
7.5.1 Recoleccion de muestras bioldgicas

Durante el nacimiento, ya fuera mediante parto vaginal o cesarea, se recolectaron
diversas muestras bioldgicas del binomio madre-hijo. Se obtuvieron 25 ml de orina materna

en frascos estériles destinados a la cuantificacidon de xenobidticos ambientales. En los
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casos de cesarea, también se recolectaron 25 ml de liquido amniético en tubos Falcon libres
de RNAsas.

Asimismo, se obtuvo un fragmento de placenta de aproximadamente 3 x 3 x 3 cm, el
cual se colocd en frascos estériles para su posterior conservacion. Adicionalmente, se
recolectaron muestras de sangre venosa materna y neonatal en tubos con EDTA,
destinadas a la evaluacion de la funcion renal, asi como muestras de sangre de cordén

umbilical en dos tubos con EDTA para analisis gendmicos posteriores.
7.5.2 Procesamiento y almacenamiento de muestras biologicas

Las muestras fueron procesadas y almacenadas bajo condiciones controladas para
preservar su integridad biologica. El liquido amniético se centrifugd a 5,000 revoluciones
por minuto (rpm) durante 7 min, obteniéndose un pellet celular del cual se recolectaron 100
ML de amniocitos, los cuales se colocaron en tubos Eppendorf® con 300 uL de RNAlatery
se almacenaron a — 80°C. El sobrenadante restante también se conservé a la misma

temperatura para analisis posteriores.

El fragmento de placenta se conservo en frascos estériles con 300 pL de RNAlater y
se almaceno inmediatamente a — 80°C para su analisis molecular. Las muestras de sangre
del cordén umbilical se centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 min, separandose la fraccion
leucocitaria y el plasma. La capa leucocitaria se almacendé en tubos Eppendorf® con 300

uL de RNAlater, mientras que el plasma se conservé en tubos independientes (Figura 10).

.
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Figura 10. Recoleccion de la informacion y muestras.

Pagina | 52



Todas las muestras fueron etiquetadas con un codigo de identificacion unico,
indicando el tipo de muestra y la fecha de recoleccion, lo que permiti6 asegurar su
seguimiento durante todo el proceso analitico sin comprometer la confidencialidad de los
participantes.

7.6 Cuantificacion de xenobidticos ambientales

En este estudio se cuantificaron diversos xenobiéticos ambientales, incluyendo
metales, metaloides y pesticidas, en muestras de orina materna y liquido amniético, con el
objetivo de evaluar la exposicion prenatal a estos compuestos (Tabla 3). La cuantificacion
de xenobidticos ambientales se realizé en la totalidad de los 58 binomios madre-hijo
inicialmente reclutados en el estudio. La cuantificacion de fluoruro se realizd mediante
potenciometria con electrodo de ion selectivo. Por su parte, los metales y no metales se
determinaron mediante espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS), mientras que los pesticidas se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS). Los

procedimientos analiticos correspondientes se describen a continuacién.

Tabla 3. Xenobioticos ambientales cuantificados en las muestras biologicas.

Categoria Compuestos analizados

Metales y Litio, berilio, sodio, magnesio, aluminio, potasio, calcio, vanadio, cromo,
metaloides manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, uranio, zinc, galio, arsénico,
selenio, rubidio, estroncio, plata, cadmio, indio, cesio, bario, talio, plomo,

bismuto, fluoruro.

Pesticidas Acetoclor, dimetoato, metocurina, carbofurano, atrazina, tiabendazol,
carbendazima, malonato, emamectina, tiacloprid, lambda, cihalotrina,
clotianidina, piraclostrobina, malation, diazinén, paration, picloram,
ametrina, fipronil, dinotefuran, oxandrolona, meclizina, metomilo, glifosato,
acido aminometilfosfonico (AMPA), tiametoxam, 2,4-D, imidacloprid,

imazalil, clorpirifos.
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7.6.1 Determinacion de fluoruro

La determinacion de fluoruro se realizd mediante el método recomendado por la EPA-
8308 (NIOSH, 2016), utilizando el equipo Thermo Scientific Orion Star Serie A320 mediante
potenciometria directa con electrodo de ion selectivo. El control de calidad se realizd
utilizando soluciones estandar de concentracion conocida. Las técnicas empleadas se
encuentran validadas tanto por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos
(EPA)como porla NOM (141). Se considero un valor anormal una concentracion 21.5 mg/L,

de acuerdo con las recomendaciones de la OMS para agua de consumo (82—-84).
7.6.2 Determinacion de metales y metaloides

La cuantificacion de metales y metaloides se realizo a partir de 500 uL de muestra, a
los cuales se afiadieron 3 ml de agua desionizada y 2 ml de &cido nitrico (60-70% de
pureza) con el fin de eliminar la fraccién organica. Posteriormente, las muestras se
sometieron a digestion en un horno de microondas CEM Mars X (1,600 W), utilizando una
rampa de temperatura de 20 min desde temperatura ambiente hasta 200°C, seguida de un

periodo de mantenimiento a 200°C durante 10 min.

La solucion digerida obtenida se diluyé mezclando 5 ml de la digestion con 20 ml de
agua destilada, y posteriormente se analizé mediante IPC-MS, utilizando un equipo Agilent
Technologies 7900. Para la calibracion y cuantificacion se emplearon estandares

certificados de la marca Agilent.
7.6.3 Determinacion de pesticidas

Para la cuantificacion de pesticidas se realizd un pretratamiento de las muestras. En
las muestras de orina materna, se mezclaron 500 uL de muestra con 200 uL de acetonitrilo,
tras lo cual la mezcla se centrifugd y se transfirieron 300 uL del sobrenadante a una placa
de analisis. En las muestras de liquido amnidtico, se utilizaron 800 uL de muestra y 400 pL

de acetonitrilo, transfiriéndose igualmente 300 pL del sobrenadante para su analisis.

El analisis se realiz6 mediante HPLC-MS/MS, utilizando un equipo Agilent 1200
acoplado a un detector de triple cuadrupolo (Agilent 6430-B). La separacion cromatografica
se llevd a cabo con una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution (2.1 x 50 mm,
3.5 um). Para la deteccién de 2,4-D se utilizé una fase moévilcompuesta por 70% acetonitrilo
y 30% agua con formeato de amonio al 0.1%, con un tiempo de inyeccion de 1 min. En el

caso de los neonicotinoides, se empled una fase movil compuesta por 5% de acetonitrilo y

Pagina | 54



acido formico, con un tiempo de inyeccion de 1 min. Para otros plaguicidas, se emplearon
como fases moviles acido formicoal 0.1% y formiato de metilo al 0.1%, junto con 5% de
acetonitrilo, con un tiempo de inyeccion de 3 min y un volumen de inyecciéon de 5 uL. El
intervalo de la curva de calibraciéon se establecié entre 0.01 y 1000 ug/mL, utilizando

estandares de control AccuStandard.

7.7 Evaluacion de la funcion renal

La creatinina sérica y urinaria se determiné mediante método enzimatico, utilizando
el equipo Vitros 4600 (Ortho Clinical Diagnostics). La cistatina C se cuantific6 mediante
inmunoturbidimetria en el mismo equipo. Para la funcion renal neonatal se estim6é mediante
la férmula de Schwartz, utilizando tanto los valores de creatinina como los de cistatina C.
En el caso de la funcion renal materna, esta se estimé mediante la férmula CKD-EPI
(142,143).

7.8 Evaluacion del volumen renal neonatal

Los neonatos fueron sometidos a una evaluacién ecografica renal mediante un
protocolo estandarizado, realizada por médicos radiélogos certificados al cuarto dia de vida,
con el objetivo de determinar el volumen renal. La variabilidad interobservador fue evaluada
previamente por nuestro grupo de investigacion, lo cual permiti® asegurar la
reproducibilidad y confiabilidad de las mediciones.

El estudio se realiz6 con los neonatos en posicion supina. El volumen renal se calculd
utilizando la formula del elipsoide (volumen = T/6 [longitudinal x anteroposterior x
transversal]). Ademas, se registraron el peso y la talla de los neonatos, y se calculd la
superficie corporal mediante la férmula de Dubois: BSA (m?) = peso corporal (kg) 0.425 x
altura corporal (cm) 0.725 x 0.007 184 (26).

7.9 Analisis epigenético
7.9.1 Extraccion de ADN genémico placentario

Para la extraccion de ADN placentario, se utilizaron 10 mg de tejido previamente
almacenado a —80°C, asegurando que permaneciera congelado en todo momento, incluso

durante el pesaje, con el fin de evitar la degradacion del material genético. Las muestras se
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colocaron en tubos Eppendorf® de 2 ml para su homogeneizacion, la cual se realizd con

perlas de carburo de tungsteno utilizando el equipo TissueLyser Il (QIAGEN®).

Posteriormente, la extraccién se llevé a cabo empleando el kit QlAamp® DNA Micro

Handbook (tercera edicion), siguiendo las indicaciones del fabricante.
7.9.2 Evaluacion de calidad e integridad del ADN placentario

La integridad del ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Figura 11). Asimismo, la pureza y concentracion del ADN se determinaron mediante
espectrofotometria (NanoDrop 2000c), utilizando las relaciones de absorbancia A260/280

y A260/230 como criterios de calidad.
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Figura 11. Control de calidad del total de muestras de ADN total placentario. Gel de
agarosa al 1%.

7.9.3 Analisis de metilacion del ADN por microarreglos

Para el andlisis de metilacion del ADN, las muestras de ADN gendmico placentario
fueron sometidas a conversion con bisulfito de sodio utilizando el kit EZ DNA Methylation-

Lighting™ (Zymo Research®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se emplearon 1000 ng de ADN en microarreglos de metilacion
Infinium™ MethylationEPIC v2.0 BeadChip (lllumina®). El procedimiento incluyé la
amplificaciéon del ADN, su fragmentacion enzimatica y la hibridacién con las sondas
especificas. Finalmente, se realizd el marcaje con fluorocromos'y la lectura del BeadChip

mediante escaneo (Figura 12).
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Figura 12. Metodologia del uso de microarreglos.

7.9.4 Evaluacion de expresion génica

Para la evaluacion de expresion génica, se utilizd ARN total extraido a partir del tejido
disponible, seguido de su conversién a ADNc. Se realizé la validacion de los genes PAX
RET y OSR1, dependiendo de la disponibilidad de recursos y de la calidad del material
biolégico, mediante las técnicas de PCR.

7.9.5 Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico se realizé utilizando la paqueteria SeSAMe de Bioconductor
(v.3.20) con el software R (v.4.5.1) y RStudio (v.2025.05.1). Las sefiales de hibridacion
obtenidas de los datos crudos de los microarreglos fueron procesadas para garantizar la
calidad del analisis, incluyendo preprocesamiento de las muestras, controles de calidad
dependientes de la muestra y del proceso, evaluacion de interferencias y normalizacion de
los datos. A partir de este procesamiento se obtuvo informacion de mapeo, anotaciones

funcionales y desempefio técnico de las sondas. Se consideré6 como significativo un valor

de p-FDR (False Discovery Rate) <0.07 y cambio en el nivel de metilacion A = 0.1.

Para la exploracion global de los datos, se realizd un andlisis de componentes
principales (PCA) no supervisado utilizando las 32 muestras seleccionadas, con el fin de
evaluar la estructura global de los perfiles de metilacion e identificar posibles valores
atipicos. A partir de este anadlisis global, se llevaron a cabo analisis de agrupamiento

jerarquico de manera independiente dentro de cada grupo de estudio, utilizando distancia
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euclidiana aplicada a los valores de metilacion (B), seguida de un método de agrupamiento
jerarquico de Ward con distancias al cuadrado. Con base en estos analisis, se identificaron
muestras con perfiles de metilacion atipicos, las cuales fueron excluidas del analisis (n=7).
El analisis final se realizd con un total de 25 muestras, lo que permiti6 mejorar la

comparabilidad entre los grupos para los analisis epigendmicos posteriores.

Asimismo, se construyeron graficos de volcan para comparar los grupos de estudio e
identificar sitios CpG metilados diferencialmente (DMC). Posteriormente, se utilizé la
herramienta STRING (v.12.0) para identificar interacciones funcionales y vias de
sefializacidén asociadas. Para el analisis comparativo, se elaboraron diagramas de Venn a
partir de diferentes contrastes entre los grupos definidos por volumen renal (BVR vs. CTRL)
y exposicion a fluoruro (F vs. NF). Este enfoque permitio identificar genes diferencialmente
metilados (DMG) compartidos y exclusivos entre las distintas comparaciones, asi como
explorar patrones epigenéticos asociados tanto al volumen renal como a la exposicion a
fluoruro. Finalmente, se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional utilizando la
plataforma DAVID Bioinformatics y la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes), con el fin de identificar vias biolégicas y procesos funcionales asociados a
los DMG.

7.10 Analisis estadistico

Toda la informacién recolectada se registré en bases de datos electréonicas mediante
archivos de Microsoft Excel® para su anadlisis posterior. Se realizd estadistica descriptiva
de acuerdo con el tipo de variable.

La distribucién de las variables se evalué mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov.
Las variables continuas con distribucion normal se expresaron como media y desviacion
estandar (DE), mientras que aquellas con distribucién no paramétrica se describieron como
mediana y rangos intercuartilares (RIQ). Las variables categéricas se expresaron como
frecuencias absolutas y relativas. Para las comparaciones entre grupos, se utilizaron
pruebas paramétricas (t de Student o ANOVA de uno o dos factores, segun correspondiera)
con analisis post hoc de Tukey. En el caso de variables con distribucién no normal, se
emplearon las pruebas de U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis. Para variables categéricas

se utilizaron las pruebas de chi cuadrada o exacta de Fisher.
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Se consideré como significativo un valor de p<0.05. Todos los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el software IBM SPSS® version 26.

8. Consideraciones éticas

El presente estudio se llevd a cabo con los principios éticos establecidos en la
Declaracion de Helsinki (Finlandia de 2024), la cual orienta la investigacion en seres
humanos, priorizando la proteccion de los participantes y prestando especial atencion a
poblaciones vulnerables. Asimismo, se garantizo la confidencialidad y el adecuado manejo

de los datos personales, en apego a los lineamientos éticos vigentes en investigacion (144).

De igual manera, este trabajo se apega a los principios del Cédigo de Nuremberg,
que establece como esencial el consentimiento voluntario de los participantes, asi comola
necesidad de que toda investigacion tenga un beneficio potencial para la sociedad y

minimice cualquier riesgo o dafo fisico y mental.

Por otra parte, el estudio se apego6 a la NOM para la investigacion en seres humanos,
especificamente en los articulos 16 y 17 del Titulo Segundo, asi como el articulo 96
(fracciones I-VI) y el articulo 103. Asimismo, se siguieron los lineamientos del reglamento
de investigacion de la Benemérita Universidad Autonoma de Aguascalientes. Finalmente,
el protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de Investigacion y el Comité de Etica
en Investigacion en el Centenario Hospital Miguel Hidalgo el 20 de octubre de 2022, con el
numero de aprobacion 2022-E-44 (Anexo B) (145,146).

