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Resumen

La hiperglucemia que se presenta en una condicion de diabetes gestacional (DG) puede inducir estrés del
reticulo endoplasmico (ERE) en la placenta, un 6rgano clave para el desarrollo fetal. Este estudio evalué la
expresion de BIP y CHOP, marcadores del ERE, en placentas de pacientes con DG tratadas con y sin
metformina, comparadas con un grupo control. Se observd una mayor expresion de BIP en el grupo control,
lo que sugiere una mejor capacidad adaptativa frente al estrés celular. En contraste, la expresién de CHOP
fue mas elevada en el grupo tratado con metformina, lo que podria indicar una activacion aumentada de vias
proapoptéticas. Estos hallazgos plantean interrogantes sobre el impacto placentario del tratamiento
farmacologico en DG, mas alla del control glucémico. Desde la perspectiva de la teoria de los Origenes del
Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (DOHaD), la disfuncién placentaria inducida por estrés celular puede
alterar la programacion fisiolégica del feto, predisponiéndolo a enfermedades metabolicas en etapas
posteriores de la vida. En este contexto, los resultados apoyan la necesidad de comprender cémo
intervenciones durante el embarazo, como el uso de metformina, pueden modular el microambiente
intrauterino y, con ello, influir en la salud a largo plazo. Apoyo financiero: DAIP-UG (CIIC 389/2025).

Palabras clave: DOHaD, BIP, CHOP, Estrés del Reticulo Endoplasmico, Respuesta a proteinas mal
plegadas.

Introduccion

El concepto “DOHaD” Development Origins of Health and Disease (Origenes de la Salud y la Enfermedad
durante el Desarrollo) establece que las exposiciones ambientales adversas como como la DG, la disfuncion
placentaria y el estrés celular, durante periodos criticos del desarrollo desde la concepcidn, el embarazo, la
infancia e incluso la vida fetal influyen profundamente en la salud y el riesgo de enfermedad a lo largo de toda
la vida. Ello mediante mecanismos de programacion biolégica, incluyendo modificaciones epigenéticas,
inflamatorias y metabdlicas, que alteran la estructura y funcidon de érganos y sistemas, condicionando la
susceptibilidad del individuo a enfermedades crénicas no transmisibles a lo largo de su vida (Penkler et al.,
2019). La teoria DOHaD ha revolucionado la manera en que entendemos las enfermedades cronicas y el
desarrollo humano, sugiriendo que los factores de riesgo no se limitan a la vida adulta, sino que se originan
mucho antes de que una persona nazca e incluso, se conciba.

Objetivo

Evaluar la expresion de los marcadores de estrés del reticulo endoplasmico, BIP (Binding Immunoglobulin
Protein) y CHOP (C/EBP Homologous Protein), en tejido placentario de pacientes con diagnéstico de DG,
tratados con y sin metformina. Este analisis tiene como finalidad identificar posibles diferencias en la
activacion del estrés del reticulo endoplasmico (ERE) asociadas al tipo de tratamiento, y explorar su
implicacion en la disfuncion placentaria y en los mecanismos de programacion fetal vinculados a esta
patologia metabdlica.
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Antecedentes y justificacion.

