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1. Resumen



Resumen

1. RESUMEN
La preeclampsia es una enfermedad hipertensiva inducida por el embarazo, se

diagnostica por la presencia simultanea de hipertension y proteinuria. Debido a
que una de las alteraciones asociadas a esta enfermedad consiste en la alta incidencia
del bajo peso al nacer, lo que representa un factor de riesgo para la sobrevivencia del
recién nacido, los objetivos del presente trabajo fueron: a) establecer si el peso al nacer
se asocia con las concentraciones circulantes en el suero materno y en el cordén
umbilical del factor de crecimiento relacionado con la insulina tipo 1 (IGF-I), sus proteinas
transportadoras  (IGFBPs), insulina, lactégeno placentario, leptina, estradiol,
progesterona, testosterona, cortisol y zinc; b) establecer si la preeclampsia se asocia con
alteraciones en la expresion placentaria de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 y; c) establecer si
el peso al nacer se asocia con la densidad superficial y/o la afinidad de los receptores de
IGF-l e insulina en el tejido placentario. Para cada uno de estos objetivos, se
establecieron dos grupos: un grupo problema constituido por mujeres con embarazo
complicado con preeclampsia moderada (grupo PE) y un grupo testigo conformado por
mujeres embarazadas normotensas (grupo NT).

Los resultados correspondientes al primer objetivo demostraron que el peso dé los
recién nacidos del grupo PE fue significativamente (P = 0.01) menor que el del grupo NT
(2.83 + 0.46 vs 3.31 * 0.3 Kg). Las concentraciones de IGF-l en el grupo PE fueron

significativamente menores que las del grupo NT, tanto en el suero materno (202 + 62 vs

317 273 ng/mL; P < 0.001) como en el cordon umbilical (60 + 43 vs 101 £ 42 ng/mL; P =



0.02). Ademas, las concentraciones de IGFBP-1 y de IGFBP-3 fueron mayores y
menores, respectivamente, en el grupo PE con respecto al NT. Las concentraciones en
suero materno y en el cordén umbilical de insulina, lactdégeno placentario, leptina,
estradiol, progesterona, testosterona, cortisol y zinc, no mostraron diferencias
significativas entre los grupos NT y PE. En el grupo PE, el peso de los recién nacidos
present6 una asociacion significativa con las concentraciones de IGF-I en suero materno
(Rho = 0.76; P = 0.004) y en el cordon umbilical (Rho = 0.75; P = 0.005), con las de zinc
placentario (Rho = 0.56; P = 0.04), asi como cori las de leptina en el cordon umbilical
(Rho = 0.61; P = 0.02). El analisis de regresion muitiple paso a paso demostré que el
IGF-I del cordén umbilical fue el mayor predictor del peso al nacer. En el grupo NT, el
peso de los recién nacidos no se asocié significativamente con ninguna de las variables
estudiadas.

Los resultados referentes a la expresion placentaria de IGF-1 y de sus IGFBPs no
mostraron diferencias significativas entre los grupos NT y PE. Asimismo los analisis de
inmunohistoquimica no mostraron diferencias significativas en las caracteristicas
morfolégicas del tejido placentario especificamente en la forma, tamafio y nimero de
células que conforman los sinciciotrofoblastos estudiados. Tampoco se encontré
diferencias significativas en cuanto al porciento de células positivas y al porciento de
areas positivas a la inmunotincion especifica para IGF-I, entre los grupos NT y PE.

Por ultimo, los receptores de membranas aislados fueron capaces de unir sus
ligandos especificos, pudiendose realizar los andlisis de desplazamiento en ambos
grupos. En el grupo NT, la densidad de los receptores placentarios de IGF-I e insulina

fueron de 215 £ 32 y 1181 + 210 fmoles/mg de proteinas, respectivamente. No se



observaron diferencias significativas en la densidad de estos receptores en el grupo PE
al ser comparados con el grupo NT. Ademas, la afinidad de los receptores de IGF-I no
fue significativamente diferente entre los grupo NT y PE. En lo referido al receptor
placentario de insulina, los resultados mostraron una menor afinidad (mayor constante
de disociacion (Kd) en el grupo PE comparado con el grupo NT (10.84 + 2.44 vs 8.10 +
1.28 10'M; P = 0.02).

En conclusién, la preeclampsia moderada se asocia con bajo peso al nacer,
concentraciones de IGF-l y de IGFBP-3 bajés y concentraciones de IGFBP-1 altas.
Ademés, los resultados mostraron que el bajo peso al nacer observado en el grupo PE,
se asocia con las concehtraciones de IGF-I del suero materno y del cordén umbilical, de
zinc placentario, y de leptina del cordon umbilical. Sin embargo, el IGF-I del cordon
umbilical es el mayor predictor del peso al nacer. Por otra parte, la ausencia de
diferencia significativas en las concentraciones de insulina, lactdgeno placentario,
leptina, estradiol, progesterona, testosterona, cortisol y zinc, entre los grupos NT y PE
descarta a estas hormonas como responsables del bajo peso al nacer observado en la
preeclampsia. En el presente trabajo no se observaron diferencias significativas en la
expresion placentaria del IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP-3 entre los grupo NT y PE, lo que
indica que la placenta no estd implicada en las alteraciones de las concentraciones
circulantes de estos factores de crecimiento en la preeclampsia, lo que sugiere que es la
produccién hepatica materna y fetal, fuentes principales de produccién endocrina de
estos factores, las que parecen estar alteradas durante la preeclampsia. Por ultimo, la
menor afinidad del receptor placentario de insulina observado en el grupo PE pudiera

reflejar una alteracion en la capacidad de transporte de nutrimentos a través de la



placenta, lo que implicaria una menor estimulacion del crecimiento fetal y por tanto el

bajo peso al nacer.
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Abstract

2. ABSTRACT
Preeclampsia (PE) is a pregnancy-induced hypertension disease. Its diagnostic is by
the simultaneous presence of hypertension and proteinuria. One the more
importaht aspect to consider in this disease is the high incidence of low newborn birth
weight, which represents a high risk for the fetal survival. The aims of the present study
were: a) establish if the birth weight is associated with the circulating concentration of the
insulin-like growth factor type 1 (IGF-l), its binding proteins, insulin, leptin, placental
lactogen, estradiol, progesterone, testosterone, cortisol and zinc; b) establish if the
preeclampsia is associated with alterations in the placental expression levels of the IGF-,
IGFBP-1, IGFBP-3, and; c) establish if the birth weight is associated with the density
and/or affinity of the IGF-I and insulin receptors in the placental tissue. For each aim, it
was establish two experimental groups: one problem group of pregnant women
complicated with moderate preeclampsia (PE group) and one control group of
normotensive pregnant women (NT group).

The result bellowing to the first aim demonstrated that the birth weigh of the PE
group was significantly (P = 0.001) lower compared with the NT group (2.83 £ 0.46 vs
3.31 + 0.3 Kg, respectively). The concentration of IGF-I was lower in the PE group
compared with the NT group, both in the maternal (202 + 62 vs 317 + 73 ng/mL; P <
0.001) and fetal (60 + 43 vs 101 % 42 ng/mL; P = 0.02) circulations. Moreover, the
concentration of IGFBP-1 and IGFBP-3 were higher and lower, respectively, in the PE
group compared with the NT group. The concentrations in maternal and fetal circulations

of insulin, placental lactogen, leptin, estradiol, progesterone, testosterone, cortisol and



zinc, were not statistically different between the PE and NT groups. In the PE group, the
newbom birth weight was associated with the concentration of IGF-I both in maternal
(Rho = 0.76; P = 0.004) and fetal (Rho = 0.75; P = 0.005) circulation, with the placental
zinc (Rho = 0.56; P = 0.04) and fetal leptin (Rho = 0.61; P = 0.02) concentration. The
stepwise multiple regression tests show the IGF-I as the mayor predictor of the birth
weight. In the NT, the newborn birth weight did not correlate with any of biochemical
studied variables.

The results about the placental expression of IGF-I and its binding proteins did not
show differences between the PE and NT group. In the other hands, the
immunohistochemistry analysis did not show significantly difference between group, in
the morphological characteristics of the placental tissue in order to form, size, and
number of cell, neither in the percent of the positive cell or percent of positive area to
IGF-I.

Finally, the receptors isolated from the placental tissue were able to binding both,
IGF-l and insulin, so the scatchard analysis was performed. The density of placental {GF-
I and insulin receptor were of 215 + 32 and 1181 + 210 fmoles/mg of protein, respectively
in the NT group. There were not found statistical difference in the density of these two
receptors between groups, neither in the affinity of IGF-I. The result regarding the affinity
of insulin receptor show a lower affinity in the PE group compared with NT group (Kd =
10.84 +2.44 vs 8.10+1.28 10 M, P = 0.02).

In conclusion, the moderated preeclampsia is associated with low birth weight, low
IGF-I and IGFBP-3 concentrations, and high concentration of IGFBP-1. Moreover, the

results show that low newborn birth weight observed in the PE group correlated with



maternal and fetal IGF-I, placental zinc and fetal leptin, but the fetal IGF-I was the mayor
predictor of the newborn birth weight. In other hand, the lack of statistical difference in
zinc, leptin, insulin, plécental lactogen, estradiol, progesterone, testosterone and cortisol
concentrations between the PE and NT groups discard a this hormones as responsible of
the low newborn birth weight observed in preeclampsia. In the present study was not
observed statistical differences in the placental expression of IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3
between the PE and NT groups, which indicate that the placental is not compromising in
the alteration of the circulating concentration of this growth factors observed in
preeclampsia, and suggest that is the maternal and fetal hepatic production, main sites of
endocrinal production of these factors which is maybe altered during preeclampsia. In
other hand the lower affinity of placental insulin receptor in the PE group may reflect an
alteration in nutrients transport capacity through the placenta, therefore low stimulation in

fetal growth and then low newborn birth weight.
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Introduccién

3. INTRODUCCION
I : | embarazo es una etapa importante de la vida que garantiza la perpetuidad de la

especie. Durante la gestacion se establece una importante interrelacion
morfoldgica y fisiologica entre la madre y el feto en desarrollo. Esta interrelacién, esta
finamente regulada por factores hormonales que aseguran el funcionamiento 6ptimo de
la placenta y garantizan un adecuado aporte de nutrimentos y de factores de crecimiento
necesarios para el desarrollo fetal (1-10).

La placenta produce muchos de estos factores hormonales, tanto de naturaleza
esteroidea como proteinica, entre los que podemos mencionar la progesterona, el
estradiol, la hormona gonadotropina coridnica (hCG), el lactogeno placentario (hPL), la
leptina y varios factores de crecimiento. En la primera estapa del embarazo, la hCG y la
progesterona son imprescindibles para el éxito del embarazo y evitar el aborto temprano.
En ta regulaciéon del metabolismo materno, placentario y fetal participan el hPL, la leptina
y factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1) y sus proteinas transportadoras (IGFBPs) los cuales estan involucrados en el
crecimiento placentario y fetal. Otros factores hormonales que regulan el funcionamiento
de la placenta y garantizan una condicién adecuada para el crecimiento fetal no son
producidos por la placenta, tal es el caso de la insulina, hormona producida por el tejido
pancreatico que estimula el transporte de nutrimentos desde la circulacién materna hacia
la circulacion fetal. Los factores nutricionales tales como el aporte de proteinas, las
calorias ingeridas y el Zinc (Zn) son también importantes para el desarrollo y crecimiento

tanto placentario como fetal. Ademas de desempefiar un papel importante en el



mantenimiento del embarazo, las hormonas esteroides producidas por la placenta y las
glandulas suprarrenales maternas y fetales regulan el metabolismo materno, estimulan la
sintesis placentaria de factores proteinicos y favorecen la maduracion del feto en
desarrollo (1, 11-13).

Existen condiciones patoldégicas durante el embarazo, que no garantizan un
adecuado crecimiento fetal, tal es el caso de la preeclampsia (PE). Esta enfermedad, es
una complicacion severa del embarazo, que se asocia con un alto indice de morbi-
mortalidad materna y/o fetal y constituye la segunda causa de muerte materna en
México. La preeclampsia se caracteriza por una disminucion del flujo Gtero-placentario
como consecuencia de la hipertension propia de esta enfermedad, lo que se asocia
directamente con el retraso del crecimiento intrauterino y el bajo peso al nacer (14-19).

Lo anterior nos suscitd el interé§ de llevar a cabo el presente estudio cuyos

objetivos son los siguientes.



4. Objetivos



Objetivos

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General
Evaluar la relacién entre indicadores del crecimiento fetal y el bajo peso al nacer

observado en la preeclampsia.

4.2. Objetivos Especificos

a) Estudiar si el peso al nacer se asocia con las concentraciones circulantes de IGF-,
IGFBPs, insulina, lactégeno placentario, leptina, estradiol, progesterona, testosterona,
cortisol y zinc, en el suero matemo y del cordén umbilical durante el embarazo normal y

la preeclampsia.

b) Establecer si la preeclampsia se asocia con alteraciones en la expresion placentaria

de IGF-Il, IGFBP-1 e IGFBP-3.

c) Estudiar si el peso al nacer se asocia con la densidad superficial y/o la afinidad de los

receptores de IGF-I e insulina en el tejido placentario durante el embarazo normal y la

preeclampsia.
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5. Antecedentes
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Antecedentes

5. ANTECEDENTES

5.1. Fisiologia del embarazo

El embarazo es una etapa importante de la vida, en especial del proceso de
reproduccién, que garantiza la perpetuidad de la especie. En el humano esta

etapa tiene una duracién de 40 semanas. Durante este periodo, se producen importantes

cambios anatomicos, fisiologicos y bioquimicos en la mujer gestante. Tales cambios, se

presentan en el Gtero para aceptar y permitir la implantacion del blastocisto y el posterior

desarrollo placentario y fetal, modificaciones en el metabolismo materno que garantizan

un adecuado suministro de nutrimentos al feto en desarrollo, asi como la preparacion de

las glandulas mamarias para la posterior etapa de lactancia.

La revisién de los datos obtenidos durante mas de 20 afos muestra que en
promedio el peso corporal materno aumenta 12.5 Kg durante el embarazo (20). Del peso
fotal incrementado, alrededor de @ Kg corresponden al feto, la placenta, el liquido
amniotico, el Gtero, la hipertrofia de los tejidos maternos, el aumento del volumen
sanguineo y la retencion de liquido extravascular. Los 3.5 Kg restantes representan-
principalmente el almacenamiento de grasa materna. La mayor ganancia de peso ocurre
en los Ultimos dos trimestres, cuando el crecimiento fetal se ve incrementado de manera
significativa (21, 22). Por su lado el gasto cardiaco de la madre aumenta entre un 30 a
40% hacia la semana 27 de gestacion, para luego sufrir una disminucion gradual en las
ultimas 8 semanas de la gestacién, sin alcanzar el valor que se presenta en la etapa de
postparto. El volumen sanguineo matermo aumenta durante el embarazo siendo hasta de

un 30% mayor de lo normal. Se presenta también un aumento en la filtracién glomerular



y de la ventilacion pulmonar de aproximadamente un 50%, produciéndose una
disminucién en la presién parcial de CO; de la sangre arterial. A pesar del aumento que
se presenta en el volumen sanguineo y en el gasto cardiaco, se observa una reduccion
en la presion arterial, debido a que se reduce la resistencia vascular periférica
aproximadamente en un 40%, en comparacion con los valores de las mujeres no
embarazadas. Sin embargo en algunas ocasiones se presenta un incremento de la
presion arterial (PA), estado patolégico conocido como hipertensién inducida por el

embarazo (1).

5.2. Hipertensién inducida por el embarazo
La hipertension inducida por el embarazo se manifiesta en el 8 al 10% de las
mujeres embarazadas y puede presentarse en diferentes formas (14).
-Hipertensién gestacional: Se caracteriza por hipertension arterial (presion arterial
sistdlica = 140 mm Hg o presion arterial diastolica = 90 mm de Hg. Otro criterio utilizado
es el aumento de al menos 15 mm Hg en la presién arterial diastdlica o de 30 mm de Hg
0 mas en la presion arterial sistolica).
-Preeclampsia: Caracterizada por la presencia de hipertensién arterial y marcada
proteinuria (> 300 mg en orina de 24 h o =.100 mg/dL en muestras al azar de orina
medidas con tiras reactivas Bililabstix dando lecturas > 2+) con o sin edema. Se divide
en preeclampsia moderada (PA > 140/90 y < 160/110 mm Hg) y preeclampsia severa
(PA = 160/110 mm Hg)

-Eclampsia: Preeclampsia complicada por convulsiones.
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-Sindrome HELLP: Se caracteriza por preeclampsia complicada por un cuadro que
define las abreviaturas de su nombre HELLP (hemdlisis, aumento en la concentracion de

enzimas hepaticas y disminucién del nimero de plaquetas).

5.3. Preeclampsia
La preeclampsia (PE) es una enfermedad hipertensiva que se presenta durante el
embarazo (14), tiene asociado a ella un alto indice de morbi-mortalidad materna
ylo fetal, representa un problema de salud ptblica en México, ya que afecta a alrededor
del 7.4% de las mujeres embarazadas en hospitales generales y de un 10.5% de las
atendidas en hospitales que manejan poblaciones de alto riesgo (15). También es una de
las principales causas de partos iatrogénicos prematuros (23) y la segunda causa de
muerte materna en México, con una tasa de 22.9 por cada 10 000 nacidos vivos (15).
Una de las alteraciones mas importantes observadas durante la preeclarﬁpsia es la
disminucion del flujo Gtero-placentario (19), como consecuencia de la hipertension
caracteristica de esta enfermedad, lo que se asocia directamente con el retraso del
crecimiento intrauterino y el bajo peso al nacer (16-18).

La preeclampsia se presenta después de la semana 20 de gestacion y se
diagnostica como moderada o severa segun el grado de hipertension y proteinuria. Su
etiologia es todavia desconocida y probablemente sea multifactorial, se han descrito
factores familiares (24), hormonales (25), inmunologicos (26) y nutricios (27, 28).
Algunos factores de riesgo para que se presente preeclampsia pueden ser: primer
embarazo, historia familiar de preeclampsia, preeclampsia previa, edad (menor de 20 y

mayor de 35 afos), preexistencia de enfermedades hipertensivas, autoinmune o renal,



diabetes mellitus, gestacion mdltiple, trisomia del cromosoma 13 (29) y embarazos con
polihidramnios (14, 30).

Muchos cambios metabdlicos estan asociados con la preeclampsia entre los
cuales se pueden observar la reduccion de la perfusion renal, hepatica, Gtero-placentaria

y cerebral que indica una vasoconstriccion y un bajo rendimiento cardiaco.

5.3.1. Alteraciones de los reguladores de la presion arterial durante la
preeclampsia
EI control de la presién arterial se logra mediante el equilibrio entre la sintesis y
liberacién de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Durante la
preeclampsia, este equilibrio se ve afectado a favor de una mayor concentracion
circulante de vasoconstrictores y un aumento en la sensibilidad vascular a la
angiotensina |l. En efecto, mientras que las concentraciones de endotelina y
tromboxanos, sustancias vasoconstrictoras, se encuentran aumentadas, las de
prostaciclinas y de oxido nitrico, sustancias vasodilatadoras, se encuentran disminuidas
durante la PE.

El embarazo normal se caracteriza por una resistencia al efecto vasoconstrictor de
la angiotensina Il en la circulacion periférica materna, garantizando un tono vascular
adecuado que permite un flujo sanguineo optimo desde la circulacién materna hacia la
placenta, con el consiguiente aporte de nutrimentos y oxigeno. Durante la preeclampsia
sucede lo contrario, la resistencia a la accién vasopresora de la angiotensina Il
disminuye y se produce un aumento en la sensibilidad vascular al efecto de ésta, lo que
se traduce en una mayor vasoconstriccién. La combinacion de lo anterior, junto con

vasoespasmo Y la aterosis aguda, conlleva a la reduccién en la perfusién y por tanto a la

19



disminucién en el flujo sanguineo, lo que puede causar un crecimiento inadecuado de la
placenta, o bien, una reduccién en su funcionalidad que a su vez se asocia directamente

con el retraso del crecimiento fetal (14, 30).

5.3.2. Alteraciones renales durante la preeclampsia
La patologia renal mas caracteristica de la preeclampsia es la endoteliosis
glomerular capilar, donde se presenta inflamacién endotelial y dep6sito de material
amorfo en el citoplasma. Lo anterior produce un crecimiento, inflamacién y
engrosamiento de los capilares glomerulares, lo que estrecha el lumen del capilar. Ello
conlleva a una reduccién del riego sanguineo y de la filtracion glomerular, lo que puede
provocar isquemia renal (31). Un indicador del dafio renal es la presencia de proteinas
en la orina como consecuencia de la pérdida en la capacidad del rindn de impedir la

filtracion de macromoléculas tales como las proteinas (14, 30).

5.3.3. Alteraciones hepaticas durante la preeclampsia

La lesibn hepética caracteristica de la preeclampsia severa es la necrosis
hemorrégica periportal lobular, a consecuencia del depédsito de fibrina en las

arteriolas hepaticas. La disfuncion hepatica es mas evidente en mujeres que presentan

sindrome HELLP, en el cual se presenta un incremento en la concentracion de enzimas

hepaticas en la circulacién materna (14, 30).
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5.3.4. Alteraciones cerebrales durante la preeclampsia

n mujeres con preeclampsia severa puede observarse una serie de alteraciones

cerebrales. Las manifestaciones clinicas que pueden presentarse incluyen
isquemia cerebral y edema, asi como pequefias hemorragias cerebrales que pueden
afectar a casi el 20% de las mujeres con preeclampsia severa o eclampsia. La
circulacién sanguinea cerebral es normal en pacientes con preeclampsia pero reducida
en el coma eclamptico. El aumento en la resistencia vascular en el sistema nervioso
central puede contribuir a alteraciones sensoriales en la preeclampsia, presentandose
dolores de cabeza y alteraciones visuales (14, 30).

{

5.3.5. Alteraciones cardiovasculares y pulmonares durante la preeclampsia
El gasto cardiaco puede encontrarse norma!, aumentado o reducido en la

preeclampsia moderada, y generaimente se encuentra disminuido en la
preeclampsia severa. Durante la preeclampsia se presenta vasoespasmos Yy
vasoconstriccién causando una disminucién del flujo sanguineo e hipertensién,
respectivamente. Lo anterior puede agravarse y presentarse hemorragias
subendoteliares, trombos de fibrina, necrosis focales y hemorragias miocéardicas. La
complicacién mas comun en la preeclampsia severa es el edema pulmonar agudo y
neumonia bronquial hemorrégica difusa y grave. La causa de presentar edema pulmonar

en mujeres con preeclampsia severa es alin desconocida (14, 30).
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5.3.6. Alteraciones hematolégicas durante la preeclampsia
Es comin que mujeres con preeclampsia severa o con eclampsia presenten
hemoconcentracion ya que el volumen sanguineo en las mujeres preeclampticas
se encuentra reducido en comparacion al embarazo normal. El volumen sanguineo para
una mujer embarazada normotensa en las Ultimas semanas del embarazo se espera que
sea alrededor de 5 L, mientras que en mujeres con eclampsia se ha observado
reducciones de hasta 1.5 L. La alteracion hematolégica mas comin en la preeclampsia
es la trombocitopenia. Puede encontrarse también un aumento en la concentracion de
fibronectina, una disminucion de antitrombina Ill y un aumento en los niveles de pB-
trombomodulina y de antigeno relacionado con el factor VIII, lo que sugiere directamente

la existencia de dafio endotelial (14, 30, 32).

5.3.7. Alteraciones Utero-placentarias durante la preeclampsia

n la preeclampsia no se da una migracion completa del tejido trofoblastico a las
Eartarias espirales maternas, manteniéndose parte de los componentes del tejido
muscular y elastico presente antes del embarazo. Lo anterior no permite que se
engrosen las arterias de forma adecuada, por lo que se observa una perfunsion
placentaria disminuida. Ademas las arterias espirales pueden ser obstruidas por material
fibrinoide, plaquetas y macréfagos, lesién conocida como aterosis aguda. Junto con lo ya
mencionado, se presentan vasoespasmos que influyen en la reduccién de la perfusion
placentaria, provocando la disminucion del aporte de nutrimentos y oxigeno al feto, lo

cual se asocia con un bajo crecimiento y desarrollo del feto (14, 30, 32).
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5.4. Placenta, estructura y funcién
La placenta es un érgano temporal que se forma durante el periodo de gestacion de
los mamiferos y tiene mdltiples funciones, entre las que podemos citar el
intercambio de nutrimentos y gases, eliminacién de toxinas, produccion de factores
hormonales que regulan el crecimiento y maduracién fetal (1, 2). En todas las especies
estudiadas, la relacion entre el peso de la placenta y el peso fetal refleja la eficiencia con
la cual la placenta garantiza la demanda nutricional para el crecimiento fetal (3, 4). Es
sabido que el retraso del crecimiento intrauterino se acompafa de la reduccion del
tamafio de la placenta. De hecho, en todas las especies estudiadas la reduccién del
tamano de la placenta es mas marcada que la reduccion de cualquier otro érgano fetal,
incluso que la reduccion del peso total del feto (4-8).

Después de 4 dias de ocurrir la fertilizacion, el embrion en desarrollo forma una
estructura llamada blastocisto, que se caracteriza por tener una masa de células
interiores que dan lugar a la formacion del feto, rodeada por una capa de células de tipo
trofoblasticas, a partir de las cuales se forma la placenta. Las células periféricas
trofoblasticas comienzan a producir la hormona gonadotropina coriénica (hCG) y
acondicionan al endometrio que recubre el Gtero materno para que el tejido trofobléstico
lo invada, a fin de garantizar una adecuada implantacién del feto. El proceso de
implantacién es regulado por un sistema de sefiales quimicas entre el trofoblasto que
produce hCG y favorece la invasién y el endometrio que produce citocinas e inhibidores
de proteasas que contrarrestan la capacidad de invasion del trofoblasto, estableciéndose
un equilibrio que garantiza una adecuada implantacion (2, 10, 11, 33).

Una vez anclada la placenta al endometrio, comienza la expansién y el

crecimiento de su masa celular hasta formar las vellosidades coriénicas que son las
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unidades funcionales basicas de la placenta, las que médian la absorcion de
nutrimentos, la eliminacion de sustancias de desechos y la produccién de un conjunto de
hormonas durante el embarazo. Las vellosidades coriénicas son estructuras formadas
por un nicleo de tejido mesenquimatoso, embebido en capilares sanguineos fetales
envueltos por una capa de citotrofoblastos y de sinciciotrofoblasto. Las vellosidades
coriénicas estan segmentadas y conforman los cotiledones, que a su vez forman a la
placenta como un érgano definido. La placenta es un érgano temporal, es una extensién
del feto en la madre y funciona como una interfase entre ambos (figura 1) (2, 10, 11, 33).

Durante la formaciéon de la placenta, tiene lugar un proceso de diferenciacion
celular del tejido trofoblastico blastocistico, a partir de éste se genera una capa basal de
células citotrofoblasticas llamada células de Langhans, las cuales tienen grandes
nlcleos eucromaticos y citoplasmas ligeramente basofilos, donde se observan
predominantemente ribosomas libres y escaso reticulo endoplasmatico rugeso, su
funcion fundamental es la de dar origen a través de cambios morfolégicos y fisiolégicos a
la capa mas externa, llamada capa periférica, la cual estad formada por células
sinciciotrofoblasticas, que se caracterizan por tener pequefios ntcleos heterocromaticos
y citoplasmas fuertemente basdfilos, con escasos ribosomas libres, pero abundantes
reticulos endoplasméticos rugoses y vesiculas del complejo de Golgi, que denotan una
gran actividad de sintesis proteinica (figura 2) (2, 10, 11, 33).

