
UNIVERSIDAD N~g~r!It "
AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

RELACION DEL PESO AL NACER CON
INDICADORES DEL CRECIMIENTO FETAL

EN LA PREECLAMPSIA

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA

M. EN C. EULlSES DIAZ DIAZ



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS
COORDINACiÓN

'b\iJIIEIt'IDW NAooNAl.
NJOi'II°J'(A DE

MBOC.o

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General deAdministración Escolar, UNAM
Presente

Por medio delapresente mepermito informar a usted que enla reunión ordinaria del Comité Académico del
Posgrado enCiencias Biológicas, celebrada eldía9deagosto del 2004, seacordó poner a suconsideración
el siguiente jurado para el examen de DOCTOR EN CIENCIAS del alumno a EULlSES DiAl DiAl con
número decuenta 99834890 y número deexpediente 3992004, con latesis titulada: "RELACiÓN DEL PESO
AL NACER CON INDICADORES DEL CRECIMIENTO FETAL EN LA PREECLAMPSIA", bajo la dirección
del Dr. AIi Halhali Baghdad.

Presidente:
Vocal:
Vocal:
Vocal:
Secretario:
Suplente:
Suplente:

Dr. Fernando Larrea Gallo
Dr. Edelmiro Santiago Osorio
Dr. FedericoMartinez Montes
Dra. Verónica Guamer Lans
Dr. AIí Halhalí Baghdad
Dra. Maria Elena Álvarez-Buylla Roces
Dr.Armando Roberto Tovar Palacio

Sin otro particular, quedo deusted.

Atentamente
-PORMIRAZA HABLARA EL ESPIRITU'

Cd. Universitaria, D.F.,a3denoviembre del 2004.

c.c.p. Expediente delinteresado



INCMNSZ

T,[presente trabajo se Ileuá a cabo en el
Departamento de Bioloqu: de fa ~producción

de[ Instituto :J{aciona[de Ciencias Médicas !I
:J{utrición Saiuador Zubirán bajo fa dirección

~[fj)~~a~aOWatB~fu{ai



Dedicatoria

}l mispadres que me apoyaron durante tantos años de estudios y
que lioy pueden ver con orgu[Co fa concfusión de otra etapa dé mi
vidaprofesional:

}l mis buenos compañeros y amigos por su soiidaridady su apoyo
desinterezado.

}l mi esposa, mi complice dé tantos momentos buenos y malos, mi
amiga y compañera. }l mis liijos Viego y }lndrés, que son mi
mayor tesoro y mi estimulo para emprender cualquier empresa por
difici!que sea.



.ftgraáecimientos

jl[ Dr. jlfi Halhali CJ3agfidad; mi tutor, por sus sa6ios consejos} por su
solidaridad, confianza} y apoyo. (j>or [os conocimientos que compartió
conmigo y por fa seriedad con que tomo mi preparación profesional: jl
quién fe agradezco másque nada} su comprensión y amistad.

jl[(j)epartamento deCJ3io[ogía de fa ~producción de! Instituto Nacional
de Ciencias :Médicas y Nutricián Sa[vador Zubirán, en especiaraljefede
departamento} iDr. Fernando Larrea qa[[o, por fas facilidades y apoyos
recibidos para fa cuiminación de este proyecto} por sus consejos y sus
observaciones oportunas que contribuyeron al mejoramiento de mi
desempeño profesional:

jl[ comité tutorial conformado por [os doctores: jlfi 'Halhali CJ3agfidad;
Fernando Larrea qa[w y :.María Elena A[varez43uy[fa CR.gces por sus
observaciones oportunas y sus recomendaciones para ei mejoramiento def
proyecto y de mipropiafonnación profesional:

jl[(j)epartamento de qinecowgía y Obstetricia de[Hospital Dr. :.Manue[
qea qonzáfez} porsu apoyo en fa captación de Ios pacientes y en fa toma
de muestras 6iofógicas.

s: Consejo Nacional de Ciencia y 'Iecnoloqia (CO:NjlcYrr) por ef apoyo
económico para fa realizacum def presente tra6ajo (proyecto :No.26238­
:M).

jl fa Direccum qenera[de Estudios de (j>osgrado de fa V:Njl:M ((j)qE(j»
por fa CJ3eca de Doctorado otorgada.