A nivel mundial, el 14% de los embarazos desarrolla DG (Sweeting et al., 2024) siendo una de las
complicaciones mas frecuentes en el embarazo. Su prevalencia varia segun las diferencias en los factores
de riesgo y los enfoques de deteccion y diagndstico; demostrando un aumento junto con la obesidad y la
diabetes tipo 2 (Blanco et al., 2022). En México, la prevalencia de DG se reporta entre el 8.7 a 17.7 %. La
mujer mexicana esta en mayor posibilidad de desarrollar DG por pertenecer a un grupo étnico de alto riesgo.
(Instituto Mexicano del Seguro Social, 2016). La DG se define como la intolerancia a la glucosa que se detecta
por primera vez durante el embarazo, con niveles de glucosa que son superiores a los normales pero
inferiores a los que diagnosticarian diabetes manifiesta, y representa un riesgo para la salud mundial ante el
aumento de obesidad en el mundo (American Diabetes Association Professional Practice Committee
(ElSayed et al., 2025). La DG representa un riesgo importante tanto para la madre como para el recién nacido.
Se ha asociado con un aumento significativo en complicaciones maternas como hipertension gestacional,
preeclampsia, parto por cesareay parto prematuro. Para los recién nacidos, los riesgos incluyen hipoglucemia
neonatal, sindrome de dificultad respiratoria, hiperbilirrubinemia e hipocalcemia (Clement et al., 2025).
Ademas, los hijos de madres con DG tienen una mayor probabilidad de desarrollar obesidad, diabetes tipo 2,
trastornos del espectro autista y déficit de atencién (Clement et al., 2025; Guan et al., 2025; Rowland & Wilson,
2021). Un estudio poblacional reciente en Canada también demostr6 que la exposicion intrauterina a DG se
asocia con un mayor riesgo a largo plazo de trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), autismo,
hipertension y enfermedad cardiovascular en los hijos (Feig et al., 2024). Incluso en poblaciones europeas,
se ha confirmado un riesgo independiente de preeclampsia asociado a la DG (Ostlund et al., 2004). Estos
hallazgos subrayan la necesidad de un monitoreo riguroso y de intervenciones tempranas para reducir sus
consecuencias en la salud materna e infantil.

El tratamiento de la DG sigue un enfoque escalonado que comienza con modificaciones en el estilo de vida
como dieta individualizada, control del peso y actividad fisica moderada, y progresa a tratamiento
farmacoldgico cuando la glucemia permanece fuera de rango. Aunque la insulina es el tratamiento de primera
eleccion, su administracion subcutanea, el monitoreo intensivo y el riesgo de hipoglucemia han impulsado el
uso de farmacos orales como la metformina (He et al., 2022; Rena et al., 2017; Viollet et al., 2012). Este
farmaco reduce la produccién hepatica de glucosa, mejora la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos y
disminuye la absorcion intestinal de glucosa; en conjunto, ayuda a mantener niveles glucémicos mas estables
en la mujer embarazada sin inducir hipoglucemias severas (Rowan et al., 2008). La metformina atraviesa la
placenta y puede alcanzar concentraciones fetales similares a las maternas; sin embargo, los estudios no
muestran efectos teratogénicos ni alteraciones adversas en el crecimiento o el desarrollo neurolégico a corto
o largo plazo (Balani et al., 2009). A nivel placentario, la activacion de la via AMPK se ha relacionado con
menor estrés oxidativo e inflamacién, asi como con la modulaciéon de la proliferacion trofoblastica, la
angiogénesis y el transporte de nutrientes, lo que podria contribuir a la reduccion del riesgo de macrosomia
observada en algunos estudios y a una menor incidencia de hipoglucemia neonatal en comparacion con la
insulina (Tarry-Adkins et al., 2022). En conjunto, la metformina ofrece un perfil terapéutico multifacético,
seguro y bien tolerado que la convierte en una alternativa razonable para el manejo de la DG en casos
seleccionados (Rowan et al., 2008).

La DG genera un ambiente hiperglucémico que impacta directamente sobre la funcién placentaria y el
desarrollo fetal. Esta condicion induce una activacion anormal de vias metabdlicas, incluyendo mTOR e
IGF-1, favoreciendo el crecimiento celular excesivo, la sintesis aumentada de lipidos y proteinas, y el
desarrollo de macrosomia (Gaccioli et al., 2013). Ademas, el entorno hiperglucémico promueve estrés
oxidativo en la placenta, contribuyendo a disfuncién placentaria y un ambiente intrauterino inflamatorio
(Saucedo et al., 2023). Este desequilibrio también altera el transporte de glucosa y lipidos hacia el feto,
facilitando la acumulacion de tejido adiposo, el desarrollo de resistencia a la insulina y una mayor
susceptibilidad a obesidad, dislipidemia y diabetes tipo 2 en la descendencia (Sheiner, 2020). A nivel
epigenético, se han identificado modificaciones estables en genes reguladores del metabolismo, detectadas
en placenta y sangre de cordén, que pueden perpetuar estos efectos incluso afios después del nacimiento
(Alba-Linares et al., 2023).
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La placenta es un érgano clave en la programacion fetal, ya que responde a sefiales ambientales modulando
su metabolismo y, por ende, influyendo en el desarrollo del feto (Burton et al., 2016). En contextos de obesidad
o hipoxia materna, se ha documentado disfuncién mitocondrial, incremento en especies reactivas de oxigeno
(ROS). Estas alteraciones reflejan una programacion fetal adversa que persiste mas alla del nacimiento. En
el contexto de la DG, una de las complicaciones metabdlicas mas prevalentes del embarazo, se ha observado
una disrupcion significativa en la funcion placentaria, lo cual representa un riesgo tanto para la madre como
para el neonato (Chiefari et al., 2017; Lende & Rijhsinghani, 2020). La DG afecta la sefalizacion hormonal,
el transporte de nutrientes, el metabolismo lipidico y la regulacién del estrés oxidativo en la placenta (Desoye
& Hauguel-de Mouzon, 2007).