8.1 Riesgo de la investigacion

El riesgo al que fueron sometidos los participantes al momento de la toma de muestra
de sangre periférica y orina fue minimo, sin que se reportaran complicaciones que pusieran
en riesgo la integridad o la vida de los pacientes. La recoleccién de muestras de liquido
amnidtico y placenta se realizé durante o posterior al alumbramiento, sin intervenir en el

procedimiento clinico, por lo que se considera también de riesgo minimo.

8.2 Confidencialidad

A todos los participantes que aceptaron formar parte de este estudio se les solicité la
firma de consentimiento informado (Anexos C y D). La informacién obtenida fue tratada con
estricta confidencialidad y utilizada exclusivamente con fines de investigacion.
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Laidentidad de los participantes fue resguardada mediante la asignacién de un cédigo

de identificacién unico, conocido Unicamente por los investigadores. Asimismo, se garantizd

el derecho de los participantes a retirarse del estudio en cualquier momento, con la

eliminacion de toda su informacién del protocolo. Tanto los investigadores como las

instituciones participantes se comprometieron a mantener la confidencialidad de los datos,

evitando la divulgacién de cualquier informacion que pudiera permitir la identificacion de los

participantes.

9. Recursos parael estudio

9.1 Recursos humanos

Médicos especialistas en la materia, personal capacitado para el procesamiento de
muestras, médicos pasantes del servicio social, enfermeros(as), quimicos vy
estudiantes de doctorado.

9.2 Recursos materiales

Tubos para recoleccién de muestras sanguineas EDTA tapa morada de 1 mly de 4
ml, tubos de recoleccion de muestras sanguineas de tapa amarilla y roja, frascos
estériles para recoleccion de orina, bolsas recolectoras de orina, tubos Falcon
estériles de 15 ml, tubos falcon libres de ARNasa, tubos Eppendorf® estériles de 500
uL, 1.5y 2 ml libres de ARNasas, microtubo para centrifuga con tapa de rosca de 2
ml, RNAlater, hieleras, hielo seco, refrigerador, micropipetas de 1000 uL, 200 L, 50
uL y 10 ulL, puntas para micropipetas libres de ARNasas, centrifuga y microcentrifuga,
caja de carton alta para criogenia con 81 pozos, ultracongeladores, primers
especificos, kits de extracciéon de ARN y ADN, kit de conversion de ARN a ADNCc, kit
de metilacion del ADN, TissueLyser, NanoDrop, TRIzol, cloroformo, etanol,
isopropanol, termociclador, formato de interrogatorio para busqueda de factores de
riesgo.

9.3 Recursos financieros

Financiamiento por parte de los investigadores participantes, el Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN), el Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR), asi
como materiales proporcionados por la Universidad Autonoma de Aguascalientes. No

existe conflicto de intereses.
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10. Cronogramade actividades

Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic|

ACTIVIDADES 2023 2023 2023 2023 2024 2024 2024 2024 2025 2025 2025 2025

Presentacion del proyecto al
Comité de Etica e
Investigacién

Revisién bibliografica

Establecimiento de objetivos e
hipétesis de investigacion

Redaccién del marco teérico

Recoleccién de muestras
biolégicas e informacién
clinica

Preprocesamiento y
almacenamiento de muestras
biolégicas

Determinacion de dimensiones
renales mediante ecografia

Caracterizacion
sociodemografica y clinica de
la poblacién en estudio

Examen predoctoral

Determinacién de niveles de
metales, metaloides y
pesticidas en muestras
biolégicas

Andalisis del perfil de
metilacién de ADN mediante
microarreglos

Andlisis de la expresién génica
mediante PCR

Andlisis bioinformatico y
estadistico de los datos

Correlacién entre exposicion
con el perfil de metilacion de
ADN y expresién génica

Redaccién y envio del primer
articulo

Redaccién de resultados,
discusion y conclusiones de la
tesis

Redaccion y envio del
segundo articulo
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11. Resultados

11.1 Seleccion y asignacion de los grupos de estudio

De marzo de 2023 a abril de 2024 se reclutaron 58 binomios madre-neonato, de los
cuales se excluyeron siete por no contar con muestra placentaria, obteniendo 51 binomios
elegibles. Para la asignacioén final de los grupos fue necesario contar con la cuantificacion
de fluoruro (xenobidtico que resultd estadisticamente significativo para este estudio) y con
la determinacién del volumen renal neonatal.

Once de los neonatos presentaron un volumen renal menor al percentil 10, por lo que
se clasificaron como bajo volumen renal (BVR). De los 40 recién nacidos con un volumen
renal mayor al percentil 10, clasificados como controles (CTRL), se seleccionaron 21 con

base en peso, talla y edad gestacional.

El analisis final incluyé a 32 participantes, quienes se clasificaron en cuatro grupos de
acuerdo con la exposicion a fluoruro (F; 21.5 mg/L) y la presencia de bajo volumen renal
(BVR; percentil <10) (Figuras 13 y 14). Los grupos quedaron distribuidos de la siguiente
manera: grupo 1, BVR/F (bajo volumen renal con exposicion a fluoruros); grupo 2, BVR/NF
(bajo volumen renal sin exposicion a fluoruros); grupo 3, CTRL/F (control con exposicion a
fluoruros) y grupo 4, CTRL/NF (control sin exposicion a fluoruros).

]
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Figura 13. Volumen renal total ajustado a area de superficie corporal total, percentil <10.
A) Rifidn derecho, B) Rifion izquierdo. Adaptado del articulo “Pediatric kidney dimensions
and risk of persistent albuminuria in Mexican adolescents” (26)
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Binomios madre-neonato
Marzo 2023 - Abril 2024

(n=58)
Muestra placentaria
no obtenida
(n=7)
Potencialmente
elegibles
{n=351)
Bajo volumen renal Control
VRTSC percentil < 10 VRTSC percentil > 10
(n=11) (n=40)
| Exclusién
- metodoldgica
{n=19)

—

| Exposicién a fluoruro Mo exposicion fluoruro ~ Exposicidn a fluorure  No exposicién fluoruro

{=1.5mg/L) (= 1.5mg/L) (= 1.5 mgJL) (= 1.5 mg/L)
(n=86) (n=5) (n=10) (n=11)
. | ;
Subgrupo final
(n=32)
[- - L F .. _—| '\
Grupo 1:BVR/F  Grupo 2: BVR/NF Grupo 3: CTRUF Grupo 4: CTRUNF
(n=6) d | (n=85) {n=10) n=11) !

Figura 14. Flujograma de recoleccion de muestras del periodo 2023 — 2024. VRTSC:
Volumen renal total ajustado a la area de supetrficie corporal total.

11.2 Exposicidén a xenobiéticos ambientales

Se cuantificaron 60 xenobiodticos ambientales en muestras de orina materna y liquido
amnidtico en los 58 binomios inicialmente incluidos en el estudio, utilizando las
metodologias descritas en el apartado de Materiales y métodos. De estos, unicamente el
fluoruro mostro diferencias estadisticamente significativas en relacién con el volumen renal
neonatal.
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En este analisis, los participantes con concentraciones de fluoruro <1 mg/L
presentaron un volumen renal total promedio de 131.5 ml/m? (£ 36.3), en comparacién con
107.9 mI/m?(x 30.1) en aquellos con concentraciones >1 mg/L (p=0.01). Asimismo, la
proporcion de neonatos con BVR fue mayor en el grupo con mayor exposicion a fluoruro
(28.9%) en comparacion con el grupo con menor exposicion (5%) (p=0.03). Con base en
estos hallazgos, el fluoruro se utilizd como variable de exposicion para la conformacion de

los grupos de estudio.

Para el anadlisis comparativo entre grupos, se incluyeron 32 participantes con
informacion completa de exposicion a fluoruro y volumen renal neonatal. En la Tabla 4 se

resumen los niveles de xenobidticos ambientales en estos grupos.

Tabla 4. Niveles de metales, metaloides y pesticidas.

Variable, Total BVR/F BVR/NF CTRL/F CTRL/NF Valor p
mediana (RIQ) (n=32) (n=6) (n=5) (n=10) (n=11) interaccion
Fluorurosen OM (mg/L) 1.5(0.8-2.0) 2.0(2.0-3.5) 1.0(0.9-1.0) 2.0(2.0-3.0) 0.8(0.5-0.9) 0.75
Fluorurosen LA (mg/L) 0.1(0.0-0.2) 0.08(0.05-0.12) 0.06(0.01-0.15) 0.10(0.03-0.37) 0.1(0.0-0.5) 0.79
Ametrinaen OM (ng/ml) 0(0-4) 0(0-6.2) 0(0-18.2) 0(0-1.2) 0(0-5.5) 0.83
Atrazinaen OM (ng/ml) 0(0-0) 0(0-7.6) 0(0-15) 0(0-0) 0(0-0) 0.56
Malation en OM (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-3.3) 0(0-0) 0.59
Malationen LA (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-9.4) 0(0-0) 0(0-0) 0.30
Molinatoen OM (ng/ml) 74.7 (0.0-615.9) 0(0-229.4) 0(0-352.4) 406.1(0-743.8) 499.3(0-712.7) 0.89
Molinatoen LA (ng/ml) 0(0-0) 0(0-41.5) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0.20
Oxandrolonaen OM (ng/ml) 0 (0.0 —84.9) 0(0-214.5) 48 (0-166.4) 0(0-47.6) 0(0-103.7) 0.80
Oxandrolonaen LA (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-41.5) 0(0-0) 0(0-0) 0.84
Picloramen OM (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-399.2) 0(0-0) 0(0-857.5) 0.37
Picloramen LA (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0.46
2,4-Den OM (ng/ml) 3.7(0.0-5.3) 0(0-1.0) 2.7(0.9-5.5) 4.0(0.0-6.2) 5.2(0.0-5.5) 0.29
2,4-Den LA (ng/ml) 1.4(1.2-2.1) 1.3(0.9-1.8) 1.2(0-2.1) 2.2(1.3-3.0 1.4(1.1-2.0) 0.40
Glufosinato en OM (ng/ml) 0(0-0) 0(0-39) 0(0-118.6) 0(0-0) 0(0-25.2) 0.47
Glufosinato en LA (ng/ml) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0.46

BVR: bajo volumen renal; F: exposicion a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; RIQ: rango intercuartilar; n:
numero; %: porcentaje; mg/L: miligramos por litro; ng/ml: nanogramos por litro; OM: orina materna; LA: liquido
amnidtico.
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11.3 Dimensiones renales al nacimiento

Las dimensiones renales fueron evaluadas al cuarto dia de vida mediante ecografia.
Se midieron los diametros longitudinal, anteroposterior y transversal de cada riién, y

posteriormente se calculd el volumen renal total ajustado a la superficie corporal (VRTSC).

Las mediciones obtenidas se compararon con valores de referencia reportados a nivel
internacional. En concordancia con lo descrito en la literatura, se observd que el rifién
izquierdo presentd, en promedio, mayores dimensiones en comparacion con el rifidn
derecho (Tabla 5). En la Figura 15 se muestran las dimensiones renales por grupo de
estudio, incluyendo la longitud renal de ambos rifiones y el VRTSC.

Tabla 5. Dimensiones renales reportadas internacionalmente comparadas con el estado
de Aguascalientes.

Tamaio renal normal Tamaiio renal disminuido
Caracteristica
Derecho Izquierdo Derecho lzquierdo
VRTSC (Internacional) 130 - 155 ml/m? <100 ml/m?
VRTSC (Aguascalientes) 110.8(89.0 — 152.6 ml/m?) < 82.7 ml/m?
Longitud renal
6.8 (5.6 —7.9 cm) 7.5(6.0-8.0cm) <5.6cm <6.0 cm
(Internacional)
Longitud renal
53 (4.1-7.7cm) 56 (4.5-79cm) <3.8cm <4.1cm
(Aguascalientes)

VRTSC: Volumen renal total ajustado a superficie corporal total; ml/m?2 mililitros por metro al cuadrado
(26,147,148).

A Longitud RD
80+ ]
1 [J Bajo volumen renal / Fluoruros
1 Bajo volumen renal / No fluoruros
T 60 [ Control / Fluoruros
3 ] [ Control / No fluoruros
3 ]
5 40- --
7}
~§ : ?
€ 20- Rifi6n derecho Valores normales Bajo volumen
i renal
] Internacional 6.8 (5.6 -7.9cm) <5.6cm
0 T T T T Aguascalientes 534.1-7.7cm) <3.8cm
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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B Longitud RI

80+
1 [ Bajo volumen renal / Fluoruros
Bajo volumen renal / No fluoruros
g 60~ [ Control / Fluoruros
3 1 T [ Control / No fluoruros
0 ]
8 % —
- -
]
E
= E O Bajo volumen
S 20_- Rifi6n izquierdo Valores normales renal
] Internacional 7.5(6.0-8.0 cm) <6.0cm
0 ] T T I I Aguascalientes 5.6 (4.5-7.9cm) <4.1cm
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
c Volumen renal total
300 )
[ Bajo volumen renal / Fluoruros
Bajo volumen renal / No fluoruros
O Control / Fluoruros
o A 1 Control / No fluoruros
0
g T
E 100 L L VRT-SC Valores normales Eajor;zlaulmen
=

Internacional 130 - 155 ml/ m? < 100 ml / m?

Aguascalientes | 110.8 (89.0 — 152.6 ml/ m2) < 82.7 ml/ m?2
v 1 T ] 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 15. Determinacion de dimensiones renales del recién nacido (RN) por grupos. A)
Longitudes promedio del rifion derecho (RD). B) Longitudes promedio del rifion izquierdo
(RI). C) Volumen renal total ajustado a la superficie corporal (VRT-SC).

11.4 Caracteristicas de la poblacion de estudio
11.4.1 Caracteristicas sociodemograficas

Las caracteristicas sociodemograficas de las participantes se presentan en la Tabla
6. El analisis incluyo 32 mujeres reclutadas entre marzo de 2023 y abril de 2024, con una
edad promedio de 24.4 afos (+ 5.4). La mayoria de las participantes eran originarias de
Aguascalientes (93.8%) y todas residian en esta entidad al momento del estudio. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para la mayoria de

las variables evaluadas; sin embargo, se identificd una diferencia significativa en los anos
de residencia en Aguascalientes (p=0.02).

Pagina | 66




Tabla 6. Caracteristicas generales y sociodemograficas de la madre.

