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Resumen

Introduccidn: La recuperacion del crecimiento en los primeros meses de vida es deseable en nifios con
peso bajo al nacimiento pero se ha relacionado con adiposidad, resistencia a la insulina y enfermedades
cardiovasculares. Objetivo: Estandarizar técnicas de extraccion de ADN por raspado bucal, PCR y
digestién de ADN con enzimas de restriccion, para analizar la presencia de SNPs en el gen IGF1R en
infantes nacidos de peso adecuado y bajo para la edad, y evaluar su asociacién con el peso al
nacimiento y el crecimiento postnatal en poblacion de Guanajuato. Materiales y métodos: Se
seleccionaron 30 pacientes de 5 a 13 meses de edad productos de embarazos sanos. Se genotipifico la
presencia o ausencia del polimorfismo y se asocid con el peso bajo al nacimiento. Resultados y
discusién: No se encontraron diferencias significativas de los genotipos entre los pacientes (p>0.05),
pero se observd una tendencia de peso bajo al nacimiento cuando los pacientes presentan el
polimorfismo y su crecimiento postnatal temprano no se ve favorecido. Conclusiones: La Menor
Frecuencia Alélica (MAF) reportada para México concuerda con la poblacion estudiada del Bajio. La
presencia del polimorfismo se ve afectada en el peso bajo al nacimiento y el crecimiento postnatal.

Abstract

Introduction: The recovery of growth in the first months of life is desirable in children with low birth weight
but has been associated with adiposity, insulin resistance and cardiovascular diseases. Objective: To
standardize techniques for extracting DNA cheek swab, PCR and DNA digestion with restriction
enzymes to analyze the presence of SNPs in the IGF1R gene in infants born to healthy weight and
underweight, and assess its association with the birth weight and postnatal growth per year of age
population of Guanajuato. Materials and Methods: 30 patients were selected from 5 to 13 months old,
products healthy pregnancies. The presence or absence of the polymorphism was genotyped and was
associated with low birth weight. Results and discussion: There are not significant differences of
genotypes found among patients (p>0.05), but a trend of low birth weight was observed in patients with
polymorphism and early postnatal growth is not favored. Conclusions: Minor allele frequency (MAF)
reported for Mexico agrees with the study population in the Bajio. The presence of the polymorphism is
affected by low birth weight and postnatal growth.

rs4966035; SNP; ADN; Peso bajo al nacimiento; Guanajuato.
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INTRODUCCION

Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

SNP se define como una sola sustitucion de
nucleétido por otro nucledtido (transicion o
transversion) [1]. La mayoria de los SNPs se
encuentran en el ADN como intrones o secuencias
intergénicas no codificantes [2]. Puede que
aparezcan uno cada 1000 pb [1].

Los SNPs pueden ser responsables de la
diversidad entre los individuos, la evolucion del
genoma, los rasgos familiares mas comunes,
como el pelo rizado, las diferencias
interindividuales en la respuesta al farmaco,
complejos y enfermedades comunes como la
diabetes, la obesidad, la hipertension y los
trastornos psiquiatricos. Estos pueden cambiar los
aminoacidos codificados o pueden estar en
silencio. Ellos pueden influir en la actividad del
promotor (la expresion del gen), el ARN mensajero
(ARNm) conformacion (estabilidad), y la
localizacion subcelular de los ARNm y/o proteinas,
entonces pueden producir enfermedades [1].

IGF1R

El gen IGF1R contiene 21 exones, se extiende
sobre 310 kb y se encuentra en el cromosoma
15g25-g26. El gen IGF1R es homdlogo al gen del
receptor de insulina con respecto a su
organizacion en el exén y el intron, y es mas que
50% idéntica. Ambas proteinas precursoras de
codificacion se someten a modificaciones post
traduccionales para dar lugar a los receptores que
se componen de dos subunidades a- y dos f-,
conectadas por enlaces disulfuro para formar un
complejo heterotetramerico a2B2 de disefio
generalmente similar [2].

Importancia de polimorfismos en IGF1R

La duplicacion de un gen ancestral durante la
evolucion de vertebrados y adquisicion de la exén
adicional 11 en el receptor de la insulina puede
haber dado lugar a la diversificacion funcional de
IGF1R [4].

Estudios han descrito polimorfismos en IGF1R con
resultados en el sindrome de ovario poliquistico, el
cancer de mama, la longevidad, la esquizofrenia
[2] densidad mineral ésea, pubarquia prematura, y
el riesgo de bacteriemia en la anemia de células
falciformes [4] pero poco se ha visto sobre el
crecimiento postnatal en poblacion mexicana.