Índice

íNDICE DE CONTENIDOS
Páginas

1. Resumen 1

2. Abstract. 6

3. Introducción..........••...................................... .... ............................•... 10

4. Objetivos 13

4.1. Objetivo General. 14

4.2. Objetivos Específicos 14

5. Antecedentes 15

5.1. Fisiología del embarazo 16

5.2. Hipertensión inducida por el embarazo 17

5.3. Preeclampsia 18

5.3.1. Alteraciones de los reguladores de la presión arterial durante

la preeclampsia 19

5.3 .2. Alteraciones renales durante la preeclampsia 20

5.3.3. Alteraciones hepáticas durante la preeclampsia 20

5.3.4. Alteraciones cerebrales durante la preeclampsia ; 21

5.3.5 . Alteraciones cardiovasculares y pulmonares durante la preeclampsia 21

5.3.6. Alteraciones hematológicas durante la preeclampsia 22

5.3.7. Alteraciones útero-placentarias durante la preeclampsia 22

5.4 . Placenta, estructura y función 23

5.5. Factores relacionados con el crecimiento fetal durante el embarazo 29

5.5.1 . IGF-I e IGFBPs en el embarazo normal y la preeclampsia 30



5.5.1.1 . Regulación de la expresión génica de IGF-I y sus IGFBPs 30

5.5 .1.2. Síntesis y regulación de IGF-1 durante el embarazo 34

5.5.1.3. Síntesis de IGF-I durante la vida posnatal. 35

5.5.1.4. Transporte de IGF-I en la circulación 36

5.5.1.5 . Funciones biológicas del IGF-I. 36

5.5.1.6. Regulación de la actividad biológica del IGF-I por sus IGFBPs :. 37

5.5.1.7. Relación entre IGF-I , IGFBPs y el retraso del crecimiento fetal.. 38

5.5.2. Insulina en el embarazo normal y la preeclampsia 40

5.5.3. Leptina en el embarazo normal y la preeclampsia 43

5.5.4. Hormonas esteroides durante el embarazo normal y la preeclampsia;

relación con el crecimiento fetal. .45

5.5.5. Zinc en el embarazo normal y la preeclampsia .48

5.5.5.1. Fuentes, distribución y funciones biológicas del zinc .48

5.5.5.2. Zinc y retraso del crecimiento intrauterino 49

6. Metodología 51

6.1. Diseño experimental. 52

6.2. Sujetos 52

6.3. Criterios de selección de la población 52

6.3.1. Criterios de inclusión 52

6.3.2. Criterios de exclusión 53

6.3.3. Criterios de eliminación 53

6.4. Tamaño de la muestra 53

6.5. Toma de muestras : 55

6.6. Métodos 55

II



" \

6.6.1. Estudio de la relación del peso al nacer con las concentraciones

circulantes de indicadores del crecimiento fetal durante el embarazo

normal y la preeclampsia 55

6.6.1 .1. Cuantificación de las concentraciones de IGF-I. 55

6.6.1.2. Determinación de las IGFBPs 56

6.6.1 .3. Cuantificación de la concentración de insulina 57

6.6.1.4. Cuantificación de la concentración de glucosa 58

6.6.1.5. Cuantificación de la concentración de leptina 58

6.6 .1.6. Cuantificación de la concentración de lactógeno placentario 58

6.6.1 .7. Cuantificación de la concentración de estradiol.. 59

6.6.1.8. Cuantificación de la concentración de progesterona 59

6.6.1.9. Cuantificación de la concentración de testosterona 59

6.6 .1.10. Cuantificación de la concentración de cortisol. 59

6.6.1.11. Cuantificación de las concentraciones de zinc 60

6.6.2. Estudio de la producción "in situ" de IGF-I y de la expresión

génica de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido placentario 61

6.6 .2.1 . Estudio de la producción "in situ" de IGF-I en el tejido placentario 61

6.6.2.2 Estud io de la expresión génica de IGF-I , IGFBP-1 e IGFBP3

en el tejido placentario 63

6.6.2.2.1 . Aislamiento de los ARN totales del tejido placentario por

ultracentrifigación diferencial en grad iente de cloruro de cesio 63

6.6.2.2.2. Preparación de las sondas específicas por RT-PCR 64

6.6.2.2.3. Secuencias inic iadoras y protocolos de PCR utilizados para la

amplificación de los ADNc de interés 65

III



6.6.2.2.4. Separación electroforética de los ARN totales y transferencia por

capilaridad 68

6.6.2.2.5 . Hibridización por Northern Blot de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 68