Diversos estudios han demostrado que la DG esta asociada con aumento del estrés oxidativo, alteraciones
mitocondriales y disfuncion del reticulo endoplasmico en el tejido placentario (H. W. Yung et al., 2014). El
estrés del reticulo endoplasmico (ERE) genera acumulacion de proteinas mal plegadas, lo que activa la
respuesta adaptativa conocida como respuesta a proteinas desplegadas (UPR), involucrando vias como
IRE1, PERK y ATF6 (Hetz, 2012). Cuando esta respuesta es sostenida, puede inducir apoptosis celular,
inflamacién croénica, disfuncion proteica y alterar el transporte placentario de lipidos, aminoacidos y glucosa,
contribuyendo a macrosomia fetal y otras alteraciones antropométricas neonatales (Bloise et al., 2015),
reforzando el eje fisiopatoldgico propuesto por DOHaD.

Ademas, se ha sugerido que la metformina, como tratamiento farmacoldgico, podria modular de manera
indirecta el estrés oxidativo y la UPR en la placenta, promoviendo una restauracion parcial de la homeostasis
en comparacion con el manejo convencional (dieta y ejercicio), aunque este efecto aun requiere mayor
evidencia en humanos (Salomaki et al., 2013; Syngelaki et al., 2016) La identificacion de biomarcadores de
disfuncion placentaria en DG, especialmente aquellos vinculados al ERE, se postula como una via
prometedora para el desarrollo de intervenciones terapéuticas dirigidas, con el objetivo de mejorar los
resultados perinatales y reducir el riesgo de enfermedades cardiometabodlicas a largo plazo en la
descendencia (Aye et al., 2014; Jones et al., 2007).

Material y métodos

Poblacion

Tejido placentario de productos de mujeres con embarazo normoevolutivo o bien, con diagnoéstico de DMG,
tratadas con y sin metformina, entre 18 afios y 35 afios, con embarazo a término (semana 37 a semana 41
de gestacion), primigestas y multigestas, con productos unicos nacidos por parto eutécico o cesarea y con
estado fetal estable. Aquellas con diagndstico de DG, tratadas con metformina o tratadas con asesoramiento
nutricional y/o ejercicio. Sin diagnostico previo de diabetes. Sin toxicomanias (alcoholismo o tabaquismo). Sin
enfermedad hipertensiva en el embarazo, sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos, sindrome de ovario
poliquistico, restriccion del crecimiento intrauterino, enfermedades del tejido conectivo o procesos infecciosos
y sin contraindicaciones para el uso de metformina. Todas ellas con consentimiento para su participacion en
el estudio.

Se emplearan muestras de placentas de los siguientes grupos de estudio:

e Grupo C. Control (Embarazo fisiolégico sin complicaciones)

e Grupo DMG. Embarazo con diagnéstico de DG tratada solo con asesoramiento de dieta o dieta y
ejercicio.

e  Grupo DMGM. Embarazo con diagndstico de DG tratada con metformina.

Procedimiento

- Electroforesis de proteinas de homogenado de tejido placentario.

Se separaron las proteinas de homogenados de tejido placentario mediante geles de poliacrilamida—
SDS al 7.5%. Se cargaron 100 ug de proteina de placenta y se corrieron los primeros 20 mina 75V
y los posteriores 120 min a 120 V.
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- Inmunotransferencia de proteinas de homogenado de tejido placentario.

Las proteinas de placenta separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 1.5 h, a una corriente eléctrica constante de 280 mA.