Las células de la capa basal son células mononucleadas, que se encuentran en
estrecha relacién entre ellas y con las células del sinciciotrofoblasto, a través de uniones
de tipo desmosomas. Al principio del embarazo, esta capa es gruesa y a medida que va
avanzando el mismo, se va transformando paulatinamente en el sinciciotrofoblasto. Es

por ello, que se va haciendo cada vez més delgada hasta casi desaparecer al final del
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embarazo. Esta transformacion de citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto es progresiva,
estableciéndose capas intermedias que se caracterizan por tener intercambio de
citoplasmas por fusién de membranas hasta llegar a la formacién de la capa periférica,
llamada sinciciotrofoblasto, cuyas células son grandes y multinucleadas. Las células
sinciciotrofoblasticas estan rodeadas por espacios intercelulares llamados lagunas o
espacios intervellosos que comunican unas con otras y con los capilares y las venas
maternas, estableciendo una via directa de intercambio materno-fetal. Por otro lado,
como lo denota la gran abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso y de vesiculas del
aparato de Golgi, la capa periférica posee una actividad de sintesis de glicoproteinas
mas intensa que la capa basal. Es en la capa periférica donde mas activamente se
producen hormonas de naturaleza proteinica tales como gonadotropina coriénica (hCG),
lactdgeno placentario (hLP), hormona de crecimiento placentaria (GH placentaria),
factores de crecimientos relacionados a la insulina (IGFs), tirotropina coriénica (TSH),
adrenocorticotropina coriénica (ACTH), productos generados a partir de la
proopiomelacortina (POMC) tales como lipotropina y p endorfina; péptido relacionado
con la hormona paratiroidea (PTH-rP), calcitonina y relaxina; y una variedad de
hormonas liberadoras e inhibidoras de tipo hipotalamicas, entre las que se incluyen la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH),
hormona liberadora de corticotropina (CRH), asi como hormonas esteroides tales como
estradiol y progesterona, todas de importancia para el desarrollo fetal (2, 10, 11, 33).

La capa basal de células citotrofoblasticas tienen ademds, la capacidad de
diferenciarse en otros dos tipos de celulares: el trofoblasto extravelloso de anclaje y el

trofoblasto invasiva. Las células del trofoblasto extravelloso de anclaje forman una
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columna de anclaje de la placenta al endometrio del Utero materno durante toda la
gestacion, ademas garantizan la union de la membrana placentaria a la decidua. Para
garantizar dicha unién, este tipo celular produce trofouteronectina (TUN) que parece
mediar la union al utero. El trofoblasto invasivo, es el responsable de invadir el tejido
endometrial del Gtero hasta llegar a las arterias espirales maternas, permitiendo que la
sangre fluya hacia los espacios intervellosos donde se ponen en contacto con la capa del
sinciciotrofoblasto velloso, a través de la cual se establece el intercambio de nutrimentos
y sustancias de desechos con la sangre fetal, sin que haya mezcla de sangre (2, 10, 11,
33).

Existen anormalidades en los procesos de anclaje e invasion trofobléstica que
producen abortos, embarazos pretérminos, o retraso del crecimiento intrauterino, ya que
no se crean condiciones adecuadas para el suministro eficiente de nutrimentos y para la
eliminacion de sustancias de desechos. Estas anormalidades se observan en
enfermedades tales como la preeclampsia, fundamentalmente en el trofoblasto invasivo
lo que conlleva a una deficiente implantacion. Alteraciones genéticas tales como la
sobrexpresion del gen del colageno tipo IV, que conlleva a una produccion excesiva de
esta proteina, dificulta el proceso de invasion. La presencia de abundantes linfocitos en
la sangre materna como consecuencia de infecciones, conlleva a un incremento en la
produccion de citocinas que inhiben la invasion trofoblastica y afectan al proceso de
implantacién y por tanto al embarazo normal (2, 10, 11, 33).

La capa de tejido materno méas cercano al sinciciotrofoblasto se deriva del
endometrio materno y se denomina decidua y tiene una gran actividad sintética de

factores hormonales tales como la IGFBP-1, proteasas especificas, prostaglandinas,
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entre otros, todos ellos importantes para la regulacién del funcionamiento placentario, asi
como del crecimiento y desarrollo fetal y del proceso del parto (2, 10, 11, 33).
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Figura 1. Esquema de una placenta humana madura. La placenta estd subdividida en cotiledones
mediante tabiques formados por invaginaciones de la decidua basal. La sangre materna liega a la
placenta por numerosas arterias espiraladas del endometrio que perforan la placa basal. A medida
que |la sangre penetra en el cotiledén es dirigida hacia la profundidad del espacio intervellositario
(flechas). Luego fluye por la superficie de las vellosidades donde se produce el intercambio de
gases y de productos metabdlicos. Por ultimo, la sangre materna abandona los espacios
intervellositarios y se introduce en las venas endometriales. La sangre fetal llega a la placenta a
través de las arterias umbilicales que se dividen en varias arterias de disposicion radial dentro de la
placa coriénica. Ramas de estos vasos se introducen en los troncos principales de las
vellosidades y alli forman extensas redes capilares. Las venas de las vellosidades transportan la
sangre de nuevo al sistema venoso fetal a través de un sistema paralelo de arterias fetales. Como
se menciond antes el intercambio de gases y productos metabdlicos se produce a través de la
barrera placentaria al fluir la sangre materna sobre la superficie de las vellosidades, muy proximas
a los lechos capilares placentarios fetales en el interior de ellas (Segun Moore KL, Persaud TVN:
The Developing Human 5°. Ed. Filadelfia, WB Saunders, 1993 p 177).
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Figura 2. Corte de placenta humana, tincién Hematoxilina-Eosina (H-E: X 280). Se muestra un corte
transversal de una placenta de término. Se distinguen las vellosidades coriénicas (CV) de
diferentss tamafios y los espacios intervellogitarios que las rodean (/S). El tejido conectivo de la
vellosidad contiene ramas de las arterias umbilicales y tributarias de la vena umbiiical (BV). Las
vellosidades mds pequeiias presentas solo capilares; las mds grandes poseen, en forma
congruente vasos sanguineos de mayor calibre. Se pueden observar sitios donde los nicleos estdn
agrupados en conglomerados (puntas de flechas), asi como también regiones del sincicio
relativamente libres de niicieos (flechas), Estos tramos del sincicio pueden estar tan

como para dar la impresion de que la superficie de la vellosidad carece de revestimiento. En las
placentas mas jovenes, el citotrofoblasto (Cy) es una capa celular casi completa, ubicada
inmediatamente por debajo del sinciciotrofoblasto. En la capa del citotrofoblasto se produce la
divisién celular y las células recién formadas se incorporan a la capa sincicial. En la placenta a
término (como la de la foto) sélo se hallan células citotrofoblasticas ocacionales (Cy). Se observan
ademads, otras células que son consideradas fagociticas y se dsnominan células de Hofbauer, Las
células de Hofbauer (HC) que se muestran en la figura no contienen ninguna inclusién
citoplasmatica distintiva.
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5.5. Factores relacionados con el crecimiento fetal durante el embarazo
Durante la gestacion se establece una importante interrelacion morfolégica y

fisioldgica entre la madre y el feto en desarrollo. Esta interrelacién esta finamente
regulada por factores hormonales que aseguran el funcionamiento 6ptimo de la placenta
y garantizan un adecuado aporte de nutrimentos y de factores de crecimiento necesarios
para el desarrollo fetal.

La placenta produce muchos de estos factores hormonales, tanto de naturaleza
esteroidea como proteinica, entre los que podemos mencionar la progesterona, el
estradiol, la hCG, el hPL, la leptina y varios factores de crecimiento. Todos estos factores
hormonales, son imprescindibles para garantizar el éxito del embarazo y evitar el aborto
temprano como es el caso de la progesterona y la hCG; para regular el metabolismo
materno y asi garantizar una disponibilidad de nutrimentos que favorezca el crecimiento
placentario y fetal como es el caso del hPL y la leptina. Los factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-l) y sus proteinas
transportadoras (IGFBPs) son necesarios para la estimulacion del crecimiento y
diferenciacion de la placenta, lo que garantiza el adecuado funcionamiento de la misma.
El IGF-l y sus IGFBPs son también producidos por los tejidos maternos y fetales,
fundamentalmente por el higado y contribuyen a la regulacién del metabolismo materno
asi como a estimular el crecimiento de los tejidos fetales en condiciones nutricionales
adecuadas, siendo de gran importancia fundamentalmente a partir de la segunda mitad
del embarazo donde ocurre el crecimiento fetal mas importante (1, 11-13, 34-41).

Otros factores hormonales que regulan el funcionamiento de la placenta y que
garantizan una condicién adecuada para el crecimiento fetal no son producidos por la

placenta, tal es el caso de la insulina, hormona producida por el tejido pancreatico que
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estimula el transporte de nutrimentos desde la circulacién materna hacia la circulacién
fetal donde son utilizados por el feto en crecimiento. Los factores nutricionales tales
como el aporte de proteinas, las calorias ingeridas y el Zn son también importantes para
el desarrollo y crecimiento tanto placentario como fetal (1, 12). Asimismo, las hormonas
esteroides producidas por la placenta y las glandulas suprarrenales matemas y fetales
desempefian un papel importante en el mantenimiento del embarazo, en la regulacion
del metabolismo materno, la estimulacion de la sintesis placentaria de factores
proteinicos, y en la maduracion del feto en desarrollo (1, 11).

A continuacién se describe el papel fisiol6gico de algunos de los mas importantes
factores relacionados con el crecimiento fetal durante el embarazo normal y la

preeclampsia y que son objeto de estudio en el presente trabajo.

5.5.1. IGF-l e IGFBPs en el embarazo normal y la preeclampsia

| factor de crecimiento relacionado a la insulina tipo 1 (IGF-l, del inglés Insulin-Like
EGmwth Factor-1), asi como sus 6 proteinas transportadoras conocidas como
IGFBPs (del inglés Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins) son proteinas de
secrecion, por lo que comparten los mismos mecanismos de biosintesis y secrecién de

ofras proteinas tales como albimina, enzimas pancreéticas e insulina.

5.5.1.1. Regulacién de la expresién génica de IGF-1 y sus IGFBPs

I gen que codifica para IGF-1 se encuentra localizado en el brazo largo del
Ecromosoma 12 (42). Los genes que codifican para IGFBP-1 y para IGFBP-3 estan
localizados en el brazo corto del cromosoma 7, ambos estan asociados con el gen

HOXA; los que codifican para IGFBP-2 y para IGFBP-5 estan localizados en el brazo
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largo del cromosoma 2, asociados con el gen HOXD, el que codifica para IGFBP-4 se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 17, asociado con el gen HOXB y el que
codifica para IGFBP-6 en el cromosoma 12 asociado con el gen HOXC (43).

El IGF-I es una hormona de naturaleza peptidica de bajo peso molecular. El gen
del IGF-| abarca mas de 45 kb del ADN genomico y esta conformado por 6 exones y 5
intrones y posee al menos dos sitios promotores (44). El IGF-| es expresado por todos
los tejidos adultos y fetales desde las primeras etapas de la vida. Se han descrito varios
transcritos (ARNm) del gen producido por cortes y empalmes alternativos de los
diferentes exones que lo conforman (44, 45). Debido a que las tallas moleculares
reportadas por los diferentes autores no siempre coinciden, se han utilizado intervalos
para su deteccién que van desde 0.9-1.2, 1.5-1.9, 4.7 y 7-7.5 kb. Todos estos transcritos
producen, al final del proceso de maduracién, un Unico producto proteinico de 7.6 kDa
con estructura muy similar a la de la proinsulina. Al igual que la proinsulina, el IGF-I esta
formado por una simple cadena polipeptidica y posee tres puentes disulfuros
intracatenarios. Tanto el IGF-l como la proinsulina poseen regiones hidrofébicas
idénticas, asimismo, las cadenas A y B del IGF-I son muy similares a las de la insulina.
(46).

La expresion del IGF-| y de sus IGFBPs es regulada por factores hormonales tales
como la hormona del crecimiento (GH) los esteroides sexuales, las hormonas tiroideas y
la insulina. Los factores nutricionales tales como el consumo de proteinas, las calorias
ingeridas y micronutrimentos como el Zn son también importantes reguladores (47, 48).

El IGF-1 puede tener actividades endocrinas, paracrinas y autocrinas (49, 50). La
presencia de dos sitios promotores en el gen del IGF-I garantiza la expresion diferencial

que ocurre entre el higado y el resto de los tejidos. Se han descrito dos tipos
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fundamentales de transcritos (ARNm) del IGF-I, identificados uno en el tejido hepatico y
el otro en el resto de tejidos, los cuales codifican para el mismo péptido maduro. Estos
ARNm contienen diferentes regiones 5' no traducible debido al uso de diferentes sitios de
iniciacion en el exon 1 o en el exdn 2. Los transcritos a partir del exén 2 son producidos
por el higado, son regulados fundamentalmente por la GH, el consumo de proteinas, las
calorias ingeridas, asi como micronutrimentos tales como el Zn. Su producto proteinico
esta destinado a cumplir las funciones endocrinas del IGF-I. Los transcritos producidos a
partir del exén 1 se encuentran en todos los tejidos extrahepaticos y su regulacién no es
por GH; en su lugar otras hormonas tales como los estrogenos sexuales y las hormonas
tiroideas son las reguladoras fundamentales. El IGF-l producido en los tejidos

extrahepaticos desempefia funciones autocrina-paracrinas (51) (figura 3).
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Figura 3. Representacién esquematica del procesamiento del gen de IGF-l. Se muestra la
distribucion de los exones e intrones, los dos sitios promotores (P; y P;), la region del péptido
sefal (Pre), los dominios A-E y la forma final del IGF-l maduro conteniendo los dominios A-D.
[Adaptado de Rotwein P. Structure, evolution, expression and regulation of insulin-like growth
factors | and Il. Growth Factors 1991;5(1):3-18].

Durante la vida posnatal, el higado representa la fuente de mayor produccion de
IGF-l y de sus IGFBPs y su sintesis esta regulada por el estado nutricio y la GH, los
cuales promueven la transcripcion del gen del IGF-l (45, 52) y de algunas de sus
IGFBPs, fundamentalmente de la IGFBP-3 (43). Los factores nutricios tales como el

aporte energético, proteinico y de Zn estan también involucrados en la regulacion de la
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sintesis del IGF-1 y de sus IGFBPs, asi como del crecimiento (47, 48, 53). El Zn es
considerado como un factor de crecimiento, lo cual ha sido ampliamente comprobado, ya
que la administracion de este nutrimento a nifios desnutridos estimula el crecimiento y se
asocia con un incremento en los niveles de IGF-I (54). En experimentacion animal, se ha
demostrado que el Zn aumenta la expresién de IGF-l y modifica la produccién de sus
IGFBPs (55). También se ha visto que la suplementacion con IGF-I no es eficiente para

garantizar el crecimiento en condiciones de deficiencia de Zn (56).

5.5.1.2. Sintesis y regulacion de IGF-I durante el embarazo

Como hemos mencionado, la sintesis del IGF-l y de sus IGFBPs es regulada por
factores hormonales como la GH, las hormonas tiroideas, la insulina y por

factores nutricionales tales como el consumo de proteinas, las calorias ingeridas y

micronutrimentos tales como el Zn (47, 48).

Durante el embarazo, la produccion hipofisiaria de GH esté disminuida, mientras
que las concentraciones de IGF-l aumentan a lo largo del periodo de gestacion,
alcanzandose las mayores concentraciones al final del embarazo. Este aumento se
asocia al incremento en la sintesis de GH placentaria cuya estructura es muy similar a la
hipofisiaria pero es codificada por un gen diferente. La GH placentaria es secretada a la
circulacién materna, donde ejerce un efecto importante en la estimulacion de la
produccién hepética de IGF-1 en la madre. En el compartimiento fetal la GH placentaria
no presenta efectos ya que no es capaz de cruzar la barrera placentaria. En el
compartimiento materno, el IGF-I estimula los procesos anabdlicos, lo que resulta en el
aumento del tejido graso y del glucdgeno hepatico (57). La secrecion de esta hormona a

la circulacion materna es menor en mujeres embarazadas con retraso del crecimiento
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intrauterino. Lo anterior resulta en una menor produccién hepatica de IGF-1 y por tanto en
la disminucién de los procesos anabdlicos, lo que garantiza una mayor disponibilidad de
nutrimentos en la circulacion materna para ser transportados hacia el feto en crecimiento
bajo condiciones desfavorables. Sin embargo, este mecanismo compensatorio no es
suficiente para garantizar el adecuado crecimiento fetal, lo que suguiere la participacién
de otros factores.

El hPL, la hormona proteinica mas abundantemente producida por la placenta
pasa a la circulacion materna y fetal, donde desempefia diversos papeles. En la
circulacion matema, el hPL presenta un efecto anti-insulinico lo que induce la
acumulacién de nutrimentos en la circulacion materna, los cuales pueden ser
transportados preferentemente hacia el feto a través de la placenta (13). En la circulacién
fetal, el hPL estimula la sintesis de IGF-I y de glucégeno hepatico, ademas de estimular

el crecimiento fetal al unirse a receptores tipo lactogénicos (34).

5.5.1.3. Sintesis de IGF-I durante la vida posnatal
En los primeros dias posteriores al nacimiento, las concentraciones de IGF-I
disminuyen con respecto a las concentraciones encontradas en la circulacién fetal
al final del embarazo. En los dias posteriores al parto, las concentraciones circulantes de
IGF-l aumentan y siguen incrementandose a lo largo de toda la nifiez, alcanzando
niveles maximos en la pubertad, lo que coincide con el incremento de los esteroides
sexuales. A partir de los 25 afios de edad y hasta los 60, las concentraciones séricas de
IGF-l se mantienen constantes, observandose una disminucién en dichas

concentraciones a partir de los 60 afios de edad (58).
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5.5.1.4. Transporte de IGF-l en la circulacién

Después de ser sintetizado, el IGF-I es liberado a la circulacion donde es
transportado por sus IGFBPs. Solamente el 1% del IGF-I circula en forma libre

ya que el 75% circula unido a la IGFBP-3, formando un complejo macromolecular que no

puede atravesar el endotelio vascular, aumentando su vida media de 10 min cuando esta

libre a 15 horas cuando esta unido a la IGFBP-3. El otro 24% se encuentra unido al resto

de las IGFBPs, fundamentalmente a la IGFBP-1 e IGFBP-2 que son de menor tamafio y

sl son capaces de atravesar el endotelio vascular (43).

5.5.1.5. Funciones biolégicas del IGF-I
EI IGF-| es capaz de estimular el crecimiento del cartilago, la sintesis de ARN, de
ADN y de proteinas; asi como de estimular procesos anabdlicos. Durante el
embarazo, estimula la division celular y el crecimiento de los tejidos maternos, a la vez
que estimulan los procesos anabélicos que dan como resultado el incremento del tejido
graso, de las reservas de glucégeno hepético, asi como estimular el desarrollo de las
glandulas mamarias entre otras modificaciones. En esencia el IGF-l tiene efectos
similares a los de la insulina sobre el misculo al estimular el transporte de aminoécidos y
glucosa, asi como inhibir la lipdlisis en el tejido adiposo. Por otra parte, el IGF-1 juega un
papel importante en el crecimiento como lo demuestra la estrecha correlaciéon entre las
concentraciones circulantes de este factor y la velocidad de crecimiento de los nifios

(40).
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5.5.1.6. Regulacién de la actividad biolégica del IGF-1 por sus IGFBPs
Es muy bien conocido que los efectos del IGF-I son modulados por sus IGFBPs

(43). Para que el IGF-l pueda ejercer su efecto anabdlico y estimular el
crecimiento y maduracion fetal, es necesario que éste pase del torrente sanguineo hacia
el espacio extravascular y se ponga en contacto con su receptor especifico sobre la
superficie de sus células blanco. Para que esto ocurra son necesarios dos procesos: que
el IGF-| se libere de la IGFBP-3, la que es considerada como el reservorio bioldgico de
IGF-I en la circulacion, que por su tamafio no puede atravesar el endotelio vascular, esto
se logra a través de la degradacion enzimatica de la IGFBP-3, lo que produce una
disminucion entre 20-30 veces de su afinidad por el IGF-I (59), lo que se traduce en
mayor concentracién de IGF-I libre. Durante el embarazo se produce un incremento en la
proteolisis de la mayoria de las proteinas transportadoras del IGF-I, fundamentalmente
de la IGFBP-3. Se ha observado que el nivel de proteolisis de la IGFBP-3 es mas
marcado en mujeres con embarazo multiple o en condiciones de insuficiencia dtero-
placentaria, donde la demanda fetal de IGF-l es mayor (60). Este fenomeno de
proteolisis ha sido ampliamente descrito en el suero materno (61, 62), pero parece
también producirse en alguna medida en el suero proveniente de fetos con retraso del
crecimiento intrauterino; sin embargo, la regulacion del ensamblaje de la IGFBP-3 con su
subunidad sensible a condiciones &cidas, parece ser la forma fundamental de regular la
concentracion de la IGFBP-3 en la circulacién fetal (63).

Otro mecanismo para modular la actividad biolégica del IGF-I, es su transporte
desde el torrente sanguineo hasta el espacio intersticial por proteinas transportadoras de
bajo peso molecular como las IGFBP-1, 2 y 4, las cuales son capaces de atravesar el

endotelio vascular (64, 65) y ponerse en contacto con la superficie de las celulas blanco
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como lo hace la IGFBP-1 a través de su receptor de tipo a5B1-integrina, lo que genera
por un lado la acumulacion de IGF-| sobre la superficie de las células blanco, a la vez
que se produce cambios conformacionales en la molécula de IGFBP-1 que induce una
disminucion de la afinidad por el IGF-1, liberdndose éste, pudiendo interaccionar con su
receptor especifico y ejercer su efecto estimulador sobre el crecimiento (66). Por otro
lado, se ha descrito que la unién de la IGFBP-1 a su receptor de tipo a5p1-integrina
estimula el crecimiento de manera similar a la ejercida por el IGF-I (67, 68). Ademéas
existen varios reportes del efecto potenciador de la IGFBP-1 sobre las funciones del IGF-
1 (69, 70). No obstante, otros reportes también han demostrado un efecto inhibitorio de la

IGFBP-1 sobre la respuesta celular a IGF-| “in vitro” (71-73).

5.5.1.7. Relacion entre IGF-l, IGFBPs y el retraso del crecimiento fetal
urante el embarazo, el IGF-| y sus IGFBPs son importantes para el crecimiento y
D diferenciacién tanto de los tejidos maternos como fetales. Desde etapas muy
tempranas del desarrollo, tanto la placenta como el resto de los tejidos fetales producen
estos péptidos y expresan sus receptores especificos (50, 74-78). Las concentraciones
de IGF- tanto fetal (38, 79) como maternas (80), aumentan a lo largo del embarazo y al
final del embarazo su concentracion correlaciona positivamente con el peso al nacer (38,
81, 82).
Los recién nacidos que han sufrido de retraso del crecimiento intrauterino, como
ocurre  bajo condiciones nutricionales desfavorables, presentan menores
concentraciones circulantes de IGF-I e IGFBP-3 y mayores concentraciones de IGFBP-1

que los recién nacidos con peso adecuado para la edad gestacional (83). De manera
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similar, estudios recientes han descrito una menor concentracion de IGF-| tanto en la
circulacion materna como del cordon umbilical (18, 84), asi como alteraciones en las
concentraciones circulantes de la IGFBP-1 y de la IGFBP-3 durante el embarazo
complicado con preeclampsia, enfermedad caracteristica por retraso del crecimiento
intrauterino (18, 85).

La IGFBP-1 es la proteina transportadora predominante en el fluido amniético (75)
y una de las mas abundantes en el plasma fetal (76, 86). La IGFBP-1 se incrementa a lo
largo del embarazo en la circulacion materna (87) y fetal (82, 88) y al final del embarazo
su concentracion se asocia negativamente con el peso al nacer, lo que sugiere un papel
inhibitorio sobre el crecimiento fetal y un modulador local de la accién del IGF-I. El grado
de fosforilacién de la IGFBP-1 afecta la afinidad por el IGF-1, siendo las méas fosforiladas
las de mayor afinidad. Durante la vida posnatal, la IGFBP-1 se sintetiza y se mantiene
en circulacién como una Unica isoforma altamente fosforilada. Durante el embarazo, la
IGFBP-1 de origen decidual y hepatico se sintetiza también como una isoforma Unica
altamente fosforilada. Sin embargo, en la circulacion materna, fetal y el liquido amnittico
la IGFBP-1 sufre cambios ya que se encuentra como una mezcla de isoformas altamente
fosforiladas, de menor grado de fosforilacién y desfosforiladas (89). Las isoformas que
presentan menor grado de fosforilacion tienen menor afinidad por el IGF-I y potencian los
efectos biolégicos del IGF-l, mientras que las isoformas altamente fosforiladas de la
IGFBP-1 inhiben la actividad biologica del IGF-I (90, 91).

En 1998, Iwashita y col. (92) demostraron que los recién nacidos con bajo peso al
nacer poseen igual cantidad de la forma no fosforilada de la IGFBP-1 que los recién
nacidos con peso adecuado para la edad gestacional, pero la cantidad de la forma

altamente fosforilada era mayor por lo que la relacion isoforma no fosforilada / IGFBP-1
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total era menor en los recién nacidos con bajo peso al nacer para la edad gestacional, lo
que sugiere que no solamente la cantidad total de IGFBP-1 sino que la proporcion de
isoformas con diferentes grados de fosforilacién son importantes para el crecimiento
fetal.

Otro factor hormonal relacionado estructural y funcionalmente con el IGF-l y sus

IGFBPs y que juega un papel importante en el crecimiento fetal, es la insulina.

5.5.2. Insulina en el embarazo normal y la preeclampsia

La insulina es una hormona peptidica producida por las células  de los islotes
pancreaticos. En el humano su secuencia esta codificada por un gen localizado
en el brazo corto del cromosoma 11. El producto proteinico del gen es un precursor
peptidico de cadena larga conocido como preproinsulina con un peso molecular de 11
500 Da que se produce en el reticulo endoplasmatico rugoso. La accidon de enzimas
microsomales la desdoblan en la proinsulina con un peso molecular de alrededor de
9000 Da, casi inmediatamente después de su sintesis. La proinsulina se transporta al
aparato de Golgi donde ocurre su empacamiento en los granulos de secrecion y la
conversion de la proinsulina a insulina de 51 aminoacidos (a.a) y en un péptido mas
pequefio conocido como péptido C de 31 a.a, mediante la protedlisis en dos sitios a lo
largo de la cadena polipeptidica. La insulina madura posee un peso molecular de 5808
Da y esta conformada por dos cadenas A y B, las cuales estan unidas por dos puentes
disulfuros intercatenario, ademads, la cadena A posee un puente disulfuro intracatenario;

todas estas interacciones le confieren estabilidad a la molécula de insulina.

40



La funcién fundamental de la insulina en el organismo es promover la entrada a la
célula de nutrimentos necesarios para la sintesis de proteinas, glucogeno y lipidos.
Ademas de estimular estos procesos anabdlicos, la insulina inhibe las actividades
catabolicas, particularmente la glucogenolisis y la lipdlisis. A través de estos
mecanismos, la insulina regula la homeostasis del metabolismo energético y estimula el
crecimiento de los tejidos.

Durante el embarazo las necesidades nutricionales del feto inducen cambios en la
homeostasis metabdlica de la madre, que ocasionan cambios fisiolégicos y morfologicos
en el pancreas materno. El tamano de los islotes pancreaticos aumentan y las células p
secretoras de insulina presentan hiperplasia. Los valores basales de insulina se
mantienen invariables al inicio del embarazo, pero se van incrementando a partir del
segundo trimestre. A partir de entonces, el embarazo se convierte en un estado de
hiperinsulinemia y de resistencia a los efectos metabdélicos periféricos de la insulina. En
efecto, el estado pospandrial de la mujer embarazada se caracteriza por hiperglicemia,
altas concentraciones séricas de aminoacidos, acidos grasos, triglicéridos y colesterol
(20, 37), asi como por un estado de hiperinsulinemia y una mayor supresién de la
produccion y liberacion de glucagén (20, 93). Se ha demostrado que el incremento en las
concentraciones de insulina durante el embarazo es consecuencia de un incremento en
la produccién pancreatica de insulina, ya que su vida media se mantiene constante
durante el embarazo (20, 94). La finalidad del incremento de la produccion de insulina y
el estado relativo de resistencia a su efectlﬂ, observado durante el embarazo, es
asegurar una provisién postpandrial sostenida de glucosa, aminoacidos, &acidos grasos,

triacilglicéridos y colesterol al feto. Los cambios observados en las células B
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pancreaticas, en relacion con la hipersecrecién de insulina y el estado de resistencia a la
insulina son regulados por el estradiol, la progesterona y el lactégeno placentario (95). El
lactégeno placentario, por su lado es capaz de estimular la lipdlisis con el consiguiente
aumento de las concentraciones de los &cidos grasos libres en la circulacion
contribuyendo al estado de resistencia a la insulina (1, 13, 20).

