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Resumen

Introduccién: En el presente proyecto, se propone analizar SNPs en los genes que codifican para GHRL para
identificar si variantes en estos genes estan asociados con el peso bajo al nacimiento y el crecimiento postnatal temprano
en poblacién mestiza de la regién centro de México. Materiales y métodos: se obtuvieron muestras de 30 bebes (previo
consentimiento informado por parte de la madre), de los cuales 19 fueron del sexo masculino y 11 del sexo femenino, se
obtuvo muestra de DNA genémico por raspado bucal, se procesaron mediante la técnica PCR-RFLP para la
genotipificacion de dos polimorfismos (rs27647 y rs26802), usando enzimas de restriccion para los dos polimorfismos
(Mesl y Tsel) y se visualizaron en un gel de agarosa al 3%. Resultados y discusién: de acuerdo a los resultados
obtenidos para el gen GHRL-1 se observa que la poblacion esta en equilibrio mediante el andlisis de datos por Hardy
Weinberg, y no se encuentran diferencias significativas de este gen relacionadas con el peso al nacimiento. Para el gen
GHRL-2 el equilibrio no se ve presente, y tenemos diferencias significativas. Conclusiones: aun falta mucho terreno por
cubrir para tener un monitoreo de la salud neonatal y la prevencion de enfermedades de la vida adulta, pero se espera
seguir en este ramo de la investigacion.

Abstract

Introduction: In this project, we propose to analyze SNPs in genes encoding GHRL to identify whether variants in these
genes are associated with low birth weight and early postnatal growth in mixed population of central Mexico.

Materials and Methods: Samples of 30 babies were obtained (prior informed consent from the mother), of which 19 were
male and 11 female, genomic DNA sample was obtained by cheek swab, they processed using the technique PCR -RFLP
genotyping for two polymorphisms (rs27647 and rs26802), using restriction enzymes for the two polymorphisms (Mesl and
Tsel) and visualized on an agarose gel 3%.

Results and discussion: according to the results obtained for the GHRL - 1 gene shows that the population is in
equilibrium by analyzing data from Hardy Weinberg, and no significant differences in this gene related to birth weight are.
For GHRL - 2 gene balances is not present, and we have significant differences.

Conclusions: lack even much ground to cover to have a neonatal health monitoring and prevention of diseases of
adulthood, but is expected to continue in this line of research

Palabras Clave Polimorfismo; PCR-RFLP; Gen; Grelina; DNA genémico.

Vol. 1 no. 2 Verano de la Investigacidn Cientifica, 2015

N
—
~



INTRODUCCION

El bajo peso al nacer (BPN) ha constituido un
enigma en la ciencia a través de los tiempos.
Muiltiples son las investigaciones realizadas acerca
de las causas que lo producen vy las
consecuencias que provoca. Su importancia no
solo radica en lo que significa en la morbilidad y la
mortalidad infantil, sino que estos nifios tienen
habitualmente mdultiples problemas posteriores. El

Programa para la Reduccion del BPN sefiala que
los nifios nacidos con un peso inferior a los 2 500
g presentan riesgo de mortalidad 14 veces mayor
durante el primer afio de vida, en comparacion con
los nifios que nacen con un peso normal a término.

[1].

Tanto el crecimiento fetal como postnatal tienen
un componente genético importante, y en ellos
participan hormonas como la Grelina. La Grelina
es un péptido cerebro-intestinal de 28 amino
acidos, actia como un ligando endégeno para su
receptor, el receptor de la hormona del crecimiento
secretagoga, para ejercer una variedad de
funciones que van desde la estimulacién de
secrecion de la hormona del crecimiento,
regulacion del apetito y el metabolismo energético,
y la proteccidon celular para modulacién de la
inflamacion [2]. Algunos polimorfismos en el gen
de grelina (GHRL) se han asociado a obesidad de
inicio temprano, asi como a diabetes tipo 2. Sin
embargo, no se conocen aun variantes genéticas
en GHRL asociadas a crecimiento fetal. Por ello,
es necesario evaluar la contribucion genética de la
grelina en el crecimiento fetal y postnatal en la
poblacién mexicana.