- Inmunodeteccién de BIP, CHOP y Tubulina.
La inmunodeteccion se realizé bloqueando la membrana con BSA al 5% durante dos horas a 4°C
en agitacion. Se realizaron dos lavados de 5 min cada uno con TBS-Tween 20 al 0.1% (solucién
salina tamponada con Tris y Tween 20 al 0.1%) y dos con TBS sin Tween-20.

- Detecciéon de BIP.

La deteccion de BIP total se hizo empleando anticuerpo primario (Ab1) anti-BIP diluciéon 1:1000, se
incubd toda la noche (20 horas en agitacion suave a una temperatura de 4°C). Posteriormente, las
membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween 20 (0.1%) por 5 min cada lavado y dos con TBS
sin Tween-20. Después, se incubaron con el anticuerpo secundario (Ab2) a una dilucién 1:10,000
durante 2 horas en agitacion suave a 4°C, después de esto se realizaron tres lavados con TBS-
Tween 20 (0.1%) y dos con TBS sin Tween-20.

- Detecciéon de CHOP

La deteccion de CHOP total se hizo empleando como anticuerpo primario (Ab1) anti-CHOP dilucién
1:1500. El anticuerpo primario se incub6 toda la noche (20 horas en agitacién suave a una
temperatura de 4°C). Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween 20
(0.1%) por 5 min cada lavado y dos con TBS sin Tween-20. Después se incubaron con el anticuerpo
secundario (Ab2) anti-mouse a una diluciéon 1:150,000 durante 2 horas en agitaciéon suave a 4°C,
después de esto se realizaron tres lavados con TBS-Tween 20 (0.1%) y dos con TBS sin Tween-20.

- Detecciéon de Tubulina

Como control de carga se detectd a-tubulina del tejido placentario empleando como (Ab1)
monoclonal anti- a-tubulin (SIGMA, T 6074) dilucién 1:8,000. El Ab1 se incubd durante 2 horas en
agitacion suave a una temperatura de 4°C. Posterior a la exposicion al Ab1, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario (Ab2) anti-mouse a una dilucién 1:5,000 durante 2hrs a 4°C.
Después de esto se realizaron tres lavados con TBS-Tween 20 (0.1%) y dos con TBS sin Tween-
20.

El revelado de las membranas se realiz6 por quimioluminiscencia empleando como sustrato una mezcla de:
luminol y H202 (ECL ClarityTM BIO RAD), proporcién 1:1. De las bandas inmunodetectadas se realizd un
analisis por densitometria para evaluar los niveles de expresion de las proteinas BIP y CHOP, los resultados
se normalizaron con la densidad de la banda correspondiente a tubulina. Para ello se empleé el programa
Molecular Imagen® ChemiDoc TM XRS+ Bio Rad utilizando el software Image Lab.

Resultados

CONTROL | DMGMC | DMGM

 —————

TUBULINA 20 kDa

FIGURA | INMUNODETECCION DE BIP Y CHOP EN PLACENTA Y SU CONTROL CON a- TUBULINA
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En el analisis mediante Western blot se observé la presencia de las proteinas BIP (80 kDa) y CHOP (27 kDa)
en todas las muestras analizadas (Figura 1). Se observaron las bandas correspondientes a sus pesos
moleculares en el tejido placentario.

Se determind que el promedio del nivel de expresion de BIP fue de 0.85 + 0.56 AU en el grupo DMG, 0.26 +
0.12 AU en el grupo DMGM y 1 + 0.45 AU en el grupo control. (Figura 2). Los niveles de expresion de BIP
fueron menores en el grupo DMGM comparados con el grupo control (p=0.03).

El promedio del nivel de expresion de CHOP en el grupo DMG fue de 4.05 £ 2.61 AU, 1 £ 0.48 AU en el grupo
control y 3.38 + 3.48 AU en el grupo DMGM; no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
estudio. (Figura 3).
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FIGURA 2. EXPRESION BIP FIGURA 3. EXPRESION CHOP

Discusion

El ERE es un proceso celular fundamental en condiciones de sobrecarga metabdlica o alteracion del ambiente
intracelular, como sucede en la DG. La placenta, al ser un 6rgano altamente metabdlico y regulador del
desarrollo fetal, responde activamente al ERE, lo que puede impactar tanto su estructura como su funcion.
Dos proteinas clave en este proceso son BIP (también conocida como GRP78) y CHOP. (Hetz & Papa,
2018)El analisis de la expresiéon de BIP y CHOP en placentas humanas permite no solo evaluar la presencia
de estrés celular, sino también entender el impacto de distintos tratamientos para la DG, como el uso de
metformina, sobre la funcion placentaria. Estos estudios podrian contribuir a identificar nuevos biomarcadores
o blancos terapéuticos que optimicen la salud materno-fetal en esta condicion.