Las concentraciones de insulina en la circulacion fetal se asocian con el
crecimiento fetal. Durante la diabetes gestacional se produce un transporte excesivo de
nutrientes hacia el feto, en especial de glucosa, lo que origina una hipersecrecion de
insulina fetal y por ende el incremento de los procesos anabdlicos. Lo anterior resulta en
la aceleracién del crecimiento dando como resultado la macrosomia fetal (96). En
cambio, cuando el feto sufre del sindrome de insuficiencia fetal de insulina como
consecuencia de diabetes mellitus congénita y disgenesia pancredtica, las
concentraciones de insulina son bajas, lo que resulta en retraso del crecimiento
intrauterino (12).

Durante el embarazo complicado con preeclampsia severa, los primeros estudios
han reportado que tanto la hiperinsulinemia relativa, como el estado de resistencia a la
insulina puede verse agudizado (97-99). Recientemente Caruso y col. utilizando una
metodologia mas apropiada han observado la agudizacién de la hierinsulinemia y la
resistencia a la insulina durante la hipertension gestacional, pero no en la preeeclampsia
(100).

Otro factor harmonal relacionado con la insulina, la resistencia a la insulina y la

regulacién del metabolismo matermno, es la leptina.
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5.5.3. Leptina en el embarazo normal y la preeclampsia

La leptina es una hormona proteinica producida por el tejido adiposo. En el
humano, el gen de la leptina esta localizado en el cromosoma 7, y codifica para un

producto proteinico de 167 a.a, que posee un puente disulfuro entre los residuos de

cisteina 96 y 146 de la cadena polipeptidica, el cual le confiere estabilidad a la estructura

proteinica.

Durante el estado de no embarazo, la expresion de leptina en el tejido adiposo
cambia paralelamente con los cambios en las concentraciones de insulina asociados con
los periodos de alimentacion y ayuno (101) o con la infusién de insulina (102). La insulina
incrementa la expresion y la liberacién de leptina (102) en cultivos de adipocitos y de la
grasa epididimal (103) y estimula el transporte de leptina desde el reticulo
endoplasmatico hacia las vesiculas de secrecion (103).

El embarazo se caracteriza por concentraciones circulantes elevadas de leptina al
comparase con el estado de no embarazo. Las altas concentraciones de leptina
encontradas durante el embarazo parece actuar como sefial para el almacenamiento de
energia que es critico para lograr una reproduccion exitosa (35). Las concentraciones
maternas de leptina se incrementan a lo largo del embarazo (104) fundamentalmente en
el segundo y tercer trimestre y disminuye al momento del parto (105). La hiperleptinemia
durante el embarazo es comparable a la encontrada en animales y humanos obesos
(35). Debido a que la leptina exdgena es rapidamente eliminada de la circulacion, con
una vida media de 1.6 horas (106), el estado de hiperleptinemia se debe a una
produccién sostenida de la hormona para mantener sus concentraciones elevadas
durante el embarazo. Los cambios en las concentraciones de leptina que ocurre durante

el embarazo correlaciona con las concentraciones maternas de estradiol y hCG (107),
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sugiriendo una interrelacion dinamica entre la leptina y los cambios en los niveles de
estas hormonas. Asimismo, las concentraciones de leptina durante el embarazo se
asocian con el peso de la placenta y del recién nacido lo que hace de esta hormona un
indicador del crecimiento fetal (108).

El aumento de las concentraciones de leptina durante el embarazo no se asocia
con la disminucion del apetito y del metabolismo energético. La hiperleptinemia puede
deberse a la hiperinsulinemia inducida por el embarazo, asociacién similar a lo
observado durante la obesidad. En la primera etapa del embarazo, la sensibilidad de los
adipocitos a la insulina est4 incrementada, lo que promueve la acumulacién de lipidos.
Sin embargo, durante el segundo y tercer trimestre del embarazo el tejido adiposo se
hace resistente a la insulina (109, 110), periodos en los cuales se presenta un estado de
hiperleptinemia (105). Durante el embarazo la placenta constituye un sitio adicional de
sintesis de leptina cuya magnitud es similar a la del tejido adiposo (111). La sintesis
placentaria de leptina es considerada como una sefal para el transporte de nutrimentos
hacia el feto. Datos recientes sugieren que la produccién placentaria de leptina es
regulada por la insulina, ya que la placenta contiene gran numero de receptores de
insulina y responde agudamente a la hiperinsulinemia con un transporte incrementado de
glucosa y con una fosforilacion incrementada de la misma (112); por lo que es posible
que la produccion placentaria de leptina, similarmente a lo que ocurre con el tejido
adiposo, sea regulada por la insulina. La observacion de que el tratamiento con insulina
de mujeres diabéticas embarazadas, incrementa de 3-5 veces la expresion placentaria
de leptina (113), apoya esta afirmacion.

Durante la preeclampsia y de forma similar a lo descrito para la hiperinsulinemia

relativa y la resistencia a la insulina, los resultados relativos a las concentraciones de
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leptina son contradictorios. Algunos autores han informado que las mujeres con
preeclampsia presentan concentraciones de leptina mas elevadas en la circulacion
materna (114-117), mientras que oftros investigadores no encuentran diferencias
significativas (114, 118). Asimismo, en el cordén umbilical se ha informado la presencia
de mayores concentraciones de leptina (115), mientras que otros reportes no muestran
diferencias con respecto a los valores encontrados durante el embarazo normal (116).
Otro conjunto de hormonas, de naturaleza no proteica, también son importantes
moduladores de la actividad biolégica del IGF-I, imprescindibles para el mantenimiento
del embarazo y en la maduracién del feto en desarrollo, estas son las hormonas

esteroides sexuales y los glucocorticoides.

5.5.4. Hormonas esteroides durante el embarazo normal y la preeclampsia;
relacion con el crecimiento fetal

urante el embarazo, la unidad feto-placentaria es responsable del incremento en
Dla produccion de hormonas estercides sexuales y glucocorticoides: estradiol,
progesterona y cortisol fundamentalmente (41, 119, 120). La sintesis de esteroides
sexuales placentarios se realiza partir del colesterol presente en la circulacion materna,
el cual es transportado por las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (121, 122). La
capacidad de unién especifica de las LDL-Colesterol (LDL-C) a los tejidos
estereoidogénicos feto-placentarios, se incrementa a lo largo de la gestacion,
fundamentalmente en el segundo y tercer trimestre. El incremento de la captacion de
LDL-C por los tejidos estereoidogénicos feto-placentarios estd acompafiado de un
incremento en la expresién de su receptor especifico (123). La unidad feto-placentaria

se complementa para lograr la sintesis de hormonas esteroides, ya que la placenta
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carece de las actividades 17-hidroxilasa y 17,20-desmolasa por lo que es incapaz de
convertir los esteroides C,, (progestinas) a esteroides Cq9 (androgenos), por lo que la
formacion de estrogenos (estradiol y estrona) depende de los precursores androgénicos
provenientes de las adrenales maternas y fetales.

En condiciones normales, las concentraciones de las hormonas esteroides:
estradiol, progesterona y cortisol se incrementan a medida que transcurre el embarazo.
El estradiol y la progesterona tienen un efecto vasodilatador demostrado y contribuyen a
la estimulacion del flujo Utero-placentario, facilitando el aporte de nutrimentos al feto.
Ademas, estos tres tipos de hormonas estan involucradas en la estimulacion del
crecimiento fetal al regular la sintesis de factores de crecimiento tales como el IGF-l y
sus IGFBPs.

El estradiol estimula la sintesis de IGF-l y de algunas de sus proteinas
transportadoras como la IGFBP-4 (124-126). Algunos autores han observado que
mujeres embarazadas que viven a 3000 metros sobre el nivel del mar, presentan
concentraciones circulantes de estradiol y estriol mas bajas a lo largo de todo el
embarazo que aquellas que viven en altitudes mas bajas, debido a una reducida
oxigenacién de la placenta, condicién similar a la hipoxia que se observa en la
preeclampsia (127). En este estudio, se observé que el grupo de mujeres que sufrian de
hipertensién y proteinuria, y padecian por tanto de preeclampsia, mostraron una
marcada disminucién de estradiol y un aumento en las concentraciones de
progesterona (127). Otros autores han reportado una disminucién de la concentracion
del estradiol conjugado, sin variacién en la concentracién del estradiol libre, ni de

progesterona durante la preeclampsia (128).
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Durante la preeclampsia severa, algunos autores han reportado altos niveles de
progesterona (127), una mayor capacidad de sintesis placentaria (129), y una mayor
expresion de los receptores de progesterona en el tejido placentario (130). Ya que la
progesterona, ha resultado ser un potente estimulador de la produccion ‘“in vitro” de
IGFBP-1 (131) se pudiera pensar que el incremento de IGFBP-1 observado en la
preeclampsia pudiera ser debido a las altas concentraciones de progesterona
reportadas.

Durante el embarazo, las concentraciones de testosterona se encuentran bajas
debido a la activa aromatizacién de ésta en estradiol, siendo el estradiol quien
desempeia un papel importante en la estimulacion del crecimiento y maduracion fetal.
Sin embargo, algunos autores han observado un aumento en las concentraciones de
testosterona durante la preeclampsia (132, 133), al parecer debido a una pobre
aromatizacion a estradiol provocado por la hipoxia relativa que caracteriza a la
preeclampsia. Ya que ha sido reportado un estado de hiperandrogenismo relativo
durante la hipertension gestacional, asociado a un estado de resistencia a la insulina
(134), condicién ésta que ha sido sugerida también durante la preeclampsia (97-99), no
se puede descartar un posible papel estimulador de la testosterona sobre el desarrollo
de la resistencia a la insulina reportada durante la preeclampsia.

Finalmente, se sabe que los glucocorticoides, fundamentaimente el cortisol,
inhiben la sintesis de IGF-l (135), estimulan la  proteolisis de las IGFBPs,
fundamentalmente de la IGFBP-3 (136) y la sintesis y secrecion de IGFBP-1 (137, 138)
efectos que estan relacionados con el crecimiento fetal.

Ademas de los factores hormonales, los factores nutricionales como el zinc estan

involucrados en la regulacion de la actividad del IGF-I, sus IGFBPs y el crecimiento fetal.
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5.5.5. Zinc en el embarazo normal y la preeclampsia
I :l zinc (Zn), es considerado un factor nutricional estimulador del crecimiento
somaético tanto durante la vida posnatal como intrauterina. Su efecto tréfico es

atribuido tanto a mecanismos directos o indirectos mediados por la accion del IGF-1.

5.5.5.1. Fuentes, distribucion y funciones biolégicas del zinc

I Zn es un nutrimento inorganico distribuido ampliamente en los organismos vivos
Etanto del reino animal como vegetal. Las fuentes de Zn en la dieta provienen de la
carne, pescado, mariscos, aves, higado, leche y productos lacteos, los cuales
proporcinan el 80% de total, el resto se encuentra en nueces y cereales de grano entero.
El Zn proveniente de la dieta es absorbido en el intestino y transportado en el plasma
sanguineo en un 95% por la albumina, la cual es su principal transportador (139). El
higado, pancreas, rifion, hueso y musculos voluntarios son los érganos donde su
concentracion es més elevada. En la célula el Zn se encuentra en todos los organelos,
pero la mayor parte del Zn intracelular esta localizado en el citosol. Las concentraciones
circulantes de Zn en el plasma de humano son de 70-110 pg/dL. El cuerpo humano
contiene cerca de 2 g de Zn, se estima que 1.5 g en la mujer aduita, 2.5 g en el hombre
adulto y de 60 mg en el recién nacido (140).

El Zn es indispensable para los seres vivos. Tiene muchas acciones biologicas ya
que participa en diversas reacciones metabdlicas al actuar como cofactor enziméatico de
mas de 200 enzimas involucradas en los procesos de sintesis y degradacién. Asimismo,
el Zn juega un papel importante en la estabilizacién de la estructura de los acidos

nucleicos y ribosomas, es un componente de las biomembranas (141, 142) y favorece el
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reconocimiento y la interaccion de determinadas moléculas proteinicas con el ADN (143,
144), garantizando los procesos de regulacion de la expresion génica; desempefando un
papel importante en los procesos de duplicacién y diferenciacion celular. Por lo que la
deficiencia de este nutrimento inorgénico influye negativamente en el proceso de

crecimiento (145).

5.5.5.2. Zinc y retraso del crecimiento intrauterino

urante el embarazo, las deficiencias de Zn pueden causar numerosas anomalias
Dcomo el aborto espontaneo, embarazo relacionados con enfermedades
hipertensivas tales como la preeclampsia, embarazos pretérminos, malformaciones y
retardo en el crecimiento intrauterino (146). Varios estudios han demostrado que las
bajas concentraciones de Zn en la circulacion materna durante el embarazo son causa
de desnutricion fetal y por tanto, de bajo peso al nacer (147). En cambio, la
suplementacion con Zn a mujeres con bajas concentraciones de este micronutriente
inorganico, contrarresta el retraso del crecimiento intrauterino (27, 54).

La deficiencia de Zn no solo se ha asociado con el retraso del crecimiento
intrauterino, sino que se ha observado ademéas una disminucion en el crecimiento
posnatal en individuos con deficiencia de este nutrimento inorganico (148, 149). Se ha
observado que la dieta deficiente de Zn provoca una disminucién significativa en las
concentraciones circulantes de IGF-1, un retardo en el crecimiento y por lo tanto, bajo
peso corporal en ratas (53). Ademas, se ha visto que en estas condiciones la expresién
hepatica del IGF-I se encuentra disminuida (150). Esta condicion de deficiencia de Zn es
capaz ademas de inducir la disminucion de los receptores hepaticos de la GH, asi como

medificar las actividades biol6gicas de las IGFBPs y de la proteina transportadora de la
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GH (148, 151). En mujeres sanas la ingesta deficiente de Zn se asocia con bajas
concentraciones circulantes de IGF-1, siendo esto independiente del aporte de proteinas.
En efecto, el Zn es considerado como un factor de crecimiento, lo cual ha sido
ampliamente comprobado, ya que la administracion de este nutrimento a nifios
desnutridos estimula el crecimiento y se asocia con un incremento en los niveles de IGF-
| (54). Este tipo de estudio ha sugerido que el IGF-I puede ser regulado de manera
importante por el Zn (152).

Durante la preclampsia, las placentas de mujeres preeclampticas tienen menor
concentracion de Zn que las mujeres testigos, y que la deficiencia de este nutrimento
inorganico se asocia con un incremento en la presion arterial (146). Asimismo se ha visto
que la frecuencia de embarazos relacionados con preeclampsia moderada es de 5.6%
en mujeres con bajas concentraciones de Zn en suero, mientras que en mujeres con
concentraciones normales la frecuencia es de solo 0.7% (153). Otros estudios no
encuentran relacion entre las bajas concentraciones en plasma de Zn y la hipertension

inducida por el embarazo (154).
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Metodologia

6. METODOLOGIA
6.1. Disefio experimental

El presente estudio es de tipo transversal y comparativo.

6.2. Sujetos

as mujeres reclutadas para el estudio, fueron pacientes embarazadas que
Lacudieron al servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital General "Dr.
Manuel Gea Gonzalez". Todas pertenecian a la poblacién urbana del Distrito Federal,
con caracteristicas socioeconémicas similares. Para la realizacion de este estudio se
conté con la aprobacion del Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran" y del Comité de
Etica del Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzalez".

El diagnéstico de la preeclampsia se llevé a cabo tomando en cuenta los criterios
de hipertension y proteinuria previamente establecidos por el grupo de trabajo para el
Estudio de la Hipertension Durante el Embarazo del Programa Nacional de Educacién

sobre Hipertension de los Estados Unidos de Norteamérica (14).

6.3. Criterios de seleccion de la poblacién

6.3.1. Criterios de inclusién

-Edad biolégica: 18 a 35 afios.

-Embarazadas preeclampticas (Grupo PE): presion arterial: > 140/90 mm de Hg y

proteinuria: = 100 mg/dL de orina.
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-Embarazadas normotensas controles (Grupo NT): presion arterial: < 140/90 mm de Hg y

proteinuria: trazas o negativa.

6.3.2. Criterios de exclusion

-Presencia de enfermedades crdnicas.

-Necesidad de reposo por mas de dos semanas.

-Estar en tratamientos con medicamentos hormonales que pudieran interferir con la

sintesis de IGF-I.

6.3.3. Criterios de eliminacion

-Aborto u 6bito

-Embarazo gemelar o multiple.

-Aparicion de enfermedades endocrinolégicas o de ofro tipo con excepcion de

preeclampsia para el grupo PE.

6.4. Tamano de la muestra
I E | célculo del nimero de muestra (n) se realiz6 segun la ecuaciéon para muestras
independientes:

282 (Za+ ZP)?
nz

A2

En donde:
S= Desviacion estandar de la concentracién de IGF-1 en el grupo testigo. Se utilizaron los

datos reportados por Halhali y col. (18). En este estudio se reporté una concentracién de
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IGF-I de 383 + 74 ng/mL en el grupo normotenso control (NT) y de 265 + 74 ng/mL en el

grupo preeclamptico (PE).

A = Diferencia minima entre las concentraciones de IGF-| esperada entre los grupos NT
y PE. Para el célculo del nimero de muestra (n), se utilizé una diferencia minima
esperada de 118 ng/mL. Considerando Zo.=1.96 (que corresponde a un valor de

a=0.05) y Zp = 0.84 (que corresponde a un poder de la prueba de 80%)

2(74)2 (1.96 + 0.84)2

(1182

nz

2(5476)(7.84)

13924

Se establecieron dos grupos experimentales, el grupo PE conformado por 15
mujeres preeclampticas y el grupo NT de 11 de mujeres normotensas controles, todas
con embarazo a término, reclutadas al momento del parto. La seleccién de la muestra
poblacional se realizé de manera consecutiva, segin acudian al servicio de Ginecologia
y Obstetricia. El reclutamiento se realizd con el consentimiento previo de las pacientes,

siguiendo los criterios de seleccion establecidos.
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6.5. Toma de muestras
En todos los casos se tomé una muestra de 10 mL de sangre materna y una de 10
mL de sangre del cordén umbilical, en tubos plasticos que contenian una solucién
de inhibidores de proteasas, para evitar la degracién de los factores proteicos de interés
para el estudio. Una vez separados los sueros por centrifugacion a 3000 rpm durante 15
min a 4°C durante 15 min, estos fueron correctamente identificados y conservados a -
70°C hasta el momento de ser utilizados. Se tomaron explantes de tejido placentario
para la determinacion de la concentracion de proteinas totales, de Zn placentario y para
la determinacion de los ARN mensajeros de los factores proteicos de interés; estos
fueron lavados con solucidn fisiolégica, congelados en nitrégeno liquido, y conservados a
-70°C hasta el momento de ser analizados. Otros explantes placentarios se lavaron con
solucién fisioldgica y se conservaron unos en etanol y otros en formaldehido hasta ser
utilizados en los analisis de inmunohistoquimica. En todos los casos se tomaron los

datos clinicos y personales de la madre y de los recién nacidos.

6.6. Métodos
6.6.1. Estudio de la relacién del peso al nacer con las concentraciones circulantes
de indicadores del crecimiento fetal durante el embarazo normal y la preeclampsia
6.6.1.1. Cuantificacion de las concentraciones de IGF-I

a cuantificacién de las concentraciones de IGF-| tanto en el suero materno, como
Ldel cordén umbilical, se realiz6 por un método radioinmunométrico (IRMA)
utilizando un estuche comercial (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas, USA),

después de la separacion de sus proteinas transportadoras en medio etanol-acido
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clorhidrico. La sensibilidad del método fue de 0.8 ng/mL. Los coeficientes de variacion

intra e interensayos fueron menores de 5% y 10%, respectivamente.

6.6.1.2. Determinacion de las IGFBPs
La determinacion de las IGFBPs se realizé a través de la técnica de Western
Ligand Blot (WLB), para ello las muestras de suero fueron centrifugadas durante
15 min a 3,500 rpm para eliminar restos de fibrina. Se preparé una mezcla de los sueros
provenientes del grupo NT y una de los sueros provenientes del grupo PE. Para ello se
mezclaron 20 pL de cada uno de los sueros obtenidos. Posteriormente a 20 pL de cada
mezcla le adicioné 280 pL de amortiguador de carga (Tris 62.5 mM pH 6.8, Glicerol 4%,
SDS 2%, 25 mM de azul de bromofenol) conteniendo 100 mM de diotreitol (DTT). Se
tomaron 10 pL de un marcador de peso molecular marcado con carbono 14 (Rainbow
Ct4-methylated protein molecular weight markers, high molecular weight, Code CFA 756,
Amersham Pharmacia Biotech, London, UK) y se mezclaron con 40 pL del amortiguador
de carga pero sin DTT. Las muestras y el patrén fueron incubadas a 95°C en un bafio de
agua durante 3 min, se colocé posteriormente en hielo y se aplicaron 50 pL de las
muestras en cada carrilera con ayuda de puntas finas y largas. Se llevé a cabo la
separacion electroforética en un gel de poliacrilamida al 11% con SDS a 200 V hasta que
las muestras entraron en el gel separador y posteriormente a 300 V durante 18 horas a
40C, utilizando el amortiguador Tris-glicina-SDS (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS
0.1%) pH: 8.3, como amortiguador de corrida y una camara de electroforesis del tipo
PROTEAN I xi CELL (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA). Se utilizé

una fuente de poder modelo 1000/500 de la misma firma.
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Las proteinas separadas en los geles fueron electrotransferidas a una membrana
de PVDF (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA) de 0.22 um, especial
para fijar proteinas, con ayuda de un sistema TRANS-BLOT CELL, utilizando el sistema
Tris-glicina-metanol (Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, metanol 20% V/V) pH 8.3, como
amortiguador de transferencia el cual garantiza ademas de la transferencia la fijacion de
las proteinas a la membrana de PVDF.

Posteriormente la membrana de PVDF fue incubada con 50 mL del amortiguador
SAL 1X (10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH: 7.4) con gelatina al 0.5%, toda la noche a
4°C para bloquear la membrana. Posteriormente se incubé con 10 mL de tampdn SAL
1X con 0.15% de gelatina que contenia 800 000 CPM de 1125-IGF-|, (actividad especifica
=z 2000 Ci/mmoL, Amersham Pharmacia Biotech, London, UK), durante 24 h con
agitacion pendular a 4°C y posteriormente fue lavada 2 veces con 50 mL del
amortiguador SAL 1X con Tween 0.1% durante 15 min y 2 veces con el amortiguador
SAL 1X. Una vez seca la membrana se colocd en un cassette para autorradiografia y se
incubé durante 4 dias a -70°C, posteriormente se reveld la placa y se realizé el andlisis
densitométrico con ayuda de un analizador de imagenes modelo EAGLE EYE I
(Stratagene Laboratory Equipment, La Jolla, California, USA). La intensidad de las
manchas fue proporcional a la cantidad de las IGFBPs en cada muestra, pudiéndose

comparar las cantidades entre los grupos experimentales (155).
6.6.1.3. Cuantificacién de la concentracion de insulina

l a cuantificacién de la concentracién de Insulina se realizé por radioinmunoanélisis

(RIA) utilizando un estuche comercial (ICN Pharmaceuticals Inc., Orangeburg,
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New York, USA). La sensibilidad del método fue de 1.3 pU/mL. Los coeficientes de

variacion intra e interensayos fueron menores de 5% y 10%, respectivamente.

6.6.1.4. Cuantificacién de la concentracion de glucosa

La cuantificacién de la concentracion de glucosa se realizé por el método de
glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD/POD) utilizando un juego de reactivos

enzimaticos SERA-PAK® Glucosa (Bayer Corporation, Tarrytown, New York, USA) y se

empled un analizador automatico Technicon KA-50. La sefial fue medida a 505 nm.

6.6.1.5. Cuantificacién de la concentracién de leptina

a cuantificacion de la concentracion de leptina se realizd por RIA utilizando un
Lesluche comercial (Linco Research Inc., St. Luis, MO, USA). La sensibilidad del
método fue de 0.5 ng/mL. Los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron

menores de 5% y 10%, respectivamente.

6.6.1.6. Cuantificacion de la concentracién de lactégeno placentario

a cuantificacion de la concentracion de lactdgeno placentario se realizé por RIA en
Lfase solida utilizando un estuche comercial COAT-A-COUNT HPL (Diagnostic
Products Corporation, DPC®, Los Angeles, CA, USA). La sensibilidad del método fue de
0,12 pg/mL. Los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron menores de 5% y

10%, respectivamente.
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6.6.1.7. Cuantificacion de la concentracion de estradiol

a cuantificacién de la concentracién de estradiol se realizé por RIA utilizando un
Lestuche comercial (WHO Matched Reagent Program). La sensibilidad del método
fue de 0.5 pg/mL. Los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron menores de

5% y 10%, respectivamente.

6.6.1.8. Cuantificacion de la concentracién de progesterona

a cuantificacion de la concentracion de progesterona se realizd por un método
Linmunoenzimético (EIA) utilizando un estuche comercial (Immunometrics, London,
UK). La sensibilidad del método fue de 0.12 ng/mL. Los coeficientes de variacion intra e

interensayos fueron menores de 10% y 15%, respectivamente.

6.6.1.9. Cuantificacion de la concentracion de testosterona

a cuantificacion de la concentracién de testosterona se realizé por un método
Lquimioluminiscenle IMMULITER  total testosterone (Diagnostic Products
Corporation, DPC®, Los Angeles, CA, USA). Se utiliz6 un analizador automatico
IMMULITER, La sensibilidad del método fue de 0,2 ng/mL. Los coeficientes de variacién

intra e interensayos fueron menores de 10%.

6.6.1.10. Cuantificacion de la concentracion de cortisol

a cuantificacion de la concentracion de cortisol se realizé por RIA utilizando un
Lestuche comercial (WHO Matched Reagent Program). La sensibilidad del método
fue de 11.5 ng/mL. Los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron menores de

5% y 10% respectivamente. Es necesario destacar que no hubo diferencias estadisticas
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en la hora del parto, ni en la hora de toma de la muestra para la determinacién del

cortisol.

6.6.1.11. Cuantificacion de las concentraciones de zinc
La cuantificacién de las concentraciones de zinc en el suero materno y del cordén
umbilical, asi como del tejido placentario se realizd por el método de
espectrofotometria de absorcion atémica utilizando un equipo Perkin Elmer 2380,
Norwalk Connecticut, USA. La cuantificacién de las concentraciones zinc en el tejido
placentario se realizé6 después de la digestion del tejido en acido nitrico utilizando un
aparato de microondas (Microwave Sample Preparation System MDS 2000, CEM
Corporation, Matthews, North Carolina, USA). Para lo cual, se tomé un cubo de 0.5 cm3
de tejido placentario, se enjuagé en solucion salina procurando quitar toda la sangre y se
guardd en un tubo Eppendorf estéril a -70°C hasta su uso.

Posteriormente se pes6 la muestra de placenta y se secé en un homno con vacio a
500C por 90 min, pudiéndose establecer el porcentaje de humedad por pesada analitica
diferencial. Luego se digiri6 aproximadamente 100 mg de trofoblasto (peso seco) de
cada muestra en el homo de microondas a 90% de su poder, con 5§ mL de &cido nitrico al
70% y 2 mL de agua desionizada, posteriormente se complet6 el volumen a 25 mL con
H2O desionizada y se determiné la concentraciéon por espectrofotometria de absorcion
atémica.

La concentraciéon de Zn en las muestras de suero se determiné diluyéndolo 1:10

con agua desionizada.
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6.6.2. Estudio de la produccién "in situ" de IGF-l y de la expresion génica de IGF-I,
IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido placentario
6.6.2.1. Estudio de la produccién "in situ" de IGF-I en el tejido placentario

a evaluacion de la produccion “in situ" de IGF-1 en el tejido placentario de mujeres
Lnormotensas y preeclampticas se llevd a cabo a través de un estudio de
inmunohistoquimica siguiendo el procedimiento de Sternberger (156, 157). Brevemente:
El tejido colectado de 9 placentas NT y 9 PE se fijé en etanol al 100% y se incluyé en
parafina. Se cortaron secciones de 5 um en un micrétomo y se montaron sobre laminillas
de vidrio. Las secciones asi preparadas se desparafinaron en xileno y se rehidrataron en
una serie de alcoholes en concentraciones descendientes hasta acabar en agua
destilada. Posteriormente se incubaron en una solucién al 3% de peroxido de hidrogeno
por 15 minutos para inhibir la actividad de la peroxidasa endégena. Las secciones se
lavaron con el amortiguador fosfato salino al 0.05 M (PBS, pH 7.6) y se incubaron con el
primer anticuerpo anti-IGF-I diluido 1:10 en PBS (producido en cabra, Santa Cruz,
Biotechnology Inc., California, LA, USA) suplementado con 1% (v/v) de suero normal de
cabra, a temperatura ambiente durante toda la noche en camara himeda.
Posteriormente se realizaron lavados con PBS y se cubrieron con 100 pL de anticuerpo
anti-lgG de cabra biotinilado, diluido 1:250 en PBS (producido en conejo, Vectastain Elite
PK6105, Vector laboratorios, London, UK) como segundo anticuerpo. Se incubaron una
hora a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS y se incubaron durante 30 min con
100 pL del complejo biotina-avidina-peroxidasa (Vectastain ABC System, Vector
laboratorios, London, UK) a una dilucién de 1:20 en PBS. La reaccién del complejo

biotina-avidina-peroxidasa se visualizd con la adicién de 3,3’-diaminobenzidina (DAB,
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Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, Missouri, USA), la cual se transformé en un
producto insolubre de color café-rojizo, que permitid visualizar los sitios donde hubo
reaccion especifica con el anticuerpo anti-IGF-I. Los controles negativos consistieron en
una serie paralela de laminillas procesadas exactamente de la misma manera como se
describi6é anteriormente, pero en ausencia del primer anticuerpo. Se utilizé suero normal
de cabra en su lugar. La inmunotinciéon realizada permitié identificar la presencia
intracelular del IGF-| sintetizado "in situ” por el tejido placentario. La comparacién se
realizé por analisis visual al microscépio 6ptico. Cortes de cada placenta se tifieron con
Hematoxilina-Eosina para revelar los nucleos que quedaron tefiidos de color azul y el
citoplasma de color rosado.