Variabl Total BVR/F BVR/NF CTRLI/F CTRL/NF Valor p
ariable
(n=32) (n=6) (n=15) (n=10) (n=11) interaccion
Edad (afios), m (DE) 244 +54 275+88 24629 232+33 23955 0.38
Lugar de nacimiento, n (%) 0.27
Aguascalientes 30 (93.8) 6 (100) 4 (80) 10 (100) 10 (90.9)
Tamaulipas 1(3.1) 0(0) 1(20) 0(0) 0(0)
Extranjero 1(3.1) 0(0) 0(0) 0(0) 1(9.1)
Radicaen Aguascalientes,n (%) 32 (100) 6 (100) 5(100) 10 (100) 11 (100) >0.99
Afios radicando en Ags., m (DE) 23173 275+88 16.0+113 233+34 239155 0.02
Ingreso mensual ($), n (%) 0.20
< 5 mil 13 (40.6) 5(83.3) 0 (0) 4 (40) 4 (36.4)
5—20 mil 14 (43.8) 1(16.7) 4 (80) 4 (40) 5 (45.5)
20 — 30 mil 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
30 — 50 mil 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
> 50 mil 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
Desconoce 5(15.6) 0 (0) 1(20) 2 (20) 2(18.2)
Ocupacién delamadre, n (%) 0.1
H 22 (68.8) 6 (100) 2 (40) 4 (40) 10 (90.9)
ogar
i 4(12.5) 0 (0) 1(20) 2 (20) 1(0)
Empleada
) 3(9.4) 0(0) 1(20) 2 (20) 0(0)
Comercio
2 (6.3) 0 (0) 0 (0) 2 (20) 0(0)
Obrera
- 1(3.1) 0 (0) 1(20) 0(0) 0(0)
Auxiliar contable
Cambio de residenciaporsalud, n (%) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) >0.99

BVR: bajo volumen renal; F: exposicién a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; m: media; DE: desviacion

estandar; n: numero; %: porcentaje.

11.4.2 Antecedentes clinicos y habitos maternos

En relacion con los antecedentes clinicos, ninguna de las participantes reporté el
diagnodstico de DM ni HAS. En cuanto al estado nutricional, el 31.3% (n=10) present6
obesidad. Respecto al consumo de sustancias, el 12.5% (n=4) de las madres refirid
tabaquismo y el mismo porcentaje consumo de alcohol, mientras que el 6.3% (n=2) reportd
uso de otras sustancias psicoactivas. Al comparar entre grupos, unicamente el tabaquismo

mostro una diferencia estadisticamente significativa (p=0.005) (Tabla 7).
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Tabla 7. Comorbilidades de la madre.

Variable, n (%) Total BVR/F BVR/NF CTRLF CTRL/NF Valor p
(n =32) (n =6) (n =5) (n=10) (n=11) interaccion

Diabetes mellitus 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) >0.99
Hipertension arterial sistémica 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) >0.99
Obesidad 10(31.3) 2(33.3) 3 (60) 2 (20) 3(27.3) 0.45
Tabaquismo 4 (12.5) 0(0) 3 (60) 1(10) 0(0) 0.005
Alcoholismo 4(12.5) 0(0) 0 (0) 2 (20) 2(18.2) 0.49

Uso de otras drogas 2 (6.3) 0 (0) 1(20) 1(10) 0 (0) 0.39
Tomaregularde medicamentos 2 (6.3) 1(16.7) 0 (0) 1(10) 0 (0) 0.49

BVR: bajo volumen renal; F: exposicidn a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; n: nimero; %: porcentaje.

11.4.3 Antecedentes heredofamiliares

El 21.9% (n=7) de las participantes reporté antecedentes familiares de ERC, siendo
los abuelos mas frecuentemente afectados (10.3%, n=3). En cuanto a enfermedades
genéticas, el 9.4% (n=3) refirid algun antecedente, mientras que el 90.6% (n=29) indicé no
contar con este tipo de padecimientos en la familia. Respecto a las enfermedades cronico-
degenerativas, el 18.8% (n=6) reporté antecedentes familiares de DM y el 6.3% (n=2) HAS.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para las
variables analizadas (Tabla 8).

Tabla 8. Antecedentes heredofamiliares del recién nacido.

Total BVR/F BVR/INF  CTRL/F CTRL/NF Valor p
Variable, n (%)
(n=32) (n=6) (n=5) (n=10) (n=11) interaccion
Historial de ERC 7(21.9) 1(16.7) 0(0) 4 (40) 2(18.2) 0.38
Familiares con ERC 0.70
Hermano 2 (6.3) 0 (0) 0 (0) 1(10) 1(9.1)
Abuelo 3(10.3) 1(16.7) 0(0) 2 (20) 0(0)
Tio 1(3.4) 0(0) 0(0) 1(10) 0(0)
Primo 1(1.7) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9.1)
Ninguno 25(81.0) 5(83.3) 5(100) 6 (60) 9(81.8)
Historial de enfermedad genética 3(94) 1(16.7) 0(0) 1(10) 1(9.1) 0.82
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Tipo de enfermedad genética

Labio paladarhendido 1(3.1)
Fibrosis quistica 1(3.1)
Microcefalia 1(3.1)
Ninguna 29 (90.6)
Antecedentes familiares de DM 6(18.8)
Antecedentes familiares de HAS 2(6.3)

Otros antecedentesde importancia 3 (9.4)

0(0) 0(0)

0(0) 1(10)
0(0) 0 (0)

5(100)  9(90)
2 (40) 1(10)
1(20) 1(10)
0(0) 1(10)

0.48

0(0)

0(0)

1(9.1)

10 (90.9)
2(182) 057
0 (0) 0.39
1(9.1) 082

BVR: bajo volumen renal; F: exposicidn a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; n: namero; %:

porcentaje; ERC: Enfermedad renal cronica; DM: Diabetes mellitus; HAS: Hipertension arterial

sistémica.

11.4.4 Caracteristicas del embarazo y del recién nacido

La talla promedio fue de 1.59 m (£ 0.07). El peso previo al embarazo fue de 63.6 kg

(x 16.5) y posterior de 72.6 kg (£ 16.9), con una ganancia ponderal promedio de 9.6 kg (
5.5). ElI IMC materno promedio fue de 24.9 kg/m? (+ 5.8) y la TFG estimada fue de 117.1
ml/min/1.73m?2 (x 5.9). El 96.9% (n=31) de las participantes reporté haber llevado control

prenatal, iniciandolo en promedio a las 9.6 SDG (£ 5.8). Asimismo, el 100% (n=32) refirié

consumo de &cido félico durante la gestacion.

En cuanto a los neonatos, el 31.3% (n=10) correspondi6 al sexo femenino. El peso

promedio al nacimiento fue de 3.217 kg (x 0.467), la talla promedio de 49.2 cm (£ 1.9) y la

edad gestacional promedio de 39.0 SDG (+ 1.2). Ninguno de los neonatos presentd

anomalias aparentes al nacimiento. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos analizados (Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas generales del embarazo y del recién nacido.

Variable Total BVR/F BVR/NF CTRL/F CTRL/NF Valor p
(n=32) (n=6) (n=15) (n=10) (n=11) interaccion
Talla dela madre (m), m (DE) 159 +0.07 155+0.04 159 +0.07 160+0.10 160004 057
Peso previo al embarazo (kg), m (DE) 633+ 165 648+ 16.8 656+ 21.1 60.7 £+ 158 64.1+172 0.84
Peso posterior al embarazo (kg), m (DE) 726 £ 16.9 74.4 £ 18.8 755+ 21.2 719 £ 16.8 71.3 £ 16.6 0.90
Peso ganado en el embarazo (kg), m (DE) 9.6 £55 9.6 £5.1 99+54 11.2+53 8.1+6.5 0.45
IMC de la madre (kg/m?), m (DE) 249+58 26.3 +6.0 258+75 234 +54 25358 0.61
TFG de la madre (ml/min/1.73m?), m (DE) 1171 £59 1143 +92 1176 £33 1183 +43 1175+6.2 0.38
Control prenatal, n (%) 31 (96.9) 6 (100) 5(100) 10 (100) 10 (90.9) 0.28
Inicio de control prenatal (SDG), m (DE) 9.6 £5.8 8.1+53 104 £ 5.3 106 +7.2 9.1+£52 0.41
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Uso de &cido félico, n (%) 32 (100) 6 (100) 5 (100) 10 (100) 11 (100) >0.99

Inicio consumo de acido félico (SDG), m (DE) 8.8 +4.4 8.6 £4.6 9.0 £4.3 8.6 £4.6 9.0 £4.7 0.96
Uso de suplementos, n (%) 25 (78.1) 5(83.3) 4 (80) 9 (90) 7 (63.6) 0.51
Tipo de suplementos, n (%) 0.78

Sulfato ferroso 10 (31.3) 1(16.7) 2 (40) 3(30) 4(36.4)

Calcio 2(6.3) 1(16.7) 0(0) 1(10) 0(0)

Multivitaminico 13 (40.6) 3 (50) 2 (40) 5 (50) 3(27.3)

Ninguno 7(21.9) 1(16.7) 1(20) 1(10) 4(36.4)
Complicaciones durante el embarazo, n (%) 6(18.8) 1(16.7) 0(0) 1(10) 4 (36.4) 0.21
Tipo decomplicacion en el embarazo, n (%) 0.54

Infeccién de vias urinarias 2 (6.3) 0(0) 0(0) 0(0) 2(18.2)

Infeccién vaginal 1(3.1) 0(0) 0(0) 1(10) 0(0)

Amenaza de aborto 2(6.3) 1(16.7) 0(0) 0 (0) 1(9.1)

Amenaza de parto prematuro 1(3.1) 0(0.0) 0(0.0) 0(0) 1(9.1)

Ninguna 26 (81.3) 5(83.3) 5(100) 9 (90) 7 (63.6)

Recién nacido femenino, n (%) 10 (31.3) 2(33.3) 2 (40) 5 (50) 1(9.1) 0.22
Peso del recién nacido (kg), m (DE) 3.217 £0.467 2.837 £0.468 3.215+0.453  3.385+0.500 3.274 +0.377 0.15
Talla del recién nacido (cm), m (DE) 492 +19 49.0 £ 1.7 494 +25 491 +1.6 49323 0.90
Edad gestacional (SDG), m (DE) 39.0+1.2 39.0 £ 0.9 39.6 £+ 0.8 383+15 39.2+1.0 0.62
Anomalias del recién nacido, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) >0.99
Longitud rifién derecho (mm), m (DE) 413 +6.6 33.0+6.7 384 +35 452 + 4.4 43.6 £ 4.9 0.06
Longitud rinénizquierdo (mm), m (DE) 414 +£6.0 358 £6.3 36.1+£29 451+ 3.5 435+50 0.56
Volumen total renal (ml), m (DE) 1104 £344 71155 73.2+10.9 133.0 £22.8 1282 £+255 0.65

BVR: bajo volumen renal; F: exposicion a fluoruro; NF: sin exposicidn a fluoruro; kg: kilogramo; mm: milimetros;
m: media; DE: desviacion estandar; n: numero; %: porcentaje; TFG: tasa de filtracién glomerular; SDG:

semanas de gestacién;g: gramos.

11.4.5 Entorno familiar y exposicion ambiental

Respecto a las caracteristicas de la vivienda, el 68.8% (n=22) habitaba en casas de
ladrillo y el 28.1% (n=9) en viviendas de bloque; unicamente una vivienda presenté techo
de lamina (3.1%). El 50 % de los hogares contaba con piso de cemento y el otro 50% con
vitropiso. Respecto al suministro de agua, el 84.4% (n=27) utilizaba agua del servicio
publico para actividades del hogar, mientras que el 100% consumia agua de garrafén para

beber y el 87.5% (n=28) también la utilizaba para cocinar.

En cuanto a la posible exposiciéon ambiental, el 3.1% (n=1) vive cerca de cultivos
agricolas. La ocupacion mas frecuente del padre fue obrera (34.4%, n=11), y el 6.3% (n=2)
reportd exposicion a materiales potencialmente peligrosos en el ambito laboral. Respecto a

los habitos de consumo, el 12.5% (n=4) refirié consumo frecuente de mariscos. La mitad de
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las participantes adquiria frutas y verduras en fruterias y el 100% reportd desinfectarlas
antes de su consumo. En relacion con los utensilios de cocina, el uso combinado de
materiales fue el mas frecuente (37.5%, n=12), seguido de teflon (25%, n=8) y aluminio
(21.9%, n=7). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

en las variables analizadas (Tablas 10 y 11).

Tabla 10. Factores de riesgo ambientales y familiares.

i Total BVR/F BVR/NF CTRL/F CTRL/NF Valor p
Variable, n (%)
(n =32) (n=6) (n=5) (n=10) (n=11) interaccion
Tipo de vivienda 0.51
Ladrillo 22 (68.8) 5(83.3) 2 (40) 8 (80) 7 (63.6)
Bloque 9 (28.1) 1(16.7) 3 (60) 2 (20) 3(27.3)
Ambos 1(3.1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9.1)
Techo delamina 1(3.1) 0 (0) 0(0) 1(10) 0 (0) 0.51
Tipo de piso 0.13
Tierra 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Cemento 16 (50) 5(83.3) 2 (40) 6 (60) 3(27.3)
Vitropiso 16 (50) 1(16.7) 3 (60) 4 (40) 8 (72.7)
Agua para uso en casa 0.1
Llave 27 (844) 4(66.7) 5(100) 7 (70) 11 (100)
Pozo 5(15.6) 2(33.3) 0 (0) 3(30) 0 (0)
Agua para beber >0.99
Llave 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Pozo 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
Garrafén 32(100) 6 (100) 5(100) 10 (100) 11 (100)
Agua para cocinar 0.26
Pozo 1(3.1) 1(16.7) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Llave 3(94) 1(16.7) 0(0) 0(0) 2(18.2)
Garrafén 28 (87.5) 4 (66.7) 5(100) 10 (100) 9 (81.8)
Marca comercial del agua 0.22
Ciel 6(18.8) 0(0) 0 (0) 4 (40) 2(18.2)
Bonafont 3(94) 2(33.3) 0 (0) 0(0) 1(9.1)
Santorini 3(94) 1(16.7) 0(0) 2 (20) 0(0)
Epura 3(94) 1(16.7) 0(0) 1(10) 1(9.1)
Purificadora 13(40.6) 2(33.3) 3 (60) 2 (20) 6 (54.5)
Desconoce 3(94) 0 (0) 1(20) 1(10) 1(9.1)
Varias 1(3.1) 0(0) 1(20) 0(0) 0(0)
Parentesco entre esposos 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) >0.99

Pagina | 71



Parentesco entre abuelos

0 (0)

0(0)

0(0)

0(0)

0 (0)

>0.99

BVR: bajo volumen renal; F: exposicion a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; DE: desviacion estandar; n:

numero; %: porcentaje.

Tabla 11. Exposicion a metales, metaloides y pesticidas.

