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Resumen

El Polimorfismo de un solo nucleétido (“Single nucleotide polymorphism” SNP) es la forma mas simple
de la variaciéon del ADN entre los individuos, estos cambios se producen en todo el genoma a una
frecuencia de aproximadamente uno de cada 1000 pb. Los SNPs puede cambiar los aminoacidos
codificados, puede ser silenciosos, o simplemente producirse en las regiones no codificantes. El Gen
IGF1 codifica una proteina similar a la insulina en funcién y estructura, este gen es miembro de una
familia de proteinas implicadas en la mediacion de crecimiento y desarrollo. El Gen IGFBP3 es miembro
de la familia de unidon a la proteina del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP). El presente
proyecto consta de una extraccion de ADN para su posterior genotipificacion para el SNP rs2854744 por
medio de un andlisis con enzimas de restriccidn. El andlisis de las variantes genéticas en el gen IGFBP3
y su relacion con el peso bajo al nacimiento y crecimiento postnatal temprano no se puedo realizar,
puesto que no se logré obtener la amplificacion por medio de una PCR para dicho gen.

Abstract

Single nucleotide polymorphism (SNP) is the simplest form of DNA variation among individuals, these
simple changes occur throughout the genome at a frequency of about one in 1,000 bp. SNPs may
change the encoded amino acids or can be silent or simply occur in the noncoding regions. IGF1 gene
encodes the protein similar to insulin in function and structure and is a member of a family of proteins
involved in mediating growth and development. IGFBP3 gene is a member of the insulin-like growth
factor binding protein (IGFBP). This work contained DNA extraction for subsequent genotyping for SNPs
rs2854744 by a restriction enzyme analysis. The analysis of genetic variants in the IGFBP3 gene and its
relation with low birth weight and early postnatal growth can’t be performed, because the amplification
obtained by PCR is not consistent with the literature.

Palabras Clave ADN bucal; Integridad de ADN; PCR; SNP; Polimorfismo rs2854744.
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INTRODUCCION

Variantes genéticas

El Polimorfismo de un solo nucleétido (“Single
nucleotide polymorphism” SNP) es la forma mas
simple de la variacion del ADN entre los
individuos. Estos cambios simples pueden ser de
transicion o transversion, se producen en todo el
genoma a una frecuencia de aproximadamente
uno de cada 1000 pb. Estos 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. SNPs puede cambiar los
aminoacidos codificados, puede ser silenciosos, 0
simplemente producirse en las regiones no
codificantes. Estos pueden influir en la actividad
del promotor (la expresién del gen), en la
conformacion (estabilidad) del ARN mensajero
(ARNm), y la localizacién subcelular de los ARNm
y |/ o proteinas y por lo tanto pueden producir
enfermedades. Por lo tanto, la identificacion de
numerosas variaciones en los genes y el analisis
de sus efectos pueden conducir a una mejor
comprension de su impacto en la funcion de los
genes y la salud de wun individuo. Este
conocimiento mejorado puede proporcionar un
punto de partida para el desarrollo de nuevos
marcadores de SNP (tiles para las pruebas
médicas y desarrollo de un medicamento
individualizado mas seguro para el tratamiento de
los devastadores trastornos mas comunes. Esto va
a revolucionar el campo de la medicina en el
futuro.[1]

Gen IGF1

La proteina codificada por este gen es similar a la
insulina en funciéon y estructura, este gen es
miembro de una familia de proteinas implicadas en
la mediacion de crecimiento y desarrollo. La
proteina codificada se procesa a partir de un
precursor, obligado por un receptor especifico, y
posteriormente secretada. Los defectos en este
gen son una causa de la deficiencia de factor de
crecimiento similar a la insulina 1.[2]

Gen igfbp3

Este gen es miembro de la familia de unién a la
proteina del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGFBP) y codifica una proteina con un
dominio de IGFBP y un dominio de tiroglobulina
tipo I. La proteina forma un complejo ternario con
la subunidad &cido labil del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGFALS), también lo hace con
el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) |
o Il. En esta forma circula en el plasma,
prolongando la vida media de las IGFs y alterando
su interacciéon con los receptores de la superficie
celular.[3]

Antecedents

El gen IGFBP3 se ha estudiado con diferentes
enfoques, por ejemplo: se ha asociado el gen IGF1
e IGFBP3 con el riesgo de varios tipos de cancer,
como el de ovarios [4]; la expresion del gen IGF1R
en pacientes con cancer de mama y Diabetes
Miellitus Tipo Il [5]; la asociacién del gen IGF1 e
IGFBP3 con Endometriosis [6]; valoracion de la
eficiencia osteogénica de la conjugacion de nano
particulas de oro-quitosano conjugadas con
IGFBP3 como recubrimiento de implantes dentales

[7].
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Existen estudios en los que se evalud la relacién
de los componentes del crecimiento (incluidos la
IGFBP3) con alteraciones del crecimiento fetal y
tamafio del recién nacido demostrando la
existencia de una relacién en la poblaciéon Chilena
de recién nacidos.