Este estudio se llevé a cabo en cortes de placenta provenientes de 9 mujeres
normotensas y 9 preeclampticas, los cuales fueron observados bajo microscopia optica
(Olimpos BX51, Olympus Industrial America Inc., New York, USA), utilizando una camara
digital CoolSNAP™.-Pro ef Digital Kit. Las imagenes obtenidas fueron digitalizadas
utilizando el programa Imagen Pro® Plus (Media Cybemetics, San Diego, California,
USA), el cual ademas fue utilizado para el analisis cuantitativo de los cortes. Se
determind el diametro de las vellosidades, el nimero de células totales, el porciento de
células positivas y el porciento de areas positivas a la inmunotincion especifica para IGF-
I

El diametro de las vellosidades coridnicas, fue determinado en imagenes de
cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina aumentados 40X; se analizaron 3 campos por
cada corte de placenta. El nimero de células totales fue determinado en imagenes de
cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina aumentados 10X, para ello se contaron todos los

nucleos celulares; se analizaron 2 campos por cada corte de placenta. El porciento de
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células positivas y de areas positivas a la inmunotincion especifica para IGF-I fue
determinado en imagenes aumentadas 40X; se analizaron cinco campos por cada corte

de placenta.

6.6.2.2 Estudio de la expresion génica de IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido
placentario
6.6.2.2.1. Aislamiento de los ARN totales del tejido placentario por
ultracentrifigacion diferencial en gradiente de cloruro de cesio
Los acidos ribonucleicos totales (ARN totales) se purificaron a partir del tejido
placentario por el método de ultracentrifugacion diferencial en gradiente de cloruro
de cesio, segun el método de Aviv y col. (158). Para ello, todas las soluciones
empleadas y los materiales en contacto con el ARN, fueron preparadas y lavados,
respectivamente, con agua tratada con pirocarbonato de dietilo al 0.05% (H.O-DEPC).
Un gramo de cada muestra de tejido placentario que habia sido conservado en
nitrégeno liquido no por méas de 48 h, fue homogenizado en 8 mL de GITC (25 mM de
citrato de sodio pH 7.0, 4 M guanidine isothiocyanate, 0.7% 2-mercaptoetanol). Se le
adicion6 400 pL de 10% sarcosyl al homogenado, se agité gentilmente y se centrifugd
durante 10 min a 14,000 rpm (12,000 g) a 4°C en una centrifuga J2-Ml con un rotor JA
25,5 de Beckman (Beckman Coulter™ Inc., Fullerton, California, USA). El sobrenadante
se transfirid a tubos Beckman de polialémero de 12 mL que habian sido llenados
previamente con 4mL de solucién de cloruro de cesio (5.7 M CsCl, 25 mM de acetato de
sodio pH 5.2) y se ultracentrifugé a 32,000 rpm (113,000 g) a 18°C durante 18 h en una
ultracentrifuga XL-90 con un rotor SW40 Ti de Beckman. Después de 18 h, el

sobrenadante es descartado y el precipitado (ARN totales) fue lavado cuidadosamente

63



dos veces con 300 pL de H,O-DEPC cada vez y finalmente resuspendido con 300 pL de
H20-DEPC, cargando y descargando varias veces la pipeta automatica; luego se incubd
5 min a 65C y se agitd en un agitador para garantizar su total disolucién. Se tomaron 4
UL de los ARN totales y se disolvieron en 1mL de H,O-DEPC y se estimé su
concentracién por un andlisis espectrofotométrico en un equipo Beckman DUR 650
(Beckman Coulter™ Inc., Fullerton, California, USA) a 260 nm con base en que una
unidad de densidad o6ptica = 40 ng/mL de ARN. Como criterio de pureza se utilizd la
relacion de absorbancia 260/280 nm, considerando 6ptima si era superior a 1.8.

Para su conservacién fueron preparadas alicuotas de 100 pg de ARN en tubos
Eppendorf a las que se les adiciond 1mL de alcohol isopropilico y se conservaron a -
700C hasta ser utilizadas. Al momento de ser utilizados, los ARN fueron precipitados por
centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C en una centrifuga Eppendorf, posteriormente se
lavaron con etanol al 75% y se reprecipitaron por centrifugacion a 7,500 rpm, este
procedimiento se realizé dos veces. Finalmente los ARN fueron resuspendidos en 30 pL
de H,O-DEPC, recuantificados y analizados por electroforesis en geles de agarosa en

condiciones desnaturalizantes con formaldehido.

6.6.2.2.2. Preparacion de las sondas especificas por RT-PCR

A partir de los ARN totales extraidos de la placenta de una mujer embarazada
normotensa control, se sintetizaron los 4&cidos desoxirribonucleicos

complementarios (ADNc) a los ARN mensajeros, a través de la técnica de transcripcion

reversa (RT) utilizando el sistema SuperScripT™ First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen™ life technologies, Carlsbad, California, USA). Posteriormente los ADNc

totales se utilizaron como moldes para amplificar los ADNc especificos para cada
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producto de interés, a través de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
del inglés: Polimerase Chain Reaction). Para ello se utilizé un juego de secuencias
iniciadoras (primers, sintetizados por Invitrogen) adecuado para cada gen de interés,
disefiado correctamente con auxilio de un programa de computo utilizando la secuencia
de los genes reportados en el GenBank. Las sondas especificas fueron preparadas
utilizando aproximadamente 25 pg de los ADNc sintetizados enziméaticamente por la
técnica de RT-PCR, los cuales fueron marcados con 50 puCi de [a-*P]dCTP
(PerkinElmer®, Life and Analytical Sciences, Boston, Massachussets, USA) por el
método de Random Primers utilizando el sistema RadPrime (Invitrogen™ life

technologies, Carlsbad, California, USA).

6.6.2.2.3. Secuencias iniciadoras y protocolos de PCR utilizados para la
amplificacién de los ADNc de interés

as secuencias iniciadoras (primers) utilizadas para amplificar el ADNc de IGF-|
queron disefiadas a partir de la secuencia del IGF-| reportada en el GenBank con
nimero de acceso M37484, dichas secuencias iniciadoras amplifican un fragmento del
ADNc de 229 pb, que comprende la secuencia desde la posicién 92 hasta la 321. Las
utilizadas para amplificar el ADNc de la IGFBP-1 fueron disefiadas teniendo en cuenta la
secuencia de la IGFBP-1 reportada en el GenBank con nimero de acceso Al128347 y
amplifican un fragmento del ADNc de la IGFBP-1 de 209 pb, que comprende la
secuencia desde la posicién 62 hasta la 271. Mientras que las secuencias iniciadoras
para amplificar el ADNc de la IGFBP-3 se disefiaron tomando como referencia la

secuencia reportada en el GenBank con numero de acceso X64875 y amplifican un
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fragmento del ADNc de la IGFBP-3 de 747 pb, que comprende la secuencia desde la
posicion 624 hasta la 1371. También se utilizaron unas secuencias iniciadoras para
ciclofilina (gen constitutivo empleado en la normalizacion del Southern Blot) que
amplifican un fragmento del ADNc de la ciclofilina humana de 453 pb. Todas estas

secuencias iniciadoras se pueden observar en la tabla 1.
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Tabla 1. Secuencias iniciadoras empleadas para amplificar los ADNc

ADNc Secuencias iniciadoras empleadas Orientacién
IGF-I 5" TCA CAT CGG CCT CAT AAT ACC 3’ Sentido
5" AAA TAA AAG CCC CTG TCT CCA 3 Antisentido
IGFBP-1 5 AGT GTA CAT TTA ACA GGT GG 3’ Sentido
5" CGTCTG TTT TTA AAG AGC AT 3’ Antisentido
IGFBP-3 5" GTTCCACCCCCTCCATICA 3 Sentido
5" ACA CAG CCG CCT AAG TCA CAA 3’ Antisentido
Ciclofilina 5" CCC CAC CGT GTT CGA CAT 3° Sentido
5 GCT GGT CTT ATT CCT GGA 3’ Antisentido

Estas secuencias iniciadoras fueron empleadas en la técnica de PCR para amplificar sus
correspondientes ADNc, utilizando las condiciones de temperatura, tiempo y numero de

ciclos que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Protocolos de PCR utilizados para amplificar los ADNc

ADNc T.D. (t) TA. () T.P.(t) N° Ciclos
IGF-| 94 (45) 56.4 (45) 72 (30) 30
IGFBP-1 94 (45) 54 (45) 72 (45) 35
IGFBP-3 94 (45) 57 (90) 72 (120) 30
Ciclofilina 94 (45) 56.4 (45) 72 (30) 30

T.D.: temperatura de desnaturalizacién; T.A.: temperatura de alineacién; TP.: temperatura de
polimerizacién (elongacién); t: tiempo en segundos. Las temperaturas estan expresadas en grados
Celsius.
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6.6.2.2.4. Separacion electroforética de los ARN totales y transferencia por
capilaridad

n todos los casos se separaron electroforéticamente 30 ug de los ARN totales
Ee)draidos del tejido placentario de mujeres normotensas y preeclampticas en
geles de agarosa al 1.2% (Invitrogen™ life technologies, Carlsbad, California, USA) bajo
condiciones desnaturalizantes con formaldehido. La separacion electroforética se realiz6
utilizando amortiguador MOPS 1X (MOPS 20 mM, NaAc 10 mM, EDTA 1 mM, pH7.2) a
6 Vicm (50 V) durante 2.5 h, en un sistema de electroforesis horizontal (Midicell EC350,
E-C Apparatus Corporation, Holbrook, New York, USA), se empleé una fuente de poder
(Power Pac 200, Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA). Posteriormente
los geles fueron lavados 30 min con H,O-DEPC y equilibrados durante 1 h con solucién
10X SSC (1.5 M NaCl, 0.15 M citrato de trisodio heptahidratado). Después de
equilibrados los geles, los ARN fueron transferidos por capilaridad a una membrana de
nylon marca Zeta-Probe GT (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA). La
transferencia se realizd durante toda la noche a T.A. utilizando como fase movil una
soluciéon de 10X de SSC. Una vez terminada la transferencia, las membranas fueron
lavadas brevemente con solucion 2X SSC y los ARN fueron fijados a las membranas con
luz ultravioleta utilizando un UV Stratalinker 1800 (Stratagene Laboratory Equipment, La

Jolla, California, USA).
6.6.2.2.5. Hibridizacién por Northern Blot de IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP-3

I a membrana fue prehibridizada con 25 mL de la solucién de hibridizacion:

amortiguador fosfato de sodio (J.T.Baker) 500 mM pH 7.2, SDS 7% (Quantum),
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durante 2 h a 65°C en un homno de hibridizacion (Hybaid Instruments, Holbrook, New
Cork, USA) con una velocidad de rotacién de 7 rpm. Se tomé la sonda marcada con [o-
®2PJdCTP (PerkinElmer”, Life and Analytical Sciences, Boston, Massachussets, USA) y
se desnaturaliz6 por incubacién 5 min agua hirviendo, posteriormente se enfrié en hielo
durante 2 min y se adiciono6 a 7.5 mL de solucién de hibridizacion limpia. Se desechd la
solucion utilizada para prehibridar la membrana y se le adiciond los 7.5 mL de solucién
de hibridizacién conteniendo la sonda desnaturalizada y se hibridé durante toda la noche
a 65°C, La membrana fue lavada dos veces con 25 mL de la solucion fosfato 40 mM pH
7.2, SDS 5% y dos veces con 25 mL de solucion fosfato 40 mM pH 7.2, SDS 1%,
durante 30 min cada vez a 65°C. Se sacd la membrana y se secé con papel absorvente
con cuidado para quitar el exceso de liquido, se envolvi6 en papel estirable y
autoadherible, se colocd en un cassetie de autoradiografia y se le puso una placa de
rayos X durante 18 h a -70°C. La placa después de revelada fue analizada en un
analizador de imagenes Eagle Eye Il (Stratagene Laboratory Equipment, La Jolla,
California, USA).

El protocolo general descrito es para el estudio de la expresion de la IGFBP-1 y la
IGFBP-3; para el estudio de los ARN mensajeros del IGF-l, la temperatura de
prehibridizacion, hibridizacién y lavados es 60°C en lugar de 65°C.

Para el analisis de la expresién placentaria del IGF-I, ademas de la técnica de
Northern Blot, se realizé6 un RT-PCR vy al producto sintetizado se le realizé un Southem

Blot. La expresion de IGF-I se normalizé con respecto a la expresion de ciclofilina.
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6.6.2.2.6. Separacion electroforética y transferencia de los ADNc de IGF-l y
ciclofilina
Se corrieron electroforéticamente 10 puL de cada uno de los ADNc previamente
amplificados para IGF-l y para ciclofilina. Los que se aplicaron en el mismo gel,
poniendo en la parte superior del gel los amplificados para IGF-I y a la mitad del gel los
amplificados para ciclofilina, guardando el mismo orden para que en un mismo carril
corrieran los productos de RT-PCR obtenidos a partir de la misma muestra de ARN. La
separacion electroforética se realizé en un gel de agarosa al 1.2% (Invitogen™ life
technologies, Carlsbad, California, USA) con TAE 1X (Tris 40 mM, NaAc 20 mM, 1 mM
EDTA, pH 7.4) a 6 V/cm (50 V) durante 1 h, en un sistema de electroforesis horizontal
(Midicell EC350, E-C Apparatus Corporation, Holbrook, New York, USA), empleando una
fuente de poder (Power Pac 200, Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA).
Posteriormente el gel fue equilibrado durante 15 min con 0.25 M de HCI para
despurinizar el ADN vy facilitar su transferencia. Después fue incubado con agitacion
pendular en 0.5 M NaOH, 1 M NaCl durante 30 min a T.A. para desnaturalizar los ADNc.
Una vez desnaturalizados, el gel fue sumergido en 0.5 M Tris-HCI, pH 7.4, 3 M NaCl
durante 30 min a T.A. con agitacién pendular para neutralizar su pH. Una vez equilibrado
el gel, los ADNc fueron transferidos por capilaridad a una membrana de nylon marca
Zeta-Probe GT (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA). La transferencia
se realizé durante toda la noche a T.A. utilizando como fase moévil una solucién de 10X
de SSC. Una vez terminada la transferencia, la membrana fue lavada brevemente con
solucion 2X SSC y los ADNc fueron fijados a la membrana con luz ultravioleta utilizando

un UV Stratalinker 1800 (Stratagene Laboratory Equipment, La Jolla, California, USA).
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6.6.2.2.7. Hibridizacion simultanea de IGF-I y ciclofilina por Southern Blot

Para la hibridizacién simultanea de IGF-I y ciclofilina, se siguid el mismo
procedimiento descrito en el capitulo 6.6.2.2.5 con la excepcidn de las

temperaturas de prehibridizacion, hibridizacion y lavado que fueron de 60°C en lugar de

65°C.

6.6.3. Estudio de la afinidad y la densidad superficial de los receptores de IGF-l e
insulina en la membrana citoplasmatica del tejido placentario
6.6.3.1. Aislamiento de las membranas citoplasmaticas del tejido placentario
EI andlisis de las caracteristicas cinéticas de los receptores de superficie del IGF-l y
de la insulina se llevé a cabo preparaciones de membranas citoplasmaticas de
explantes del tejido placentario proveniente de mujeres embarazadas normotensas y
preeclampticas obtenidos al momento del parto. Para ello los explantes del tejido
placentario fueron lavados en solucién salina (NaCl 0,9%), para eliminar el exceso de
sangre. Posteriormente fueron congelados en nitrégeno liquido y conservados a -70°C
hasta el momento de su utilizacion. Fue entonces, que se pesaron 5 g de tejido
placentario por duplicado y se afiadieron a tubos falcon de 50 mL, que contenian 20 mL
del tampén de homogenizacion [Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, 0.25 M de sacarosa, EDTA §
mM, bacitracina 0.05%, PMSF 20 pg/mL, conteniendo un cdctel de inhibidores de
proteasas (1 tableta del Complete Protease Inhibitor Coktail por cada 50 mL del tampén,
Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, USA)] y se cortaron con una tijera estéril en
pequefios pedazos. Posteriormente el tejido cortado fue homogenizado en bafio de hielo
utilizando un homogenizador de cuchilla tipo Polytron, durante 15 seg 3 veces a maxima

velocidad. El homogenizado fue centrifugado a 600 g (2,250 rpm en tubos Beckman, cat.
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35700 y rotor JA-25 en centrifuga Beckman J2-M1) durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante fue filtrado en gasas estériles y el precipitado fue desechado. El
sobrenadante filtrado fue centrifugado una vez méas a 10,500 g (9,300 rpm en tubos
Beckman, cat. 35700 y rotor JA-25 en centrifuga Beckman J2-M1) durante 30 min a 4°C.
El precipitado fue nuevamente desechado y el sobrenadante fue transferido a 6 tubos de
polialomero de 5.2 mL (Beckman, cat. 326819) y ultracentrifugado a 37,000 g (18,000
rpm en ultracentrifuga Beckman XL-900 y rotor SW 50.1) durante 30 min a 4°C. El
sobrenadante fue desechado y el precipitado de cada tubo fue resuspendido con 3 mL
del tampén de conservacion (Tris-HCI 50 mM, pH: 7.7, EDTA 5 mM, Bacitracina 0.05%,
PMSF 20 pg/mL, conteniendo un coctel de inhibidores de proteasas) y homogenizado en
frio (bafio de hielo) con un homogenizador de piston tipo Poter 5 veces. Se completo el
volumen y se repiti6 el proceso de ultracentrifugacion dos veces mas para lavar las
membranas y eliminar resto de hemoglobina y de proteasas intracelulares que pudieran
danar la integridad de las proteinas de membranas. Finalmente, el precipitado fue
resuspendido en 3.1 mL del tampén de conservaciéon. Una alicuota fue evaluada por el
método de Bradford (159) para determinar la concentracion total de proteinas. El resto

fue conservado a -70°C hasta su utilizacién.

6.6.3.2. Ensayo de radiorreceptores de IGF-I

| ensayo de radiorreceptores de IGF-| se llevo a cabo utilizando las preparaciones
Ede membranas citoplasmaticas provenientes de los tejidos placentarios obtenidos
de mujeres normotensas y preeclampticas aisladas por el procedimiento antes descrito.
Para el ensayo se utilizaron tubos de borosilicato de 12x75 mm. Se emplearon 60 pL por

tubo de la preparacién de membranas. Se utilizé IGF-I marcado comercial (Amersham

72



Pharmacia Biotech, London, UK) con actividad especifica de 2000 Ci/mmoL (263 pCi/ug,
PM: 7.6 kD). El I'*-|GF-I liofilizado, fue resuspendido con 100 pL de 0.1% de &cido
acético y se diluyd con tampdn de ensayo Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, bacitracina 0.05%,
PMSF 20 pg/mL, MgCl; 10 mM, BSA 0.5%, hasta 8 000 CPM por cada 100 pL, que
representé 0.0175 ng de I'*-IGF-1. Se utilizaron 100 pL de una curva estandar de IGF-I
frio (Invitrogen™ life technologies, Carisbad, California, USA)de 0.81, 1.62, 3.25, 6.5, 13,
26, 52 ng/mL (0.036-2.28 nM), la unién especifica méaxima se obtuvo incubando 100 pL
de I"®-IGF-I (8 000 CPM), 140 L de tamp6n de ensayo y 60 pL de la preparacién de
membranas. La unién inespecifica se obtuvo al incubar 100 pL de 1'®-IGF-I (8 000
CPM), 100 pL de una solucién de 208 ng/mL (9.12 nM), 40 pL de tampén de ensayo y 60
pL de la preparacion de membrana. El volumen final del ensayo fue de 300 pL, se
mezclaron todos los tubos y fueron incubados con agitacion a 4°C durante toda la noche.
Al dia siguiente se le adiciond a cada tubo excepto a los totales, 1 mL del tampén de
precipitacion (Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, bacitracina 0.05%, PMSF 20 pg/mL, MgClz 10
mM, BSA 0.5%, PEG-8000 8%), se mezclaron y se centrifugaron durante 30 min a 3,000
rpm a 4°C. Posteriormente se deseché el sobrenadante, se secaron los bordes de los
tubos y se contaron los precipitados presentes en el fondo de los tubos en un contador
de radiaciones gamma a un minuto por tubo (Cristal Plus, Multidetector RIA System.

Packard, USA).
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6.6.3.3. Marcaje de insulina humana
S e utilizé insulina humana recombinante comercial (Novolin™R, Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark), la cual fue dializada durante 72 h en tampoén fosfato de
sodio 0.05 M, pH: 7.4, para eliminar las trazas de fenol que se utilizan como preservo y
que pueden interferir con la reaccion de marcaje con I'®. Luego de la didlisis, se
determind la concentracion de insulina por RIA (ICN Pharmaceuticals Inc., Orangeburg,
New York, USA). Una alicuota de la insulina dializada se utilizé para marcar con 1'% por
el método de cloramina T. Se utilizaron 2.5 pg de insulina en 25 pL de tampén fosfato de
sodio 0.05 M, pH: 7.4, se mezclaron con 10 L de Nal'® (1 mCi), 15 pL de cloramina T
(5 mg/mL de tampén fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4), se mezcloé y se incubé por 1 min
a temperatura ambiente. Se le adicioné 50 uL de metabisulfito de sodio (15 mg/mL de
tampén fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4) y se mezclé para detener la reaccion. La
hormona marcada se separd por cromatografia de gel filtracion en una columna de 1,1 X
19 cm de Sephadex G-25 equilibrada con tampén fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4 y se
utilizé este mismo tampdn como fase mavil. Se recolectaron alicuotas de 3 mL por tubo.
Una alicuota de 1 mL del tubo correspondiente al pico de la insulina marcada se pasé
nuevamente por una columna de 1,1 X 29 cm de Sephadex G-100 equilibrada con
tampén Tris-HCI 50 mM pH: 7.7 y se utilizo6 este mismo tampdn como fase movil, el cual
es el mismo tampén empleado en los ensayos de radiorreceptores. Se logr6 obtener una
insulina marcada con 1" con una actividad especifica de aproximadamente 260 pCi/ug

(1625Ci/mmol, PM: 6 kD).
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6.6.3.4. Ensayo de radiorreceptores de insulina
Para el ensayo, se utilizaron tubos de borosilicato de 12X75 mm. Se emplearon 60
WL por tubo de la preparacion de membranas. Se utilizé la insulina marcada segin
el procedimiento antes descrito y se diluyé con tampon de ensayo (Tris-HCI 50 mM pH:
7.7, bacitracina 0.05%, PMSF 20 pg/mL, MgCl, 10 mM, BSA 0.5% hasta 24 000 CPM
por cada 100 pL, que representé 0.0383 ng de insulina-1'?.Se utilizaron 100 pL de una
curva estandar de insulina fria de 4.46, 8.92, 17.8, 35.7, 71.4, 142.8, 285,6 ng/mL, la
unién especifica méaxima se obtuvo incubando 100 pL de insulina-1'* (24 000 CPM), 140
L de tampdn de ensayo y 60 L de la preparacion de membranas. La unién inespecifica
se obtuvo al incubar 100 pL de insulina-1"*® (24 000 CPM), 100 pL de una solucién de
571,2 ng/mL (31.7 nM), 40 uL de tampon de ensayo y 60 pL de la preparacion de
membrana. El volumen final del ensayo fue de 300 pL, se mezclaron todos los tubos y
fueron incubados con agitacion a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se le
adicioné a cada tubo excepto a los totales, 1 mL del tampén de precipitacion (Tris-HCI 50
mM pH: 7.7, PMSF 20 pg/mL, bacitracina 0.05%, MgCl, 10 mM, BSA 0,5%, PEG-8000
8%), se mezclaron y se centrifugaron durante 30 min a 3,000 rpm a 4°C. Posteriormente
se desecho el sobrenadante, se secaron los bordes de los tubos y se contaron los
precipitados presentes en el fondo de los tubos en un contador de radiaciones gamma a

un minuto por tubo (Cristal Plus, Multidetector RIA System. Packard, USA).
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6.7. Analisis Estadistico

os datos se presentan como media *+ desviacion estandar. La comparacién de
Lvariables entre dos grupos experimentales se realizé a través de la prueba de U
de Mann-Withney. El andlisis de frecuencia de uno u otro sexo se realizd a través del
método de 2. Para analizar la asociacion entre las variables se utilizd6 el método de
correlacién de rangos de Spearman y para evaluar el orden en que las variables
estudiadas se asociaban con el peso al nacer, se utilizé la prueba de regresién multiple
paso a paso. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas a P <
0.05. Todos los célculos se realizaron utilizando el paquete estadistico Statview 4.02

(Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA).
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7. Resultados



Resultados

7. RESULTADOS
7.1. Relacién del peso al nacer con las concentraciones circulantes de indicadores
del crecimiento fetal durante el embarazo normal y la preeclampsia
7.1.1. Datos clinicos de los grupos NT y PE

a tabla 3 resume las caracteristicas clinicas de los grupos estudiados. Todas las
Lmujeres que conformaron el grupo preeclamptico tuvieron diagnéstico de
preeclampsia moderada, segun los criterios de hipertensién y proteinuria establecidos
(14). La edad bioldgica, la edad gestacional, el nimero de partos y el sexo de los recién
nacidos no fueron estadisticamente diferentes entre los grupos NT y PE. Todos los
productos de las mujeres embarazadas normotensas fueron de peso adecuado para su
edad gestacional (PAEG) segln los criterios de Lubchenco y col. (160, 161) y Capurro y
col. (162) mientras que 5 de los 15 recién nacidos del grupo de mujeres preeclampticas
tuvieron peso bajo para la edad gestacional (PBEG). El peso promedio de los recién

nacidos del grupo PE fue significativamente (P < 0.05) menor que el del grupo NT.
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Tabla 3. Caracteristicas Clinicas de los Grupos NT y PE

Grupo NT Grupo PE P
(n=11) (n=15)

Edad biolégica (afios) 255+56.3 243+54 0.68
Edad gestacional (semanas) 3809+1.2 38.5+1.6 0.64
Presién arterial sistdlica (mm Hg) 116+7 152+14  <0.0001
Presion arterial diastélica (mm Hg) 7216 105 + 11 < 0.0001
Proteinuria (N° de + en la tira reactiva) Trazas 31+06 -
N° de partos 21+141 21412 0.86
Pesos de los recién nacidos (Kg) 3.31+03 2.83+046  0.01
Prop. rec.nac. bajo peso para edad gest. 011 5/15 B —
Proporcién de rec. nac. de sexo fem. 7111 5/15 0.13

Proteinuria: Trazas < 10 mg/dL, 1+ = 30 mg/dL, 2+ = 100 mg/dL, 3+ = 300 mg/dL. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.1.2. Concentraciones de IGF-I, lactégeno placentario y leptina de los grupos NT y

PE

Las concentraciones circulantes de IGF-l fueron significativamente menores en el
suero matermo (P < 0.001) y en el suero del cordén umbilical (P < 0.05) del grupo

PE comparadas con las del grupo NT, mientras que las concentraciones lactégeno

placentario y leptina no mostraron diferencias significativas entre los grupos (tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de IGF-l, lactégeno placentario y leptina de los grupos

NT y PE
Grupo NT GrupoPE P
(n=11) (n=15)
IGF-| en el suero materno (ng/mL) 317+73  202+62 <0.001
IGF-l en el suero del cordén umbilical (ng/mL) 101 £ 42 60+43 002

Lactégeno placentario en el suero matermo (png/mL) 565+1.7 64+15 0.29
Lactégeno placentario en el cordén umbilical (ug/mL) 0.24 £0.17 0.23+0.19 0.69

Leptina en el suero materno (ng/mL) 247+114 2561135 0.96

Leptina en el suero del cordén umbilical (ng/mL) 8.1+4.2 97+76 068

Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.1.3. Perfil de las IGFBPs en los grupos NT y PE
EI analisis de las IGFBPs de los sueros matemo y de cordén umbilical de ambos
grupos se muestra en la figura 4. En el perfil de IGFBPs de los sueros de cordédn
umbilical se puede apreciar en un grupo de bandas con pesos moleculares aparentes
entre 23 y 43 kDa. Esas bandas corresponden a la forma glicosilada y no glicosilada de
la IGFBP-3 (42.9 y 39.2 kDa, respectivamente), la IGFBP-2 (34.5 kDa), la IGFBP-1 (29.7
kDa), la IGFBP-4 glicosilada (29.1 kDa), la IGFBP-5 (27.9 kDa) y la IGFBP-4 no
glicosilada (23.3 kDa), respectivamente. Como se puede observar, las cantidades de las
formas glicosiladas y no glicosiladas de la IGFBP-3 en la mezcla de sueros del cordén
umbilical del grupo PE fueron 80% y 60% menores, respectivamente, que las del grupo
NT, en contraste la cantidad de IGFBP-1 fue 3 veces mayor en el grupo PE; sin
diferencias significativas en el resto de las IGFBPs (figura 4A). El perfil de las IGFBPs del
suero materno mostré dos Unicas bandas, que corresponden a la IGFBP-2 y a la IGFBP-
1, encontrandose 7.5 veces mayor la cantidad de IGFBP-1 en el suero matemno del grupo
PE comparado con la encontrada en el grupo NT; sin diferencias significativas en la

cantidad de IGFBP-2 (figura 4B).
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Figura 4. Perfil de las IGFBPs del suero del cordén umbilical (A) y del suero materno (B) de los
grupos NT y PE.
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7.1.4. Concentraciones de insulina, glicemia e indice de resistencia a la insulina de

los grupos NT y PE

Las concentraciones circulantes de insulina y glucosa, no mostraron diferencias
significativas entre los grupos NT y PE. Por lo cual el indice de resistencia a la

insulina no mostré tampoco diferencias significativas entre los grupos. El indice de

resistencia a la insulina fue mayor de 2.5 en |a circulacién materna de ambos grupos lo

que denota un estado de resistencia a la insulina, sin diferencias significativas entre los

grupos NT y PE (tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de insulina, glicemia e indice de resistencia a la insulina

de los grupos NT y PE

Grupo NT  Grupo PE P
(n=11) (n=15)

Insulina en el suero materno (pUI/mL) 221+11.8 22.0+131 097

Insulina en el suero del cordon umbilical (pUI/mL) 12.5+5.4 10.2+19 0.57

Glicemia en el suero materno (mg/dL) 90 +25 88+26 033
Glicemia en el suero del cordén umbilical (mg/dL) 72+ 17 70£19 071
Indice de resistencia a la insulina en la circulacién 5.1 £2.8 46+33 054
materna
indice de resistencia a la insulina en la circulacién 2.0 +0.7 1.7+£07 023
fetal
IRl = yUlimL de insulina en ayuno. mmoles/L de glucosa en ayuno

225

Si el IRI > 2.5 significa que existe resistencia a la accién de la insulina.
Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.1.5. Concentraciones de progesterona, estradiol, testosterona y cortisol de los

grupos NT y PE

Las concentraciones de las hormonas esteroides: progesterona, estradiol,
testosterona y cortisol no mostraron diferencias significativas entre los grupos NT y

PE (tabla 6).