6.6.2.2.6. Separación electroforética y transferencia de los ADNc de IGF-I

y ciciofilina 70

6.6.2.2.7. Hibrización simultánea de IGF-I y ciciofilina por Southem Blot.. 71

6.6.3. Estudio de la afinidad y la densidad superficial de los receptores

de IGF-I e insulina en la membrana citoplasmática del tejido placentario 71

6.6.3.1. Aislamiento de las membranas citoplasmáticas del tejido placentario 71

6.6.3.2 . Ensayo de radiorreceptores de IGF-I. oo 72

6.6.3.3. Marcaje de insulina humana 74

6.6.3.4. Ensayo de radiorreceptores de insulina 75

6.7. Análisis estadístico 76

7. Resultados 77

7.1. Relación del peso al nacer con las concentraciones circulantes

de indicadores del crecimiento fetal durante el embarazo normal y

la preeciampsia 78

7.1.1. Datos clínicos de los grupos NT y PE 78

7.1.2. Concentraciones de IGF-I, lactógeno placentario y leptina de los

grupos NT y PE 80

7.1.3. Perfil de las IGFBPs en los grupos NT y PE 81

7.1.4. Concentraciones de insulina, glicemia e índice de resistencia a la

insulina de los grupos NT y PE 83

7.1.5. Concentraciones de progesterona, estradiol , testosterona y cortisol

IV



de los grupos NT y PE 84

7.1.6. Concentraciones circulantes y placentarias de Zn en los

grupos NT y PE 85

7.1.7. Relación del peso al nacer con la presión arterial y la edad

gestacional en los grupos NT y PE 86

7.1.8. Relación del peso al nacer con las variables bioquímicas estudiadas

en los grupos NT y PE 88

7.1.9 . Relación entre las variables bioquímicas estudiadas en los

grupos NT y PE 91

7.2. Estudio de la producción "in situ" de IGF-I y de la expresión génica

de IGF-I , IGFBP-1 e IGFBP3 en el tej ido placentario 92

7.2.1. Estudio de la producción "in situ" de IGF-I en el tejido placentario 92

7.2.2. Estudio de la expresión génica de IGF-I , IGFBP-1 e IGFBP3 en el

tejido placentario 100

7.2.2.1. Preparación de las sondas específica por RT-PCR. 100

7.2.2.2. Northem Blot de IGF-I del tejido placentario 101

7.2.2.3. RT-PCR y Southern Blot de IGF-I en el tejido placentario 103

7.2.2.4. Northem Blot de IGFBP-1 en el tejido placentario 105

7.2.2.5. Northem Blot de IGFBP-3 en el tejido placentario 107

7.3. Relación del peso al nacer con la afinidad y/o número de receptores

placentarios de IGF-I e insulina durante el embarazo normal y

la preeclampsia 109

7.3.1. Datos clínicos de los grupos NTy PE 109

7.3.2. Relación del peso al nacer con el peso de las placentas 110

v



7.3.3. Aislamiento de las membranas citoplasmáticas del tejido placentario 111

7.3.4. Análisis del ensayo de radiorreceptores de IGF-I en el

tejido placentario 112

7.3.5. Análisis del ensayo de radiorreceptores de insulina en el

tejido placentario 114

7.3.7. Características de los receptores de IGF-I e insulina del tejido

placentario de los grupos NT y PE 116

7.3.8. Relación del peso al nacer y del peso de las placentas con

la afinidad y la concentración de los receptores de IGF-I del

tejido placentario de los grupos NT y PE :.118

7.3.9. Relación del peso al nacer y del peso de las placentas con la

afinidad y la concentración de los receptores de insulina del tejido

placentario de los grupos NT y PE 120

8. Discusión 122

9. Conclusiones 136

10. Bibliografía 138

11. Artículos publicados relacionados con la tesis 152

VI



1. ~sumen



f«esumen

1. RESUMEN

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

diagnostica por la presencia simultánea de hipertensión 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 cordón

umbilical del factor de crecimiento relacionado con la insulina tipo 1 (IGF-I), sus proteinas

transportadoras (IGFBPs), insulina, lactógeno placentario, leptina, estradiol,

progesterona, testosterona, cortisol y zinc; b) establecer si la preeclampsia se asocia con

alteraciones en la expresión placentaria de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 y; e) establecer 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. 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 de 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-I en el grupo PE fueron