En algunos estudios se han reportado que los
niveles de grelina en infantes con bajo peso al
nacer son mas alto comparado con los infantes de
peso normal y peso alto en el periodo neonatal
temprano y el tercer mes de vida. Estos
descubrimientos indican que la grelina toma parte
en el balance de energia y ésta afecta desde el
desarrollo nutricional intrauterino [3].

En el presente proyecto, se propone analizar
SNPs en los genes que codifican para GHRL para
identificar si variantes en estos genes estan
asociados con el peso bajo al nacimiento y el
crecimiento postnatal temprano en poblacion
mestiza de la regién centro de México.

Los resultados obtenidos en este proyecto
contribuiran al conocimiento actual del papel de los
factores genéticos en el establecimiento del peso
al nacimiento y el crecimiento postnatal, esto
podra ayudar en un futuro a establecer posibles
puntos de monitoreo e intervenciéon terapéutica
para la salud neonatal y la prevencion de
enfermedades metabdlicas en la vida adulta.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos:

Los sujetos fueron reclutados del departamento de
enfermeria materno infantil (EMI), del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS T-21) de la
ciudad de Ledn Guanajuato.

Se obtuvieron muestras de 30 bebes (previo
consentimiento informado por parte de la madre),
de los cuales 19 fueron del sexo masculino y 11
del sexo femenino. Los sujetos fueron
seleccionados, basandonos en los siguientes
criterios:

Criterios de inclusion: infantes sanos de 1 afio de
edad, con informacién de datos somatométricos al
nacimiento completa, nacidos a término (37 a 40
semanas), con peso bajo (por debajo de la
percentila 10) yo adecuado (entre la percentila 10
y la 90) para la edad gestacional cuyas madres
estuvieran sanas y no tuvieran complicaciones
(enfermedad hipertensiva en el embarazo,
sindrome de anticuerpos antifosfolipido, sin
enfermedades del tejido conectivo, enfermedades
infecciosas cronicas, tabaquismo o alcoholismo
durante el embarazo) al momento del embarazo o
parto.

Criterios de exclusion: infantes con enfermedades
crénicas o endocrinas, deficiencia de hormona de

crecimiento, anormalidades genéticas o]
cromosOmicas, caracteristicas o sindromes
dimorficos, enfermedades psiquidtricas o

neurodegenerativas en ellos o en los padres,
infantes adoptados o falta de consentimiento
informado por parte de la madre.

Criterios de no inclusiéon: no se incluiran en el
estudio aquellos individuos cuyos datos se
encuentren incompletos o cuya muestra no logre
ser genotipificada por cuestiones técnicas
(degradacion del DNA.
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Seleccion de SNPs y genotipificacion

El gen grelina se extiende por 5 kb del ADN
gendémico en el cromosoma 3p25-26, que consta
de cuatro intrones y cinco exones, incluyendo un
exon no codificante 1.

La region de regulacién 5'upstream del gen
grelina consta de sitios de varios factores de
transcripcion tales como el factor estimulador
upstream -1 / -2 , activador Proten - 1 , promotor
de proteinas de union a CCAAT , y elemento de
respuesta a CAMP proteina de unién, lo que indica
gue estos factores de transcripcion pueden
regular la expresién de grelina .

El DNA genbémico fue extraido de células
obtenidas por raspado bucal, usando la técnica de
extraccion de DNA con TSNT (Triton, SDS, NaCl y
Tris-EDTA). La genotipificacion de los SNPs fue
llevada a cabo usando PCR-RFLP (polymerase
chain reaction, restriction fragment length
polymorphism).

Los primers para el locus especifico de cada
polimorfismo fueron disefiados usando el software
primer 3.