Tabla 6. Concentraciones de progesterona, estradiol, testosterona y cortisol de los

grupos NT y PE
Grupo NT GrupoPE P
(n=11) (n=15)
Estradiol en el suero materno (ng/mL) 209+91 3.0+106 0.82

Estradiol en el suero del cordén umbilical (ng/mL) 62+26 9.9+52 011
Progesterona en el suero materno (ng/mL) 244 +68  342+130 0.30
Progesterona en el suero del cordon umbilical (ng/mL) 964 £ 391 826 +£446 0.40
Testosterona en el suero materno (ng/mL) 1.2+08 21%+13 010
Testosterona en el suero del cordén umbilical (ng/mL) 1.6+0.7 21+089 0.10
Cortisol en el suero materno (ng/mL) 381+203 395+244 >0.99

Cortisol en el suero del cordén umbilical (ng/mL) 154 +44 1514£90 042

Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.1.6. Concentraciones circulantes y placentarias de Zn en los grupos NT y PE
l as concentraciones circulantes tanto maternas como del cordén umbilical, asi
como la concentracion placentaria de Zn expresada por g de proteina, no

mostraron diferencias significativas entre los grupo NT y PE (tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones circulantes y placentarias de Zn en los grupos NT y PE

Grupo NT  Grupo PE P
(n=11) (n=15)

Zinc en el suero materno (ug/dL) 104+ 25 114 £ 28 0.29

Zinc en el suero del cordén umbilical (pg/dL) 122 +11 144 £ 32 0.10

Zinc en el tejido placentario (pg/g de proteinas)  352+121 312+162 0.28

Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.1.7. Relacion del peso al nacer con la presion arterial y la edad gestacional en los
grupos NT y PE
EI peso al nacer correlaciond positiva y significativamente con la edad gestacional
(Rho = 0.61; P = 0.002) y con la presion arterial diastélica (Rho = -0.41; P = 0.04)
(figura 5), no asi con la presién arterial sistolica cuando los grupos NT y PE se analizaron
juntos. Cuando los grupos fueron analizados por separados, el peso al nacer se asocio
positiva y significativamente con la edad gestacional tanto en el grupo NT (Rho = 0.63; P
= 0.04) como en el grupo PE (Rho = 0.68; P = 0.01), mientras que no se encontrd
asociacion entre el peso al nacer con la presion arterial sistélica o diastdlica en ninguno

de los dos grupos por separados.
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Figura 5. Relacién del peso al nacer con la edad gestacional (A) y la presion arterial diastdlica (B) en
los grupos NT y PE.
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7.1.8. Relacion del peso al nacer con las variables bioquimicas estudiadas en los
grupos NT y PE
La relacion del peso al nacer con las concentraciones de las variables bioquimicas
estudiadas fue analizada en los grupos NT y PE. El peso al nacer se asocio
positiva y significativamente con las concentraciones matemnas y del cordén umbilical de
IGF-I (Rho = 0.72; P = 0.0003 y Rho = 0.79; P < 0.0001, respectivamente) (figura 6). No
se encontrd una asociacion significativa entre el peso al nacer con el resto de las
variables estudiadas cuando los grupos NT y PE fueron analizados conjuntamente. El
analisis de regresion multiple paso a paso mostré que de todas las variables que se
asociaron con el peso al nacer, las concentraciones de IGF-I del cordén umbilical fue la
variable que mejor predijo el peso al nacer (* = 0.53; P <0.0001), en segundo lugar la
combinacién del IGF-l del cordén umbilical con la edad gestacional (¢ = 0.70; P
<0.0001), y en tercer lugar la combinacion del IGF-I del cordén umbilical, la edad
gestacional y la presién arterial diastélica (? = 0.76; P <0.0001), mientras que la
asociacion entre el peso al nacer y las concentraciones de IGF-1 maternas fue excluida
del modelo de regresion,

Al analizar los grupos por separado, en el grupo PE por separado, el peso al nacer
correlaciond con las concentraciones maternas (Rho = 0.76; P = 0.004) y del cordén
umbilical (Rho = 0.75; P = 0.005) de IGF-I, con las concentraciones del cordén ubilical de
leptina (Rho = 0.61; P = 0.02) y con las concentraciones placentarias de Zn (Rho = 0.56;
P = 0.04). En este grupo las concentraciones del resto de las variables bioquimicas
estudiadas no se asociaron significativamente con el peso al nacer. El andlisis de
regresion mltiple paso a paso mostré que la variable que mas se asocié con el peso al

nacer fue la concentracion de IGF-l del cordén umbilical (F = 0.67; P = 0.0002), en
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segundo lugar la combinacion de las concentraciones de IGF-I del cordon umbilical con
la edad gestacional (* = 0.79; P < 0.0001), mientras que las concentraciones maternas
de IGF-l, las concentraciones de leptina del cordén umbilical y las concentraciones
placentarias de zinc fueron excluidas del modelo de regresion.

En el grupo NT, no se encontrd asociacion entre el peso al nacer con ninguna de

las variables bioquimicas estudiadas.
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Figura 6. Relacién del peso al nacer con las concentraciones de IGF-l en el suero materno (A) y del
cordén umbilical (B) en los grupos NT y PE.
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7.1.9. Relacion entre las variables bioquimicas estudiadas en los grupos NT y PE
S e observo una asociacion positiva y significativa (Rho = 0.65; P = 0.02) entre las

concentraciones placentaria de zinc y las concentraciones de IGF-| del cordén
umbilical solo en el grupo PE. Las concentraciones de zinc en el tejido placentario
también se asociaron positiva y significativamente (Rho = 0.64; P = 0.04) con las
concentraciones de leptina del suero materno, pero solamente en el grupo NT.

No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de insulina, lactégeno placentario, progesterona, estradiol, testosterona
y cortisol con el peso al nacer, ni con las concentraciones circulantes de IGF-l en

ninguno de los dos grupos estudiados.
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7.2. Estudio de la produccién "in situ" de IGF-l y de la expresion génica de IGF-I,
IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido placentario
7.2.1, Estudio de la produccién "in situ" de IGF-l en el tejido placentario

l a figura 7 muestra ejemplo de un reporte computarizado del analisis de los
porcientos de células positivas y de areas positivas.
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Figura 7. Reporte del andlisis de la cuantificacion del % de células positivas y del % de dreas
positivas a la inmunotincién especifica para IGF-|, utilizando el programa Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Japon). De color rojo estédn sefialadas las células positivas y de color amarillo las
células negativas a la inmunotincién especifica para IGF-l.
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En la figura 8 se muestra imagenes a diferentes aumentos de cortes de una
placenta normotensa y de una preeclamptica tefiidas con Hematoxilina-Eosina. Como
se puede apreciar, no se observan cambios importantes en las caracteristicas
morfolégicas de los cortes provenientes de la mujer preeclamptica al compararla con
los de la mujer normotensa a ningtin aumento. El tamafio, la forma y la distribucion de
las vellosidades coriénicas son similares en los dos grupos; esto se puede apreciar con
mas resolucion en la figura 9, donde se muestran cortes de placentas provenientes de
4 mujeres normotensas y 4 preeclampticas.

El didmetro de las vellosidades corionicas (figura 10A) fue de 145.4 £ 15.6 um en
el grupo NT y de 151.8 + 26.2 um en el grupo PE sin diferencias significativas entre
grupos (P = 0.43). El nimero de células totales (figura 10B), determinado por el conteo
total de los nicleos, fue de 8966.2 + 2540.2 células en el grupo NT y de 92552 +
2761.4 células en el grupo PE, sin diferencias significativas entre grupos (P = 0.93).

La figura 11 muestra imagenes aumentadas 40X de cortes de placentas de
cuatro mujeres normotensas y cuatro mujeres preeclampticas con fincién negativa para
IGF-I. Las imagenes con tincion positiva para IGF-I de los cortes de estas placentas se
observan en la figura 12; donde se aprecia el marcaje especifico de color café-rojizo
alrededor de las vellosidades corionicas, sitio que ocupa el sinciciotrofoblasto que son
las células productoras de IGF-I.

El porciento de células positivas a la inmunotincién especifica para IGF-I (figura
13A) fue de 49.0 + 5.5 % en el grupo NT y de 49.5 + 5.0 % en el grupo PE, sin
diferencias signiﬁcativasl entre grupos (P = 0.82);, tampoco hubo diferencias

significativas en el porciento de &rea positiva a la inmunotincién especifica para IGF-I
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(figura 13B), la cual fue de 56.4 + 7.8 % en el grupo NT y de 59.4 + 10.6 % en el grupo
PE (P = 0.48).

Placenta NT 20X

Figura 8. Cortes representativos de placentas provenientes de una mujer normotensa (NT) y de una
mm(m)-am-ummmwmmmmmmsodma
las vellosidades coridnicas y los espacios intervellosos.



Placentas PE

Placentas NT

Figura 9. Cortes de placentas tefiidos con Hematoxilina-Eosina, aumentados 40X, provenientes de
cuatro mujeres normotensas (panel de la izquierda) y de cuatro mujeres preeclémpticas (panel de la
derecha). Se observan las vellosidades coridnicas (VC) y los espacios intervellosos (EIV).
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Figura 10. Diametro de las vellosidades coriénicas de las placentas provenientes de mujeres
normotensas (NT) y preeclampticas (PE) (A). Namero de células totales por campos, en

imagenes aumentadas 10X de placentas NT y PE (B).
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Figura 13. Porciento de células positivas de las placentas provenientes de mujeres normotensas
(NT) y preeclampticas (PE) (A). Porciento de dreas positivas a la inmunotineién especifica para IGF-
| de las placentas NT y PE (B). Analisis realizado en cortes aumentados 40X.
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7.2.2. Estudio de la expresiéon génica de IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido

placentario

EI estudio de la expresion génica de IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP-3 en el tejido
placentario se realizo a través de la técnica de Northern Blot. La expresion génica

de IGF-| se ralizé ademas a través de la técnica de RT-PCR y Southern Blot.

7.2.2.1. Preparacién de las sondas especifica por RT-PCR

n la figura 14 se muestran los tamanos de los productos de PCR empleados como
Esondas. El tamafo de las sondas fue de: 229 pb para IGF-I, 209 pb para IGFBP-1
y de 747 pb para IGFBP-3; lo cual correspondid a lo esperado segun el disefio de

secuencias inciadoras empleadas.
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Figura 14. Acidos desoxirribonucleicos complementarios (ADNc), preparados por RT-PCR
utilizados para la determinacién del nivel de expresion de los acidos ribonucleicos mensajeros
(ARNm) del IGF-I, la IGFBP-1 e IGFBP-3. Linea 1: patrén de talla molecular (TM), escalera de 100 pb.
Linea 2: ADNc de IGFBP-1, producto de 209 pb. Linea 4: ADNc de IGFBP-3, producto de 747 pb.
Linea 6: ADNc de IGF-I, producto de 229 pb.

7.2.2.2. Northern Blot de IGF-I del tejido placentario

os estudios de Northern Blot del IGF-I, mostraron la presencia de varios
L!ranscn‘tos de entre 7 y 1.8 Kb de los cuales el de 7 Kb fue el mas abundante en
ambos grupos (figura 15). Dado la presencia de varios transcritos se realizé un estudio
de RT-PCR y Southemn Blot, que permitié evaluar la cantidad total de transcritos ya
que la secuencia amplificada es comuin a todos los transcritos, pudiéndose realizar un

analisis mas preciso (figura 16).
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Figura 15. El panel de arriba muestra los resultados del estudio de Northern Blot de IGF-| de los
grupos NT y PE. Se puede observar la presencia de varios transcritos de tallas moleculares

diferentes de entre 7 y 1.8 Kb. El panel de abajo muestra la integridad de los ARN totales de los
grupos NT y PE empleados en el estudio.
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7.2.2.3. RT-PCR y Southern Blot de IGF-I en el tejido placentario
Los estudios de RT-PCR y Southern Blot del IGF-lI, no mostraron diferencias
significativas en el nivel de expresion placentaria de los ARNm del IGF-| entre los
grupos NT y PE. En la figura 16, se puede observar los resultados del RT-PCR y
Southern Blot, donde se obtuvo una sefial de 229 pb que concuerda con la talla
molecular esperada del producto de amplificacion del ADNc de IGF-l al utilizar las
secuencias iniciadoras anteriormente descritas en Métodos, las cuales son capaces de
amplificar una secuencia de 229 pb que comprende las secuencias de la posicion 92-321
del ADN de 672 pb complementario al ARNm. La secuencia amplificada comprende los
Ultimos 58 pb de Ia regién 5" no traducible (codificada por el exén 1 del gen), |a regién del
péptido sefal conformada por 98 pb (codificada por el exén 2 y una pequena porcién del
exon 3 del gen) y una region de 75 pb que codifica para una porcion del péptido maduro
(codificada por el exén 3 del gen). La secuencia amplificada esta presente en todos los
transcritos que se producen del gen de IGF-| y por tanto garantiza la evaluacion de todos
los tipos de ARNm de IGF-I que se producen. Se puede observar ademas otra sefial con
una talla molecular de 453 pb correspondiente al producto de amplificacién del ADNc de
la ciclofilina humana, proteina constitutiva, la cual sirvié para normalizar el experimento y
poder establecer la cantidad relativa de los ARNm del IGF-| en cada uno de los grupos

de estudios.
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Figura 16. Southern Blot de IGF-| a partir de ADNc preparados por RT-PCR de los grupos NT y PE.
La normalizacion del experimento se realizé por medio del ADNc de ciclofilina.
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7.2.2.4. Northern Blot de IGFBP-1 en el tejido placentario

| os resultados del Northern Blot de IGFBP-1 se pueden observar en la figura 17. Se
Lencontré una sefal de aproximadamente 1.6 kb, talla que concuerda con lo
reportado para el ARNm de la IGFBP-1 en la placenta humana (43). Se puede observar
que no existen diferencias significativas en la expresion placentaria del ARNm de la
IGFBP-1 entre los grupos NT y PE al ser normalizada la sefial contra los acidos

ribonucleicos ribosomales (ARNr) de 28S.
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Figura 17. Northern Blot de IGFBP-1 de los grupos NT y PE. La normalizacién del experimento se
realizé por medio del ARNr de 28S.
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7.2.2.5. Northern Blot de IGFBP-3 en el tejido placentario

os resultados del Northem Blot de IGFBP-3 se pueden observar en la figura 18. Se
Lencontrb una sefial de aproximadamente 2.3 kb, talla que concuerda con lo
reportado para el ARNm de la IGFBP-3 en la placenta humana (43). Se puede observar
que tampoco existen diferencias significativas en la expresion placentaria del ARNm de

la IGFBP-3 entre los grupos NT y PE al ser normalizada la sefial contra los ARNr de 28S.
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Figura 18. Northern Blot de IGFBP-3 de los grupos NT y PE. La normalizacién del experimento se
realizé por medio del ARNr de 28S.
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7.3. Relacién del peso al nacer con la afinidad y/o numero de receptores
placentarios de IGF-l e insulina durante el embarazo normal y la preeclampsia
7.3.1. Datos clinicos de los grupos NT y PE

a tabla 8 muestra las caracteristicas clinicas de los grupos NT y PE utilizados
Lpara el estudio de los receptores placentarios de IGF-l e insulina. La edad
biologica, la edad gestacional y el numero de partos, no fueron estadisticamente
diferentes entre los grupos NT y PE. Todos los productos de las mujeres embarazadas
normotensas fueron de peso adecuado para su edad gestacional (PAEG) segun los
criterios de Lubchenco y col. (160, 161) y Capurro y col. (162) mientras que 4 de los 9
recién nacidos del grupo de mujeres preeclampticas tuvieron peso bajo para la edad
gestacional (PBEG), ademas, el peso promedio de los recién nacidos del grupo PE fue

significativamente (P < 0.001) menor que el del grupo NT.
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Tabla 8. Caracteristicas Clinicas de los Grupos NT y PE

Grupo NT Grupo PE P
(n=10) (n=9)
Edad biolégica (anos) 24.0+53 234+52 0.82
Edad gestacional (semanas) 39.2+0.9 39.0+0.8 0.66
Presién arterial sistolica (mm Hg) 1155 154 +17 < 0.001
Presién arterial diastélica (mm Hg) 72+4 98+8 < 0.001
Proteinuria (N° de + en la tira reactiva) Trazas 3.1+0.6 ————
N° de partos 22+1.0 2115 0.65
Pesos de los recién nacidos (Kg) 297 +0.14 246+0.33 <0.001
Peso de las placentas (g) . 529 £ 25 390 +60 < 0.001
Prop. rec.nac. bajo peso para edad gest. 0/10 4/9 s

Proteinuria: Trazas < 10 mg/dL, 1+ = 30 mgl/dL, 2+ = 100 mg/dL, 3+ > 300 mg/dL. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.

7.3.2. Relacién del peso al nacer con el peso de las placentas

| peso de los recién nacidos correlacioné positiva y significativamente con el peso
Ede las placentas (Rho = 0.94; P < 0.0001) cuando se analizaron los grupos NT y
PE juntos (figura 19). Cuando se analizaron los grupos por separados, el peso de los
recién nacidos se asocié positiva y significativamente con el peso de las placentas (Rho

=0.83; P =0.003) en el grupo NT y (Rho = 0.80; P = 0.001) en el grupo PE.
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Figura 19. Relacion del peso al nacer con el peso de las placentas en los grupos NT y PE.

7.3.3. Aislamiento de las membranas citoplasmaticas del tejido placentario
ara el analisis de los receptores de IGF-| e insulina, se realizo el aislamiento de las
Pmembranas citoplasmaticas del tejido placentario, sitio donde se encuentran los
receptores de superficie, segin el procedimiento descrito en Métodos.
Finalmente, de cada placenta se obtuvieron preparaciones de membranas de 3,1
mL con una concentracion de proteina de 1.59 + 0.29 mg/mL en el grupo NT y de 1.64
0.42 mg/mL en el grupo PE, sin diferencias significativas (P = 0.76). Se utilizaron 60 pL
de la preparacién de membranas por tubo, por lo que la cantidad promedio de proteinas

totales afiadida por tubo fue de 96 pg.
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7.3.4. Analisis del ensayo de radiorreceptores de IGF-l en el tejido placentario
La figura 20 muestra los resultados del estudio de radiorreceptores de IGF-l en el
tejido placentario. Como se observa en la figura 20A, el IGF-l no marcado
desplazé al IGF-I marcado de manera dosis dependiente. En la figura 20B se puede
observar que el receptor de IGF-I es saturado a la mitad a concentraciones cercanas a
0.17 x 10° M (0.17 nM) de IGF-I. La figura 21 muestra el analisis de Scatchard al graficar
los promedios de los datos de las 10 mujeres normotensas y de las 9 mujeres
preeclampticas. Se puede observar en esta figura que ambas rectas son paralelas,
poseen pendientes similares, lo que sugiere que la constante de afinidad es similar en

ambos grupos. Los resultados cuantitativos se muestran méas adelante en la tabla 9.
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Figura 20. Desplazamiento de la unién del IGF-l marcado a su receptor especifico por una curva de
concentraciones crecientes de IGF-l sin marcar (A). Curva de saturacién de la unién del IGF-l a su

receptor placentario (B).
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Figura 21. Andlisis de Scatchard de la unién del IGF- a su receptor placentario.

7.3.5. Andlisis del ensayo de radiorreceptores de insulina en el tejido placentario
La figura 22 muestra los resultados del estudio de radiorreceptores de insulina en el
tejido placentario. Como se observa en la figura 22A, la insulina no marcado
desplazo6 a la marcada de manera dosis dependiente. En la figura 22B se puede observar
que el receptor de insulina comienza a saturarse a una concentracion de 7.956 x 10°M
(7.96 nM) de insulina. La figura 23 muestra el andlisis de Scatchard al graficar los
promedios de los datos de las 10 mujeres normotensas y de las 9 mujeres
preecldmpticas. Se puede observar en esta figura que las rectas de regresion
caracteristicas de cada grupo estudiado se cruzan, lo que significa que sus pendientes
son diferentes y por tanto, que ambos grupos de mujeres poseen constantes de afinidad

diferentes. Los resultados cuantitativos se muestran mas adelante en la tabla 9.
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Figura 23. Analisis de Scatchard de la unién de la insulina a su receptor placentario.

7.3.7. Caracteristicas de los receptores de IGF-l e insulina del tejido placentario
de los grupos NT y PE
Luego de realizados los ensayos de radiorreceptores tanto para IGF-I como para
insulina de los grupos NT y PE. Se realizaron los andlisis de Scatchard de cada
una de las muestras de las 10 mujeres normotensas y de las 9 mujeres preeclampticas
y se determinaron sus pendientes y sus interceptos en el eje de las absisas (x). Las
pendientes permitieron estimar las constantes de afinidad de cada uno de los
receptores en cada una de las preparaciones y los interceptos las concentraciones de
los receptores luego de ser corregidas por la concentracion de proteinas de cada una
de las preparaciones de membranas utilizadas. La constante de disociacion (Kd) fue

estimada como el reciproco de la constante de afinidad. Los resultados se muestran
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en la tabla 9, donde podemos observar que no hubo diferencias estadisticamente

significativas en la afinidad, ni en la concentracién de receptores de IGF-I en el tejido

placentario, expresado como fmoles de receptores por mg de proteinas, entre los

grupos NT y PE. Por otro lado, se encontré que los receptores de insulina del tejido

placentario del grupo PE poseen menor afinidad que los del grupo NT, sin cambios

significativos en la concentracion de los mismos (tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas de los receptores de IGF-l e insulina en el tejido

placentario de los grupos NT y PE

Grupo NT Grupo PE P
(n=10) (n=9)
Constante de afinidad, Ka (10° M) 6.07 +0.73 6.03 +1.04 0.55
Constante de disociacion, Kd (10"° M)  1.67 £ 0.21 1.69 £0.25 0.55
IGF-I-R (fmoles/mg de proteinas) 215+32 197 £32 0.40
Constante de afinidad, Ka (10° M) 1.26 £ 0.20 0.97 +0.24 0.02*
Constante de disociacion, Kd (10" M)  8.10+1.28 10.84 +2.44 0.02*
INS-R (fmoles/mg de proteinas) 1181 +£210 1220 + 369 0.50

Las diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.
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7.3.8. Relacion del peso al nacer y del peso de las placentas con la afinidad y la

concentracién de los receptores de IGF-I del tejido placentario de los grupos NT y

PE

EI peso al nacer y el peso de las placentas no correlacionaron con la constante de
afinidad del receptor de IGF-l, y por tanto tampoco con la constante de

disociacion, ni en el grupo NT, ni en el grupo PE, ni en los dos grupos juntos.

No obstante a que no se encontrd diferencias significativas entre grupos, la
concentracion de los receptores de IGF-I en el tejido placentario (expresado en
fmoles/mg de proteinas, correlaciond positiva y significativamente (Rho = 0.48; P =
0.04) con el peso de los recién nacidos (figura 24A) y una tendencia a la correlacion
con el peso de las placentas (Rho = 0.43; P = 0.06) (figura 24B) en el grupo total.

Cuando los grupos fueron analizados por separados, la concentracion de
receptores placentarios de IGF-I (expresados como fmoles/mg de proteinas) correlaciond
positiva y significativamente con el peso al nacer en el grupo NT (Rho = 0.65; P = 0.04),
no asi en el grupo PE. La concentracion de los receptores placentarios de IGF-l1 no se

asocio con el peso de las placentas en los grupos NT y PE por separados.
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7.3.9. Relacion del peso al nacer y del peso de las placentas con la afinidad y la
concentracion de los receptores de insulina del tejido placentario de los grupos NT
y PE
EI peso de los recién nacidos y el peso de las placentas correlacionaron negativa y
significativamente con la constante de disociacién del receptor de insulina en el
grupo total (Rho = -0.45; P = 0.05 y Rho =-0.49; P = 0.03, respectivaménte) (figura 25).
El peso de los recién nacidos y el peso de las placentas no correlacionaron con la
concentracion (fmoles/mg de proteinas) de los receptores de insulina del tejido
placentario.
Cuando los grupos fueron analizados por separados, ni el peso al nacer, ni el peso
de las placentas, correlacionaron con la concentracién, ni con la constante de disociacion

del receptor placentario de insulina en ninguno de los grupos estudiados.
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8. Discusion
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Discusion

8. DISCUSION

Una de las alteraciones asociadas a la preeclampsia es la alta incidencia del bajo
peso al nacer. Por tal motivo, el presente estudio tuvo como objetivo principal

evaluar la relacion entre indicadores del crecimiento fet'al y el bajo peso al nacer

observado en la preeclampsia.