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

317 ± 73 ng/mL; P < 0.001) como en el cordón umbilical (60 ± 43 vs 101 ± 42 ng/mL; P =

2



0.02). Además, 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 cordón umbilical de insulina, lactógeno 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

presentó una asociación significativa con las concentraciones de IGF-I en suero materno

(Rho =0.76; P =0.004) Yen el cordón umbilical (Rho =0.75; P =0.005), con las de zinc

placentario (Rho = 0.56; P = 0.04), así como con las de leptina en el cordón umbilical

(Rho = 0.61; P = 0.02). El análisis de regresión múltiple paso a paso demostró que el

IGF-f del cordón umbilical fue el mayor predictor del peso al nacer. En el grupo NT, el

peso de los recién nacidos no se asoció significativamente con ninguna de las variables

estudiadas.

Los resultados referentes a la expresión placentaria de IGF-I y de sus IGFBPs no

mostraron diferencias significativas entre los grupos NT y PE. Asimismo los análisis de

inmunohistoquímica no mostraron diferencias significativas en las características

morfológicas del tejido placentario específicamente en la forma, tamaño y número de

células que conforman los sinciciotrofoblastos estudiados. Tampoco se encontró

diferencias significativas en cuanto al porciento de células positivas y al porciento de

áreas positivas a la inmunotinción específica para IGF-I, entre los grupos NT y PE.

Por último, los receptores de membranas aislados fueron capaces de unir sus

ligandos específicos, pudiendose realizar los análisis 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 proteínas, respectivamente. No se

3



observaron diferencias significativas en la densidad de estos receptores en el grupo PE

al ser comparados con el grupo NT. Además, 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 disociación (Kd) en el grupo PE comparado con el grupo NT (10.84 ± 2.44 vs 8.10 ±

1.28 10-10 M; P = 0.02).

En conclusión, la preeclampsia moderada se asocia con bajo peso al nacer,

concentraciones de IGF-I y de IGFBP-3 bajas y concentraciones de IGFBP-1 altas.

Además, los resultados mostraron que el bajo peso al nacer observado en el grupo PE,

se asocia con las concentraciones de IGF-l del suero materno y del cordón umbilical, de

zinc placentario, y de leptina del cordón umbilical. Sin embargo, el IGF-I del cordón

umbilical es el mayor predictor del peso al nacer. Por otra parte, la ausencia de

diferencia significativas en las concentraciones de insulina, lactógeno 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

expresión placentaria del IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 entre los grupo NT y PE, lo que

indica que la placenta no está implicada en las alteraciones de las concentraciones

circulantes de estos factores de crecimiento en la preeclampsia, lo que sugiere que es la

producción hepática materna y fetal, fuentes principales de producción endocrina de

estos factores, las que parecen estar alteradas durante la preeclampsia. Por último, la

menor afinidad del receptor placentario de insulina observado en el grupo PE pudiera

reflejar una alteración en la capacidad de transporte de nutrimentos a través de la
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placenta, lo que implicaría una menor estimulación del crecimiento fetal y por tanto el

bajo peso al nacer.
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jI6stract

2. ABSTRAeT

Preeclampsia (PE) is a pregnancy-induced hypertension disease. lts diagnostic is by

the simultaneous presence of hypertension and proteinuria. One the more

important 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-I), 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-I,

IGFBP-1, IGFBP-3, and; e) 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 matemal and fetal circulations

of insulin, placental lactogen, leptin, estradiol, progesterone, testosterone, cortisol and
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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-1.

Finally, the receptors isolated from the placental tissue were able to binding both,

IGF-I and insulin, so the scatchard analysis was performed. The density of placental IGF­

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-1. 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 10-10 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

8



maternal and fetal IGF-I, placental zinc and fetal leptin, but the fetal IGF-I was the mayor

predictor of the newborn birlh weight. In other hand, the lack of statistical difference in

zinc, leptin, insulin, placental lactogen, estradiol, progesterone, testosterone and corlisol

concentrations between the PE and NT groups discard a this hormones as responsible of

the low newborn birlh 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 transporl capacity through the placenta, therefore low stimulation in

fetal growth and then low newborn birlh weight.
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1ntroáucción

3. INTRODUCCiÓN

E l embarazo es una etapa importante de la vida que garant iza la perpetu idad de la

espec ie. Durante la gestación se establece una importante interrelación

morfológica y fisiológica entre la madre y el feto en desarrollo. Esta interrelación, está

finamente regulada por factores hormonales que aseguran el func ionamiento óptimo de

la placenta y garant izan 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 proteínica , entre los que podemos mencionar la progesterona, el

estradiol, la hormona gonadotropína coriónica (hCG) , el lactógeno placentario (hPL), la

leptina y varios factores de crecimiento. En la primera estapa del embarazo , la hCG y la

progesterona son imprescind ibles para el éxito del embarazo y evitar el aborto temprano .