Total BVRIF BVR/NF CTRL/F  CTRL/NF Valorp
Variable, n (%)

(n=32) (n=6) (n=5) (n=10) (n=11) interaccion
Casa cerca de huerto o cultivo (m) 1(3.1) 0(0) 0(0) 1(10) 0(0) 0.51
Cultivo de maiz 1(3.1) 0 (0) 0 (0) 1(10) 0(0) 0.51
Empleodelapareja 0.33

Empleado 8 (25) 1(16.7) 3 (60) 1(10) 3(27.3)

Mantenimiento 1(3.1) 0 (0) 0 (0) 0(0) 1(9.1)

Mecanico 1(3.1) 0(0) 0 (0) 1(10) 0(0)

Obrero 11(34.4) 3 (50) 1(20) 4 (40) 3(27.3)

Agricultor 3(9.4) 2(33.3) 0 (0) 1(10) 0(0)

Comercio 2(6.3) 0(0) 0 (0) 0(0) 2(18.2)

Carnicero 2(6.3) 0(0) 0(0) 1(10) 1(9.1)

Desempleado 1(3.1) 0 (0) 1(20) 0 (0) 0 (0)

Desconoce 3(94) 0(0) 0 (0) 2 (20) 1(9.1)

Consumo frecuente de mariscos 4 (12.5) 0(0) 0 (0) 3 (30) 1(9.1) 0.21
Exposicion de material peligroso 2(6.3) 0(0) 1(20) 1(10) 0(0) 0.39
Lugarde compra de frutasy verduras 0.10

Agropecuario 5(15.6) 3 (50) 0(0) 2 (20) 0(0)

Supermercado 2(6.3) 0(0) 0(0) 2 (20) 0(0)

Tianguis 9(28.1) 1(16.7) 2 (40) 3 (30) 3(27.3)

Fruteria 16 (50) 2(33.3) 3 (60) 3 (30) 8(72.7)
Desinfeccion de frutas y verduras 32 (100) 6 (100) 5(100) 10(100) 11(100) >0.99
Tipo de material de ollas y utensilios 0.27

Aluminio 7(21.9) 2 (33.3) 2 (40) 2 (20) 1(9.1)

Acero 3(9.4) 0(0) 0(0) 0(0) 3(27.3)

Teflon 8 (25) 1(16.7) 0 (0) 3(30) 4 (36.4)

Peltre 2(6.3) 1(16.7) 1(20) 0(0) 0(0)

Varios 12 (37.5) 2(33.3) 2 (40) 5 (50) 3(27.3)

BVR: bajo volumenrenal; F: exposicion a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; DE: desviacién estandar; m:

metros; n: nimero; %: porcentaje.
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11.5 Perfil de metilacion del ADN placentario
11.5.1 Control de calidad y desempeiio de los microarreglos

Para el analisis del perfil de metilacién del ADN de las 32 muestras placentarias, se
utilizé el microarreglo Infinium MethylationEPIC v.2.0 BeadChip (lllumina®), procesado en

la unidad de microarreglos del INMEGEN, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los controles de calidad mostraron un desempefio satisfactorio en todas las
muestras, con una hibridacion superior al 90%. El numero de sitios CpG detectados oscild
entre 913,507 (96.15%) y 936,355 (98.56%), lo que indica una adecuada cobertura del
epigenoma. La distribucion de las intensidades de sefal fue homogénea entre las muestras,
lo que respaldd su capacidad para los analisis posteriores. Con base en estos resultados,

se procedio al andlisis bioinformatico de los datos de metilacion (Figura 16).

Niveles de metilacion (Valores beta)
[a=]
©wn
o

Microarreglos

Figura 16. Datos homogéneos de los 32 microarreglos de metilacion del ADN.

11.5.2 Analisis de componentes principales

Se realizé un PCA no escalado para explorar de manera general la distribucion de los
datos de metilacion en las 32 muestras (Figura 17). A partir de este analisis, se identificaron
siete muestras con perfiles atipicos de metilacion, las cuales fueron excluidas del analisis
posterior. En consecuencia, el analisis final se realizé con 25 muestras, garantizando una

mejor comparabilidad entre los grupos.
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Individuals - PCA

Groups
@] BvrRF

BVR/NF

CTRUF
CTRLUNF

Principal component 2 (PC2) (11%)

-50 -

40

-80 -40 0
Principal component 1 (PC1) (13.4%)

Figura 17. PCA no escalado. Se muestra la distribucion general de los perfiles de
metilacion del ADN placentario, evidenciando la variacion asociada al desarrollo renal y a
la exposicion a fluoruros. BVR/F: Bajo volumen renal con exposicion a fluoruros; BVR/NF:
Bajo volumen renal sin exposicion a fluoruros; CTRL/F: Control con exposicion a fluoruros

y CTRL/NF: Control sin exposicion a fluoruros.

Posteriormente, se realizaron analisis de PCA especfficos para cada una de las
comparaciones: 1) BVR vs. CTRL; 2) BVR/NF vs. CTRL/NF; 3) BVR/F vs. CTRL/F; y 4)
BVR/F vs. CTRL/NF (Figuras 18-21). En particular, la comparacion entre los grupos
extremos (BVR/F vs. CTRL/NF) mostré una mayor dispersion y una separaciéon entre

grupos a lo largo de los componentes principales, evidenciando diferencias en los perfiles
de metilacién del ADN globales.
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Individuals - PCA

Principal component 2 (PC2) (9.6%)

Principal component 1 (PC1) (14.9%)

Figura 18. PCA de la comparacion entre los grupos BVR vs. CTRL. Se observa alta
similitud en los patrones de metilacion del ADN, lo que indica que las variaciones podrian
estar asociadas tanto a la presencia de bajo volumen renal como a la exposicion a
fluoruros.

Individuals - PCA

30 -

(RNl _________ oo SR 11\ - SR Groups

@] BVRINF
& CTRL/NF

Principal component 2 (PC2) (12.1%)

60 - i J i ; ;
-100 -50 0 50 100
Principal component 1 (PC1) (21.6%)

Figura 19. PCA de la comparacion entre los grupos BVR/NF vs. CTRL/NF. Se observa
mayor variabilidad en los datos, la cual, al tratarse de pacientes no expuestos a fluoruros,
podria estar mas relacionada con el desarrollo renal que con la exposicion ambiental.
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Figura 20. PCA de la comparacion entre los grupos BVR/F vs. CTRL/F. Se observa una
agrupacion mas definida, con unicamente una muestra compartida entre ambos grupos.
Esta distribucion sugiere que la exposicion a fluoruros influye de manera importante en la
variabilidad de los perfiles de metilacion, independientemente de la presencia de bajo
volumen renal.
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Figura 21. PCA de la comparacion entre los grupos BVR/F vs. CTRL/NF. Se observa una
diferencia marcada en los perfiles de metilacion entre ambos grupos, lo que refuerza la
influencia de la exposicion a fluoruros como un factor determinante en las modificaciones
epigenéticas observadas.
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11.5.3 Sitios CpG diferencialmente metilados

Los sitios CpG diferencialmente metilados (DMC) se identificaron a partir de las
comparaciones previamente descritas, utilizando graficos de volcanes. Se consideraron
como criterios de significancia un valor de p ajustado por tasa de descubrimiento falso

(FDR) <0.01 y una diferencia en metilacion (Ap) 20.1.

La comparacion global entre BVR vs. CTRL, se identificaron 2,201 DMC, de los cuales
1,621 correspondieron a sitios hipometilados y 580 a sitios hipermetilados (Figura 22). En
el analisis estratificado, la comparacién BVR/NF vs. CTRL/NF mostr6é 1,964 DMC (1,592
hipometilados y 372 hipermetilados) (Figura 23), mientras que BVR/F vs. CTRL/F presento
6,222 DMC (4,190 hipometilados y 2,032 hipermetilados) (Figura 24). La comparacion de
los grupos extremos (BVR/F vs. CTRL/NF) mostré el mayor numero de sitios
diferencialmente metilados, con un total de 7,540 DMC, de los cuales 6,635 fueron
hipometilados y 905 hipermetilados (Figura 25). En todas las comparaciones se observo un
predominio de hipometilacién, asi como un incremento en el nimero de sitios afectados en
los grupos con exposicion a fluoruro.

Volcano Plot: BVR vs. CTRL

.
S

IS

Categoria

* Hipometilacion
No significativo

° Hipermetilacion

-log10 {p-value)

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Delta Beta (AB)

Figura 22. Grafico de volcan de la comparacion de BVR vs. CTRL. Total de DMC: 2,201
(Hipometilados 1,621 sitios; Hipermetilados 580 sitios) con predominio de hipometilacion.
Valores de cambio de metilacion de -0.94 a 0.87.
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Volcano Plot: BVR/NF vs. CTRL/NF
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Figura 23. Gréfico de volcéan de la comparacion de BVR/NF vs. CTRL/NF. Total de DMC:
1,964 (Hipometilados 1,592 sitios; Hipermetilados 372 sitios) predominando la
hipometilacién. Valores de cambio de metilacion de -0.83 a 0.93.

Volcano Plot: BVR/F vs. CTRL/F
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Figura 24. Grafico de volcan de la comparaciéon de BVR/F vs. CTRL/F. Total de DMC:
6,222 (Hipometilados 4,190 sitios; Hipermetilados 2,032 sitios). Predominio de
hipometilacion. Valores de cambio de metilacion de -0.93 a 0.86.

Pagina | 78



Volcano Plot: BVR/F vs. CTRL/NF
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Figura 25. Grafico de volcan de la comparacion de BVR/F vs. CTRL/NF. Total de DMC:
7,540 (Hipometilados 6,635 sitios; Hipermetilados 905 sitios). Predominio de
hipometilacion. Valores de cambio de metilacion de -0.93 a 0.88.

11.5.4 Genes diferencialmente metilados

A partir de los sitios CpG diferencialmente metilados identificados en las
comparaciones previamente descritas, se identificaron DMG mediante el analisis
bioinformatico. En primer lugar, se evalué el efecto del volumen renal en presencia y
ausencia de exposicion a fluoruros. En la comparacion entre individuos con BVR y CTRL
sin exposicion (BVR/NF vs. CTRL/NF), se identificaron 97 DMG, mientras que en la
comparacion entre individuos con BVR y CTRL con exposicion (BVR/F vs. CTRL/F) se
identificaron 498 genes, con una interseccion de 16 genes compartidos entre ambas
condiciones (Figura 26).

Posteriormente, se analizd el efectode la exposicion a fluoruros dentro de cada grupo.
En la comparacién entre individuos expuestos y no expuestos dentro del grupo control
(F/CTRL vs. NF/CTRL), se identificaron 1,237 DMG, mientras que en el grupo de BVR
(F/BVR vs. NF/BVR) se identificaron 2,684 genes, con 934 genes compartidos entre ambas
comparaciones (Figura 27).
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BVR/NF vs. CTRL/NF BVR/F vs. CTRL/F

Figura 26. Diagrama de Venn de DMG segun volumen renal. Interseccion de DMG entre
las comparaciones BVR/NF vs. CTRL/NF y BVR/F vs. CTRL/F. Se identificaron 16 genes
compartidos entre ambas condiciones.

F/CTRL vs. NF/CTRL F/BVR vs. NF/BVR

Figura 27. Diagrama de Venn de DMG segun exposicion a fluoruro. Interseccion de DMG
entre las comparaciones F/CTRL vs. NF/CTRL y F/BVR vs. NF/BVR. Se identificaron 934
genes compartidos entre ambas condiciones.
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Finalmente, se realizd un analisis integral considerando las comparaciones previas
(BVR/NF vs. CTRL/NF, BVR/F vs. CTRL/F, F/ICTRL vs. NF/ICTRLy F/BVR vs. NF/BVR).
Mediante un diagrama de Venn de cuatro grupos, se identificd un grupo comunde 244 DMG
de manera consistente entre todas las condiciones analizadas (Figura 28). Este conjunto
representa una firma epigenética compartida asociada tanto al volumen renal como a la

exposicion a fluoruros.

F/BVR vs NF/BVR BVR/F vs CTRL/F

F/ICTRLvs NF/ICTRL - BVRINF vs CTRL/NF

Figura 28. Diagrama de Venn de integracion de comparaciones estratificadas.
Interseccion de DMG entre las comparaciones BVR/NF vs. CTRL/NF, BVR/F vs. CTRL/F,
F/CTRL vs. NF/CTRL y F/BVR vs. NF/BVR.

Dentro de estos genes, destaco la presencia de genes pertenecientes a los clusteres
de protocadherinas (PCDHA,PCDHGA Yy PCDHGB), lo que sugiere una fuerte participacion
de genes relacionados con la adhesién celular. Ademas, se identificaron genes vinculados
con procesos de desarrollo renal, regulacion transcripcional, matriz extracelular y vias de
sefalizacion, lo que refleja la participacion de redes biolégicas complejas en la
morfogénesis renal (Tabla 12, Figura 29).

Pagina | 81



Tabla 12. Genes diferencialmente metilados en las comparaciones por volumen renal y

exposicion a fluoruro, y su expresion en tejidos renal y placentario.

Gene LVK vs. LKV vs. F vs. NF F vs. NF Kidney Placenta
CTRL (NF) CTRL (F) (LKV) (CTRL) (nTPM) (nTPM)
Protocadherin gene cluster — a subcluster (PCDHA)
PCDHA1 Up Down Down Down 0.1 0
PCDHA2 Up/Down Down Down Down 0.2 0
PCDHA3 Up/Down Down Down Down 0.6 0
PCDHA4 Up/Down Down Down Down 0.4 0.1
PCDHA5 Up/Down Down Down Down 0.1 0
PCDHAG6 Up/Down Down Down Down 0.4 0
PCDHA7 Up/Down Down Down Down 0.2 0
PCDHAS8 Up/Down Down Down Down 0 0
PCDHA9 Up/Down Down Down Down 0 0
PCDHA10 Up/Down Down Down Down 1.4 0
PCDHA11 Up/Down Down Down Down 0.7 0
PCDHA12 Up/Down Down Down Down 0.6 0
PCDHA13 Up/Down Down Down Down 0.1 0
Protocadherin gene cluster —  subcluster (PCDHGB)
PCDHGB1 Up Down Up/Down Up/Down 0.4 0.2
PCDHGB2 Up Down Up/Down Down 0.6 1.0
PCDHGB3 Up Down Up/Down Down 0.3 0.3
PCDHGB4 Up Down Down Down 1.3 2.8
Protocadherin gene cluster — y subcluster (PCDHGA)
PCDHGA1 Up Down Up Up/Down 0.2 0.5
PCDHGA2 Up Down Up/Down Up/Down 1.0 0.7
PCDHGAS3 Up Down Up/Down Up/Down 0.5 1.6
PCDHGA4 Up Down Up/Down Up/Down 0.4 0.7
PCDHGAS Up Down Down Down 0.2 0.6
PCDHGAG6 Up Down Up/Down Down 0.7 2.1
PCDHGA7 Up Down Down Down 0.5 1.2
PCDHGAS8 Up Down Down Down 0 0.2
Kidney development
PAX2 Up/Down Down Up Up/Down 94.2 0
ROBO2 Down Down Up/Down Down 1.3 3.5
SLIT2 Down Down Down Down 11.5 23.6
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Down

Up/Down

Down
Down
Up/Down
Down
Up/Down
Down

Up

Up

Down

Up

Down

Down
Up/Down
Up/Down
Up

Down
Up/Down

Down

RET Down
EvC2 Up/Down
Transcription factors
HOXAS3 Up/Down
HOXB7 Down
HOXCé6 Down
GATA4 Up
RUNX1 Up/Down
RUNX?2 Up

ETS1 Up/Down
TBX5 Down
NFATC1 Down
PRDM16 Up/Down
BCOR Up/Down
Signaling and extracellular matrix
WNT5A Down
PXDN Up/Down
COL5A1 Down
ADAMTS2 Up
ADAMTS16 Up

TNXB Down
NXN Down
USPI9X Down

Down

Down

Up

Down
Down
Up/Down
Up/Down
Up/Down
Down
Up/Down
Up

Up

Up

Up

Up/Down
Up/Down
Up/Down
Up/Down
Down
Up/Down
Up/Down
Up

Up

Down

Up

Down
Down
Up/Down
Up/Down
Up

Down
Down
Down

Up
Up/Down

Up/Down
Down
Up/Down
Up/Down
Down
Down
Down

Down

0.4
1.2

12.1
28.7
20.6
0
3.5
1.3
24.6
0
4.6
6.8
6.2

2.5
8.2
10.6
5.6
3.4
11.7
14.3
22.5

0.3
1.2

0.1
5.4
5.3
6.6
8.0
1.4
43.1
27.0
3.8
0.1
11.6

10.2
29.9
81.5
9.0
0.2
3.6
13.6
24.2

BVR: bajo volumen renal; F: exposicion a fluoruro; NF: sin exposicion a fluoruro; nTPM: transcritos

normalizados por milléon. Up = hipermetilacion; Down = hipometilacion; Up/Down = presencia de sitios CpG

dentro del mismo gen que muestran direcciones opuestas de metilacion diferencial en las comparaciones.
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Figura 29. Red de interaccion de los genes diferencialmente compartidos. Red generada
mediante STRING a partir de 244 DMG identificados en la integraciéon de comparaciones
por volumen renal y exposicion a fluoruros. Los nodos representan genes y las
conexiones reflejan interacciones funcionales.