Los resultados del presente estudio indican que la preeclampsia moderada esta
asociada con el bajo peso al nacer, bajas concentraciones de IGF-l, IGFBP-3 y altas
concentraciones de IGFBP-1 sin cambios significativos en las concentraciones
circulantes de insulina, lactogeno placentario, leptina, estradiol, progesterona,
testosterona, cortisol y zinc. Se encontrd que de todas las variables estudiadas, el IGF-!
fue la variable que mejor predijo el peso al nacer. Las alteraciones en las
concentraciones circulantes de IGF-l, IGFBP-1 e IGFBP-3 observadas en el grupo PE, no
se asociaron con cambios en el nivel de expresion placentaria de estos factores de
crecimiento. Asimismo, se encontro una disminucién en la afinidad del receptor
placentario de insulina en el grupo PE sin cambios en su densidad superficial. No se
encontré6 cambios significativos en la afinidad y la densidad superficial del receptor
placentario de IGF-I entre los grupos NT y PE.

En el presente estudio, el peso al nacer fue menor en el grupo PE comparado con
el del grupo NT de edad gestacional similar. En el grupo PE, el 33% de los recién
nacidos del grupo presentaron bajo peso al nacer para su edad gestacional, lo que
confirma el retraso del crecimiento intrauterino observado en la preeclampsia (14, 19). La

ausencia de asociaciones significativas entre la presion sistolica o diastélica con el peso
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al nacer en el grupo PE sugiere que el retraso del crecimiento intrauterino no fue
influenciado por la severidad de la preeclampsia. Sin embargo, un estado de déficit
nutrional prolongado como resultado del desarrollo temprano de esta enfermedad,
pudiera explicar el retraso del crecimiento intrauterino en el grupo PE.

Durante el embarazo normal, el retraso del crecimiento intrauterino ha sido
atribuido a bajas concentraciones circulantes de IGF-l (83, 163-168). En el presente
estudio, el peso al nacer correlacioné con las concentraciones maternas y fetales de IGF-
I cuando los dos grupos fueron analizados juntos, indicando que este factor de
crecimiento esta involucrado en el crecimiento fetal. Nuestros resultados mostraron una
marcada reduccién de las concentraciones materas y del cordén umbilical de IGF-I en el
grupo PE, lo cual concuerda con lo reportado en estudios previos (18, 84, 85). Este
hallazgo conjuntamente con la correlacion encontrada entre el peso al nacer y las
concentraciones circulantes de IGF-I, sugiere que el retraso del crecimiento intrauterino
observado en grupo PE puede deberse, al menos en parte, a la disminucion de las
concentraciones circulantes de IGF-I; particularmente en la circulacion fetal ya que se
observd que las concentraciones de este factor de crecimiento en el corddn umbilical
fueron las que mas se asociaron con el peso al nacer.

A pesar de la asociacion positiva y significativa entre las concentraciones de IGF-|
maternas y del cordon umbilical, las concentraciones en la circulacion fetal de este factor
de crecimiento no pueden ser explicadas por las de! compartimiento materno, ya que el
IGF-l no es capaz de atravezar la barrera placentaria. Por lo que esta estrecha
correlacién observada, refleja que la alteracién en la sintesis de IGF-I se produce de
forma simultdnea en ambos compartimientos. Sin embargo, ‘no se descarta una

alteracion en la regulacién placentaria, ya que la placenta es el principal sitio
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extrahepatico de produccion de IGF-1 durante el embarazo. De hecho, la preeclampsia se
asocia con alteraciones placentarias (14, 19) y se sabe que este érgano juega un papel
clave en la regulacion de la sintesis materna y fetal de IGF-I. Este efecto regulador de la
placenta lo ejerce a través de la produccion de factores estimuladores de la sintesis de
IGF-I, la regulacién del metabolismo materno y del transporte de nutrimentos hacia el
feto.

Los analisis de correlacion indican que el retraso del crecimiento intrauterino
durante la preeclampsia puede ser esperado no solamente cuando las concentraciones
fetales de IGF-I son bajas, sino también cuando las concentraciones de este factor de
crecimiento son bajas en la circulacion materna. Esto sugiere que la concentracion IGF-|
en la circulacién materna pudiera considerarse como un marcador prondstico de la
aparicion de retraso del crecimiento intrauterino, lo cual debe ser posteriormente
investigado.

Es bien conocido que los efectos bioldgicos del IGF-I son modulados por sus
IGFBPs (43). Bajo condiciones fisioldgicas solamente el 1% del IGF-! circula libre y esta
en condicién de ejercer su efecto biolégico; el 75% circula unido a un complejo ternario
formado por el IGF-l, la IGFBP-3 y una subunidad sensible a condiciones &cidas; el
restante 24% lo hace unido al resto de las proteinas transportadoras fundamentalmente
de la IGFBP-2 (43). Durante el embarazo, una actividad proteolitica endégena de la
IGFBP-3, inducida por el propio embarazo es considerada como el mecanismo principal
para el incremento de la biodisponibilidad del IGF-I en la circulacién materna (43, 60-62).
En el presente estudio, el analisis de WLB de las IGFBPs del suero matemo no fue
capaz de detectar a la IGFBP-3 en los grupos NT y PE. La completa desaparicién de la

IGFBP-3 de la circulacion materna en ambos grupo pudiera resultar en el incremento de
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la biodisponibilidad del IGF-I, incrementando las funciones anabdlicas durante el
embarazo. El incremento de la IGFBP-1 observado en el suero materno del grupo PE
pudiera deberse al incremento de la sintesis decidual de esta proteina transportadora
(85). Algunos autores han sugerido que el incremento de la IGFBP-1 en la circulacion
contribuye a una restriccién del crecimiento placentario y por tanto del crecimiento fetal
(85, 169). El perfil de las IGFBPs observado en el suero del cordén umbilical mostrd
bajas cantidades de IGFBP-3 y altas de IGFBP-1 en el grupo PE. Ya que la proteolisis de
la IGFBP-3 no ocurre en el suero fetal (83) y que la sintesis de IGFBP-3 es dependiente
de IGF-l y del estado nutricio (43), la disminucién de IGFBP-3 en al circulacion fetal del
grupo PE puede ser explicada por una menor produccién hepatica como consecuencia
de las bajas concentraciones de IGF-I y del menor suministro de nutrimentos al feto
debido a la reduccié.h ~deI flujo Utero-placentanio que caracteriza a esta enfermedad (19).
Las concentraciones de IGF-I no pueden explicar las altas cantidades de IGFBP-1
observadas en el suero del cordén umbilical del grupo PE, ya que esta proteina
transportadora no es dependiente de IGF-I (43). Sin embargo, las elevadas cantidades
de IGFBP-1 pueden ser debidas a la hipoxia relativa (170) y a la disminucion del
suministro de nutrimentos como resultado de la reduccion del flujo atero-placentario
observado en la preeclampsia (19). El incremento de la IGFBP-1 en el grupo PE pudiera
resultar en el incremento del transporte de IGF-l desde la circulacion hasta sus tejidos
blanco ya que esta proteina transportadora es capaz de atravesar la barrera endotelial
(43). Sin embargo, el incremento esperado en la biodisponibilidad del IGF-I parece ser
insuficiente para corregir el bajo peso al nacer observado en la preeclampsia. En
resumen, los resultados del presente estudio indican bajas concentraciones de IGF-I,

bajas cantidades de IGFBP-3 y altas de IGFBP-1 en el suero del cordon umbilical similar
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a lo encontrado en el suero del cordon umbilical de fetos con retraso del crecimiento
intrauterino (83, 167, 168). Estas alteraciones pueden ser el resultado de la restriccién de
las funciones placentarias, lo cual puede verse reflejado en la afectacion del transporte
de nutrientes y por tanto del crecimiento fetal normal.

Otros factores potencialmente asociados con el IGF-l, sus IGFBPs y el
crecimiento, que han sido reportados por algunos autores como aiterados durante la
preeclampsia severa, han sido evaluados en el presente estudio. Se sabe que las
concentraciones circulantes de IGFBP-1 son reguladas normalmente por la insulina (171-
173) y que en condiciones de bajas concentraciones de insulina o de resistencia a la
insulina, las concentraciones de IGFBP-1 se encuentran elevadas y las de IGF-|
disminuidas. Por otro lado se ha verificado un efecto facilitador de la insulina al paso
extravascular de la IGFBP-1 (64). Algunos autores han reportado hiperinsulinismo y
resistencia a la insulina asociada a la preeclampsia severa (97-99), lo que haria pensar
que ésta pudiera ser la causa de la elevacién de los niveles circulantes de la IGFBP-1
durante la preeclampsia. Al estudiar las concentraciones de insulina y glucosa en la
circulacion de ambos grupos, se observd que no habia diferencias significativas en
ninguna de estas dos variables entre los grupos NT y PE. Se observé un valor de indice
de resistencia a la insulina elevado en la circulacibn materna de ambos grupos, sin
diferencias significativas. Este hallazgo, confirma el estado de resistencia a la insulina
caracteristico de la etapa final del embarazo y sugiere que no es una condicion que se
vea agudizada durante la preeclampsia moderada. Por otro lado, la ausencia de
correlaciéon entre las concentraciones circulantes de insulina y las de IGF-l, es otro
argumento por el cual no se le puede atribuir a la insulina como tal, la responsabilidad de

los cambios en las concentraciones de IGF-| e IGFBP-1 encontradas en el grupo PE.
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Existen reportes recientes (100) en los que realizando pruebas dinamicas como la
prueba (Clamp) hiperinsulinémica-euglicémica, no encuentran asociacién entre la
resistencia a la insulina y la preeclampsia, lo cual apoya a nuestros resuitados.

Varios estudios apoyan el efecto de la leptina sobre el crecimiento fetal (108, 174-
179) y ha sido descrito un efecto regulador del zinc sobre las concentraciones de leptina
(180). Durante la preeclampsia, algunos autores han reportado altas concentraciones de
leptina en la circulacion materna (114-117, 181), mientras que otros no han encontrado
diferencias significativas (118). En el presente estudio las concentraciones de zinc en el
tejido placentario correlacionaron con las concentraciones de leptina en la sangre
materna solamente en el grupo NT, lo que sugiere una regulacién que puede verse
alterada durante la preeclampsia y que necesita ser aclarada en otros estudios.

Las concentraciones maternas y fetales de leptina no mostraron diferencias
significativas entre los grupos NT y PE. Las concentraciones de leptina en el cordon
umbilical no mostraron diferencias entre sexos, lo que concuerda con lo reportado por
otros autores (61, 182). No obstante, el peso al nacer correlacioné significativamente con
las concentraciones de leptina del cordon umbilical en el grupo PE; esta asociacion se
explica por el hecho conocide de que la leptina es producida fundamentalmente por el
tejido adiposo y su concentracién refleja el indice de masa corporal, lo que explica que
los recién nacidos de peso bajo tengan menor concentraciones de leptina.

El lactdégeno placentario, la hormona proteinica mas abundantemente producida
por la placenta, pasa a la circulacion materna y fetal, donde desempefa papeles
diversos. En la circulacién matermna ejerce un efecto anti-insulinico sobre el metabolismo
materno, lo que induce a la acumulacion de nutrimentos en la circulacién materna, los

cuales pueden ser transportados preferentemente hacia el feto a través de la placenta
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(13). En la circulacion fetal, el lactogeno placentario es capaz de estimular directamente
la sintesis de IGF-l y aumentar la acumulacién hepatica de glucégeno, asi como
estimular el crecimiento fetal, por estimulacién del metabolismo intermediario al unirse a
receptores tipo lactogénicos (34). A pesar de que se le ha atribuido al lactégeno
placentario un efecto regulador de la sintesis de IGF-I, en el presente trabajo las bajas
concentraciones de IGF-I no pueden ser explicados por cambios en las concentraciones
de lactégeno placentario ya que no se encontré diferencias entre los grupos NT y PE, lo
cual coincide con lo reportado por otros autores (183, 184).

Es sabido del efecto positivo que ejerce el estradiol sobre la produccion de IGF-1 y
sus IGFBPs (124-126). Algunos autores han observado que mujeres embarazadas que
viven en lugares a 3000 metros sobre el nivel del mar, tienen concentraciones circulantes
de estradiol y estriol mas bajas a lo largo de todo el embarazo que aquellas que viven en
lugares bajos, debido a una reducida oxigenacién de la placenta, condicion similar a la
encontrada durante la preeclampsia severa debido a la disminucion del flujo utero-
placentario. Se observo que el grupo de estas mujeres que sufrian de hipertension y
proteinuria, y padecian por tanto de preeclampsia, mostraron una marcada disminucion
de estradiol y un aumento en las concentraciones de progesterona (127). Otros autores
han reportado una disminucion de la concentracién del estradiol conjugado, sin variacion
en la concentracion del estradiol libre, ni de progesterona durante la preeclampsia (128).
En el presente estudio, no se encontré diferencias significativas entre los grupos, por lo
que las concentraciones de estradiol no parecen estar relacionadas con las menores
concentraciones de IGF-I ni con los cambios en el patrén de sus IGFBPs. Esta
afirmacion se ve reforzada por la ausencia de asociacion entre las concentraciones

circulantes de estradiol y las de IGF-I.

129



"

La progesterona, ha resultado ser un potente estimulador de la producciéon ‘in
vitro” de IGFBP-1 (131).Varios estudios han mostrado que la preeclampsia severa se
asocia con altos niveles de progesterona (127), una mayor capacidad de sintesis
placentaria (129), y una mayor expresiéh de los receptores de progesterona en el tejido
placentario (130) lo que puede explicar el aumento en las concentraciones de IGFBP-1.
A pesar de encontrarse aumentada la IGFBP-1 en nuestro grupo PE, las mediciones de
progesterona no mostraron diferencias significativas entre grupos, sugiriendo que si bien
“in vitro” la progesterona es un factor regulador potente, ‘in vivo” las concentraciones de
IGFBP-1 son reguladas por un sistema mas complejo. Nuestros resultados concuerdan
con los reportados por Zeisler y col en el 2000 (185), quienes no encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de progesterona en un estudio pareado por edad
gestacional conformado por 40 mujeres embarazadas normotensas y 40 mujeres
preeclampticas. Por lo cual, los altos niveles de progesterona encontrados en la
preeclampsia severa pudieran ser parte de las complicaciones de la enfermedad y
reforzar el incremento de las concentraciones circulantes de la IGFBP-1, pero no
parecen ser la causa primaria de su aumento.

A pesar de que las concentraciones circulantes de testosterona se encuentran
normalmente bajas durante el embarazo, algunos autores han reportado altas
concentraciones de esta hormona esteroide durante la hipertension inducida por el
embarazo (186) y la preeclampsia (132, 133). En nuestro estudio, no se encontré
diferencias significativas en las concentraciones circulantes de testosterona entre los
grupos NT y PE, lo cual concuerda con lo reportado por otros autores (187, 188). La
ausencia de diferencias significativas en las concentraciones de testosterona entre los

grupo NT y PE, conjuntamente con la ausencia de diferencias en las concentraciones de
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estadiol y progesterona, sugiere que la capacidad de sintesis de hormonas esteroides no
se ve comprometida de manera importante durante la preeclampsia moderada.

Es bien conocido el efecto inhibidor de los glucocorticoides sobre la sintesis y
secrecion de GH, lo que induce una disminucion en la produccion de IGF- y alteraciones
en los niveles de sus IGFBPs (135). Si bien durante el embarazo las concentraciones de
HG hipofisiaria se mantienen constantes o tienden a disminuir, la produccién de GH
placentaria se incrementa a lo largo del embarazo, siendo esta isoforma la que regula
fundamentalmente la produccion de IGF-| durante el embarazo. Ya que durante el retraso
del crecimiento intrauterino no asociado con la preeclampsia, se observan altas
concentraciones de cortisol y bajas concentraciones de IGF-1, no se puede descartar un
efecto inhibitorio del cortisol sobre la produccion de GH placentaria y por tanto un efecto
negativo indirecto sobre la produccion de IGF-I. Esta afirmacion se ve reforzada por el
hecho conocido de que las concentraciones de GH placentaria se ven disminuidas
durante el retraso del crecimiento intrauterino no asociado a la preeclampsia; condicion
que se caracteriza por una correlacién positiva entre las concentraciones de GH
placentaria y las de IGF-l en la circulacion materna. En la circulacion fetal la GH
placentaria no tiene un papel fisioldgico pues ésta no pasa a la circulacién fetal (57). Por
otro lado, se ha reportado la capacidad que tienen los glucocorticoides de estimular la
produccion de proteasas especificas que degradan proteinas transportadoras de
factores de crecimientos tales como el TGF-R, produciendo la liberacién de éste y
potenciando su efecto mitogénico en las células osteoblasticas (189). Ademas ha sido
reportado que el estrés induce proteolisis de las IGFBPs, fundamentalmente de la
IGFBP-3 (136) y como es sabido en los humanos la hormona fundamental del estrés es

el glucocorticoide conocido como cortisol. Se sabe que bajo condiciones de desnutricion,
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las concentraciones de cortisol aumentan significativamente y que el cortisol es capaz de
estimular la sintesis y liberacion de IGFBP-1 (137, 138). Por otro lado, algunos autores
han descrito asociaciones negativas y positivas entre las concentraciones de cortisol en
el suero del cordon umbilical con las concentraciones de IGF-I e IGFBP-1,
respectivamente (168). En el presente estudio, la determinaciéon de cortisol tanto en el
suero materno como del cordon umbilical, no mostro diferencias significativas entre
grupos, por lo que la disminucién de los niveles de IGF-l e IGFBP-3 y el aumento de la
IGFBP-1, observado en el grupo PE, no parece estar relacionado directamente con las
concentraciones circulantes de cortisol ya que tampoco hubo correlacion entre las
concentraciones de cortisol y las de IGF-I.

El zinc ha sido mencionado como uno de los factores nutricionales involucrados en
la regulacion de la sintesis del IGF-1 y del crecimiento somatico. De hecho, estados de
deficiencia de zinc han sido asociado con bajas concentraciones de IGF-l y con un
reducido crecimiento somatico (151, 190, 191). Se ha visto ademds que la
suplementacién con zinc a nifios con retraso del crecimiento, resulta en un incremento en
las concentraciones circulantes de IGF-l con cambios significativos en el patron de
crecimiento (54). Efectos similares sobre las concentraciones circulantes de IGF-I han
sido obtenidos con la administracion de zinc durante el embarazo (192). Aunque han sido
reportadas bajas concentraciones de zinc durante la preeclampsia (193-195), nosotros
no encontramos diferencias significativas entre los grupos NT y PE, lo cual coincide con
lo reportado por otro estudio (196). Esta observacion sugiere la ausencia de deficiencia
de zinc en el grupo PE. interesantemente, las concentraciones de zinc del tejido
placentario correlacionaron positiva y significativamente con las concentraciones de IGF-|

del corddn umbilical y con el peso al nacer en el grupo PE. Ademas, los analisis de
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correlacion llevados a cabo en los grupos NT y PE juntos mostraron que las
concentraciones placentarias de zinc correlacionaron no solamente con las
concentraciones de IGF-I del cordén umbilical sino también con las del suero materno. La
correlacion positiva encontrada entre el zinc placentario con las concentraciones
maternas y fetales de IGF-I, reafirma el efecto positivo del zinc sobre la produccion de
IGF-l y sugiere que el efecto del zinc sobre el crecimiento puede estar mediado por la
accion del IGF-I.

Los resultados de los estudios de biologia molecular demuestran que las
alteraciones en las concentraciones circulantes de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3
observadas en el grupo PE, no estan relacionadas con cambios en el nivel de expresion
placentaria de los genes que codifican para estos factores de crecimiento. Lo que
demuestra que el bajo peso de las placentas y de los Hrecién nacidos observado en el
grupo PE, no esta relacionado con cambios en el nivel de expresién placentana de estos
factores de crecimientos. Ademas, reafirma el concepto conocido de que la produccién
de estos factores por la placenta tiene como finalidad mediar efectos autocrino-paracrino
y no parece modular de manera importante las concentraciones circulantes de estos
factores de crecimiento. Esto se ve reforzado por los resultados obtenidos de los
estudios de inmunohistoquimica, los cuales demostraron que tampoco existen
diferencias significativas en la sintesis placentaria de IGF-I entre los grupos NT y PE.

Durante el embarazo, el IGF-l y sus IGFBPs son importantes reguladores del
crecimiento y diferenciacién tanto de los tejidos maternos como fetales. Desde etapas
muy tempranas del desarrollo, casi todos los tejidos producen estos péptidos y expresan
sus receptores especificos (197). En el presente estudio, la afinidad y la concentracion

de los receptores de IGF-I (expresada como fmoles/mg de proteina) en el tejido
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placentario no fueron diferentes entre los NT y PE, lo que sugiere que si bien la
preeclampsia esta asociada con una disminuciéon en las concentraciones de su ligando
especifico (IGF-1), la afinidad y la concentracion del receptor no se ven alteradas
significativamente durante la preeclampsia. Esta consistencia en las caracteristicas del
receptor placentario de IGF-I, ha sido sugerida por otros autores (198) que han estudiado
por métodos inmunohistoquimicos la capacidad de unién del IGF-I por la placenta en
condiciones de retraso del crecimiento intrauterino asociado a otras condiciones
patologicas distintas a la preeclampsia, tal es el caso de la desnutricion materna-fetal,
condicion que se caracteriza de igual forma por bajo peso al nacer y bajas
concentraciones circulantes de IGF-I; donde tampoco se han encontrado diferencias
significativas en la capacidad de union placentaria de IGF-l. De lo anterior podemos
concluir que la capacidad de union del receptor de IGF-I en la placenta, no parece ser
uno de los elementos mas importantes en el retraso del crecimiento intrauterino
observado durante la preeclampsia, siendo las bajas concentraciones de su ligando
especifico el elemento limitante y fundamental en el proceso de estimulacién del
crecimiento y diferenciacidn placentario y por tanto, la causa responsable de las
alteraciones de sus funciones principales tales como el transporte de nutrimentos hacia
el feto.

Por otro lado, a pesar de no encontrarse diferencias significativas en la
concentracion del receptor de insulina en el tejido placentario entre los grupos
estudiados, se encontré una disminucion significativa de su afinidad en el grupo PE (un
incremento en su constante de disociacion), lo que sugiere que el transporte de
nutrimentos a través de la placenta, fundamentalmente de glucosa, estimulado por

insulina pudiera estar disminuida durante la preeclampsia, fundamentalmente en
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condiciones donde el crecimiento placentario y fetal estd comprometido. En efecto, las
fuertes asociaciones encontradas entre la constante de disociacion del receptor de
insulina con el peso de las placentas y con el peso de los recién nacidos apoyan esta

afirmacion.
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9. Conclusiones
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Conclusiones

9. CONCLUSIONES

n conclusion, los resultados del presente estudio confirman que la preeclampsia

esta asociada con el retraso del crecimiento intrauterino y por tanto con el peso
bajo al nacer. Se encontré una disminucion significativa en las concentraciones de IGF-I
e IGFBP-3 y un incremento en las de IGFBP-1 en el grupo PE, que no se asocié con
cambios en el nivel de expresion placentaria de estos factores hormonales. En el grupo
PE, el peso al nacer se asoci6 con las concentraciones de IGF-I del suero materno y del
cordon umbilical, con las concentraciones de zinc del tejido placentario y con las
concentraciones de leptina del cordén umbilical. El andlisis de regresion multiple paso a
paso mostré que de las variables estudiadas, el IGF-I del cordén umbilical fue el factor
. gue se asocié mas con el peso al nacer. Las concentraciones de insulina, leptina,
lactdbgeno placentario, estradiol, progesterona, testosterona y cortisol, no mostraron
diferencias significativas entre los grupos y no se asociaron con el IGF-I, ni con el peso al
nacer. Se observo un aumento en la constante de disociacion del receptor de insulina
placentario en el grupo PE, lo que refleja una menor afinidad por su ligando especifico.
La constante de disociacion del receptor de insulina, se asocio negativamente con el
peso al nacer y con el peso de las placentas. Estos cambios en la afinidad del receptor
placentario de insulina conjuntamente con las menores concentraciones circulantes de
IGF-I, parecen actuar de forma negativa en el proceso de crecimiento fetal y ser algunas

de las causas del bajo peso al nacer observado durante la preeclampsia.
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Background. The aim of the present study was to determine whether newborn birth
weights were associated with insulin-like growth factor | (IGF-I), zinc, and leptin in
preeclamptic and normotensive pregnancies.

Methods. This study was done cross-sectionally and included 15 women with moderate
preeclampsia (PE group) and 11 normotensive pregnant women (NT group) of similar
gestational age. Maternal and umbilical cord serum levels of zinc, IGF-I, IGF binding pro-
teins (IGFBPs), leptin, and placental zinc were assessed in each group.

Results. As compared with the NT group, the PE group had significantly (p <0.05) lower
newborn birth weight [3.33 (3.11-3.55) vs. 2.80 (2.40-3.17) kg], maternal IGF-1 (303
(276-364) vs. 198 (153-244) ng/mL], and umbilical IGF-I [87 (71-126) vs. 44 (26-98)
ng/mL]. In addition, low IGFBP-3 and high IGFBP-1 were observed in the PE group. In
the PE group, birth weight correlated positively with placental zinc (rho = 0.56, p =
0.04), maternal 1GF-1 (rhe = 0.76, p = 0.004), umbilical cord IGF-I (rho = 0.75, p =
0.005), and umbilical eord leptin (rhe = 0.61, p = 0.02) levels. Stepwise multiple regres-
sion analysis showed that among these variables, umbilical IGF-I was the major predictor
of birth weight. In the NT group, birth weight did not correlate with any of these variables.

Conclusions. The present study indicates that moderate preeclampsia is associated with
low newborn birth weight, IGF-I, IGFBP-3, and high IGFBP-1 without significant
changes in zinc and leptin levels. In addition, umbilical IGF-1 was the major predictor of

newborn birth weight.  © 2002 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.

Key Words: Birth weight, IGF-1, Zinc, Leptin, Preeclampsia.

Introduction

During normal pregnancy, low birth weight has been associ-
ated with decreased circulating zinc levels (1,2), low IGF-1
and IGFBP-3, and high IGFBP-1 concentrations in maternal
and fetal circulation (3-11). In addition, several studies
have shown a positive correlation between newborn birth
weight and umbilical cord serum leptin levels (12-18). Zine
effects on fetal growth and IGF-I and leptin may mediate
development, at least in part, because nutritional zinc status
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modifies the circulating levels of these two hormones
(19,20).

Preeclampsia is associated with intrauterine growth re-
tardation (21,22) and low circulating IGF-1 levels (23-25).
Results regarding leptin and zinc concentrations are contro-
versial in preeclamptic women (26-37). Indeed, maternal
circulating leptin levels have been found high (26-29) or
unchanged (26-30) in preeclampsia, On the other hand, cir-
culating zinc concentrations have been found low in mater-
nal (31-33,37) and umbilical cord (31,34,35) serum during
preeclampsia. High (34,35) or unchanged (36) maternal
zinc concentrations have been also reported in preeclamptic
women.

Although IGF-I, zinc, and leptin have been suggested as
regulator factors of fetal growth, they have not been as-
sessed simultaneously during preeclampsia; therefore, the

0188-4409/02 $-sce front matter. Copyright © 2002 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.
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aim of the present study was to determine the major predic-
tor of newborn birth weight in preeclamptic and normoten-
sive pregnancies,

Materials and Methods

Subjects. Maternal and umbilical cord blood samples as
well as placental explants were obtained from patients in ac-
cordance with the guidelines of the Declaration of Helsinki.
The protocol of this study was approved by the Human Eth-
ics Committee of the Instituto Nacional de Ciencias Médi-
cas y Nutricién Salvador Zubirdn (July 3, 1998), The study
was done cross-sectionally at delivery. Using a recom-
mended statistical method for sample size determination
(38) and our previous results (25) in regard to IGF-1 concen-
trations in normal and preeclamptic pregnancies, sample
size was estimated to be equal to or more than nine subjects
in each group to reach >80% statistical sample power at a
95% confidence level (95% CI). For the experimental group
(PE group), 15 preeclamptic women were chosen in a con-
secutive manner. The control group (NT group) was made
up of normotensive pregnant women without significant
differences in biological and gestational ages and in parity
as compared to those of the experimental group. All sub-
jects included in the study signed a written informed con-
sent form. Diagnosis of preeclampsia was based on the pres-
ence of hypertension (systolic blood pressure =140 mmHg
andfor diastolic blood pressure =90 mmHg) at least two
times, and marked proteinuria (at least 2+ on the dipstick:
=100 mg/dL) (21). All 15 pregnant women belonging to the
PE group had a diagnosis of moderate preeclampsia (21).
Exclusion criteria were as follows: known preexisting hy-
pertension or previous preeclampsia; liver, renal, heart, or
endocrine disorders, and use of nutritional supplements, di-
uretics, or any kind of hormonal treatment. Only women
giving birth to a clinically healthy single product were in-
cluded in the study. Gestational age and newborns small for
gestational age were estimated as previously described
(39,40).