El gen IGF1R participa de manera importante en
mecanismos genéticos asociados al peso al
nacimiento y la ganancia de peso durante la etapa
postnatal temprana. Sin embargo, la identificacion
de SNPs relacionados a estas condiciones es
escaza, y esta limitada a estudios en poblacion
europea. En el presente proyecto, se propone
analizar el gen IGF1R para identificar si el SNP
rs4966035 responsable del cambio de A por G, y
si se asocia con el peso bajo al nacimiento y el
crecimiento postnatal temprano en poblacion
mestiza de la region centro de México.

PESO AL NACER EN RELACION CON LA EDAD GESTACIONAL
AMBOS SEX0S

| - —F I i
EEE=EE g toE
3500 i JGRRFcAinenA T FH w2
HFRAUTE 0 =
v y o =]
£ o g
= 3000 #— g
& ' e
o 2600 7 e e
) TBEFH] —]
Q (= o
S 2o Figal
=
-
< &00 A
[=]
a ’_- -
E el
000 o
- T
I - I
so0-1—4 I
1 1
24 26 28 3 32 34 36 37 38 0442 44
SEMAHNASTS
PRETERMINO TERMINO  POSTERMINO

PEG- PEQUEHO PARA EDAD GESTACIONAL
AEG- ADECUADO PARA EDAD GESTACIOHAL
GEG- GRANDE PARA EDAD GESTACIONAL

Dr. Jurado Garcia

IMAGEN 1: Percentiles de peso al nacer en relacion con la edad
gestacional [3].

Cada afio nacen mas de 20 millones de nifios con
un peso inferior a 2500 g, el 96% de ellos en
paises en desarrollo. Estos lactantes con bajo
peso al nacer corren un mayor riesgo de
morbimortalidad neonatal [5].

La recuperacion del crecimiento en los primeros
meses de vida esta presente en nifios nacidos
pequefios y es altamente deseable, ya que elimina
el déficit de crecimiento. Sin embargo, este
crecimiento se ha relacionado con un mayor riesgo
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de adiposidad, resistencia a la insulina y las
enfermedades cardiovasculares [6].

La poblacién mexicana posee una tendencia al
padecimiento de enfermedades crénicas no
transmisibles, por lo que es indispensable la
identificacibn de los factores  genéticos
contribuyentes. Atenuar esta tendencia es
importante porque la obesidad y las enfermedades
cronicas no transmisibles repercuten de manera
importante en la salud y el desempefio a lo largo
del curso de la vida [7].

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de muestras y obtencion de ADN

El estudio se llevd a cabo de acuerdo a los
lineamientos establecidos de forma internacional
en la Declaracién de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial. Se incluyeron 30 pacientes
mestizos de 5 a 13 meses de edad, con previa
firma de la carta de consentimiento informado. Los
pacientes fueron captados entre el 30 de junio del
2015 y el 08 de julio del 2015 en la clinica IMSS
T21. Se excluyd a los pacientes cuyas madres
presentaron enfermedades metabdlicas durante el
embarazo. Se obtuvieron muestras de raspado
bucal. Se depositaron en buffer de lisis TSNT, de
las que se extrajo el ADN con proteiasa K, fenol
saturado, Sevag, TE 1X, etanol puro y etanol al
70%. La pureza del ADN fue evaluada por
electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Genotipificacidon

Se utilizaron 4uL de ADN genémico para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en las
siguientes condiciones: 2 uL de Buffer 10X para
PCR (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCl), 0.8
puL de MgCl, 50mM, 1 uL de dNTPs 2nm, 0.67 pL
de cada oligonucleétido 10pM/uL para el analisis
del SNP rs4966035, 0.27 puL de Taq polimerasa
Platinum® y 10.59 pL de agua estéril para un
volumen final de 20puL. Los oligos fueron
disefiados en la plataforma de Primer-Blast [8] con
la secuencia Fasta obtenida de la base de datos
en NCBI [9]. Se amplifico un segmento de 598 pb
el cual contiene un sitio de corte para la enzima de