11.5.5 Anadlisis de vias y enriquecimiento funcional

El andlisis de interacciéon funcional realizado mediante la plataforma de STRING
mostré un enriquecimiento significativo en procesos bioldgicos relacionados con el
desarrollo embrionario, la organogénesis renal y la adhesion celular. Asimismo, se
observaron interacciones asociadas con mecanismos de respuesta ambiental y adaptacion
celular. De forma complementaria, se evalud la expresion génica de los genes identificados
mediante el uso de bases de datos publicas, observandose la expresion de estos genes

tanto en tejido placentario comorenal, lo que respalda su relevancia biologica en el estudio.
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Por otra parte, el analisis de enriquecimiento funcional y ontoldgico, realizado
mediante la plataforma DAVID, mostré6 una representacion significativa de genes
involucrados en procesos de adhesion célula-célula dependientes de calcio y dominios
relacionados con cadherinas. Ademas, se identificaron vias de sefializacion relevantes,
entre las que destacan la sefalizacién del calcio y la adhesion focal, las cuales se
encuentran asociadas con procesos de desarrollo embrionario, funcion placentaria y

organogenesis renal.

11.6. Analisis de expresion génica en amniocitos
11.6.1 Evaluacion de la calidad y pureza del ARN

Para la evaluacion de la expresion génica de los genes PAX2, RETy OSR1, se obtuvo
ARN total a partir de amniocitos provenientes de liquido amnidtico. La calidad y pureza del
ARN se determinaron mediante espectrofotometria con el equipo NanoDrop 2000. Los
valores de absorbancia A260/280 y A260/230 se emplearon como indicadores de pureza.
En general, las concentraciones de ARN obtenidas fueron adecuadas; sin embargo, los
valores de pureza se encontraron fuera de los rangos 6ptimos en varias muestras, lo que

sugiere la presencia de contaminantes (Tabla 13).

Tabla 13. Concentraciones de ARN de muestras de amniocitos de los pacientes elegidos
para la medicion de RET, PAX2, OSR1 (n=38).

Numero de Concentracion
- nglpl A260/280 A260/230
ARNm 1 131.6 1.67 0.32
ARNm 2 71.6 1.57 0.29
ARNm 3 126.7 1.62 0.29
ARNm 4 115.9 1.59 0.25
ARNm 5 255.3 1.76 0.41
ARNm 6 85 1.57 0.16
ARNm 7 169 1.56 0.33
ARNm 8 208.2 1.57 0.44

Estas condiciones pueden atribuirse a las caracteristicas propias del material

biolégico, ya que los amniocitos presentan dificultades en su homogeneizacion y se
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obtienen en cantidades limitadas. Asimismo, el caracter invasivo de la recolecciéon del
liquido amnidtico restringe la disponibilidad de muestras, lo que limita la repeticion de

procedimientos de extracciény purificacion sin comprometer la integridad del material.

11.6.2 Evaluacion de la expresion génica mediante PCR punto final

Como andlisis preliminar, se realizaron ensayos de PCR punto final con el objetivo de
evaluar la presencia de la expresion de los genes PAX2, RETy OSR1. EI ARN extraido se

utilizé directamente en las reacciones, empleado GAPDH como gen constitutivo.

En estos ensayos, unicamente el gen RET mostré un amplicon observable en el gel
de agarosa, mientras que PAX2y OSR1 no presentaron amplicon visible (Figuras 30y 31).
No obstante, debido a las limitaciones en la calidad del ARN, asi como a las dificultades en
la estandarizacion del proceso de extraccion y homogeneizacion, los resultados obtenidos
no permitieron una evaluacion concluyente de la expresion génica. Estos hallazgos
evidencian la necesidad de optimizar las condiciones de extracciony purificacion del ARN
para su aplicacion en analisis posteriores mas sensibles, como RT-gPCR. Por lo tanto, los

resultados de expresion génica deben interpretarse de manera exploratoria.

A 600 pb

B 141 pb
MPM M1 M2 L E T
MPM GADPH C(9) GADPH C(9)
1000 pb  wm—— 1000 pb  w———
= 500 ph  w—
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Figura 30. PCR punto final de GAPDH y RET de amniocitos. A) PCR del gen GAPDH y
un control negativo (ddH20). B) PCR del gen RET de muestras de amniocitos de la 1 a 4.
C) PCR del gen RET de muestras de amniocitos de las 5 a 8. MPM: marcador de peso
molecular; M: muestra; pb: pares de bases.
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Figura 31. PCR punto final de PAX2 y OSR1 de amniocitos. A) PCR del gen PAX2 de
las muestras de amniocitos de la 1 a 8. B) PCR del gen OSR1 de muestras de amniocitos
de la 1 a 8. En ambas imagenes se observa la ausencia de expresion de los genes PAX2

y RET, respectivamente. MPM: marcador de peso molecular; M: muestra; pb: pares de
bases.

Por lo tanto, estos datos resaltan la importancia de mejorar la técnica de
homogeneizacién y extraccion del ARN, asi como asegurar la calidad del mismo antes de
continuar con los analisis cuantitativos (RT-gPCR), la cual es una parte fundamental para

garantizar que los resultados de expresioén génica son confiables.
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12. Discusion

En este trabajo se demostré la presencia de cambios en el patron de metilacion del
ADN asociados a genes del desarrollo y maduraciéon renal en mujeres expuestas a
xenobidticos ambientales durante la gestacion, particularmente al fluoruro. Estos hallazgos
refuerzan la hipotesis de que la exposicion prenatal a estos compuestos puede influir en la

regulacion epigenética del riidn y, en consecuencia, en su desarrollo y funcion.

Los cuestionarios aplicados permitieron identificar diversos factores de riesgo
asociados a ERC, incluyendo variables sociodemograficas, comorbilidades, habitos,
antecedentes heredofamiliares, control prenatal y condiciones del entorno. Entre las
variables analizadas, el tabaquismo fue el unico factor que mostré6 una diferencia
estadisticamente significativa, lo que sugiere su posible contribucion como factor de riesgo

adicional en esta poblacion.

En relacién con la cuantificacion de xenobidticos, de los 60 compuestos analizados
unicamente el fluoruro en orina materna mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. Este hallazgo sugiere un posible papel del fluoruro como modulador
epigenético durante la gestacion, capaz de inducir modificaciones en el patron de metilacion
del ADN.

El andlisis exploratorio mediante PCA no escalado mostré una separacion entre los
perfiles de metilacion de los grupos de estudio, lo que sugiere una influencia tanto del
volumen renal como de la exposicion a fluoruros sobre la variabilidad epigenética. En
particular, se observaron diferencias en los patrones de metilacion aun en ausencia de
exposicion a fluoruro (<1.5 mg/L), lo que indica que el bajo volumen renal por si mismo se
asocia con modificaciones epigenéticas. No obstante, la separacion entre grupos fue mas
evidente en presencia de exposicion a fluoruros, especialmente en la comparacién de los
grupos extremos, lo que sugiere un posible efecto potenciador de fluoruro sobre estas

alteraciones.

El analisis diferencial de metilacion, representado mediante graficos de volcan,
evidencio un predominio de hipometilacion en los sitios CpG en todas las comparaciones
realizadas, asi como un incremento en el numero de DMC en los grupos de exposicién a
fluoruros. De manera complementaria, el analisis mediante diagramas de Venn permitio
explorar la contribucién independiente y conjunta del volumen renal y la exposicion a

fluoruros sobre los patrones de metilacién. Las comparaciones estratificadas mostraron
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conjuntos diferenciales de genes asociados de forma especifica al volumen renal y a la
exposicion ambiental; sin embargo, la integracion de todas las comparaciones permitio
identificar un conjunto de 244 DMG compartidos entre condiciones. Este hallazgo sugiere
la existencia de una firma epigenética comun en la que convergen ambos factores, lo que
refuerza la hipdtesis de un efecto combinado entre la exposicion a fluoruros y las

alteraciones en el desarrollo renal.

Dentro de esta firma epigenética compartida destaco la presencia de genes
pertenecientes a los clusteres de protocadherinas (PCDHA, PCDHGA y PCDHGB), lo que
sugiere la participacion coordinada de redes de adhesion celular. Estas moléculas
desempefian un papel fundamental en la adhesion célula-célula dependiente de calcio, la
organizacion tisular y la comunicacion intercelular durante la organogénesis, ademas de su
interaccién funcional con vias como Wnt, implicadas en la organizacién epitelial y el
desarrollo estructural de los 6rganos (149). En el contexto del desarrollo renal, estos
procesos son esenciales para la ramificacion del brote ureteral, la segmentacion de las
nefronas y el mantenimiento de la integridad tisular, lo que respalda la relevancia biol6gica
de estos hallazgos (39,150-153).

De manera adicional, se identificaron genes ampliamente reconocidos por su papel
en el desarrollo renal y la determinacion del numero de nefronas, tales como PAX2, RET,
ROBO2, SLIT2, GATA4, RUNX2y WNTB5A. Estos genes participan en procesos clave como
el crecimiento del brote ureteral, el mantenimiento de células progenitoras renales y la
organizacion del patrén renal. Alteraciones en su regulacion se han asociado con anomalias
congeénitas del rindn y del tracto urinario, asi como con una menor dotacion de nefronas y
una mayor susceptibilidad a la enfermedad renal en etapas posteriores de la vida
(34,39,129,154). En conjunto, estos hallazgos aportan sustento biolégico a la posible
relacion entre la exposicion a fluoruros y modificaciones epigenéticas en vias relevantes

para el desarrollo renal.

El analisis de enriquecimiento funcional evidencio la sobrerrepresentacion de vias
como adhesion focal, sefializacion del calcio, PI3K-AKT y organizacién de la matriz
extracelular, las cuales estan estrechamente relacionadas con procesos de migracion
celular, diferenciacion, supervivencia y remodelacion tisular durante el desarrollo renal.

Estas vias integran sefales fundamentales para el mantenimiento de progenitores renales,
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la angiogénesis y las interacciones epitelio-mesénquima, procesos particularmente

sensibles durante la etapa prenatal (135,155—-159).

Los resultados obtenidos permitieron identificar genes involucrados en procesos
criticos de la organogénesis renal que podrian considerarse como candidatos para futuros
estudios, incluyendo su posible utilidad como marcadores tempranos de alteraciones en el
desarrollo renal. Si bien este estudio se centrd en el fluoruro debido a su asociacion con el
volumen renal en esta poblacion, es importante considerar que los individuos estan
expuestos de manera simultanea a multiples xenobidticos ambientales, los cuales podrian
actuar de forma conjunta o sinérgica modulando los patrones de metilacion del ADN

placentario.

Como parte complementaria del estudio, se evalu6 la expresion de PAX2, RETy
OSR1en ARN de amniocitos mediante PCR punto final. Estos genes son reguladores clave
en el desarrollo embrionario renal (34,40,43), por lo que su analisis resulta relevante, dado
que el liquido amnidético mantiene una estrecha relacion con el rifién fetal y puede constituir
una potencial fuente de biomarcadores tempranos de alteraciones renales. Sin embargo,
los resultados no fueron concluyentes debido a la baja calidad del ARN aislado,
probablemente asociada a dificultades en la homogeneizacién de la muestra durante el
proceso de extraccion, lo que resalta la necesidad de optimizar las técnicas de obtencion y

validacién de la expresion génica.

Aunqgue en este trabajo el andlisis se centrd en el fluoruro (al ser el unico xenobidtico
que mostré diferencias estadisticamente significativas en la poblacion de estudio), no es
posible atribuirle de manera exclusiva los cambios epigenéticos observados. Las
poblaciones humanas estan expuestas de manera simultanea a multiples toxicos
ambientales, cuya interaccion puede generar efectos sinérgicos o antagonicos; ademas, la
susceptibilidad de los individuos puede variar, incrementando la vulnerabilidad a

determinados compuestos (72,160).

El fluoruro constituye el decimotercer elemento mas abundante en la corteza terrestre,
siendo el agua la principal fuente dietética de este mineral. En concentraciones adecuadas,
desempefia un papel importante en el equilibrio mineral y el crecimiento 6éseo (161). La
fluoracion del agua fue considerada uno de los mayores logros en salud publica del siglo
XX; sin embargo, estudios recientes han documentado que incluso a dosis relativamente

bajas puede generar efectos adversos, incluyendo nefrotoxicidad (162—-165). En México,
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cerca del 39% del territorio depende de agua subterranea, la cual frecuentemente presenta
concentraciones elevadas de minerales; por ello, las normas nacionales e internacionales

establecen limites maximos permisibles de 1 mg/Ly 1.5 mg/L, respectivamente (82,84,166).

La placenta, al compartir origen embrionario con el fetoy actuar como interfase entre
el entorno intrauterino y el medio externo, desempefa funciones clave en la proteccion
frente a exposiciones ambientales y en la regulaciéon de la expresiéon génica. En este tejido
pueden reflejarse alteraciones epigenéticas relacionadas con la programacion del
desarrollo embrionario y la organogénesis (134,167-169). Por lo tanto, representa un
modelo biolégico idéneo para el andlisis de perfiles de metilacion. No obstante, es
importante considerar que los cambios epigenéticos durante la gestacién también

responden a las condiciones intrauterinas, dada su alta plasticidad de este tejido (170,171).