Para rs27647 (GHRL-1) se usaron los primers
5"CAGCAGGACTTGATAGGGGC3" (Forward) vy
5"GGCATCTGACCTCCACTGTT3 (Reverse).
Para rs26802 (GHRL-2) se usaron los primers
5" GGCTTTACCATCTGGGGTCC 3 (Forward) Y
5 GGGATGGGGTTGCTGGTTTA 3° (Reverse).
Para rs27647 y rs26802 las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: desnaturalizaciéon inicial
95°C por 5 minutos, amplificacién por 35 ciclos de
95°C por 30 s, 64°C por 30 s, 72°C por 30 s. un
paso final de extension a 72°C por 10 min
seguidos en el ultimo ciclo de PCR.

La PCR se desarroll6 en un volumen final de 30 pl
que contenian ~800 ng/pl de DNA genomico,
10pM de cada primer, 2mM de dNTPs, 0.4 pl
Platinum® TagDNA polimerasa y 1.5 mM de MgCla.

Para analizar el polimorfismo rs27647 se realizd
digestion con 5 unidades de enzima de restriccion
Mesl a 37°C por 15 minutos, para rs26802 se
realizo la digestion con 5 unidades de enzima Tsel
a 65°C por 15 minutos, y los fragmentos obtenidos
e visualizaron en el fotodocumentador en un gel de
agarosa al 3%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestra la frecuencia de Hardy
Weinberg en GHRL-1, donde se observa que la
poblacién esta en equilibrio ya que se obtiene una
p > a 0.05, ademas en la imagen 1 se ilustra el
equilibrio al tener un gréfico para los resultados de
GHRL-1 donde se tiene que el 47.06% de la
poblacibn  corresponde a un polimorfismo
heterocigoto para T/C, el 47.06% a T/T (ancestral)
y 5.88% a polimorfismo homocigoto para C/C.

En la tabla 2 se observa la frecuencia de Hardy
Weinberg en GHRL-2, donde se observa que la
poblacién no esta en equilibrio ya que se obtiene
una p < a 0.05, de acurdo a la imagen 2 para
GHRL-2 se observa que el 97% de la poblacion
corresponde a un polimorfismo heterocigoto para
TIG.

GENOTIPIFICACION DE GHRL-1

6%

IMAGEN 1: genotipificacion del polimorfismo GHRL-1,
donde se muestra que el 47% de la poblacion tiene
polimorfismo heterocigoto, 47% tiene el alelo ancestral y
un 6% el polimorfismo homocigoto en el rs27647.

GENOTIPIFICACION DE GHRL-2

IMAGEN 2: genotipificacion del polimorfismo GHRL-2,
donde se muestra que el 97% de la poblacion tiene
polimorfismo heterocigoto en el rs26802.
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Tabla 1: RESULTADOS PARA GHRL-1(rs

27647)
CENOTIPIFICACION FRECUENCIA H-W ALELOS
GHRL-1
(rs26802) o | Te| T TC cc T C p
8.47 7.06 1.47 24(70.59% 10(29.4 0.5825
1. MUESTRA B 8 1 (49.83%) | (41.52%) | (2B.65 ) 994)
TOTAL -
2. NINOS 3.38 2.25 0.38 9 (75%) 2 0.4142
CON BAJO 3 3 ] (56.25%) (27.5%) (6.25% (25%)
PESO )
3. NINOS 4(44.44 4(44.4%) | 1(11.11 | 12(66.67% | 6(232.23 1
CON PESO 4 4 1 %) %) ) %)
MORMAL
4. NIMNOS 0.25 0.5 (50%) 0.25 1(50%) 1(50%) 0.3173
CON PESO 4] 1 ] (25%) (25%)
ALTO
Tabla 2: RESULTADOS PARA GHRL-2
(rs26802)
CENOTIPIFICACION FRECUENCIA H-W ALELOS
GHRL-2
(r526802) —- TG GG T TG GG T G P
7.01 14.98 5.01 29(48.32% 21(51.6 4]
S- MUESTRA 4] 29 1 (23.36%) (49.94%) (26.96 ) 79%)
TOTAL =
G. NIMNOS 1.5 3 (50%) 1.5 6 (50%) 5] 0.0143
CON BAJO 4] ] ] (25%) (25%) (50%)
FESOQ
7. MIMNOS 5.01 10.98 5.01 21(42.732% 23(52.2 4]
CON PESO 4] 21 1 (22.78%) (49.9%) (27.32 ) 7 %)
MNORMAL %)
8. NINOS 0.25 0.5 (50%) 0.25 1(50%) 1(50%) 0.3173
CON PESO Q 1 ] (25%) (25%)
ALTO
CONCLUSIONES:
SNP, ya que la distribucion mostrada esta en