restriccion Tag|l (InvitrogenTM), en la secuencia 5'-
T|CG A-3'. El programa utilizado en PCR radica
en 3 fases: Desnaturalizacion a 94°C durante 30
seg, alineacién a 67°C por 30 seg y extension a
72°C durante 2 min; esto por 35 ciclos. Se tomaron
7.5 uL de PCR obtenida para digerir con 1 U de la
enzima de restriccién Tagl en un volumen total de
10 pL, se incubdé 60 min a 65°C. Las condiciones
de la digestion fueron las siguientes: 0.5 pL de
Taql, 1 pL de Buffer 10X Tagl (0.1 M Tris-HCI pH
8.3, 1 M NaCl, 50mM MgCl,, 0.1% BSA), 1 yL de
0.1% BSA. Se evalu6 la existencia de
amplificacion por electroforesis en geles de
agarosa al 2% y la digestién por electroforesis en
geles de agarosa al 3%. Si existe la digestién, se
obtienen fragmentos de 439 y 158 pb. Se toma
como un indicador de que existe el SNP si hay
digestion de lo contrario, el paciente no presenta el
SNP.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los pacientes capturados en el servicio de EMI de
la clinica IMSS T21, fueron en promedio de 9.14
meses de edad. Del total de los pacientes 50%
son varones y 50% féminas; producto de
embarazos de madres de 27.3 afios de edad en
promedio. La poblacién de pacientes estudiada es
perteneciente a Guanajuato.

Se ha reportado que en poblacién Americana
descendientes de mexicanos, la menor frecuencia
alélica (MAF) pertenece al alelo ancestral (A) con
un indice de 0.45 [9]. De acuerdo a la poblacion
estudiada, como se observa en la Tabla 1,
efectivamente tenemos una MAF para A.

Tabla 1: Frecuencias alélicas calculadas por el equilibrio de
Hardy Weinberg [10].

Alelos A/A | AIG | G/G
1. No. observados 2 7 5

2. Frec. HW esperado 2.16 6.68 5.16
3. Porcentaje 15.43 47.7 36.86

Frecuencias de alelos:
A =11 (39.29%); G = 17 (60.71%)
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Se observé que los pacientes con mayor peso
promedio y dentro del percentil 90, presentan el
alelo A, lo que los cataloga con peso adecuado [3].
En cambio, los pacientes que presentan el alelo
variante (G), tienen una tendencia menor de peso,
aunque siguen dentro de la clasificacion de peso
adecuado [3]. Ver Tabla 2.

Tabla 2: Resumen de promedios de peso al nacimiento y su
desviacion estandar segun los genotipos observados.

Tabla 3: Resumen de crecimiento postnatal a los 6 — 7 meses de
edad de los genotipos observados en la poblacion estudiada
basados en la desviacion estandar del peso normal reportados
por la OMS [11].

Genotipos AlA AlG G/G

Genotipos A/A | AIG | G/G

1. Pror_ne_dlo de peso al 365  3.05 318
nacimiento (Kg)

2. Desviacion estandar 0.07 | 0.54 | 0.28

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y se obtuvo que no
hay diferencia significativa entre los genotipos (p>0.05).

Se realiz6 un andlisis para observar el crecimiento
de los pacientes [11] y se observé que en relacion
al peso y a una edad de 6 — 7 meses, los
pacientes con el alelo A, muestran un crecimiento
apropiado (segun la base de datos de la OMS [11])
mientras que los pacientes con el alelo G, no
muestran el crecimiento deseado. Este mismo
comportamiento se observo al relacionar peso con
talla asi como talla con la edad ya mencionada.
Sin embargo, cuando se relacioné el IMC con la
edad de 6 — 7 meses, los pacientes con el alelo
variante muestran un aumento del IMC en
comparacion con los pacientes con el alelo
ancestral A. Ver Tabla 3.

Peso/Talla |-0.72%0.39 -0.8%+2.98 -1.23+2.39

1
2. Peso/Edad 0.58+0.88 -0.67+1.27-0.57+1.59
3

Talla/Edad 1.25+0.74-0.62+0.57-1.01+2.69

4. IMC/Edad -0.13+0.52-0.98+2.42/0.18+3.32

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y se obtuvo que no
hay diferencia significativa entre los genotipos (p>0.05).

CONCLUSIONES

La presencia del polimorfismo en el gen IGF1R,
muestra que los pacientes tienden a presentar
peso bajo al nacimiento y que a la edad de 6 — 7
meses no tienden a mostrar un crecimiento
deseable pero si un aumento del indice de Masa
Corporal (IMC) en comparacion con la poblacién
gue no presenta el polimorfismo.
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