En la regulación 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-I) Y sus prote ínas transportadoras (IGFBPs) los cuales están involucrados en el

crecimiento placentario y fetal. Otros factores hormonales que regulan el funcionamiento

de la placenta y garantizan una condición adecuada para el crecimiento fetal no son

producidos por la placenta, tal es el caso de la insulina, hormona producida por el tejido

pancreático que estimula el transporte de nutrimentos desde la circulación materna hacia

la circulación fetal. Los factores nutricionales tales como el aporte de proteínas, las

calorías ingeridas y el Zinc (Zn) son también importantes para el desarrollo y crecimiento

tanto placentario como fetal. Además de desempeñar un papel importante en el
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mantenimiento del embarazo, las hormonas esteroides producidas por la placenta y las

glándulas suprarrenales maternas y fetales regulan el metabolismo materno, estimulan la

síntesis placentaria de factores proteínicos y favorecen la maduración del feto en

desarrollo (1, 11-13).

Existen condiciones patológicas durante el embarazo, que no garantizan un

adecuado crecimiento fetal, tal es el caso de la preeclampsia (PE). Esta enfermedad, es

una complicación severa del embarazo, que se asocia con un alto índice de morbi­

mortalidad materna y/o fetal y constituye la segunda causa de muerte materna en

México. La preeclampsia se caracteriza por una disminución del flujo útero-placentario

como consecuencia de la hipertensión 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 suscitó el interés de llevar a cabo el presente estudio cuyos

objetivos son los siguientes.

..
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la relación entre indicadores del crecimiento fetal y el bajo peso al nacer

observado en la preeclampsia.

4.2. Objetivos Especificas

a) Estudiar si el peso al nacer se asocia con las concentraciones circulantes de IGF-I,

IGFBPs, insulina, lactógeno placentario, leptina, estradiol, progesterona, testosterona,

cortisol y zinc, en el suero materno y del cordón umbilical durante el embarazo normal y

la preeclampsia.

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

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

e) 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

5.1. Fisiología del embarazo

El embarazo es una etapa importante de la vida, en especial del proceso de

reproducción, que garantiza la perpetuidad de la especie. En el humano esta

etapa tiene una duración de 40 semanas. Durante este período, se producen ímportantes

cambios anatómicos, fisiológicos y bioquímicos en la mujer gestante. Tales cambios, se

presentan en el útero para aceptar y permitir la implantación 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, así como la preparación de

las glándulas mamarias para la posterior etapa de lactancia.

La revisión de los datos obtenidos durante más de 20 años muestra que en

promedio el peso corporal materno aumenta 12.5 Kg durante el embarazo (20). Del peso

total incrementado, alrededor de 9 Kg corresponden al feto, la placenta, el líquido

amniótico, el útero, la hipertrofia de los tejidos maternos, el aumento del volumen

sanguíneo y la retención de líquido extravascular. Los 3.5 Kg restantes representan

principalmente el almacenamiento de grasa matema. La mayor ganancia de peso ocurre

en los últimos 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 gestación, para luego sufrir una disminución gradual en las

últimas 8 semanas de la gestación, sin alcanzar el valor que se presenta en la etapa de

postparto. El volumen sanguíneo matemo aumenta durante el embarazo siendo hasta de

un 30% mayor de lo normal. Se presenta también un aumento en la filtración glomerular
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y de la ventilación pulmonar de aproximadamente un 50%, produciéndose una

disminución en la presión parcial de CO2 de la sangre arterial. A pesar del aumento que

se presenta en el volumen sanguíneo y en el gasto cardíaco, se observa una reducción

en la presión arterial, debido a que se reduce la resistencia vascular periférica

aproximadamente en un 40%, en comparación con los valores de las mujeres no

embarazadas. Sin embargo en algunas ocasiones se presenta un incremento de la

presión arterial (PA), estado patológico conocido como hipertensión inducida por el

embarazo (1).