En este estudio se observd una menor expresion de BIP en el grupo DMGM comparado con el grupo control
(p=0.03). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de CHOP entre los grupos
de estudio (Figuras 2 y 3).

BIP actia como una chaperona molecular residente en el lumen del reticulo endoplasmico que facilita el
plegamiento correcto de proteinas en el reticulo endoplasmico (RE) y mantiene inactivas a las proteinas
sensoras del ERE. Cuando se acumulan proteinas mal plegadas, BIP se disocia de estos sensores, activando
rutas de sefalizacion que buscan restaurar la homeostasis, se une a proteinas mal plegadas, facilitando su
correccion o su degradacion. En placentas de embarazos con DG, se ha observado una expresién aumentada
de BIP, lo que sugiere un esfuerzo celular por compensar un entorno intrauterino adverso, caracterizado por
hiperglucemia, inflamacion o estrés oxidativo (Ehlers et al., 2021; H. W. Yung et al., 2014).
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La disminucién de su expresion en las placentas en el grupo DMGM observada en este estudio puede reflejar
una alteracion en la capacidad adaptativa del tejido placentario frente al estrés oxidativo, limitando su
respuesta de defensa frente a condiciones metabdlicas adversas como la hiperglucemia, la hipoxia o la
inflamacién crénica (H. Yung et al., 2016; H. W. Yung et al., 2014).

Por otro lado, CHOP es un marcador de dafio celular, es un factor de transcripcién que se activa en fases
tardias de la UPR y se asocia con rutas apoptoticas dependientes del estrés prolongado o no resuelto del RE
(Oyadomari & Mori, 2004), y promueve la apoptosis cuando el estrés no puede resolverse. La activacion
ocurre principalmente a través de la via PERK-elF2 o -ATF4 (Figura 4). (Chen et al., 2023), una de las rutas
mas estudiadas en la respuesta a proteinas mal plegadas del reticulo endoplasmico. Bajo condiciones de
estrés del RE, la acumulacién de proteinas mal plegadas provoca la disociacion de BIP de la proteina sensor
PERK, lo que permite su activaciéon. Una vez activo, PERK fosforila al factor de iniciacion elF2 o, lo que
atenua la traduccion global de proteinas, pero facilita la traduccién preferencial de ATF4. Este ultimo transloca
al nucleo e induce la transcripcion de CHOP, un factor de transcripcion cuya expresion sostenida se asocia
con la activacion de rutas proapoptoticas. Entre los genes blanco de CHOP se encuentra ERO1-«
(Endoplasmic Reticulum Oxidoreductin 1 Alpha), una oxidorreductasa del RE que, al ser sobreexpresada,
contribuye a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y al dafio oxidativo celular (Marciniak et
al., 2004). Ademas, CHOP induce la expresion de BIM, una proteina proapoptética de la familia BCL-2, la
cual aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial, facilitando la liberacion de citocromo ¢
(Puthalakath et al., 2007). Paralelamente, CHOP reprime la expresién de BCL-2, una proteina antiapoptética
clave (McCullough et al., 2001). Esta desregulacion favorece la activacion de caspasas y la progresion de la
via intrinseca mitocondrial de la apoptosis en contextos de estrés persistente o no resuelto. (Figura 4). Su
expresion elevada en la placenta ha sido asociada con disfunciéon trofoblastica, alteraciones en la
vascularizacién y aumento del riesgo de programacion fetal adversa, particularmente en hijos de madres con
DG (Burton et al., 2009; H. Yung et al., 2016) Esto refuerza la hipétesis de que una disfuncion placentaria
inducida por ERE puede ser un mecanismo central en las complicaciones perinatales asociadas a la DG.
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Figura 4. Via de sefializacion de respuesta a proteinas desplegadas por PERK-elF2a-ATF4. La acumulacion de proteinas mal plegadas y desplegadas
en el reticulo endoplasmdtico (RE) desacopla la unién de BiP en PERK, activando a esta ultima. La activacién de la via PERK conlleva la fosforilacion
de elF2a, lo cual disminuye temporalmente la sintesis global de proteinas en el RE, incluyendo la traduccién del ARNm de ATF4. Posteriormente,
ATF4 activa la expresion de CHOP, con quien colabora para regular diversos genes implicados en la respuesta al estrés, como GADD34 y ERO1-a.
GADD34 codifica una subunidad reguladora de una fosfatasa que actua sobre elF2a, promoviendo su desfosforilacion y, con ello, la restauracion
progresiva de la traduccion proteica. Si bien esta via tiene como objetivo inicial restablecer la homeostasis del RE, una activacion sostenida puede
culminar en muerte celular por apoptosis.
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Estos resultados se alinean con estudios previos que han demostrado un desequilibrio en la UPR placentaria
en presencia de DG. Yung et al. reportaron evidencia de activacion del ERE en placentas de embarazos con
restriccion de crecimiento intrauterino, observando un aumento en CHOP y una reduccion en BIP, hallazgos
que son similares a los aqui observados en DG. (H. Yung et al., 2008).