Maternal and umbilical cord blood samples and placental
explants were collected at delivery. After centrifugation of
blood, serum samples were aliquoted and frozen at —70°C
until analysis. Placental explants were washed in saline so-
lution to eliminate the excess of blood and frozen thereafier
at —70°C until analysis,

Zine and protein determinarions. Serum and placental zine
concentrations were measured by atomic absorption spec-
trophotometry (Perkin Elmer 2380, Norwalk, CT, USA).
Placental zinc concentrations were determined after tissue
digestion in nitric acid solution using a microwave sample
preparation system MDS 2000 (CEM Corporation, Mat-
thews, NC, USA). Placental protein was determined as pre-
viously described by Bradford et al. (41).

Serum IGF-1 and leptin determinations. Serum IGF-1 was
determined using a commercial immunoradiometric assay
kit (Diagnostic System Laboratories, Webster, TX, USA) after
separation from its binding proteins, as previously described
(42). Sensitivity was 0.8 ng/mL and intra- and inter-assay
coefficients of variation were 3.4 and 8.2%, respectively.
Serum leptin was determined using a commercial radio-
immunoassay kit (Linco Research, Inc., St. Louis, MO,
USA). Sensitivity was 0.5 ng/mL, and intra- and inter-assay
coefficients of variation were < 10%.

Sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and Western ligand blotting (WLB),  Analysis
of serum IGFBPs by WLB was done as previously described
(43.44). A 20-pL aliquot of a serum pool from each group
was diluted in 280 pL of buffer (2.5% sodium dodecyl sul-
fate, 10% glycerol, 0.02% bromophenol in 0.06 mol/L Tris-
HCI, pH 6.8). An aliquot of 50 pL of each sample was ap-
plied to | 1% SDS-PAGE in the absence of a reducing agent
and run overnight, Proteins were then electroblotted onto a
nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). The nitrocellulose membrane was blocked at 4°C
with 1.5 mol/L. NaCl in 100 mmol/L Tris base, pH 7.4
(TBS)0.5% gelatin, washed with TBS/0.1% Tween-20, and
incubated for 48 h with 800,000 cpm "*I IGF-I (Amersham,
Buckinghamshire, UK) at 4°C. Membranes were washed
twice with TBS/0.1% Tween 20 and three times with TBS.
The amount of IGFBPs in nitrocellulose membranes was
determined using electronic autoradiography with an Instant
Imager (Packard Instrument Co., Meriden, NJ, USA). Mem-
branes were also exposed to Extascan film, Kodak, at —80°C
with an intensifying screen.

Srartistical analysis. Results are presented as median with
interquartile ranges. Analysis of statistical differences be-
tween groups was performed by Mann-Whitney U test.
Analysis of frequencies of females between groups was
done using x* test. Analysis of association was tested using
Spearman rank correlation and stepwise multiple regression
test. Differences were considered statistically significant at
p <0.05. All statistical analyses were done using Statview
4.02 statistical package (Abacus Concepts, Inc., Berkeley,
CA, USA).

Results

Clinical characteristics of the NT and PE groups. Table 1
summarizes the clinical characteristics of subjects belong-
ing to the NT and PE groups. All 15 pregnant women be-
longing to the PE group had a diagnosis of moderate preec-
lampsia. Maternal and gestational ages, parity, and proportion
of female newborns were not significantly different between
groups, Newborn birth weights were significantly (p = 0.01)
lower in the PE group than in the NT group. No newborns
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Table 1. Clinical characteristics of the NT and PE groups

Diaz e1 al./Archives of Medical Research 33 (2002) 4047

Patient characieristics NT group (n = 11) PE group (n = 15) P value
Maternal age (years) 24 (22-27) 23 (19-30) 0.68
Gestational age (weeks) 39.4 (38.1-39.6) 38,6 (38.1-39.5) 0.64
Matemal systolie blood pressure (mmHg) 120 (110-120) 150 (150 155) <0.0001
Maternal diastolic blood pressure (mmHg) 70 (70-80) 105 (100-110) <0.0001
Maternal proteinuria (N of + on dipstick) Truce 3(3-3) —_—
Parity 201=3) 2(1-3) 0.86
Newborn birth weight (kg) 333 (3.11-3.55) 2.80 (240-3.17) 0.0
Newbom SGA (<10th percentile) o/ 5135 -
Proportion of female newborns il 5115 0.13

Values are given as median (interquartile range); SGA = small for gestational nge.

small for gestational age (< 10th percentile) were found in
the NT group whereas in the PE group, five of 15 were
small for gestational age.

IGF-1, IGFBPs, leptin, and zine concentrations in the NT
and PE groups. Maternal circulating levels of IGF-1 were
significantly lower (p = 0.0008) in the PE group than in the
NT group (Table 2). Furthermore, umbilical cord IGF-1
concentrations were significantly lower (p = 0.02) in the PE
group. As shown in Table 2, no differences were found in
maternal and umbilical cord serum concentrations of leptin
between NT and PE groups. Maternal and umbilical cord
zine levels as well as zine in placenta were not significantly
different between NT and PE groups (Table 2). To know
whether leptin levels were gender-specific, umbilical cord
serum leptin concenirations were compared between female
and male newborns; no significant differences were ob-
served in the NT [7.6 (5.8-12.6) vs. 4.8 (3.8-7.7) ng/mL]
and PE [8.9 (7.1-14.4) vs. 6.7 (1.7-15.0) ng/mL] groups.
Analysis of IGFBPs from pools of maternal and umbili-
cal cord serum from each group is shown in Figure 1. As de-
picted, WLB analysis of umbilical cord serum showed a
group of different bands with an apparent molecular weight
between 23 and 43 kDa. These bands corresponded to gly-
cosylated and nonglycosylated forms of IGFBP-3 (42.9 and
39.2 kDa, respectively), IGFBP-2 (34.5 kDa), IGFBP-|

(29.7 kDa), glycosylated IGFBP-4 (29.1 kDa), IGFBP-5
(279 kDa), and nonglycosylated IGFBP-4 (23.3 kDa), re-
spectively. In umbilical cord serum of the PE group, WLB
analysis showed that the amounts of glycosylated and non-
glycosylated forms of IGFBP-3 were 80 and 60% lower, re-
spectively, than in the NT group. In contrast, the amount of
IGFBP-1 was threefold higher in umbilical cord serum of
PE group when compared with NT group (Figure 1A). In
maternal serum, WLB analysis was not able to detect 1G-
FBP-3, IGFBP-4, and IGFBP-5 in both groups and showed
an increment of 7.5-fold in IGFBP-1 in PE group when
compared with NT group (Figure 1B).

Correlation analysis between concentrarions of zine, IGF-I,
and leptin in maternal and umbilical card serum. Correlation
analysis done in the NT and PE groups together showed that
maternal and umbilical cord IGF-I concentrations correlated
significantly (rho = 0.63, p = 0.002) but there was no sig-
nificant association between maternal and umbilical zinc
and leptin levels. When the NT and PE groups were ana-
lyzed separately, a significant correlation was observed be-
tween maternal and umbilical IGF-1 levels (rho = 0.61,p =
0.02) in the PE group, but not in the NT group. In addition,
there were no significant correlations between maternal and
umbilical cord zinc and leptin levels in the NT and PE

groups.

Table 2. Maternal and umbilical cord serum concentrations of IGF-1, leptin, and zinc as well as placental zinc concentration of the NT and PE groups

Concenirations NT group (n = 11) PE group (n = 15) p value
Maternal serum IGF-1 (ng/mL) 303 (276—364) 198 (153—244) 0.0008
Umbilical cord serum IGF-1 (ng/mL) B7 (71— 126) 44 (26—98) 0.02
Maternal serum leptin (ng/mL) 202(14.1-31.2) 25.0(15.5-29.3) 0.96
Umbilical cord serum leptin (ng/mL) 6.4(5.1-10.2) B.0(3.1-14.8) 0.69
Malernal serum zine (pug/mL) 0.99 (0.84—1.18) 1.10 (0.93—1.38) 0.29
Umbilical cord serum zinc (jg/mL) 1.21 (1.10~1.29) 1.33 (1.21-1.69) 0.07
Placental zinc (ug/g protein) 316 (266—418) 268 (197-315) 028

Values are given as median (interquartile range).
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Figure 1. Characterization of IGFBPs by WLEB in umbilical cord (A) and
maternal (B) serum pools from || NT and |5 PE pregnant women. Molec-
ular weight (MW) markers are shown on the lefi.

Correlation analysis between newborn birth weights and
blood pressure, gestational age, IGF-1, zinc, and leptin.
As shown in Figure 2, newborn birth weights correlated sig-
nificantly with gestational age (rho = 0.61, p = 0.002), and
diastolic blood pressure (rho = —0.41, p = 0.04), There was
no significant association between newborn birth weights
and systolic blood pressure. Figure 3 shows the results of
comelation analysis between newborn birth weights and
IGF-1, zinc, and leptin. Newborn birth weights correlated
significantly with maternal and umbilical cord serum IGF-1
concentrations (rhe = 0.72, p = 0.0003, and rho = 0.79,
p <0,0001, respectively). Using stepwise multiple regres-
sion analysis, newborn birth weight was predicted by umbil-
ical IGF-1 (P = 0.53; p <0.0001), umbilical IGF-1, and ges-
tational age (2 = 070; p <0.0001), umbilical IGF-I,
gestational age, and diastolic blood pressure (# = 0.76;
p <0.0001), whereas the association between newborn birth
weights and maternal IGF-1 was excluded. There were no
significant associations between newborn birth weights and
placental zinc, maternal and umbilical zinc, and leptin levels.
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Figure 2. Association between newbom birth weights with gestational age
(A) and diastolic blood pressure (B) in the NT and PE groups.

The following results were obtained when the NT and PE
groups were analyzed separately. Newborn birth weights
correlated significantly with gestational age in the NT (rho =
0.63, p = 0.04) and PE (rho = 0.68, p = 0.01) groups.
Newborn birth weights were not associated significantly
with systolic and diastolic blood pressure in the NT and PE
groups. In the PE group, newborn birth weights correlated
significantly with maternal and umbilical cord serum 1GF-1
concentrations (rho = 0.76, p = 0,004, and rho = 0,75, p =
0.005, respectively), umbilical cord serum leptin levels (rho =
0.61, p = 0.02), and placental zinc concentrations (rho = 0.56,
p = 0.04). In this group, newborn birth weights were not as-
sociated significantly with maternal and umbilical zinc and
with maternal leptin levels. Using stepwise multiple regres-
sion analysis, newborn birth weight was predicted by umbil-
ical IGF-1 (©* = 0.67; p = 0.0002) and umbilical IGF-I and
gestational age (# = 0.79; p<<0.0001), whereas maternal
IGF-1, umbilical leptin, and placental zinc were excluded. In
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concentrations in the NT and PE groups.

the NT group, there were no significant associations be-
tween newborn birth weights and any of the biochemical
variables tested,

Correlation analysis between zine and circulating levels of
IGF-I and leptin. Correlation analysis done in the NT and
PE groups together showed that placental zinc concentra-
tions correlated positively with maternal and umbilical cord
IGF-1 levels (rhe = 0.44, p = 0.03, and rho = 0.55,p =
0.009, respectively) and negatively with maternal zinc lev-
els (rha = —0.47, p = 0.03). Placental zinc was not associ-
ated significantly with maternal and umbilical leptin and
with umbilical zinc. There were no significant correlations
between maternal or umbilical zinc levels with circulating
levels of IGF-1 and leptin.

Results of correlations analysis performed in each group
showed that placenial zinc concentrations correlated with
umbilical cord serum IGF-I (rho = 0.65, p = 0.02) in the

PE group, whereas in maternal serum this association was
not observed. In the NT group, there was no significant cor-
relation between placental zinc with circulating IGF-1 Jev-
els. There was a significant association between placental
zinc concentration and maternal serum leptin levels solely
in the NT group (rho = 0.64, p = 0.04). There were no sig-
nificant correlations between maternal or umbilical zinc lev-
els with circulating levels of IGF-1 and leptin in both groups.

Discussion
The present study indicates that moderate preeclampsia is
associated with low newborn birth weight, IGF-I, IGFBP-3,
and high IGFBP-1 without significant changes in zinc and
leptin levels. In addition, umbilical IGF-1 was the major
predictor of newborn birth weight.

Newborn birth weights were lower in the PE group com-
pared with those of the NT group of similar gestational age.
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In addition, 33% of newborns of the PE group were small
for gestational age. These data confirm intrauterine growth
retardation seen in preeclampsia (21,22). Absence of a sig-
nificant association between systolic or diastolic blood pres-
sure with newborn birth weights in the PE group suggests
that intrauterine growth retardation was not influenced by
severily of preeclampsia. However, a longer fetal nutritional
deficit resulting from an early development of the disease
may explain the occurrence of small-for-gestational-age
newborns in the PE group.

During normal pregnancy, intrauterine growth retardation
has been attributed to low circulating IGF-1 levels (5-11).
Newborn birth weights of the two groups together posi-
tively correlated with maternal and umbilical cord IGF-1
levels, indicating that this growth factor is involved in fetal
growth. Results of the present study showed a marked re-
duction of IGF-1 levels in maternal and umbilical cord se-
rum of the PE group, which agree with previous studies
(23-25). In addition, there was a significant correlation be-
tween maternal and umbilical cord 1GF-1 levels in the PE
group, which may be explained by decreased placental IGF-I
synthesis. Indeed, preeclampsia is associated by placental
alterations (21,22) and placenta is the main extrahepatic site
of IGF-l synthesis during pregnancy. On the other hand,
umbilical cord IGF-1 levels could not be explained by ma-
ternal IGF-1 concentrations because this growth factor does
not cross the placental barrier. Overall, these correlation
analyses may indicate that intrauterine growth retardation in
preeclampsia may be expected not only when umbilical
IGF-1 is low, but also when this growth factor is low in ma-
ternal circulation. However, this observation deserves to be
further investigated,

It is well known that the effects of IGF-1 are modulated
by its IGFBPs (45). Under physiologic conditions, 75% of
circulating IGF-I is bound 1o a ternary complex formed by
IGF-1, IGFBP-3, and an acid-labile subunit; 24% is bound
1o other IGFBPs, and the remaining 1% circulates as free
IGF-1 (45). During pregnancy an endogenous, pregnancy-
related, serum IGFBP-3 proteolytic activity is considered a
fundamental mechanism to increase IGF-1 bioavailability
(3,45). In the present study, WLB analysis of these binding
proteins from maternal serum was not able to detect IGFBP-3
in the NT and PE groups. The complete disappearance of
maternal IGFBP-3 in both groups may result in an increase
of IGF-1 bioavailability, improving anabolic functions dur-
ing pregnancy, Increased IGFBP-1 observed in maternal se-
rum of the PE group may result from increased decidual
synthesis of this binding protein (24). It has been suggested
that increased IGFBP-1 contributes to restricted placental
and therefore to fetal growth (24). The IGFBP profile ob-
tained from the umbilical cord serum showed low IGFBP-3
and high IGFBP-1 amounts in the PE group. Because pro-
teolysis of IGFBP-3 does not occur in fetal serum (5) and
IGFBP-3 synthesis is IGF-I-dependent (45), decreased IG-
FBP-3 may be explained by the low IGF-I levels seen in the

PE group. IGF-1 levels could not explain high IGFBP-1
seen in the umbilical serum of the PE group in that this
binding protein is not IGF-I-dependent (45). However, high
IGFBP-1 may be due to the relative hypoxia (46) and de-
creased nutrient supply as a result of reduced uteroplacental
flow seen in preeclampsia (22). Increased IGFBP-I seen in
the PE group may result in increased IGF-I transport from
blood circulation to target cells because this binding protein
is able to cross the capillary endothelial barrier (45). How-
ever, the expected increase in IGF-I bioavailability appears
insufficient to correct the low birth weight observed in
preeclampsia. Overall, the results of this study indicated
that low birth weight in the PE group was associated with
low IGF-I concentrations, low IGFBP-3, and high IGFBP-1
amounts in the umbilical cord serum. These alterations may
be the result of restricted placental function, thus affecting
nutrient supply and normal fetal growth.

Zinc has been mentioned as one of the nutritional factors
involved in regulation of IGF-1 synthesis and somatic
growth. Indeed, zinc deficiency has been associated with
low circulating IGF-1 concentrations and reduced somatic
growth (19,47,48). Furthermore, zinc supplementation in
growth-retarded children results in an increase of IGF-I cir-
culating levels with significant changes in growth (49).
Similar effects on IGF-I have been obtained with the admin-
istration of zinc during pregnancy (50). Although low zinc
concentrations have been reported in preeclampsia (31-33),
we did not observe significant differences between the NT
and PE groups, which agrees with other studies (36). This
observation may suggest an absence of zinc deficiency in
the PE group. Interestingly, placental zinc concentrations
correlated with umbilical cord IGF-I levels and newbomn
birth weights in the PE group. In addition, correlation analy-
sis carried out in the NT and PE groups together showed
that placental zinc concentrations correlated not only with
umbilical cord IGF-1 but also with maternal IGF-1 levels.
Observation of a positive correlation between newborn birth
weights and maternal and umbilical IGF-I levels suggests
that zinc effects on fetal growth may be mediated by IGF-I1.

Maternal leptin concentrations have been found high
(26-29) or unchanged (26,30) in preeclampsia. Similarly,
high (27) or unchanged (28) umbilical cord leptin levels
have been reported in preeclampsia. In the present study,
maternal and umbilical cord leptin levels were not signifi-
cantly different between the NT and PE groups. The contro-
versy concerning these data may be due to blood pressure
and proteinuria values, in that it has been reported that cir-
culating leptin levels are positively associated with the se-
verity of preeclampsia (26,30). Indeed, in the present as
well as in previous studies (26) carried out in moderate
preeclampsia, maternal leptin levels were not significantly
different between normal and preeclamptic pregnancies.
There was no significant correlation between maternal and
umbilical cord leptin, which agrees with the previous study
(14). In the present study, a positive correlation was ob-
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served in the PE group between newbomn birth weights and
umbilical leptin levels, which is in accordance with previ-
ous study (12-18). Umbilical leptin levels could not be con-
sidered as a determinant of birth weight but as a conse-
quence of newborn body-mass fat (51). A regulatory effect
of zinc on leptin levels has been described (20). The signifi-
cant correlation between placental zinc concentrations with
maternal serum leptin levels in the NT group suggests a
modulatory role of this nutrient on leptin metabolism, which
may be altered in preeclampsia and therefore deserves to be
further investigated.

In summary, the present study indicates that moderate
preeclampsia is associated with low newborn birth weight,
IGF-1, IGFBP-3, and high IGFBP-1 without significant
changes in zinc and leptin levels. Inasmuch as the results of
the present study showed that umbilical IGF-I is the major
predictor of birth weight, we suggest that low fetal IGF-1 is
one of the main factors involved in the low birth weight
seen in preeclampsia.
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Papel fisiolégico del factor de crecimiento similar
a lainsulina tipo 1 y sus proteinas
transportadoras durante el embarazo

Eulises Diaz Diaz,* Radl Pichardo-Bahena,** Fernando Larrea Gallo,* Ali Halhali Baghdad*

Resumen

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1) y sus
proteinas transportadoras (IGFBPs), desempefian un papel im-
portante en la regulacidn del crecimiento fetal. Estos factores pro-
teinicos son producidos viualmenta por todos las drganos fetales
desde el desarrollo temprano y son potentes estimuladores de la

Abstract

Insulin-fike growth factor | (IGF-) and its binding proteins (IGFBPs),
have a very important role in the regulation of fetal growth. These
protein factors are produced virtually by all fetal organs since early
development and are powerful stimulalors of cellular division and
differentiation. The objective of this review is discuss aboul the

division y la diferenciacion celutar, Esta revision esta enc a
discutir algunos aspectos generales del papel fisiologico del IGF-1 y
sus |GFBPs durante &l embarazo, la regulacién de las acciones
blologicas de! IGF-| por sus IGFBPs y las alteraciones de estos
factores durante el retraso del crecimiento intrauterino y la pree-
clampsia.

Palabras clave: IGF-I, IGFBPs, GH p ia, hPL, cr
fetal.

Introduccion

Durante la gestacidn se establece una interrelacion
morfolégica y fisiolégica entre la madre y el feto en
desarrollo. Esta interrelacion es finamente regulada por
factores hormonales que regulan el metabolismo ma-
terno, el funcionamiento éptimo de la placenta y ga-
rantizan el crecimiento adecuado del feto en desarro-
llo. Entre estos factores hormonales podemos citar al
IGF-1 y sus IGFBPs. Estos factores proteinicos son
producides virtualmente por todos los 6rganos fetales
desde etapas muy tempranas del desarrollo y son po-
tentes estimuladores de la divisién y la diferenciacién
celular, El IGF-1 es el factor de crecimiento que mejor
se correlaciona con el peso del feto en desarrollo a lo
largo de la gestacidn; observandose alteraciones en sus
concentraciones circulantes en condiclones en las cua-
les el crecimiento fetal se ve comprometido. Esta revi-

physiological role of IGF-I and its IGFBPs during pregnancy, the
regulation of the biological actions of IGF-| by ils IGFBPs, and the
alterations of this factors during the intrauterine growth retardation
and preeclampsia.

Key words: IGF-l, IGFBPs, placental GH, hPL, fetal growth.

sidn estd encaminada a discutir algunos aspectos ge-
nerales del papel fisioldgico del IGF-1 y sus IGFBPs
durante el embarazo, la regulacién de las acciones bio-
l6gicas del IGF-I por sus IGFBPs y las alteraciones de
estos factores durante el retraso del crecimiento in-
trauterino y la preeclampsia.

IGF-l e IGFBPs

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(LGF-1, del inglés Insulin-Like Growth Factor-I), asi
como sus 6 proteinas transportadoras conocidas como
IGFBPs (del inglés Insulin-Like Growth Factor Bin-
ding Proteins) son proteinas de secrecidn, por lo que
comparten los mismos mecanismos de biosintesis y se-
crecién de otras proteinas tales como albimina, enzi-
mas pancredticas e insulina.

Regulacién de la expresion génica de IGF-l y sus
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Nacional de Clencias Médicas y Nutricién “Salvador Zu-
birdn" (INCMNSZ). México, D.F

** Departamento de Anatomia Patologica.
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IGFBPs
El gen que codifica para IGF-I se encuentra localiza-

do en el brazo largo del cromosoma 12." Los genes que
codifican para IGFBP-1 y para IGFBP-3 estén localiza-
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dos en el brazo corto del cromosoma 7, ambos estédn
asociados con el gen HOX A; los que codifican para
1GFBP-2 y para IGFBP-5 est4n localizados en el brazo
largo del cromosoma 2, asociados con el gen HOX D, el
que codifica para IGFBP-4 se encuentra en el brazo
largo del cromosoma 17, asociado con el gen HOX B y
el que codifica para IGFBP-6 en el cromosoma 12 aso-
ciado con el gen HOX C.?

E! IGF-I es una hormona de naturaleza peptidica de
bajo peso molecular, que es expresada por todos los
tejidos adultos y fetales desde las primeras etapas de la
vida. El gen del IGF-I abarca mas de 45 kb del ADN
gendmico y estd conformado por 6 exones y 5§ intrones
¥ posee al menos dos sitios promotores.® Se han descri-
to varios transcriptos (ARNm) del gen producido por
cortes y empalmes alternativos de los diferentes exo-
nes que lo conforman®! (Figura 1). Debido a que las
tallas moleculares reportadas por los diferentes auto-
res no siempre coinciden, se han utilizado intervalos
para su deteccién que van desde 0.9-1.2, 1.5-1.9, 4.7 y
7-7.5 kb. Todos estos transcriptos producen, al final
del proceso de maduracidn, un tnice producto protei-
nico de 7.6 kDa con estructura muy similar a la de la
proinsulina. Al igual que la proinsulina, el IGF-[ estd
formado por una cadena polipeptidica simple y posee
tres puentes disulfuros intracatenario. Tanto el IGF-1
como la proinsulina poseen regiones hidrofébicas idén-

Py Py

v

] 1 ] 2 o] 3 |

ARNm IGF-1E, | [

ticas, asimismo, las cadenas A y B del IGF-I son muy
similares a las de la insulina.’

La expresién del IGF-1 y de sus IGFBPs es regulada
por factores hormonales tales como la hormona del
crecimiento (GH) los esteroides sexuales, las hormo-
nas tiroideas y la insulina. Los factores nutricionales
come el consumo de proteinas, energia y micronutri-
mentos como el zinc (Zn) son también importantes re-
guladores de su sintesis.®’

El IGF-I puede tener acciones endocrinas, paracri-
nas y autocrinas.*? La presencia de dos sitios promoto-
res en el gen del IGF-1 garantiza la expresidn diferen-
cial que ocurre entre el higado y el resto de los tejidos.
Se han descrito dos tipos fundamentales de transcrip-
tos (ARNm) del IGF-I, identificados uno en el tejido
hepdtico y el otro en el resto de tejidos, los cuales codi-
fican para el mismo péptido maduro. Estos ARNm con-
tienen diferentes regiones 5' no traducible debido al
uso de diferentes sitios de iniciacién en el exén 1 0 en
el exdn 2. Los transcriptos a partir del exén 2 son pro-
ducidos por el higado, son regulados fundamentalmen-
te por la GH, la ingesta de proteinas y energia, asi
como los micronutrimentos tales como el Zn. Su pro-
ducto proteinico estd destinado a cumplir las funcio-
nes endocrinas del IGF-1. Los transcriptos producidos
a partir del ex6n 1 se encuentran en todos los tejidos
extrahepéticos y su regulacién no es por GH; en su

ARNm IGF-IE, | Pre | B |[C| A |[D[ E |
E.
Prepo IGF-1 E, Prepo-peptido  pioura 1. Representacion esque-
Prepo IGF-| E, pe | 8 [c| A [ofE INMACUFD pmarice dei pr:::esamfenm del gen
E. ] IGF.I. Se muestra la distribucidn
de los exones y los intrones, los dos
sitios promotores (P, y P), la re.
Ea | gidn del péptido sefial (Pre), los
Pre IGF-I E, [ B I c I A | D l E Pre-péptido  dominios A-E y la forma final de
Pre IGF-1E, inmaduro IGF-I maduro conteniendo los do-
L’ minios A-D [Adaptado de Rotwein
P Structure, evolution, expression
Paptia and regulation of insulin-like
ido rowth factors [ and Il. Growth
i [ B Jc[ a Jo] maduro  Factors 1991, §(1). 3.18]
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lugar otras hormonas tales como los estrégenos sexua-
les y las hormonas tiroideas son las reguladoras fun-
damentales. El IGF-I producido en los tejidos extrahe-
paticos desempefia funciones autocrina-paracrinas'®
(Figura 1).

Durante la vida posnatal, el higado representa la
fuente de mayor produccién de IGF-1 y de sus IGFBPs,
y su sintesis estd regulada por el estado nutricio y la
GH, quien promueve la transcripcién del gen del IGF-
141! y de algunas de sus IGFBPs, fundamentalmente de
la IGFBP-3.2 Los factores nutricios como el aporte ener-
gético, proteinico y de Zn estdn también involucrados
en la regulacién de la sintesis del IGF-1 y de sus IGFBPs,
asi como del crecimiento.%"2El Zn es considerado como
un factor de crecimiento, lo cual ha sido ampliamente
comprobado, ya que la administracién de este nutri-
mento a nifios desnutridos estimula el crecimiento y se
asocia con un incremento en los niveles de IGF-1.”En
experimentacién animal, se ha demostrado que el Zn
aumenta la expresién de IGF-I y modifica la produc-
cidn de sus IGFBPs."" También se ha visto que la su-
plementacién con IGE-1I no es eficiente para garantizar
el crecimiento en condiciones de deficiencia de Zn."*

Sintesis y regulacién de IGF-l durante el embarazo

Como hemos mencionado, la sintesis del IGF-1 y de
sus IGFBPs es regulada por factores hormonales como
la GH, las hormonas tirvideas, la insulina y por facto-
res nutricionales como el consumo de proteinas, ener-
gia y micronutrimentos como el Zn.57

Durante el embarazo, la produccidn hipofisiaria de
GH estd disminuida, mientras que la concentracion de
IGF-1 aumenta a lo largo del embarazo, alcanzdndose
las mayores concentraciones al final del embarazo. Este
aumento se asocia al incremento en la sintesis de GH
placentaria cuya estructura es muy similar a la hipofi-
slaria pero es codificada por un gen diferente.'™'® La
GH placentaria es secretada a la circulacién materna,
donde ejerce un efecto importante en la estimulacion
de la produccién hepatica de IGF-I en la madre. En el
compartimiento fetal la GH placentaria no presenta
efectos ya que no es capaz de cruzar la barrera placen-
taria. En el compartimiento materno, el IGF-1 estimu-
la los procesos anabélicos, lo que resulta en el aumen-
to del tejido graso y del glucdgeno hepatico.'®® La
secrecién de GH placentaria a la circulacién materna
es menor en mujeres embarazadas con retraso del cre-
cimiento intrauterino. Lo anterior resulta en una me-
nor produccion hepatica de IGF-I y por tanto en la dis-
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minucién de los procesos anabdlicos, lo que garantiza
una mayer dispenibilidad de nutrimentos en la circu-
lacién materna para ser transportados hacia el feto en
crecimiento bajo condiciones desfavorables. Sin embar-
go, este mecanismo compensatorio no es suficiente para
garantizar el adecuado crecimiento fetal, lo que sugie-
re la participacion de otros factores.

