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Resumen

El peso al nacer es un indicador importante de la salud del recién nacido. El crecimiento fetal deficiente
da lugar a nifios SGA que a su vez trae complicaciones neonatales y mortalidad infantil. El sistema de
factores de crecimiento similares a insulina (IGF, por sus siglas en inglés), que incluyen, IGF-1, IGF-2,
insulina y las proteinas de unién IGFBP1 e IGFBP3, estan implicados en la regulacién del crecimiento y
desarrollo fetal y placentario. Los efectos mitogénicos tanto de IGF-1 e IGF-2, estan regulados por
IGF1R. En muestras de placentas de madres que tuvieron bebés con pesos AGA, SGA y LGA en las
cuales se habia evaluado la expresion de IGF1R, se genotipificd el polimorfismo rs4966035 de IGF1R
por medio RFLPs. Se encontré que las placentas que presentaban genotipos con alelos GG tenian
mayor expresion de IGF1R.

Abstract

Birth weight is an important indicator of newborn health. Low fetal growth results in SGA children that
brings many neonatal complications and children mortality derived.

The insulin-like growth factor system, IGF-1, IGF-2, insulin and the IGF binding proteins IGFBP1 and
IGFBP, are involved in the regulation of fetal and placental growth and development. The mitogenic
effects of both IGF-1 and IGF-2 are regulated by IGF1R. Previous expression of IGF1R receptors was
detected in placenta samples from mothers who had babies with AGA, SGA and LGA weights. In those
samples, SNP rs4966035 in IGF1R gene was genotyped by RFLPs. It was found that placentas with GG
genotypes had a higher expression of IGF1R.
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INTRODUCCION

La placenta es un o¢rgano fetal localizado en la
interfase entre la circulacion materna y fetal,
proporcionando un espectro de funciones
fundamentales para el embarazo. Principalmente
el suministro de nutrientes y oxigeno al feto, asi
como la produccién de hormonas y factores de
crecimiento. [1]

e Peso al nacimiento

El peso al nacer es un indicador importante de la
salud del recién nacido. El crecimiento fetal
deficiente da lugar a nifios SGA y a las
complicaciones neonatales y de mortalidad
derivadas de esta condicion. El peso bajo al nacer
también se ha asociado con diversas
consecuencias metabdlicas a largo plazo, como el
sindrome metabdlico, la obesidad, la diabetes
mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.

(2]
e Elsistema de factores de crecimiento
similares a insulina

El sistema de factores de crecimiento similares a
insulina (IGF, por sus siglas en inglés), que
incluyen, IGF1, IGF2, insulina y las proteinas de
union IGFBP1 e IGFBP3, estan implicados en la
regulacion del crecimiento y desarrollo fetal vy
placentario. [1]

Este sistema abarca dos IGFs: IGF-I e IGF-II, y por
lo menos seis proteinas de unién al IGF
(IGFBP)[2], los cuales se expresan en diferentes
partes de la superficie de la placenta. [1]

IGF-1 se une a su receptor IGF1R. Esta proteina
heterotetramérica estd compuesta por dos
subunidades alfa que contienen los sitios de union
para IGF-1. Las subunidades beta contienen una
region transmembrana con un sitio de unién para
el ATP, y un dominio para tirosina kinasa que
constituye el mecanismo de transduccién del
receptor. El receptor para IGF-1 puede unirse
también con IGF-2 con una alta afinidad. IGF-1
circula en plasma unido a los IGFBP’s de los
cuales se conocen 6 tipos diferentes. El que se
encuentra en mayor cantidad es el IGFBP3. [3]

e Polimorfismos de un solo nucledtido

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
representan a las variantes genéticas mas
comunmente encontradas en el genoma humano.
Debido a su amplia distribucién, estos
polimorfismos se localizan en cualquier parte de la
estructura de los genes y el genoma. [4]

Los SNP que tienen implicaciones funcionales
sobre los niveles de expresibn génica se
denominan SNP reguladores (rSNP), mientras que
los que alteran la traducciébn de los ARN
mensajeros (ARNm), el corte y empalme, la
eficiencia para potenciar o inhibir el corte y
empalme, la estabilidad de los ARNm vy la funcion
de las proteinas (sin alterar su estructura) se
denominan SNP ARN estructurales (srSNP). [4]

e Polimorfismo rs4966035 del gen IGF1R

El gen IGF1R es el responsable de la expresion
del receptor IGFR1. Su ubicacién genética es
15926.3. [5] Contiene 21 exones y abarca de
aproximadamente 100 kb. [6]