5.2. Hipertensión inducida por el embarazo

L a hipertensión inducida por el embarazo se manifiesta en el 8 al 10% de las

mujeres embarazadas y puede presentarse en diferentes formas (14).

-Hipertensión gestacional: Se caracteriza por hipertensión arterial (presión arterial

sistólica ~ 140 mm Hg o presión arterial diastólica ~ 90 mm de Hg. Otro criterio utilizado

es el aumento de al menos 15 mm Hg en la presión arterial diastólica o de 30 mm de Hg

o más en la presión arterial sistólica).

-Preeclampsia: Caracterizada por la presencia de hipertensión 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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-Síndrome HELLP: Se caracteriza por preeclampsia complicada por un cuadro que

define las abreviaturas de su nombre HELLP (hemólisis, aumento en la concentración de

enzimas hepáticas y disminución del número de plaquetas).

5.3. Preeclampsia

L a preeclampsia (PE) es una enfermedad hipertensiva que se presenta durante el

embarazo (14), tiene asociado a ella un alto índice de morbi-mortalidad materna

y/o fetal, representa un problema de salud pública 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 10000 nacidos vivos (15).

Una de las alteraciones más importantes observadas durante la preeclampsia es la

disminución del flujo útero-placentario (19), como consecuencia de la hipertensión

característica de esta enfermedad, lo que se asocia directamente con el retraso del

crecimiento intrauterino y el bajo peso al n~cer (16-18).

La preeclampsia se presenta después de la semana 20 de gestación y se

diagnostica como moderada o severa según el grado de hipertensión y proteinuria. Su

etiología es todavía desconocida y probablemente sea multifactorial, se han descrito

factores familiares (24), hormonales (25), inmunológícos (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 años), preexistencia de enfermedades hipertensivas, autoinmune o renal,
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diabetes mellitus, gestación múltiple, trisomia del cromosoma 13 (29) Y embarazos con

polihidramnios (14,30).

Muchos cambios metabólicos están asociados con la preeclampsia entre los

cuales se pueden observar la reducción de la perfusión renal, hepática, útero-placentaria

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

5.3.1. Alteraciones de los reguladores de la presión arterial durante la

preeclampsia

El control de la presión arterial se logra mediante el equilibrio entre la síntesis y

liberación de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Durante la

preeclampsia, este equilibrio se ve afectado a favor de una mayor concentración

circulante de vasoconstrictores y un aumento en la sensibilidad vascular a la

angiotensina 11. En efecto, mientras que las concentraciones de endotelina y

tromboxanos, sustancias vasoconstrictoras, se encuentran aumentadas, las de

prostaciclinas y de óxido nítrico, sustancias vasodilatadoras, se encuentran disminuidas

durante la PE.

El embarazo normal se caracteriza por una resistencia al efecto vasoconstrictor de

la angiotensina 11 en la circulación periférica matema, garantizando un tono vascular

adecuado que permite un flujo sanguíneo óptimo desde la circulación materna hacia la

placenta, con el consiguiente aporte de nutrimentos y oxígeno. Durante la preeclampsia

sucede lo contrario, la resistencia a la acción vasopresora de la angiotensina 11

disminuye y se produce un aumento en la sensibilidad vascular al efecto de ésta, lo que

se traduce en una mayor vasoconstricción. La combinación de lo anterior, junto con

vasoespasmo y la aterosis aguda, conlleva a la reducción en la perfusión y por tanto a la
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disminución en el flujo sanguíneo, lo que puede causar un crecimiento inadecuado de la

placenta , o bien, una reducción 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 patología renal más característica de la preeclampsia es la endoteliosis

glomerular capilar, donde se presenta inflamación endotelial y depósito de material

amorfo en el citoplasma . Lo anterior produce un crecimiento, inflamación y

engrosamiento de los capilares glomerulares, lo que estrecha el lumen del capilar . Ello

conlleva a una reducción del riego sanguíneo y de la filtración glomerular, lo que puede

provocar isquemia renal (31). Un indicador del daño renal es la presencia de proteínas

en la orina como consecuencia de la pérdida en la capacidad del riñón de impedir la

filtración de macromoléculas tales como las proteínas (14,30).