Otro factor hormonal involucrado en la regulacién
de la sintesis del IGF-I durante el embarazo es el lacté-
geno placentario humano (hPL)." El lactégeno placen-
tario humano, la hormona proteinica mas abundante-
mente producida por la placenta pasa a la circulacién
materna y fetal, donde desempena diversos papeles. En
la circulacidn materna, el hPL presenta un efecto anti-
insulinico, lo que induce a la acumulacién de nutri-
mentos en la circulacién materna, los cuales pueden
ser transportados preferentemente hacia el feto a tra-
vés de la placenta.'” En la circulacion fetal, el hPL esti-
mula la sintesis de IGF-1y de gluc6geno hepatico, ade-
mas de estimular el crecimiento fetal al unirse a
receptores tipo lactogénicos.'

Sintesis de IGF-I durante la vida posnatal

En los primeros dias posteriores al nacimiento, las
concentraciones de IGF-1 disminuyen con respecto a
las concentraciones encontradas en la circulacion fe-
tal al final del embarazo. En los dias posteriores al
parto, las concentraciones circulantes de IGF-l aumen-
tan y siguen incrementandose a lo largo de toda la ni-
fiez, alcanzando niveles maximos en la pubertad, lo que
coincide con el incremento de los esteroides sexuales.
A partir de los 25 afios de edad y hasta los 60, las con-
centraciones séricas de IGF-1 se mantienen constan-
tes, observdndose una disminucién en dichas concen-
traciones a partir de los 60 anos de edad."

Transporte de IGF- en la circulacién

Después de ser sintetizado, el IGF-1 es liberado a la
circulacién donde es transportado por sus IGFBPs.
Solamente el 1% del IGF-I circula en forma libre ya
que el 75% circula unido a la IGFBP-3, formando un
complejo macromolecular que no puede atravesar el
endotelio vascular, aumentando su vida media de 10
minutos cuando estd libre a 15 horas cuando esté uni-
do a la IGFBP-3. El otro 24% se encuentra unido al
resto de las IGFBPs, fundamentalmente a la IGFBP-1
e IGFBP-2 que son de menor tamafio y sf son capaces
de atravesar el endotelio vascular?
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Funciones biolégicas del IGF-1

ElIGF-1 es capaz de estimular el crecimiento del car-
tilago, la sintesis de ARN, de ADN y de proteinas; asi
como de estimular procesos anabdlicos. Durante el
embarazo, estimula la divisién celular y el crecimiento
de los tejidos maternos, a la vez que estimulan los pro-
cesos anabdlicos que dan como resultado el incremen-
to del tejido graso, de las reservas de glucdgeno hepdti-
co, asi como el desarrollo de las gldndulas mamarias
entre otras modificaciones. En esencia el IGF-I tiene
efectos similares a los de la insulina sobre el musculo y
la placenta al estimular el transporte de aminodcidos y
glucosa, asi como inhibir la lipélisis en el tejido adipo-
so. Por otra parte, el IGF-I juega un papel importante
en el crecimiento como lo demuestra la estrecha corre-
lacién entre las concentraciones circulantes de este
factor y la velocidad de crecimiento de los nifios.?

Regulacién de la actividad biolégica del IGF-I por
sus IGFBPs

Es bien conocido que los efectos del IGF-1 son modula-
dos por sus IGFBPs.? Para que el IGF-I pueda ejercer su
efecto anabdlico y estimular el crecimiento y maduracion

fetal, es necesario que éste pase del torrente sanguineo
hacia el espacio extravascular y se ponga en contacto con
su receptor especifico sobre la superficie de sus células
blanco. Para que esto ocurra son necesarios dos proce-
sos: que el IGF-1 se libere de la IGFBP-3, la que es consi-
derada el reservorio bioldgico de IGF-I en la circulacidn,
que por su tamario no puede atravesar el endotelio vascu-
lar, esto se logra a través de la degradacion enzimatica de
la IGFBP-3, produciendo una disminucién entre 20-30
veces de su afinidad por el IGF-I, lo que se traduce en
mayor concentracién de IGF-1 libre® (Figura 2). Durante
el embarazo se produce un incremento en la proteélisis
de la mayoria de las proteinas transportadoras del IGF-I,
fundamentalmente de la IGFBP-3, Se ha observado que
el nivel de protedlisis de la IGFBP-3 es mas marcado en
mujeres con embarazo mdltiple o en condiciones de insu-
ficlencia dtero-placentaria, donde la demanda fetal de IGE-
1 es mayor.” Este fenémeno de protedlisis ha sido am-
pliamente descrito en el suero materno,®# pero parece
también producirse en alguna medida en el suero prove-
niente de fetos con retraso en el crecimiento intrauteri-
no, sin embargo, la regulacién del ensamblaje de la IGFBP-
3 con su subunidad sensible a condiciones acidas, parece
ser la forma fundamental de regular la concentracidn de
IGFBP-3 en la circulacién fetal. ®

Capilar
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Figura 2. Representacién esque-
mdtica del mecanismo de regula-
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cidn de la actividad bioldgica del
IGF-I por la IGFBP-3. Se muestra
el transporte de IGF-I, la degrada-
cidn enzimdtica de la ICFBP-3 y la
liberacidn del IGF-I, quien atra-
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VF Receptor  yiesa el endotelio vascular y se
de IGF-I pone en contacto con su recepltor
especifico. ALS (acid-labile subu-

. nit). BP-3 (binding protein-3), IGF-

%:;‘::; I (insulin-like growth factor 1),

ALS+BP-3+IGF-1 (complejo terna-
ria: forma en que circula el 75%
del IGF-1).
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Otro mecanismo para modular la actividad biologi-
ca del IGF-1, es su transporte desde el torrente sangui-
neo hasta el espacio intersticial por proteinas trans-
portadoras de bajo peso molecular como las IGFBP-1,
2y 4, las cuales son capaces de atravesar el endotelio
vascular™® (Figura 3) y ponerse en contacto con la
superficie de las células blanco como lo hace la IGFBP-
1 a través de su receptor de tipo a5 1-integrina, lo que
genera por un lado la acumulacién de IGF-I sobre la
superficie de las células blanco, a la vez que se produ-
cen cambios conformacionales en la molécula de IGFBP-
1 que induce una disminucidn de la afinidad por el IGF-
I, liberdndose éste, pudiendo interaccionar con su
receptor especifico y ejercer su efecto estimulador so-
bre el crecimiento® (Figura 3). Por otro lado, se ha
descrito que la unién de la IGFBP-1 a su receptor de
tipo @5f1-integrina estimula el crecimiento de manera
similar a la ejercida por el IGF-1.#% Existen varios re-
portes del efecto potenciador de Ia IGFBP-1 sobre las
funciones del IGF-1.1' No obstante, otros reportes tam-
bién han demostrado un efecto inhibitorio de la IGFBP-
1 sobre la respuesta celular a IGF-1 in vitro.**

Relacién entre IGF-l, IGFBPs y el retraso del creci-
miento fetal

Durante el embarazo, el IGF-1 y sus IGFBPs son im-
portantes para el crecimiento y diferenciacién tanto de

los tejidos maternos como fetales. Desde etapas muy tem-
pranas del desarrollo, tanto la placenta como el resto de
los tejidos fetales producen estos péptidos y expresan
sus receptores especificos.”*° Las concentraciones de
IGF-I tanto fetal*'** como maternas,*aumentan a lo largo
del embarazo y al final del embarazo su concentracién
correlaciona positivamente con el peso al nacer. 2445

Los recién nacidos que han sufrido de retraso del
crecimiento intrauterino, como ocurre bajo condicio-
nes nutricionales desfavorables, presentan menores
concentraciones circulantes de IGF-1 e IGFBP-3 y ma-
yores eoncentraciones de IGFBP-1 que los recién naci-
dos con peso adecuado para la edad gestacional.* De
manera similar, estudios recientes han descrito una
menor concentracion de IGF-I tanto en la circulacién
materna como del cordén umbilical ™ asi como alte-
raciones en las concentraciones circulantes de la IGFBP-
1y de la IGFBP-3 durante el embarazo complicado con
preeclampsia, enfermedad hipertensiva inducida por el
embarazo que se caracteriza por la presencia de retra-
so del crecimiento intrauterino *5

La IGFBP-1 es la proteina transportadora predomi-
nante en el fluido amniético™ y una de las mas abun-
dantes en el plasma fetal **' La IGFBP-1 se incremen-
taa lo largo del embarazo en la circulacién materna®y
fetal***y al final del embarazo su concentracion se asocia
negativamente con el peso al nacer, lo que sugiere un
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Figura 3. Representacidn esque-
mética del transporte de IGF-1 por
proteinas transportadoras de bajo
peso molecular. La IGFBP-1 inte-
racciona con su receptor especifico
¥ pierde afinidad por el IGF-I. La
I1GFBP-4 sufre un ataque proteolf-
tica y pierde afinidad por el IGF-1.
A través de ambos mecanismos se
facilita la interaccidn del IGF-I con
su receptor especilico.
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papel inhibitorio sobre el crecimiento fetal y un modu-
lador local de la accién del IGF-1. El grado de fosforila-
cion de la IGFBP-1 afecta la afinidad por el IGF-1, sien-
do las mds fosforiladas las de mayor afinidad. Durante
la vida posnatal, la IGFBP-1 se sintetiza y se mantiene
en eirculacién como una tinica isoforma altamente fos-
forilada. Durante el embarazo, la IGFBP-1 de origen
decidual y hepético se sintetiza también como una iso-
forma tnica altamente fosforilada. Sin embargo, en la
circulacién materna, fetal y el liquido amnidtico la
IGFBP-1 sufre cambios ya que se encuentra como una
mezcla de isoformas altamente fosforiladas, de menor
grado de fosforilacion y desfosforiladas.® Las isofor-
mas que presentan menor grado de fosforilacidn tienen
menor afinidad por el IGF-1y potencian los efectos bio-
légicos del IGF-1, mientras que las isoformas altamen-
te fosforiladas de la IGFBP-1 inhiben la actividad bio-
légica del IGF-1.5%%

En 1998, Iwashita y col.*” demostraron que los re-
cién nacidos con bajo peso al nacer poseen igual canti-
dad de la forma no fosforilada de la IGFBP-1 que los
recién nacidos con peso adecuado para la edad gesta-
cional, pero la cantidad de la forma altamente fosfori-
lada era mayor por lo que la relacién isoforma no fos-
forilada/IGFBP-1 total era menor en las recién nacidos
con bajo peso al nacer para la edad gestacional, lo que
sugiere que no solamente la cantidad total de IGFBP-1
sino que la proporcidn de isoformas con diferentes gra-
dos de fosforilacién son importantes para la regula-
cidn del crecimiento fetal.

Conclusién

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo I,
es el factor de crecimiento que mejor correlaciona con
el crecimiento fetal a lo largo de toda la gestacién. Esta
relacidn estrecha entre el IGF-1 y el crecimiento fetal
se debe al papel que este factor hormonal desempeia
en la modulacién del metabolismo materno, en la es-
timulacion del crecimiento y diferenciacién de la pla-
centa y en la estimulacién del transporte de nutrimen-
tos a través de la misma, lo que a su vez garantiza el
adecuado crecimiento del feto en desarrollo. No sola-
mente las concentraciones de IGF-I son importantes
para modular el crecimiento placentario y fetal, sino
también sus proteinas transportadoras las que modu-
lan las acciones bioldgicas del IGF-1. El retraso del cre-
cimiento intrauterino asociado a la desnutricién pro-
teica-energética y la preeclampsia, son dos condiciones
patoldgicas en las cuales se produce un retraso del cre-

cimiento intrauterino asociado con alteraciones en las
concentraciones circulantes del IGF-1y de sus IGFBPs.
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Abstract

Objectives: To assess the ligand binding characteristics of insulin and insulin-like growth factor I receptors in normal and preeclamptic

placentas.

Design and methods: This study was done cross i "

obtained from |0 normotensive and 9

preeclamptic pregnant women. The affinity and number of binding sites nfmsulm and insulin-like growth factor [ receptors were assessed by

binding assays and Scatchard plot analysis.

Resulis: Placental and newbom birth weights were significanily (P < 0.001) lower in the preeclamptic group. The K, values of placental
insulin receptors (TR) were significantly higher in the presclamptic group than in the normotensive group (1.08 + 0.24 % 107" vs. 081 +
0.13 % 107" M, P < 0.01), without differences in the number of receptors. In contrast, no differences were observed in the affinity and the
number of insulin-like growth factor 1 receptors (IGF-1R) bet groups. Pl | weight was associated negatively with the K, values of
IR (P < 0.05) and positively with the number of placental IGF-1R (P<0 05); whtlenewbnm bu'th weight was associated positively with the

number of IGF-1R (P < 0,05). In addition, 'bo(h lic and di

lic blood p I ifi

ly with K values of placental IR

(P <0.01).

Conclusions: M&hdmmﬁmumhmuumdmmhwphmﬂmdﬁmw In addition, this study suggests an

association between the affinity of TR and number of IGF-1R with placental andior fetal growth. Furth

high blood p may affect

the affinity of placental IR, hﬂqqlﬂmpﬂimlyorm-nbwofplmnul IGF-1 receptors.

© 2004 Published by The Canadian Society of Clinical Chemists.

Keywords: Insulin receptor; IGF-1 réceptor; Placents; Preeclampsia

Introduction v

Preeclampsia is a pregnancy-induced hypertension dis-
ease. Among several alterations, intrauterine growth retar-
dation has been found in preeclampsia [1,2). Insulin and
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) are involved in fetal

* G ding author. D of Repi Biolegy, Instituto
NﬂuwkaMwmyNumwmn.“mde
Quiroga No. 15 Col. Tlalpan, C.P, 14000 México D.F., México, Fax: +52
55 56 55 98 59.

E-mail address: alih@quetzal innsz. mx (A. Hathali).

growth, and their anabolic and mitogenic activities are
mediated via their cell surface tyrosine kinase receptors
[3,4]. The insulin receptor (IR) and IGF-1 receptor (IGF-
IR) are structurally similar and in certain regions, such as
the tyrosine kinase domain, share about 85% of homology
[5). We and others [1,2,6-8] have observed intrauterine
growth retardation in more than 30% of the infants born
from preeclamptic women, which was associated with low
IGF-1 circulating levels in maternal and umbilical cord
compartments [6-9]. The observation of positive associa-
tions between newborn birth weight and IGF-1 suggests
that fetal growth is regulated, at least in part, by this growth

0009-9120/% - see front matter © 2004 Published by The Canadian Society of Clinical Chemists.
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factor [6-9]. Results regarding insulin and insulin resistance
during preeclampsia are controversial; some authors have
reported hyperinsulinemia and insulin resistance [10-12],
while others have not found these alterations [13]. Placenta
is involved in nutrients transport and is considered an
endocrine organ. Both insulin and IGF-1 receptors are
abundant in placenta, mainly in trophoblastic tissue [14—17],
which suggests that their ligands are regulators of amino
acids and glucose transport needed for placental and fetal
growth. Since preeclampsia is associated with intrauterine
growth retardation, the objective of this study was to
determine whether IR and IGF- IR ligand binding character-
istics are altered in preeclamptic placentas.

Materials and methods
Reagents

Human recombinant IGF-1 and ['**[JIGF-1 (specific
activity: 2000 Ci/mmol) were purchased from Amersh
(Amersham Pharmacia Biotech, London, UK). Human
recombinant insulin was obtained from Novo Nordisk
(Novolin*®R, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark). Insulin
was dialyzed during 72 h in sodium phosphate 0.05 M, pH
7.4 buffer, and radiolabeled with Na'?*l (Amersham
Pharmacia Biotech) using the chloramine-T method [18].
{'*1]insulin was separated from free Na'**[ by gel filtration.
The final specific activity of purified ['*Ilinsulin was
260 pCi/ug.

Subjects

The protocol of this study was approved by the Human

Placental cell membranes

After delivery, cotyledons were obtained, rinsed in
0.9% NaCl at room temperature to remove blood, and
frozen in liquid nitrogen. Cell membranes were obtained
by differential centrifugation as previously described [20].
Tissue homogenizations and membrane preparations were
done at 4°C. Placental cotyledon tissues (10 g) were
homogenized in four volumes of 50 mM Tris-HCI, pH 7.7
containing 025 M sucrose, 5 mM EDTA, 20 pg/ml
phenylmethyl-sulfonyl fluoride , and 1.4 mg/ml
bacitracin. The homogenates were' centrifuged at 600 x g
for 10 min. Thereafter, the pellets discarded and the
supernatants were centri “at. 10,500 x g for 30 min.
The resulting supematants were centrifuged at 39,000 x g
for 30 min. Each ﬁ%ﬂl twice resuspended in Tris—
HCI, pH 7.7, afid centrifuged at 39,000 x g for 30 min.
The final pellets Were resuspended in Tris-HCI, pH 7.7, 5
mM EDTA, 20 pg/ml phenylmethyl-sulfonyl fluoride
(PMSF), and'1.4 mg/ml bacitracin, aliquoted and frozen
at —70°C until assayed. Protein concentrations were
determined by Bradford method using BSA as standard

[21].
Insulin and IGF-1 receptor binding assays

Binding assays of insulin and IGF-1 to placental
membranes were carmried out as follows. Insulin, IGF-1,
and their comesponding ['*I]-labeled forms were dis-
solved in 50 mM Tris—HCl, pH 7.7, containing 0.5%
BSA, 20 pg/ml PMSF, 1.4 mg/ml bacitracin, and 10 mM
MgCla. An aliquot of 90-100 pg of membrane protein
(100 pl) was incubated with 100 pl of ["*Ilinsulin
(0.0150 nM) or ['P’IJIGF-1 (0.0075 nM) and increasing

Ethics Committee of the Institito N | de Ci

Meédicas y Nutricion Salvador Zubirdn, and each woman
signed a written informed consent form. Term placentas
were obtained after delivery from 9 preeclamptic (PE
group) and 10 normotensive (NT group) pregnant women
of similar biological and gestational age (normal control
group). All subjects studied were chosen in a consecutive
manner. All the subjects had similar demographic character-
istics and belonged to urban population of Mexico City.
The diagnosis of preeclampsia was based on the simulta-
neous presence of hypertension (systolic blood pressure
2140 mm Hg and/or diastolic blood pressure =90 mm Hg)
and proteinuria (=2+ of protein on dipstick: =100 mg/dl)
[2]. Patients with known preexisting hypertension or
previous preeclampsia, liver, renal, heart, and any other
endocrine disorders, as well as the use of nutritional
supplements, diuretics, and any kind of hormonal treatment,
were excluded from the study. Only women delivering a
single newbomn with Apger scores of 7-10 were included.
Newb small for g al age were classified accord-
ing to the criteria of Lubchenco et al. [19] (birth weight
below the 10th percentile of Lubchenco standards).

concentration of insulin (0-7.95 nM) or IGF-1 (0-1.14
nM) in a final volume of 300 pl Incubations were
performed overnight at 4°C under orbital agitation. Afler
incubation, 1 ml of Tris-HCl, pH 7.7, containing 8%
(w/v) polyethylene glycol (PEG 8000) was added to all
tubes and centrifuged at 3000 rpm for 30 min at 4°C.
Supematants were discarded and tubes were inverted on
absorbent paper to remove all residual droplets. Radio-
activity was determined in a gamma counter (Crystal
Plus, Multidetector RIA System, Packard Instrument
Company Inc., Downers Grove, IL, USA). Nonspecific
binding was determined in parallel incubation containing
an excess of unlabeled insulin (31.7 nM) or IGF-1 (9.12
nM). Binding data were obtained by Scatchard plot
analysis [22].

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SD. Statistical differ-
ences between groups were analyzed by two-tailed ¢ test.
The comparison of the frequency of nulliparous and SGA
newbomns were performed using x* test. The associations
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Table | Receptor binding assays
Clinical ch of the (NT) and ptic (PE) o
=l Protein concentrations of placental membranes were not
T_“;‘;‘;P rE e A significantly different b the or ive and pre-
o lamptic groups (1.59 + 0.29 and 1.64 + 0.42 mg/ml,
Matemal age (yeurs) 24.0 + 53 234 52 0.82 'vely)
Gestational age (weeks 92409 390+ 08 0, respectively). B :
mecrn?'m(lhwm]n 3;]0*— mt ‘:: Unlabeled insulin _r.‘*.wimusubdedfon?ma
Newbom birth weight (g) 2972 % 142 2462 % 110 <0,001 dose-dependent manner in both groups. The binding
Frequency of SGA newborms 1710 ] 0.03 assays showed that the half of placental IR were occupied
Placental weight (g) 529 £ 25 3%0 1 60 <0.001 at a concentration of 0.8 nM (Kg valuc} of insulin

Values are given as mean £ SD. SGA: small for gestational age.

between variables were analyzed using Pearson correlation.
Differences were considered statistically significant at P <
0.05. All statistical analyses were done using Statview 4.02
statistical package (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA,
USA).

Results
Clinical characteristics

As shown in Table 1, placental and mewbom birth
weights were significantly (P < 0.001) lower in the
preeclamptic group, despite similar maternal and gestational
ages. Furthermore, 44.4% of the newboms from the
preeclamptic group were small for gestational age (SGA)
whereas all those from the normotensive group had
appropriate weight for gestational age (AGA).

A

o
o

o
B

Insulln bound (10°%M)
o
[

(Fig. 1A). As determined by Scatchard ‘plot analysis, the
affinity of IR was signiﬁm “(P"< 0.05) lower in the
preeclamptic group as col mﬂ: the normotensive
group. However, the nj "R was not different
between groups (Table 2 i

As observed for i led IGF-1 displaced in a
dose-dependent rﬂimm;f %iabeled form. The binding assay
showed that the* h"ﬂ"fplaeenmt IGF-1R were occupied at a
concentration. of 0.17 1M (K value) of IGF-1 (Fig. 1B).
The affinity and number of IGE-1R were not significantly
different between the normotensive and preeclamptic groups
as analyzed by Scatchard plots (Table 2).

" Association studies

The associations of placental and newborn birth weights
with the affinity and number of IR and IGF-IR were
evaluated. As shown m Tablc 3, placental weight of the

ive and p groups together correlated
positively with placmml IGF-IR and negatively with the Ky

=4
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Fig. 1. Binding of insulin (A) and IGF-1 (B) to placental i (&-dmh}mdpmhmphc(wchﬂajwm
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unlabeled ligands were incubated during 18 h at 4°C. Nonspecific binding was
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Table 2

Binding characteristics of placental insulin receptor (IR) and insulin-like
growth factor | receptor (IGF-1R) of the normotensive (NT) and
preeclamptic (PE) groups

Teble 4
Association of matemal systolic and diastolic blood pressures with the
binding chamcteristics of placental insulin and insulin-like growth factor |
receptors

Binding NT group PE group P NT + PE groups NT group PE group
charecteristics (n = 10) (n=19) (n=19) (n = 10) (n=9)
IR Systolic blood pressure versus

Dissociation 0.81 + 0.13 1.08 + 0.24 0,006 IR Ky 0.67** 0.19 0.42

constant (107" M) 1GF-1R number -0.31 -0.28 -0.13

Receptor number 1181 *+ 210 1220 + 369 078 Diastolic blood pressure versus

{fmolimg protein) R K4 0.70** 055 041
IGF-1R IGF-IR number -0.34 =029 -0.17

Dissociation 0.17 £ 0.02 0.17 £ 0.03 083 as Pearson comrclation

ot (107 30 :'-‘l'n: ;r;smveu wqﬁchns .

Receptor number 215 + 32 197 £ 32 024 . p<ool.

(fmol/mg protein) Fan “-

Values are given as mean + SD.

values of IR, while the newborn birth weight of both groups
taken together correlated positively with placental IGF-1R.
When the normotensive and preeclamptic groups were
analyzed separately, newborn birth weight correlated with
the number of IGF-1R in the normotensive group; however,
placental weight did not correlate significantly with any of
the variables studied in both groups.

The associations of blood pressure with placental and
newbom birth weights were also evaluated. When ‘the
normotensive and preeclamptic groups were analyzed
together, systolic blood pressure correlated significantly
with placental weight (- = —0.81, P < 0.0001) and.with
newbomn birth weight (» = —0.61, P = 0.005). In addition,
diastolic blood pressure also correlated significanty with
placental weight (r = —0.84, P < 0.0001) and with newbomn
birth weight (» = —0.67, P = 0.02). When the normotensive
and preeclamptic groups were ‘analyzed separately, these
significant correlations were not observed.

The association between blood pressure (last before
delivery) and binding characteristics of placental IR and
IGF-1R were also evaluated. As shown in Table 4, |

the binding ohmmﬁmwhh both groups were analyzed
separately. th, oFestuy

Discussion

Studies regarding IR alterations in gestational hyper-

“tension are controversial. It has been observed in eryth-

focytes that IR number and affinity are mot altered in
gestational hypertension and preeclampsia [23]. However,
in an other study [24], placental IR binding has been found
decreased in gestational hypertension with insulin resist-
ance. In the present study, the number of placental IR was
not significantly different between the nommotensive and
preeclamptic groups, as has been previously reported during
intrauterine growth retardation [25]. However, the affinity of
placental IR was significantly lower in the preeclamptic
group as compared with the normotensive group, which
may be involved in decreased placental amino acid and
glucose transport in preeclampsia. This may explain the
lower placental and fetal weights observed in preeclampsia.
The low affinity of the placental IR observed in the

systolic and diastolic blood pressure correlated significantly
with Ky values of placental IR when the normotensive and
preeclamptic _groups were analyzzd tngelher However,

blood pressure did not 1 gnificantly with any of
Table 3
A of p I and birth weights with the binding
mufplumul insulin and insulin-fike growth factor | receptors
NT + PE groups NT group PE group
(n = 19) (n = 10) (n=9)
Placental weight versus
IR Ky —0.54* -0.15 —0.05
IGF-IR number 0.49* 0.48 0.58
Newbom birth weight versus
R, 035 0.17 0.17
IGF-1R number 0.48* 0.79** 0.28
Values are given as Pearson cormrelation cocfficients (r).
* P<005
** P <00

lamptic group and the high correlation observed
batwam the K4 values of placental IR and both systolic
and diastolic blood pressure suggest that hypertension is
associated with low insulin sensitivity, at least at the
placental level.

rRegarding IGF-1 and its association with fetal growth,
we and others [6-9] have observed that intrauterine growth
retardation seen in preeclampsia is d with low
IGF-1 circulating levels. It has been shown that IGF-1
binding to purified erythrocyte receptors is increased in
preeclampsia, which has been suggested as a compensatory
mechanism [23]. The results obtained in the present study
did not demonstrate alteration in the affinity and number of
IGF-1R. However, the significant association between
newbomn birth weight and placental IGF-IR number may
suggest that IGF-IR is closing associated with fetal growth.
Indeed, the reported decreased of IGF-IR mRNA and
protein in intrauterine growth retardation in rats support this
affirmation [25]. In the other hand, the absence of
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252 significant correlation between blood pressure and the IGF-
253 IR characteristics suggests that hypertension is a patho-
254 logical condition which does not affect significantly the
255 affinity or number of placental IGF-1 receptors.

256  In conclusion, the results of this study demonstrate that
257 preeclampsia is associated with low placental IR affinity. In
258 addition, this study suggests that the affinity of IR and
259 number of IGF-IR are involved in placental and/or fetal
260 growth, The negative iation found b blood
261 pressure and the affinity of placental IR suggest that
262 hypertension may affect the affinity of placental IR.
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