Tanto la  expresibn  génica como el
contenido proteico de IGF-I, IGFBP-3, ALS e IGF-
IR, se encuentran aumentados en las placentas de
nifios Pequefios para la Edad Gestacional en
comparacion con las placentas de nifios Grandes
para la Edad Gestacional.[8]

Las medianas de los factores de crecimiento
analizados en RN AEG y GEG duplican los valores
de los Recién Nacidos Pequefios para la Edad
Gestacional.[9]

Justificacion

Con lo anterior mencionado respecto al gen IGF e
IGFBP3, y los estudios realizados respecto a la
relacion de los componentes del crecimiento con
alteraciones del crecimiento fetal y tamafio del
recién nacido se plantea en el presente proyecto
analizar el gen IGFBP3 para identificar si algun
SNP (por ejemplo el rs2854744) se asocia con el
peso bajo al nacimiento y crecimiento postnatal
temprano en la poblacion mestiza de la region
centro de México, puesto que las alteraciones de
peso al nacimiento y el crecimiento postnatal
acelerado constituyen un problema potencial de
salud a nivel nacional y mundial, no solamente por
su importancia dentro de la sobrevivencia y salud
postnatal, sino también, por las complicaciones en
la vida adulta del neonato, como enfermedades
cardiovasculares y renales, obesidad, sindrome
metabdlico y diabetes tipo 2.

El presente proyecto consta de una recoleccion de
muestras bucales para la extraccion de ADN, el
andlisis de la integridad del DNA una vez extraido,
una PCR para el gen IGFBP3 vy una

genotipificacion para el SNP rs2854744 por medio
de un analisis con enzimas de restriccion.

MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento de pacientes: los pacientes fueron
infantes de 6-13 meses de edad sanos, reclutados
en el servicio de EMI (Enfermeria Materno Infantil)
del HGZ 21 del IMSS de la ciudad de Leén Gto.

Obtencion de ADN bucal: se tom6 una muestra de
raspado bucal con un Citobrush de los pacientes
reclutados y de la madre. Las muestras fueron
rotuladas con numeros consecutivo del 1 al 41
(No. de paciente) seguidos de una letra “M” o “B”
(mama o bebe respectivamente). Dicha muestra
fue procesada para la extraccion de ADN.

Analisis de integridad de ADN: el ADN extraido se
analizé por medio de una electroforesis con un gel
de agarosa al 1%.

PCR: la PCR fue realizada con los siguientes
oligos para el gen IGFBP3:

Fwd: 5"CCACGAGGTACACACGAATGS
Rvs: 5"AGCCGCAGTGCTCGCATCTGGS

Y analizada por medio de una electroforesis con
un gel de agarosa al 2%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reclutamiento de pacientes: se reclutaron 42
pacientes, de los cuales se excluyeron 11
pacientes (2,4,8,14,19,21,22,29,32,36,40) por no
cumplir con los criterios de inclusién, 7 pacientes
(2,19,21,35,36,37,39) por cuestiones técnicas
(mala integridad de ADN o no se logro aislar ADN).

Extraccion y analisis de integridad de ADN: las
muestras de los pacientes 2,19,21,35,36,37 y 39
mostraron por medio de una electroforesis mala
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calidad de ADN o presencia nula,
fueron excluidos dichos pacientes.

por lo cual

Fig 1.- Electroforesis de ADN extraido (1-5).

Fig 2.- Electroforesis de ADN extraido (6-9).

Fig 3.- Electroforesis de ADN extraido (10-14).

Fig 4.- Electroforesis de ADN extraido (15-17).

18B 18M 19B 19M 20B 20M 21B 21M 22B 22M

Fig 5.- Electroforesis de ADN extraido (18-22).

23B 23M 24B 24M 25B 25M 26B 26M 27B 27M

Fig 6.- Electroforesis de ADN extraido (23-27).

288 28M 29B 29M 30B 30M 31B 31M 32B 32M

Fig 7.- Electroforesis de ADN extraido (28-32).

33B 34B 35B 36B 37B 38B 39B 40B 41B 42B

Fig 8.- Electroforesis de ADN extraido (33B-42B).
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b 33M 34M35M 36M 37M 38M 39M 40M 41M

Fig 9.- Electroforesis de ADN extraido (33 M-41M).

PCR: dicha reaccién se realizé a diferentes Tm
gque van de 56-76 °C, dando negativa la
amplificacion.

M +56 -56 +60 -60 +65 -65 +67 -67 +70-70 +76 -76 M

Fig 10.- Electroforesis del producto de PCR.

Se realizé una PCR con una Tm de 63°C con
diferentes cantidades de ADN (200,400 y 600 ng).
Dando  productos inespecificos para la
amplificacion deseada.

Fig 11.- Electroforesis del producto de PCR.

Se realizé una PCR a una Tm de 58,64 y 68 por
duplicado, adicionando DMSO a cada uno de los

duplicados. Obteniendo productos inespecificos
para la amplificaciones del gen deseado.
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Fig 12.- Electroforesis del producto de PCR.

Se realizé6 una PCR en Touchdown de 70-64°C.
En la cual no se logré ni una amplificacién.

Fig 13.- Electroforesis del producto de PCR.

CONCLUSIONES

El andlisis de las variantes genéticas en el gen
IGFBP3 y su relacion con el peso bajo al
nacimiento y crecimiento postnatal temprano no se
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puedo realizar, puesto que la amplificacién por
medio de una PCR para dicho gen y su posterior
genotipificacion no se logré obtener, los productos
obtenidos de las PCR realizadas no concuerdan
con lo esperado en la literatura para dicho gen
(463 pb [10]).
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