La dotacién normal de nefronas oscila entre 200 mily 2.5 millones, y el volumen renal
estimado por ecografia se utiliza como un subrogado de este parametro, ya que la
cuantificacion directa del numero de nefronas es un procedimiento complejo. Las
metodologias disponibles para su estimacion, como la biopsia renal y la resonancia
magnética nuclear, son invasivas y costosas, lo que limita su aplicacion en estudios
poblacionales. Por ello, resulta fundamental identificar los factores asociados a un percentil
bajo en el numero de nefronas, y en consecuencia, a un volumen renal reducido, incluso
cuando este ultimo se encuentre dentro de los rangos considerados normales. Una baja
dotacion de nefronas representa, por si misma, un factor de riesgo para el desarrollo de
ERC en etapas posteriores de la vida (28,172). Se estima que solo alrededor del 20% de
los casos puede explicarse por alteraciones monogeénicas, lo que refuerza la necesidad de
investigar el papel de la exposicion a téxicos ambientales y los mecanismos epigenéticos
(25,173).

En este contexto, es importante considerar algunas limitaciones del presente estudio.
El tamafo de la muestra relativamente reducido podria limitar la generalizacion de los
hallazgos y la potencia estadistica para detectar asociaciones adicionales. Asimismo, la
exposicion a xenobidticos ambientales en la poblaciéon estudiada es compleja y
multifactorial, por lo que no es posible detectar efectos combinados o interacciones entre
distintos compuestos. De igual manera, factores maternos no controlados completamente,
como el estado nutricional, condiciones metabdlicas o variaciones en el entorno intrauterino,

podrian influir en los patrones epigenéticos observados.
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A pesar de estas limitaciones, existe evidencia cientifica suficiente que demuestra los
efectos nocivos de diversos xenobidticos ambientales sobre la salud, incluidos los rifiones.
Aunque en poblaciones humanas la evidencia directa aun es limitada, los datos disponibles
permiten considerar a estos compuestos, entre ellos el fluoruro, como posibles factores
asociados a alteraciones epigenéticas y a la variacién en el numero de nefronas. En este
sentido, resulta relevante aplicar el principio de precaucion, el cual establece la necesidad
de implementar medidas para prevenir el dafio y proteger a la poblacién frente a riesgos

ambientales, aun cuando persista cierta incertidumbre cientifica (174,175).

Ante esta situacion, es necesario implementar acciones orientadas a mitigar los
posibles efectos de la exposicion a téxicos ambientales, incluyendo el fluoruro, sobre la
salud a mediano y largo plazo. Entre estas acciones se encuentran el fortalecimiento de
politicas publicas en materia de salud ambiental, asi como la educacién de la poblacion
respecto a los riesgos asociados a dichas exposiciones. De igual manera, es fundamental
continuar y ampliar estudios epigenéticos en este campo, con el objetivo de identificar

biomarcadores tempranos de dafio, incluso desde etapas prenatales.

13. Conclusion

Este estudio demuestra que la exposicion materna a fluoruro, en el contexto de
exposicién a xenobidticos ambientales, se asocia con modificaciones en los patrones de
metilacion del ADN en tejido placentario. Se identificé una firma epigenética compartida
compuesta por 244 genes diferencialmente metilados, destacando la participacion de genes
de los clusteres de protocadherinas (PCDHA, PCDHGA y PCDHGB) y de genes

relacionados con el desarrollo renal, la regulacién transcripcional y la sefializacion celular.

Estas alteraciones sugieren la participacion de procesos clave como la adhesion
celular y la morfogénesis renal, los cuales podrian contribuir a una menor dotacion de
nefronas y, en consecuencia, a un mayor riesgo de enfermedad renal crénica en etapas
posteriores de la vida. Si bien no es posible atribuir estos cambios a un solo compuesto, los
resultados respaldan el papel del fluoruro como un posible modulador epigenético durante
la gestacion. Por ello, es necesario fortalecer las estrategias de monitoreo ambiental y
prevencion, asi como continuar con estudios que permitan validar estos hallazgos e

identificar biomarcadores tempranos de alteraciones en el desarrollo renal.
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Glosario

Aborto espontaneo: Pérdida espontanea del embarazo antes de la vigésima semana de

gestacion.
Acetonitrilo: Liquido volatil e incoloro, utilizado como disolvente en cromatografia (HPLC).

Actividad antibacteriana: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento o destruir

las bacterias, previniendo asi que ocasionen enfermedades.

Aditivo alimentario: Sustancia, sin valor nutricional propio, que se anade intencionalmente
a los alimentos durante su procesamiento para mejorar su calidad, conservaciéon o

presentacion, como sabor, color, textura o para aumentar su vida util.

ADN: Acido desoxirribonucleico; molécula que transporta informacién genética para el

desarrollo y funcionamiento del organismo.

ADNCc: Molécula de ADN de doble cadena. Una de sus hebras es una secuencia totalmente
complementaria de ARN mensajero (ARNm) a partir del cual se ha sintetizado.

Albuminuria: Pérdida aumentada de albumina por la orina. Se define por la excrecion de

mas de 30 mg de albumina por dia.
Alicuota: Es una parte que mide exactamente a un todo.

Amniocitos: Célula procedente del epitelio amnidtico que se encuentra suspendida en el
liguido amnidtico. Se origina del blastocisto; este a su vez origina epiblastos

pluripotenciales, posteriormente los amnioblastos y por ultimo los amniocitos.
Angiogénesis: Formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes.

Anos de vida ajustados por discapacidad: Medida de salud publica que cuantifica la
carga de enfermedad en una poblaciéon, sumando los afios de vida perdidos por muerte

prematura y los afios vividos con alguna discapacidad.

Apoptosis: Proceso bioldégico controlado y genéticamente regulado mediante el cual el
cuerpo elimina células innecesarias, danadas o viejas de manera ordenada, sin generar

inflamacion ni dafar a las células circundantes.

ARN: Sigla de &cido ribonucleico; acido nucleico similar en estructura al ADN que posibilita

la sintesis de proteinas.
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ARNm: Tipo de ARN de cadena unica que participa en la sintesis proteica. EIl ARNm se

genera a partir de una plantilla de ADN durante el proceso de transcripcion.
ARNnNc: ARN no codificante. Moléculas de ARN que no se traducen para formar proteinas.

Autofagia: Proceso por el que la célula descompone y destruye proteinas viejas, dafiadas
0 anormales, y otras sustancias en su citoplasma. Los productos de la descomposicion se
reciclan para funciones celulares importantes, en especial durante periodos de estrés o

ayuno.

Bajo volumen renal: Tamafo renal reducido establecido como un percentil <10, sin

alteraciones en la morfologia del rifdn.

Biomarcador: Caracteristica que se mide objetivamente y se evalia como indicador de
procesos bioldégicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una

intervencion terapéutica.

Cistatina C: Es una proteina de bajo peso molecular usada como marcador de funcion
renal mas sensible que la creatinina.

Cohorte: Grupo de individuos que comparten una caracteristica comun. Es un grupo que

forma parte de un ensayo clinico o estudio al que se observa durante un periodo de tiempo.

Creatinina sérica: Producto de desecho presente en la sangre proveniente de los

musculos.

Criogenia: Conjunto de técnicas utilizadas para enfriar un material a temperatura de

ebullicion del nitrogeno o a temperaturas aun mas bajas.

Cromatina: Estructura condensada muy organizada compuesta por ADN, ARN y proteinas

que da origen a los cromosomas en el nucleo de la célula.

Defecto congénito: Alteracion anatomica en un 6rgano o aparato que ocurre en la etapa

embrionaria.

Diabetes mellitus: Enfermedad metabdlica crénica caracterizada por niveles elevados de
glucosa en sangre, que con el tiempo conduce a danos graves en el corazdn, vasos

sanguineos, 0jos, rilones y nervios.

Diagnéstico molecular: Proceso que se utiliza para identificar una patologia por medio del

estudio de las moléculas como ADN, ARN y proteinas de un tejido o liquido corporal.
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Dialisis peritoneal: Método de sustitucién renal para eliminar el exceso de liquidos y

productos de desecho del organismo. Utiliza como filtro el peritoneo.

Displasia renal: Defecto congénito poco frecuente en el que los rifiones, o uno de ellos, no

se desarrollan correctamente durante el embarazo.

Endogamia: Practica de contraer matrimonio entre personas de ascendencia comun,

naturales de una misma localidad o de un grupo social.

Enfermedad de Hirschsprung: Defecto congénito en el que faltan ciertas células
nerviosas del intestino grueso, por lo que el intestino del infante no puede mover las heces

normalmente y se obstruye.

Enfermedad renal crénica: se define como la presencia de una alteracion estructural o

funcional renal que persiste mas de tres meses, con o sin deterioro de la funcion renal.

Enfermedad renal crénica desconocida: Enfermedad renal cronica que no esta causada

por un factor de riesgo tipico, como la diabetes mellitus o la hipertension arterial sistémica.
Enfermedad renal crénica terminal: Es la uUltima etapa de la enfermedad renal cronica.

Enzima: Catalizador biolégico (generalmente una proteina). Actua acelerando las

reacciones quimicas especfficas en las células sin ser consumida en el proceso.

Epigenética: Cambios heredables en la expresion génica que ocurren sin alteracion en la
secuencia de nucledtidos del ADN. Parte de la biologia que estudia los factores no

genéticos que existen en el desarrollo del embrion.

Epigenoma: Término que significa literalmente “por encima” del genoma. Se compone de
compuestos quimicos que modifican o marcan el genoma de manera que indica qué hacer,

donde hacerlo y cuando hacerlo.

Epigenotipo: Conjunto de organizadores y relaciones organizativas a los que un tejido

determinado esta sujeto durante su desarrollo.

Error cromosémico: Ausencia, duplicacion o formacién incorrecta de una parte del

cromosoma.

Especies reactivas de oxigeno: Moléculas inestables que contienen oxigeno y son
altamente reactivas. Pueden causar dano al ADN, proteinas y lipidos, provocando estrés

oxidativo y dafio celular.
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Estrés oxidativo: Desequilibrio entre los niveles de antioxidantes y radicales libres

presentes en el organismo.
Etiologia: Parte de la medicina que estudia el origen o las causas de la enfermedad.

Exposicién: Es el contacto de células de un organismo con una sustancia, microorganismo

o radiacion.

Expresion génica: Es el proceso por el cual la informacién codificada por un gen se usa
para producir moléculas de ARN que codifican para proteinas o para producir moléculas de

ARN no codificantes que cumplen otras funciones.
Extrinseco: Que es adquirido o superpuesto a la naturaleza propia de algo.

Factor de transcripcion: Proteina que participa en la regulacion de la transcripcion del

ADN, pero que no forma parte de la ARN polimerasa.

Fenotipo: rasgos observables de una persona. Se determina a partir de su composicion
gendémica (genotipo) y factores ambientales.

Fibrosis: Aumento patolégico del tejido conjuntivo en algun dérgano o tejido. Puede
producirse por multiples enfermedades, la mayoria de las veces en respuesta cicatricial

normal a una lesion.

Fluoraciéon del agua: Adicion controlada de fluor al suministro de agua publica hasta

alcanzar una concentracion éptima para la prevencion de caries dental.

Fluorocromo: Molécula que absorbe luz de una longitud de onda especifica y emite luz a

una longitud de onda mas larga, un fendmeno llamado fluorescencia.

Gastrulacion: Proceso vital que tiene lugar durante el desarrollo temprano del embrién
donde las células de la blastula se reorganizan para formar tres capas germinales primarias:

ectodermo, mesodermo y endodermo.

Gen: Secuencia de ADN que constituye la unidad funcional para la transmisién de los

caracteres hereditarios.

Genotipificacion: Procesos de laboratorio que identifican variaciones especificas en el
ADN, como los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), comparando una secuencia
genética con otra o con una referencia para determinar la presencia de ciertas variantes o

rasgos.
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Genotipo: Constitucion completa de un individuo. Se usa para referirse al conjunto de

alelos presentes en uno o mas loci especificos.

Glomérulo renal: Unidad funcional del rindn. Racimo pequefio y redondo de vasos
sanguineos en el interior de los rifiones. Filtra la sangre para reabsorber materiales utiles y

extrae los desperdicios en forma de orina.

Glomerulomegalia: Afeccion médica caracterizada por el agrandamiento de los

glomérulos.

Hemodialisis: Tratamiento de sustitucion renal en el cual se filtran toxinas y exceso de
liguido de la sangre cuando los rifiones no funcionan correctamente. Se utiliza un filtro

artificial llamado dializador.

Hibridaciéon (genémica): Proceso en el que dos moléculas complementarias de una sola
hebra de ADN y/o ARN se unen y formanuna molécula de doble cadena. La unién depende
del apareamiento apropiado de las bases entre las dos moléculas de una sola hebra.

Hipermetilacion: Tratamiento de sustitucion renal que filtra toxinas y el exceso de liquido

de la sangre cuando los rifiones no funcionan correctamente.

Hipertension arterial sistémica: Enfermedad cronica de etiologia multifactorial, que se
caracteriza por un aumento sostenido de las cifras de la presion arterial sistdlica =140

mmHg y/o de la presién arterial diastélica 290 mmHg.

Hipometilacion: Fenédmeno epigenético que implica una pérdida de grupos metilo en el
ADN.

Hipoplasia renal: Presencia de rifiones pequenos, arquitecténicamente normales, que

tienen un numero reducido de nefronas.
Histona: proteina que proporciona apoyo estructural para un cromosoma.

Impronta genémica: Proceso por el cual se expresa solo una copia de un gen de una

persona, mientras que la otra copia es suprimida.
Incidencia: Numero de casos nuevos de una enfermedad que se diagnostican cada afio.

indice albumina creatinina: El cociente de la microalbumina y creatinina que compara la

cantidad de albumina con la cantidad de creatinina en la orina.
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indice de masa corporal: Es un parametro que expresa la relacién entre la estatura del
sujeto y su peso, cuyarelacion se determina para poder establecer si una persona tiene un

peso considerado normal o si se encuentra en sobrepeso u obesidad.

Intoxicacién: Reaccion del organismo a la entrada de una sustancia toxica que causa

lesion o enfermedad y en ocasiones la muerte.
Isopropanol: Es un alcohol secundario de 3 carbonos y un unico grupo —OH no terminal.

Letalidad: Proporcién de casos de una enfermedad que resultan mortales con respecto al

total de casos en un periodo de tiempo.

Locus: Lugar especifico donde se localiza o se presenta algo. En genémica, es el sitio en

un genoma.

Mecanismo epigenético: Proceso que altera la expresion de un gen sin cambiar la

secuencia de ADN, actuando como un “interruptor” sobre el codigo genético.

Metal: Elemento quimico con la capacidad de conducir calor y electricidad. Poseen alta

densidad y suelen ser sélidos a temperaturas normales.

Metaloide: Tipo de elemento quimico que muestra un comportamiento intermedio entre los

metales y los no metales.