De acuerdo a los datos obtenidos mediante los z-
score, se observa que para el polimorfismo GHRL-
1 no hay diferencias significativas entre los
infantes evaluados a excepcién del parametro talla
segln la edad, pero en este caso la distribucion es
equilibrada, por lo que no se logra relacionar este
polimorfismo con su peso al nacimiento.

De otro modo, para el polimorfismo GHRL-2, se
muestran varias diferencias significativas para los
pardmetros que empleamos, para este caso se
observan que 29 de los nifios evaluados tienen el
polimorfismo  heterocigoto, y solo 1 el
“polimorfismo homocigoto, ninguno de ellos conté
con el alelo ancestral, para los resultados de este
gen observamos que hay diferencia con el
HAPMAP MEX reportado en la base de datos de

equilibrio, por lo que se observa la diferencia entre

La poblacién de la region centro de México, y la
poblacién mexicana tomada para el estudio de
dicho HAPMAP MEX.

En conclusién adn falta mucho terreno por cubrir
para tener un monitoreo de la salud neonatal y la
prevencion de enfermedades de la vida adulta,
pero se espera seguir en este ramo de la
investigacion.

AGRADECIMIENTOS

Agradezco de coraz6n a mi familia Sandoval
Garcia que siempre me han apoyado en las

Vol. 1 no. 2 Verano de la Investigacidn Cientifica, 2015

N
N
o



Tabla 3: RESULTADOS PARA GHRL-

1(rs 27647)

GENOTIPIFICACION (UTILIZANDQ 7Z-SCORES QUE INDICAN EL CRECIMIENTO
GHRL-1 POSTMNATAL).
(rs26802)

T T GG SC GL M Fo F
PESO AL . . A -19=2.086 1 -19=2.086 = 0.5825
NACER. 43.763
WL 5 7 1 -9.827 1 -9.827 -2.121 0.4944
L/A E] ) 1 2.528 1 2.528 2.412 0.5825
WA 6 7 1 -2.181 1 -2.181 -0.631 0.5844
BMI/A & 7 1 -12.644 1 -12.644 -2.735 0.5844
Tabla 4: RESULTADOS PARA GHRL-
1(rs 27647}

GENOTIPIFICACION (UTILIZANDQ Z-SCORES QUE INDICAN EL CRECIMIENTO
GHRL-2 POSTMNATAL).
{(rs26802)

T TG GG 5C GL M Fo F
PESO AL 0.427 1 0.427 1.276 [5}
MNACER. o 28 1
WL 5] 17 1 1.000 1 1.000 0.2792 0.0001
L/A o 18 1 -9.713 1 -9.713 -2.698 0.0001
WA o 29 1 9.323 1 9.323 65.812 0
BMI/ A o 18 1 1.057 1 1.057 0.222 0.0001

En las tablas 3y 4 se utilizaron datos de z-score obtenidos mediante el programa WHOANTHRO [4] donde WL se refiere al peso segun
la talla, L/A talla segun la edad, W/A peso segun la edad, BMI/A indice de masa corporal segln la edad.
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