Entre los polimorfismos de IGF1R encontramos el
rs4966035, el cual se ha asociado previamente
con alteraciones de peso al nacimiento. [2] La
frecuencia del alelo menor es A=0.4377, de
acuerdo al proyecto de los 1000 genomas. [7]

En este proyecto, se evalud el genotipo para el
polimorfismo rs4966035 en placentas de bebés
AGA,SGA y LGA cuya expresion de los receptores
IGF1R habia sido previamente determinada.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras se tomaron de un estudio previo,
descriptivo, comparativo y transversal realizado en
placentas de madres sanas y recién nacidos a
término SGA (bebés con peso por debajo del
percentil 10 de peso normal para la poblacion)
(n=5), AGA (bebés con peso entre los percentiles
10 y 90 de peso normal para la poblacién) (n=9) y
LGA (bebés con peso superior al percentil 90 de
peso normal para la poblaciéon) (n=11). Las
muestras fueron tomadas de la Unidad Médica de
Alta Especialidad HGP no. 48 del Instituto
Mexicano del Seguro Social y el Hospital General
Regional de Le6én (HGRL), en Guanajuato. Todos
los procedimientos fueron aprobados por los
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comités de ética e investigacién correspondientes.
Se consideraron para el estudio mujeres mayores
de 18 afios y menores de 35 con embarazo a
término (edad gestacional de 37-41 semanas), sin
diabetes mellitus, diabetes mellitus gestacional,
enfermedad hipertensiva en el embarazo,
sindrome de  anticuerpos  antifosfolipidos,
enfermedades del tejido conectivo, enfermedades
infecciosas cronicas, tabaquismo o alcoholismo
durante el embarazo, con productos Unicos. Los
bebés nacieron por parto eutécico o cesarea, y no
presentaron datos de sufrimiento fetal.

De forma previa al parto y previa firma del
consentimiento informado, se examiné a mujeres
sanas al final del embarazo y se obtuvieron,
mediante un interrogatorio directo y a través del
expediente, los datos generales de la madre
(antecedentes de diabetes por ramas materna y
paterna, enfermedades metabdlicas e infecciosas,
antecedentes ginecoobstétricos, fecha de la ultima
menstruacion, peso previo, peso actual y estatura),
asi como los datos antropométricos y clinicos del
recién nacido (peso, talla, APGAR, sexo y edad
gestacional). Inmediatamente después del parto o
la cesédrea se tomé una muestra transversal de
placenta, la cual se almacené a —70 °C hasta el
procesamiento del tejido.

La expresion placentaria de los receptores IGF-1
fue evaluada previamente por Western Blot.

El DNA placentario se extrajo por medio de la
técnica TSNT. Se corté la muestra de placenta y
se colocd en tubo eppendorf. Posteriormente se
lavé con agua desionizada y se agregd a la
muestra 250 pL de buffer de lisis de ADN y 40 pL
de Proteinasa K. Se incubé a 65°C por una hora y
se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agrego
volumen equivalente de fenol saturado (aprox. 300
ML) y se mezclé por 2 minutos en vortex. Se
centrifugd 5 minutos a 14,000 rpm. La fase acuosa
se transfirid a otro tubo estéril y se agregaron 1/10
del volumen de acetato de sodio (3M, pH 8).
Posteriormente se agregaron 2.5 volimenes de
etanol absoluto, se mezclé y se centrifugé por 1
minuto a 14,000 rpm. Se descarté sobrenadante y
se agregaron 500 pL de etanol al 70%. Se repitio
la centrifugacién y se descart6 el sobrenadante.
Por ultimo, se disolvié el precipitado en 100 L de
TE 1x.

En este estudio se genotipificaron un total de 25
muestras. El genotipo para rs4966035 se evalu6

por RFLP. ElI polimorfismo de longitud de
fragmento de Restriccion es una diferencia en
secuencias de ADN homdlogas que pueden ser
detectadas por la presencia de fragmentos de
diferentes longitudes después de la digestion de
las muestras de ADN en cuestibn con
endonucleasas de restriccion especificas. La
mayoria de los marcadores RFLP son co-
dominantes (se detectaran ambos alelos en la
muestra  heterocigética) y altamente locus-
especificos. [8]

Una sonda de RFLP es una secuencia de ADN
marcada que se hibrida con uno o mas fragmentos
de la muestra de ADN digerida después de que se
separaron por electroforesis en gel, revelando asi
un patrén de transferencia Unico caracteristico de
un genotipo especifico en un locus especifico. [8]

Para el PCR, se prepar6 un mix por cada muestra
de 3 pl de ADN de placenta, 14.68 pl de agua, 1.8
pl de buffer, 2 pl de Cloruro de Magnesio, 1 pl de
dNTPs, y 1 ul de cada oligo para la amplificacion
de un fragmento de 597 pb. Posteriormente se
corrieron las muestras en gel de agarosa al 2% en
una camara de electroforesis a 80 voltios por 40
minutos. Se leyd el resultado de la electroforesis
en el procesador ImagelLab.