Metilacion del ADN: Marcador epigenético que identifica la cadena molde durante la
replicacion del ADN y el origen parental de regiones improntadas, regula los transposones,

la impronta gendmicay la expresion génica.

Microarreglos: Tecnologia en desarrollo para estudiar la expresion de varios genes a la
vez. Consiste en colocar miles de secuencias génicas en lugares determinados sobre un
portaobjetos llamado chip. El apareamiento de las bases complementarias entre la muestra

y las secuencias de genes en el chip produce una cantidad de luz que se puede medir.

Microorganismo zoonético: Patogeno (como bacteria, virus, hongo o parasito) que se
transmite de forma natural de animales a seres humanos, causando una enfermedad

conocida como zoonosis.

Modificacion epigenética: Cambio en la actividad del gen que no altera la secuencia del

ADN, sino que afectala formaen la que los genes se activan o desactivan.

Monogénico: Describe un rasgo que esta determinado por un gen.
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Morbilidad: Cantidad de personas que enferman en un lugar y un periodo de tiempo

determinados en relacion con el total de la poblacion.

Mortalidad: Tasa de muertes o numero de defunciones en cierto grupo de personas en un

periodo determinado.

Mosaicismo: Trastorno por el cual un individuo tiene 2 o mas poblaciones de células que

difieren en su composicion genética.

Muerte fetal: Muerte del feto durante el embarazo, especificamente después de la semana

20 de gestacion y antes del nacimiento.

Multipotencial: Son células capaces de producir un rango limitado de linajes de células

diferenciadas de acuerdo a su localizacion.
Mutacion genética: Cualquier cambio permanente en la secuencia de ADN de una célula.

Nefrogénesis: Desarrollo embrionario del rifion. Incluye el desarrollo del pronefros,

mesonefros y metanefros durante el periodo embrionario.
Nefropatia: Cualquier alteracién o enfermedad que afecta los rifiones.

Nefrotoxico: Toda estructura quimica que, situada en el sistema renal, es capaz de
producir dafo y desequilibrios en sus aspectos morfolégicos y fisiolégicos que conducen a
lesion del érgano.

Neonato: Recién nacido; comprende las primeras cuatro semanas de la vida de un bebé.

Obesidad: Enfermedad crénica compleja que se define por una acumulacion excesiva de

grasa que puede ser perjudicial para la salud.

Oligohidramnios: Nivel bajo de liquido amnidtico. Cantidad inferior a la esperada para la

edad gestacional del bebé.

Oligonucleétido: Secuencia corta de ADN sintetizada artificialmente para tener una

secuencia corta.

Osmolaridad: Medida que expresa el nivel de concentracion de los componentes de

diversas disoluciones.

Patréon de metilaciéon: configuracion especifica en la que los grupos metilo se unen a la
molécula de ADN, regulando la expresion génica y desempefiando funciones celulares

esenciales como la diferenciaciony el desarrollo.
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Percentil: Medida de posicion usada en estadistica que indica el valor de la variable por

debajo del cual se encuentra un porcentaje dado de observaciones en un grupo.

Pesticida: Sustancia o mezcla de sustancias cuyo objetivo es prevenir, destruir o repeler o

controlar una plaga.
Polihidramnios: Es la acumulacion excesiva de liquido amniético.

Postranscripcional: Es el control del procesamiento del ARN, por lo tanto, se produce

entre las etapas de transcripcion genética y la traduccion del gen.

Preeclampsia: Trastorno del embarazo caracterizado por hipertension arterial de nueva

aparicion, acompafado de proteinuria, después de la semana 20 de gestacion.
Prematuridad: Condicién en la que un bebé nace antes de la semana 37 de gestacion.

Prevalencia: Medida del numero total de personas en un grupo especifico que tienen (o
tuvieron) cierta enfermedad, afeccién o factor de riesgo en un momento especifico o durante

un periodo determinado.
Proteinuria: Presencia en orina de proteinas en una cantidad superior a la normal.

Regién promotora: Segmento de ADN, ubicado al inicio de un gen, que funciona como un

elemento regulador de la transcripcion.

Restriccion del crecimiento intrauterino: Condicion en la que un feto crece menos de lo
esperado durante el embarazo, resultando en un tamafio mas pequefio de lo normal para

su edad gestacional.

RNAIater: Solucion acuosa estabilizadora no téxicaque penetra rapidamente en la mayoria
de los tejidos para estabilizar y proteger el ARN celular in situ en las muestras frescas,

eliminando la necesidad de congelar inmediatamente.

Sindrome de hipoventilacién central: Trastorno genético poco comun en el que el
cerebro no controla adecuadamente la respiracion, resultando en una ventilacion

inadecuada durante el suefio y, en casos graves, también durante la vigilia.

Sitio CpG: Secuencia de ADN donde un nucledtido de citosina es seguido por un nucleétido

de guanina, unidos por un grupo fosfato.

Sobrepeso: Afeccion médica definida por un peso corporal superior al saludable,

caracterizada principalmente por un exceso de grasa corporal.
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Susceptibilidad genética: Aumento de la probabilidad o posibilidad de contraer una
enfermedad especffica debido a la presencia de una o mas variantes genéticas o por una

historia familiar que indica un aumento en el riesgo de la enfermedad.
Sustancia citotoxica: Sustancia que elimina células o tejidos.

Sustancia genotoxica: Sustancia danina para el ADN. Pueden unirse directamente al ADN
o actuar directamente mediante la afectacion de las enzimas involucradas en la replicacion
del ADN.

Sustancia psicoactiva: Medicamento o sustancia que afecta el funcionamiento del
enceéfalo y provoca cambios en el estado de animo, la percepcion, los pensamientos,

sentimientos o el comportamiento.

Tasa de filtracion glomerular: Es el fluido filtrado por la unidad de tiempo desde los

capilares glomerulares renales hacia el interior de la capsula de Bowman.
Tecnologia dmica:

Teratégeno: Agente capaz de causar un defecto congénito. Generalmente, se trata de algo

parte del ambiente al que se esta expuesta la madre durante el embarazo.

Traduccioén genética: Proceso por el cual la informacién codificada en el ARNm dirige la

adicion de aminoacidos durante la sintesis proteica.

Transcripcion génica: Proceso biologico fundamental en el que una célula crea una copia

de ARN a partir de una secuencia especifica de ADN.

TRIzol: Es un reactivo completo listo para usar disefiado para el aislamiento de ARN total
de alta calidad o el aislamiento simultdneo de ARN, ADN vy proteinas a partir de una

variedad de muestras bioldgicas.

Variable: Es una caracteristica de una muestra o poblacion de datos que puede adoptar

diferentes valores.

Vasculogénesis: Formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de células progenitoras

que se diferencian in situ durante el desarrollo embrionario.

Xenobiético: Sustancia que no se encuentra de forma natural en el organismo. Sustancia

quimica que es ajena a los organismos de un ecosistema.
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Anexo A: Cuestionario factores de riesgo

EXPRESION GENICA EN NEONATOS EXPUESTOS A XENOBIOTICOS EN LA ETAPA PERINATAL

DATOS DEL PACIENTE

Folio: Fecha:_ / / Nombre:

Fecha de nacimiento: [ Domicilio: CP
Teléfono: Estado de Nacimiento: Municipio nacimiento:
Estado donde radica Municipio donde radica ¢Desde cuando?

ANTECEDENTES PATOLOGICOS
Diabetes: Sio Noo HAS:Sio Noo Obesidad: Sio Noo Tabaquismo: Sio Noo Alcohol: Sio Noo

Otras drogas: Sio No o Hx familiar de ERC: Siag Noo ¢Quién?

¢Padece alguna otra enfermedad?

¢Existen antecedentes de alguna enfermedad genética en su familia? Sic Noo ¢Cual(es)?

Otros antecedentes:

¢ Toma algun medicamento?:

Talla: Peso previo al embarazo: Peso posterior: IMC previo:

¢Llevo control prenatal durante su embarazo? Sioc Noo ¢Desde que semana?

Acido félico durante el embarazo: Sic Noo A partir de que mes?

Otras vitaminas: Sio No o ¢Qué marca?

Suplementos o medicamentos durante el embarazo: Sio Noo ¢Cual (es)?

Complicaciones en el embarazo: Sio Noo ¢Cual (es)?

ASPECTOS SOCIOECONOMICOS Y SOCIODEMOGRAFICOS

Tipo de vivienda: Ladrilo o Bloqueo  Techode lamina: Sic Nono

Tipo de piso: Cemento o Vitropiso o Tierrao Aguapara usar en casa: Llaveo Pozoo
Agua para beber: Llaveo Pozo o Garrafébno Marca: ¢Desde cuando?

Agua para cocinar: Llave o Pozo o Garraféno Marca:

¢Cual es el ingreso promedio mensual familiar? <5 mil o 5-20 milo 20-30 mil o 30-50 mil o >50 mil o

A qué se dedica? Servicios con los que cuenta: Aguao Luzo Gaso

¢ Existe algun parentesco con su esposo? Sio Noo
¢Existe algun parentesco entre sus padres? Sioc Noo
¢ Su casa esta cerca de un huerto o cultivo? Sic Noo ¢Cual? Distancia en metros:

¢(Empleo de su esposo?:




Usa pesticidas o sustancias quimicas en su trabajo: Sic Noo ,Cual?:

EXPOSICION A XENOBIOTICOS

¢Sale frecuentemente de su localidad? Sio No o ¢Qué tan frecuente?

¢ Consume con frecuencia pescado o mariscos? Sio No o ¢Quétan frecuente?

¢ Trabajo en el campo durante el embarazo? Sioc Noo

¢ Consume alimentos en su lugar de trabajo? Sio Noo

¢ Esta expuesto a algun material peligroso en su trabajo? Sio No o

¢Usted o alguien de su familia realiza alguna actividad que lo exponga a algun pesticida? Sio Noo
¢Lava las frutas y verduras? Si o No o ¢ Ha cambiado de residencia por problemas de salud? Sio Noo
¢Doénde compra sus frutas y verduras? Agropecuario o Supermercadoo Tianguis o Fruterias o

¢ Cual es el material de sus ollas y utensilios de cocina? Aluminioo Aceroo Teflono Peltre o

DATOS DEL RECIEN NACIDO

Sexo: Peso: Talla: SC: Edad gestacional:

Anomalias al nacimiento: Sic Noo ¢Cual (es)?

Peso al 4to dia: Talla al 4to dia: Superficie Corporal:

Ultrasonido: Longitud RI: Volumen RI: Longitud RD: VolumenRD:
Cistatina C: Creatinina:

Albumina: Ferritina: Hb: VCM: CMHC:__ Leucos: __ Plaquetas:

Muestra liquido amniético: Sio Noo Muestrasanguinea: Sio Noo Muestrade orina: Sio Nono
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DRA. LESLIE PAOLA ZUNIGA MACIAS
INVESTIGADORA PRINCIPAL

En cumplimiento con las Buenas Practicas Clinicas y la Legislacion Mexicana vigente en materia de
investigacion clinica, el Comité de Etica en Investigacién del Centenario Hospital Miguel Hidalgo, en su Sesion
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de existir modificaciones al proyecto es necesario que sean reportadas al Comité.

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.
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Anexo C: Consentimientoinformado controles positivos

CENTENARIO HOSPITAL MIGUEL HIDALGO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

Expresidon génica en neonatos expuestos a xenobidticos en la etapa perinatal
FECHA DE PREPARACION: 09 DE OCTUBRE DEL 2022 VERSION: 1

Investigador principal: Maestra Leslie Paola Zufiiga Macias

Direccion del investigador: Av. Mariano Escobedo 209 Casa Blanca, Aguascalientes, Ags.
Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias): (449) 1832318
Investigadores participantes: Dr. Francisco Javier Avelar Gonzalez, Dra. Alma Lilian Guerrero
Barrera, Dr. José Manuel Arreola Guerra.

Nombre del patrocinador del estudio: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
Direccion del patrocinador: Av. Insurgentes Sur 1582, Col. Crédito Constructor, Alcaldia Benito
Judrez, C.P. 03940, Ciudad de México

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: Version 1. Fecha:
09/10/2022

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al
investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaracion de
Helsinkiy a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente
acerca de los riesgos y beneficios con el fin tomar una decision informada. Este formato de
consentimiento informado le dara informacién detallada acerca del estudio de investigacion
que podra comentar con su meédico tratante o con algin miembro del equipo de
investigadores. Al final se le invitara a que forme parte del proyecto y de ser asi, bajo
ninguna presién o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Procedimiento para dar su consentimiento: Usted tiene el derecho a decidir si quiere
participar en esta investigacion, y se puede tomar todo el tiempo que requiera para
considerar esta invitacion. El investigador le explicara ampliamente los beneficios y riesgos
del proyecto sin ningun tipo de presion y tendra todo el tiempo que requiera para pensar,
solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decirle al investigador acerca de su
decision. Esta decision no tendra efecto alguno sobre su atencion médica en el Instituto. Al
final de esta explicacién, usted debe entender los puntos siguientes:



l. La justificacion y los objetivos de la investigacion.

Il. Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la identificacion de
gué son procedimientos experimentales.

lll.  Los riesgos o molestias previstos.

IV. Los beneficios que se pueden observar.

V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted

VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion
y el tratamiento de la materia.

VII. La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento en el
Instituto.

VIIl. La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra
la confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada que
pueda ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicion
para continuar con su participacion.

X.  La disponibilidad de tratamiento médico y compensacion a que legalmente tiene
derecho, en el caso de que ocurran dafos causados directamente por la
investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decision
final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPARY DESCRIPCION DEL PROYECTO
Estimado Sr(a).

El Centenario Hospital Miguel Hidalgo, a través del grupo de investigacion, le invitan a
participar en este estudio de investigacion que tiene como objetivo: Conocer los niveles de
sustancias téxicas ambientales que pudieran afectar la salud de su hijo recién nacido.

En los ultimos afos se estan utilizando muchas sustancias para mejorar los sistemas de
produccion. Estas sustancias son fertilizantes, pesticidas y herbicidas. La mayoria de los
estudios se han realizado para verificar su toxicidad aguda y cuando se tiene contacto con
estas sustancias con base a las recomendaciones de los productos, no se tienen efectos
graves a la salud. Sin embargo no conocemos si el contacto con estas sustancias en la
etapa previa al nacimiento pudiera afectar la salud de los recién nacidos. Por esta razon, la
invitamos con la finalidad de poder medir las sustancias posiblemente tdxicas en la orina
de mama, orina de bebé y liquido amnidtico. Evaluar si existe relacioén con la presencia de
las sustancias toxicas y alteraciones genéticas. Estas alteraciones genéticas seran
estudiadas en células obtenidas del liquido amnidtico.

Ademas de estas mediciones, se les invitara para ser seguidos en consulta externa del
hospital Hidalgo con la finalidad de evaluar los efectos de estos pesticidas a largo plazo.

La duracion del estudio es: 5 afios.

El numero aproximado de participantes sera: 400 pacientes.



Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas:

e Mujeres embarazadas.
e Entre 18 y 40 afos

e No tenga enfermedades crénicas antes del embarazo como hipertensiéon arterial
sistémica y diabetes mellitus, entre otras. Las mujeres solo con obesidad si podran
ser invitadas.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Obtener muestras al momento del nacimiento de orina, sangre y a su bebé del cordon
umbilical y liquido amnidtico y placenta. Esto no representa ningun riesgo para su bebé ni
para usted.

Su participacion en el estudio consiste en: permitirnos obtener muestras sanguineas y de
orina de la madre, liquido amnidtico, sangre de corddén umbilical del bebé y placenta.

Al cuarto dia después del nacimiento, cuando lleve a su recién nacido para la toma de
muestra para tamiz metabdlico, tomaremos una muestra sin necesidad de puncionar a su
bebé.

Los procedimientos del estudio incluyen la realizacion de toma de muestras.

Las responsabilidades de los participantes incluyen: acudir a sus citas de control prenatal
conforme se le asignen.

RIESGOS E INCONVENIENTES

Ninguno.

BENEFICIOS POTENCIALES

Ayudar a conocer si la exposicion a sustancias muy comunes en la actualidad pudiera
afectar la salud de los recién nacidos.

Nos permitira conocer la cantidad de toxicos que pueda tener en su organismo y lo
relacionaremos con la funcién del rifién de su bebé.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

Ninguna.

COMPENSACION

No aplica.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacién es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el estudio.
En caso de no hacerlo, recibira el tratamiento o manejo estandar para su enfermedad. Sus



consultas y atencién integral en el Instituto no se verian afectadas en ningun sentido si
usted decide no participar.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Los resultados o materiales obtenidos en el estudio seran propiedad de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes. Si un producto comercial es desarrollado como resultado del
estudio, tal insumo sera propiedad del Centenario Hospital Miguel Hidalgo o de quienes
ellos designen. En tal caso, usted no recibira un beneficio financiero por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y las conclusiones del
estudio.

La investigacién es un proceso largo y complejo. El obtener los resultados finales del
proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su relaciéon
con el Centenario Hospital Miguel Hidalgo o su derecho a recibir atencién médica o
cualquier servicio al que tenga derecho. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su
consentimiento e interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su
atencion en el Centenario Hospital Miguel Hidalgo. Se le informara a tiempo si se obtiene
nueva informacién que pueda afectar su decisiéon para continuar en el estudio.

El investigador puede excluirlo del estudio si considera que tiene enfermedad crénica.

Los procedimientos que seran necesarios si usted termina su participacion en el estudio
son: continuar acudiendo a sus estudios de laboratorio y visitas de seguimiento como lo ha
hecho desde la deteccion del dafio renal y hasta antes de este estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios. Las muestras biolégicas obtenidas
no contendran ninguna informacioén personal y se codificaran con un numero de serie para
evitar cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicion legal, las muestras bioldgicas,
incluyendo la sangre, son catalogadas como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por
esta razon durante el curso de la investigacion su muestra no podra serle devuelta. Es
posible que sus muestras bioldgicas, asi como su informacion médica y/o genética, puedan
ser usadas para otros proyectos de investigacion analogos relacionados con la enfermedad
en estudio. No podran ser usados para estudios de investigacion que estén relacionados
con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser
sometidos a aprobacion por un Comité de Etica.

Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 2 afios.



Los cdédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran
guardados en un archivero con llave. Sdlo los investigadores tendran acceso a ellos.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su
participacion en el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley,
asignando cadigos a su informacion. El codigo es un numero de identificacion que no
incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona sera compartida con otros
sin su autorizacion, excepto:

» Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido
una lesion y requiere tratamiento de emergencia); o

= Es solicitado por la ley.

Personal del estudio (monitores o auditores) podra tener acceso a la informacién de los
participantes.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y la destrucciéon de su material
biologico y de su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran
acceso a los datos que tienen su nombre. Si asi lo desea, usted debera poner en contacto
con Leslie Paola Zuniga Macias y expresar su decision por escrito.

El Comité de Etica en Investigacion del Centenario Hospital Miguel Hidalgo aprobé la
realizacion de este estudio. Dicho comité es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios
de investigacion en humanos en el Instituto. En el futuro, si identificamos informacion que
consideremos importante para su salud, consultaremos con el Comité de Etica para que
decidamos la mejor forma de darle esta informacion a usted y a su médico. Ademas, le
solicitamos que nos autorice recontratarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle
informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacion personal seran
eliminados antes de usar los datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el
estudio.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con: Leslie Paola
Zuiniga Macias. Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el
estudio, puede hablar con el presidente del Comité de Etica en Investigacién del Centenario
Hospital Miguel Hidalgo (Dr. Jaime Asael Lépez Valdez, teléfono: 449 994 6720 ext. 8646).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he



tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio,

estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido

explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras bioldgicas para ser utilizadas
en este estudio. Asi mismo, mi informacion médica y bioldgica podra ser utilizada con los

mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto
requiere colectar informacion adicional o si encuentran informacioén relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas

a. ¢Haleido y entendido la forma de consentimiento informado,
en su lenguaje materno?

b. ¢Hatenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este
estudio?

c. ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus
preguntas?

d. ¢Ha recibido suficiente informacién acerca del estudio y ha
tenido el tiempo suficiente para tomar la decision?

e. ¢Entiende usted que su participaciéon es voluntaria y que es
libre de suspender su participacion en este estudio en cualquier
momento sin tener que justificar su decision y sin que esto
afecte su atencién médica o sin la pérdida de los beneficios a
los que de otra forma tenga derecho?

f. ¢ Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun
desconocidos, de participar en este estudio?

g. ¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de
participar en este estudio?

h.  ¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos
legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?

i. ¢ Entiende que el médico participante en el estudio puede
retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que
Usted no siguio los requerimientos del estudio o si el médico
participante en el estudio considera que médicamente su retiro
€s en su mejor interés?

j- ¢ Entiende que usted recibira un original firmadoy fechado de
esta Forma de Consentimiento, para sus registros personales?

e

Si

(marque
por
favor)

O

O O O 0O

NO

(marque
por
favor)

O

o O o 0O



Declaracion del paciente: Yo,
declaro que es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido
informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacion en cualquier
momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo
mi participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el
Centenario Hospital Miguel Hidalgo y no sufriré perjuicio en mi atenciéon médica o en futuros
estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o
beneficios potenciales derivados de mi participacion en el estudio. Puedo obtener los
resultados de mis examenes clinicos si los solicito. Si tengo preguntas sobre el estudio,
puedo ponerme en contacto Leslie Paola Zuhiga Macias Tel 4491832318. Si usted tiene
preguntas sobre sus derechos como participante en el estudio, problemas, preocupaciones
o preguntas, obtener informacion u ofrecer informacion sobre el desarrollo del estudio,
siéntase en la libertad de hablar con el coordinador del Comité de Etica en Investigacion
del Centenario Hospital Miguel Hidalgo (Dr. Jaime Asael Lopez Valdez, teléfono: 449 994
6720 ext. 8646). Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de
salud (por ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en
la ciudad donde resido, tan pronto como sea posible. He leido y entendido toda la
informacion que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He tenido la oportunidad
para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi
satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento
informado.

Nombre del Participante Firma del Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal

Fecha



Nombre del Investigador que explicoé el documento  Firma del Investigador

Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Fecha Relacién con el participante:
Direccion:
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
Fecha Relacion con el participante:
Direccion:
Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 8 paginas)



Anexo D: Consentimientoinformado controles negativos

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
EXPRESION GENETICA EN NEONATOS EXPUESTOS A XENOBIOTICOS EN LA
ETAPA PERINATAL
FECHA DE PREPARACION: 9 DE OCTUBRE DEL 2022 VERSION: 1

Investigador principal: Mtra. Leslie Paola ZufAiga Macias

Direccion del investigador: Av. Mariano Escobedo #209, Casa Blanca, Aguascalientes Ags.
Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias): (449)1832318
Investigadores participantes: Dr. Francisco Javier Avelar Gonzalez, Dr. José Manuel Arreola
Guerra, Dra. Alma Lilian Guerrero Barrera, MPSS Ricardo Daniel Estrada Moreno.

Nombre del patrocinador del estudio: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT).
Direccion del patrocinador: Av. Insurgentes Sur 1582, Col. Crédito Constructor,

Alcaldia Benito Juarez, C.P. 03940, Ciudad de México

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacién: version 1, Fecha 09/10/2022

INVITACION A PARTICIPAR

Estimado Sr(a).
Su meédico tratante, el Dr. , Se complace en
invitarlo(a) a participar en este proyecto, su participacion es TOTALMENTE VOLUNTARIA
y no afectara la atencion médica con respecto a pacientes que no participen en el protocolo.

Este estudio fue presentado ante un COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION donde fue
aprobado tras demostrar que no presenta ningun tipo de riesgo para su bebé, ni para usted.

Usted esta en todo su derecho de decidir NO PARTICIPAR en dicho protocolo, lo cual no
afectara de ninguna forma su atenciéon médica habitual.

DESCRIPCION DE PARTICIPACION
¢En qué consiste mi participacion?

Su participacion consiste en la toma de sangre y orina de la madre asi como liquido
amniotico, sangre y orina de su bebé.

¢ Como se tomaran las muestras de mi bebé?

La muestra de liquido amnidtico se hara durante el momento del parto o cesarea por su
meédico tratante. La muestra de sangre se tomara del cordén umbilical, por lo que en ningun
momento sera necesario puncionar a su bebé. La muestra de orina se obtendra utilizando
una bolsa recolectora, la cual se pondra debajo del panal de su bebé.

¢ Como se tomaran las muestras de la madre?

Sus muestras seran recabadas al momento de su ingreso al hospital durante el trabajo de
parto.



Su informacion sera protegida conforme ala ley, en ningin momento sus datos personales
seran usados en el estudio o publicados, quedando resguardados por los médicos
investigadores. Las muestras seran codificadas con un niumero de serie y solo los
investigadores contaran con la informacion de a quién pertenece cada muestra, esto con el
objetivo de poder entregarle posteriormente una copia de los resultados.

Al aceptar participar en este estudio, nos permite almacenar sus muestras y en determinado
momento podrian ser usadas en investigaciones futuras.

BENEFICIOS POTENCIALES
Para usted y su bebé:

Podra conocer si existe la presencia de estos téxicos en su organismo y los relacionaremos
con la funcion del rindn de su bebé. Se realizaran estudios en su bebé, para ver si existen
alteraciones genéticas relacionadas con el desarrollo de la enfermedad renal.

Se le entregara una copia de TODA LA INFORMACION ENCONTRADA endichos estudios
y se le explicara su significado.

Los estudios genéticos, los de determinacion de sustancias téxicasy cualquier otro estudio
que se realice para este protocolo sera cubierto por el grupo de investigacion, lo que
significa que sera TOTALMENTE GRATIS.

Para la Sociedad:

Contribuira en conocer si la exposicion a sustancias téxicas comunmente usadas en la
actualidad pudiera afectar la salud en nuestra sociedad.

Ayudara a conocer posibles causas de le enfermedad renal en los jovenes de nuestro
estado, lo que ayudara a desarrollar métodos para un diagndstico temprano y tratamientos
oportunos.

RIESGOS EINCONVENIENTES

Puede existir el riesgo de hematoma en el lugar de la puncion en la madre durante la toma
de sangre. Para el bebé no existe riesgo alguno.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con: Dra. Leslie Paola
Zuniga Macias. Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante del estudio,
puede hablar con el presidente del Comité de Etica del Centenario Hospital Miguel Hidalgo
(Dr. Jaime Asael Lopez Valdez, teléfono: 449 994 6720 ext. 8646).



DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, declaro que he leido con
cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que me han surgido
y todas han sido respondidas satisfactoriamente.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biologicas para ser utilizadas
en este estudio. Por disposicion legal las muestras biologicas son catalogadas como
residuos peligrosos bioldgicos-infecciosos y por lo tanto estas no podran ser devueltas, no
obstante, se me ha explicado mi derecho a RETIRARME DEL PROTOCOLO en cualquier
momento, con la consecuente destruccién de mi material bioldgico e informacion.

Estoy de acuerdo en que los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio sean
utilizados en publicaciones o presentaciones médicas, protegiendo siempre la privacidad
de mis datos. Asi mismo estoy de acuerdo, en caso necesario, que se me contacte en el
futuro si el proyecto requiere recolectar informacion adicional.

Nombre y Firma del Participante (o representante legal) Fecha

Nombre y Firma de Testigo Relacion con el paciente

Nombre y Firma de Médico

Direccion:

Aguascalientes, Ags., a de del 2023

ESTE DOCUMENTO ES ORIGINAL, CONSTADE 3 PAGINAS Y CUMPLE CON LOS ALIMNEAMIENTOS ESTABLECIDOS
EN EL REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN MATERIA DE INVESTIGACION PARA SALUD Y LA
DECLARACION DE HELSINKI. REVISADO EL 17 DE FEBRERO 2023.



Anexo E: Adendumal protocolo

Q

UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGUasCaLENTeS

Aguascalientes, Ags., 01 de mayo de 2023

DR. JAIME ASAEL LOPEZ VALDEZ

Presidente del Comité de Etica en Investigacién y
Secretario Técnico del Comité de Investigacion
PRESENTE

Estimado Dr. Jaime Lopez

Por medio del presente, me dirijo a usted para solicitar un adendum al protocolo de
investigacion titulado “Expresion génica en neonatos expuestos a xenobioticos en la
etapa perinatal”, el cual fue presentado al Comité de Etica e Investigacién del Centenario
Hospital Miguel Hidalgo el dia 13 de octubre de 2022 y aprobado el dia 14 de octubre de
2022 con registro 22-E-44.

La finalidad de dicho adendum es realizar la medicién de la expresion génicaen sangre de
cordén umbilical y en tejido placentario, ademas de lo previamente solicitado en nuestros
pacientes reclutados debido a que estudios previos han demostrado la utilidad de estos
materiales bioldgicos para nuestra investigacion médica; ademas de que estas muestras
aumentarian de manera notoria el nimero de pacientes para nuestro estudio.

Confiamos en que la medicion de la expresion génicaen estos tejidos biolégicos, ademas
de la ya aprobada previamente (liquido amniético), nos conducira aresultados importantes
en nuestra investigacion, de tal manera que puede contribuir a la deteccién oportuna de
enfermedad renal crénica, ademéas de poder correlacionar de una forma mas amplia la
expresion génicacon la exposicién a pesticidas y metales pesados en neonatos.

Sin otro particular por el momento, quedo ante usted para cualquier aclaracion, enviando
mis saludos cordiales.

ATENTAMENTE

M. en C. LESLIE PAOLA ZUNIGA MACIAS
Doctorado en Ciencias Biologicas
Universidad Autonoma de Aguascalientes

c.c.p DRA. MARIA DE LA LUZ TORRES SOTO.-JEFA DEL DEPTO. DE ENSENANZA E INVESTIGACION
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