5.3.3. Alteraciones hepáticas durante la preeclampsia

L a lesión hepática caracterist ica de la preeclamps ia severa es la necrosis

hemorrág ica periportal lobular, a consecuencia del depósito de fibrina en las

arteriolas hepáticas . La disfunción hepática es más evidente en mujeres que presentan

síndrome HELLP, en el cual se presenta un incremento en la concentración de enzimas

hepáticas en la circulación materna (14, 30).
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5.3.4. Alteraciones cerebrales durante la preeclampsia

En mujeres con preeclampsia severa puede observarse una serie de alteraciones

cerebrales. Las manifestaciones clínicas que pueden presentarse incluyen

isquemia cerebral y edema, así como pequeñas hemorragias cerebrales que pueden

afectar a casi el 20% de las mujeres con preeclampsia severa o eclampsia. La

circulación sanguínea cerebral es normal en pacientes con preeclampsia pero reducida

en el coma eclámptico. El aumento en la resistencia vascular en el sistema nervioso

central puede contribuir a alteraciones sensoriales en la preeclampsia, presentándose

dolores de cabeza y alteraciones visuales (14,30).
(

5.3.5 . Alteraciones cardiovasculares y pulmonares durante la preeclampsia

E l gasto cardiaco puede encontrarse normal, aumentado o reducido en la

preeclampsia moderada, y generalmente se encuentra disminuido en la

preeclampsia severa. Durante la preeclampsia se presenta vasoespasmos y

vasoconstricción causando una disminución del flujo sanguíneo e hipertensión,

respectivamente. Lo anterior puede agravarse y presentarse hemorragias

subendoteliares, trombos de fibrina, necrosis focales y hemorragias miocárdicas. La

complicación más común en la preeclampsia severa es el edema pulmonar agudo y

neumonía bronquial hemorrágica difusa y grave. La causa de presentar edema pulmonar

en mujeres con preeclampsia severa es aún desconocida (14,30).
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5.3.6. Alteraciones hematológicas durante la preeclampsia

Es común que mujeres con preeclampsia severa o con eclampsia presenten

hemoconcentración ya que el volumen sanguíneo en las mujeres preeclámpticas

se encuentra reducido en comparación al embarazo normal. El volumen sanguíneo para

una mujer embarazada normotensa en las últimas 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 alteración hematológica más común en la preeclampsia

es la trombocitopenia. Puede encontrarse también un aumento en la concentración de

fibronectina, una disminución de antitrombina 111 y un aumento en los niveles de /3-

trombomodulina y de antígeno relacionado con el factor VIII, lo que sugiere directamente

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

5.3.7. Alteraciones útero-placentarias durante la preeclampsia

En la preeclampsía no se da una migración completa del tejido trofoblastico a las

arterias espirales maternas, manteniéndose parte de los componentes del tejido

muscular y elástico presente antes del embarazo. Lo anterior no permite que se

engrosen las arterias de forma adecuada, por lo que se observa una perfunsión

placentaria disminuida. Además las arterias espirales pueden ser obstruidas por material

fibrinoide, plaquetas y macrófagos, lesión conocida como aterosis aguda. Junto con lo ya

mencionado, se presentan vasoespasmos que influyen en la reducción de la perfusión

placentaria, provocando la disminución del aporte de nutrimentos y oxígeno al feto, lo

cual se asocia con un bajo crecimiento y desarrollo del feto (14,30,32).

22



5.4. Placenta, estructura y función

La placenta es un órgano temporal que se forma durante el período de gestación de

los mamíferos y tiene múltiples funciones, entre las que podemos citar el

intercambio de nutrimentos y gases, eliminación de toxinas, producción de factores

hormonales que regulan el crecimiento y maduración fetal (1, 2). En todas las especies

estudiadas, la relación 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 acompaña de la reducción del

tamaño de la placenta. De hecho, en todas las especies estudiadas la reducción del

tamaño de la placenta es más marcada que la reducción de cualquier otro órgano fetal,

incluso que la reducción del peso total del feto (4-8).

Después de 4 días de ocurrir la fertilización, el embrión en desarrollo forma una

estructura llamada blastocisto, que se caracteriza por tener una masa de células

interiores que dan lugar a la formación del feto, rodeada por una capa de células de tipo

trofoblásticas. a partir de las cuales se forma la placenta. Las células periféricas

trofoblásticas comienzan a producir la hormona gonadotropina coriónica (hCG) y

acondicionan al endometrio que recubre el útero materno para que el tejido trofoblástico

lo invada, a fin de garantizar una adecuada implantación del feto. El proceso de

implantación es regulado por un sistema de señales químicas entre el trofoblasto que

produce hCG y favorece la invasión y el endometrio que produce citocinas e inhibidores

de proteasas que contrarrestan la capacidad de invasión del trofoblasto, estableciéndose

un equilibrio que garantiza una adecuada implantación (2, 10, 11, 33).