Para la digestién se preparé el mix con 7 ul de
ADN previamente amplificado, 0.5 ul de Taql, 1 pl
de Buffer 10 x ( 0.1 M Tris-HCI ph 8.3, 1 M NacCl,
50 Mm MgCI2, 0.1% BSA) y 1 pl 0.1% BSA. Se
dej6 en el termociclador por 1 hora a una
temperatura de 65°C. Posteriormente se corrié en
gel de agarosa al 3% en una camara de
electroforesis a 80 voltios por 90 minutos. Se ley6
el resultado de la electroforesis en el procesador
de imagenes ImagelLab. Se realizd analisis
estadistico de ANOVA de una via de los
resultados obtenidos.
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IMAGEN 1: Digestion de 3 muestras diferentes de ADN de
placenta. En el carril 1 (M) se cargé un marcador de 50 pb. En
carril 2 (A/G) se encontré genotipo A/G. En tercer carril (A/A) se
encontrd genotipo A/A. En carril 4 (G/G) se encontré genotipo
GIG.

RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar del nimero limitado de sujetos, la
poblacién esta en equilibrio HW, ya que el valor de
P es de 0.81.

Tabla 1: Equilibrio de Hardy Weingberg.

Genotipo :
Observado Esperado FrecmlJ'enCIas
alélicas
0

AlA 7 7.3 ER

AIG 13 12.4 49%

G/G ) 5.3 20%

thal de o5

sujetos

2
X-test P 0.815
value

De acuerdo al proyecto de los 1000 genomas, en
descendientes de
mexicanos, la menor frecuencia alélica (MAF)

poblacién

Americana

pertenece al alelo ancestral (A) con una frecuencia
de 0.45. Sin embargo, en el presente estudio el
alelo que se encontr6 en menor frecuencia es G,
posiblemente por el nimero pequefio de muestra.

Se identificé que la mayoria de los bebés que
tenian alelos AG, presentaban peso normal,
aunque estadisticamente no se encontrd
diferencia. Esto es importante analizarlo, ya que,
en el caso de nifios nacidos con SGA comprenden
un fenotipo heterogéneo [5].

Al comparar el peso al nacer con genotipo no se
encontraron diferencias significativas, ya que, el
valor de p fue de 0.9198.

Tampoco se encontrd diferencia significativa entre
el genotipo y el IMC (indice de masa corporal
pregestacional) (p= 0.2080) ni la ganancia de peso
durante el embarazo (p=0.1922). Al agrupar los
genotipos en un modelo recesivo, donde el grupo
A, esta formado por alelos AG y AA y el grupo B
estd formado por alelos GG (alelo menor) y
comparar la expresion de IGF1R en estos grupos,
se observo una diferencia significativa (P= 0.050)
con la expresion de IGF1R, lo cual, quiere decir
que la presencia de este alelo recesivo podria
influir en la expresion de IGF1R.

Esto podria indicar que aquellas placentas que
presenten el genotipo G podrian llegar afectar el
crecimiento fetal, teniendo como consecuencia
bebés grandes para la edad gestacional. Sin
embargo, es necesario aumentar el tamafio de la
muestra para corroborar estos resultados.

A VI s )

Proteina IGF1R

[ S T = R

Alelos

IMAGEN 2: Relacion proteina IGF1R- grupo Ay grupo B. Grupo
A corresponde a alelos AA y AG. Grupo B corresponde a alelos
GG.

Vol. 3 no. 2, Verano de la Investigacion Cientifica, 2017

N
~d
U1



CONCLUSIONES

El crecimiento éptimo fetal, no sélo se debe al
estilo de vida y la alimentacién de la madre.
También puede estar influenciado por factores
genéticos. El polimorfismo rs4966035, el gen de
IGF1R podria estar asociado con una mayor
expresion de IGF1R en placenta. Es necesario
aumentar el nimero de muestra para darle mayor
validez al estudio.
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