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la nocion de que la DG altera el equilibrio homeostatico del entorno
placentario, y que las intervenciones terapéuticas pueden modular este efecto en direcciones no siempre
predecibles. La disminucion de BIP sugiere un desplazamiento desde una respuesta adaptativa hacia una
respuesta proapoptética, lo que podria comprometer la viabilidad y eficiencia funcional de la placenta.
Considerando el papel esencial que cumple este 6rgano en la nutricidn, oxigenacion y sefializacion endocrina
durante la gestacion, estas alteraciones pueden tener consecuencias en el crecimiento fetal, la programacion
metabdlica y la salud a largo plazo de la descendencia.

Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que la expresién de los marcadores de estrés del reticulo
endoplasmico BIP y CHOP en tejido placentario varia significativamente en funciéon del tratamiento en
pacientes con DG. La menor expresion de BIP en el grupo DMGM, en comparaciéon con el grupo control,
sugiere una disminucion de la capacidad adaptativa frente al estrés celular en la placenta diabética.

Estos hallazgos indican que, si bien la metformina es eficaz en el control glucémico, su impacto sobre la
biologia placentaria puede incluir la activacién de mecanismos de estrés celular y apoptosis. Esto resalta la
importancia de considerar no solo los efectos metabdlicos del tratamiento, sino también sus repercusiones a
nivel tisular y funcional en la placenta. La evaluacion de marcadores como BIP y CHOP permite profundizar
en la comprension de los mecanismos celulares implicados en la disfunciéon placentaria asociada a la DG y
su tratamiento.

Dado que la metformina parece inducir una mayor expresion del marcador proapoptético CHOP en tejido
placentario, se plantea la hipétesis de que el impacto de la metformina sobre el estrés del reticulo
endoplasmico y la viabilidad placentaria puede variar segun el perfil metabdlico, inflamatorio y genético de
cada paciente. Por lo tanto, la personalizacion del tratamiento con metformina en DG gestacional, basada en
biomarcadores celulares y moleculares, podria optimizar los resultados materno-fetales y reducir posibles
efectos adversos sobre la funcion placentaria.

Etica

Esta investigacion se apega a la Declaracion de Helsinki y los estandares éticos del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia Investigacion para la Salud, Investigacion con personas, de acuerdo al articulo
17 se considera una investigacion con riesgo minimo. Los procedimientos se realizaron de acuerdo con las
Leyes Generales de Salud Mexicanas. Todas las participantes firmaron un consentimiento informado antes
del reclutamiento. El presente estudio posee aprobaciones éticas por los Comités de investigacion y ética del
Hospital de Especialidades Materno Infantil de Leén, Guanajuato (HEMIL) (folio No. 152/2023 y CEI 20-2023)
y por el Comité de Etica para la Investigacién de la Universidad de Guanajuato (CIBIUG P49-2022 y adenda
CEPIUG-A01-2024).
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