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

crecimiento de su masa celular hasta formar las vellosidades coriónicas que son las
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unidades funcionales básicas de la placenta, las que médian la absorción de

nutrimentos, la eliminación de sustancias de desechos y la producción de un conjunto de

hormonas durante el embarazo . Las vellosidades coriónicas son estructuras formadas

por un núcleo de tejido mesenquimatoso, embebido en capilares sanguineos fetales

envueltos por una capa de citotrofoblastos y de sinciciotrofoblasto. Las vellosidades

coriónicas están segmentadas y conforman los cotiledones , que a su vez forman a la

placenta como un órgano definido. La placenta es un órgano temporal, es una extensión

del feto en la madre y funciona como una interfase entre ambos (figura 1) (2, 10, 11,33).

Durante la formación de la placenta, tiene lugar un proceso de diferenciación

celular del tejido trofoblástico blastocístico, a partir de éste se genera una capa basal de

células citotrofoblásticas llamada células de Langhans, las cuales tienen grandes

núcleos eucromáticos y citoplasmas ligeramente basófilos, donde se observan

predominantemente ribosomas libres y escaso reticulo endoplasmático rugoso, su

función fundamental es la de dar origen a través de cambios morfológicos y fisiológicos a

la capa más externa , llamada capa periférica, la cual está formada por células

sinciciotrofoblásticas, que se caracterizan por tener pequeños núcleos heterocromáticos

y citoplasmas fuertemente basófilos , con escasos ribosomas libres, pero abundantes

reticulos endoplasmáticos ruqosos y vesículas del complejo de Golgi, que denotan una

gran actividad de síntesis proteínica (figura 2) (2, 10, 11, 33).

Las células de la capa basal son células mononucleadas, que se encuentran en

estrecha relación 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 más delgada hasta casi desaparecer al final del
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embarazo. Esta transformación de citotrofoblasto a sinciciotrofoblasto es progresiva,

estableciéndose capas intermedias que se caracterizan por tener intercambio de

citoplasmas por fusión de membranas hasta llegar a la formación de la capa periférica,

llamada sinciciotrofoblasto, cuyas células son grandes y multinucleadas. Las células

sinciciotrofoblásticas están rodeadas por espacios intercelulares llamados lagunas o

espacios intervellosos que comunican unas con otras y con los capilares y las venas

maternas, estableciendo una vía directa de intercambio materno-fetal. Por otro lado,

como lo denota la gran abundancia de retículo endoplasmático rugoso y de vesiculas del

aparato de Golgi, la capa periférica posee una actividad de síntesis de glicoproteínas

más intensa que la capa basal. Es en la capa periférica donde más activamente se

producen hormonas de naturaleza proteínica tales como gonadotropina coriónica (hCG),

lactógeno placentario (hLP), hormona de crecimiento placentaria (GH placentaria),

factores de crecimientos relacionados a la insulina (IGFs), tirotropina coriónica (TSH),

adrenocorticotropina coriónica (ACTH), productos generados a partir de la

proopiomelacortina (POMC) tales como Iipotropina y p endorfina; péptido relacionado

con la hormona paratiroidea (PTH-rP), calcitonina y relaxina; y una variedad de

hormonas liberadoras e inhibidoras de tipo hipotalámicas, entre las que se incluyen la

hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH),

hormona liberadora de corticotropina (CRH), así como hormonas esteroides tales como

estradiol y progesterona, todas de importancia para el desarrollo fetal (2, 10, 11, 33).

La capa basal de células citotrofoblásticas tienen además, la capacidad de

diferenciarse en otros dos tipos de celulares: el trofoblasto extravelloso de anclaje y el

trofoblasto invasivo. Las células del trofoblasto extravelloso de anclaje forman una
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columna de anclaje de la placenta al endometrio del útero materno durante toda la

gestación, además garantizan la unión de la membrana placentaria a la decidua. Para

garantizar dicha unión, este tipo celular produce trofouteronectina (TUN) que parece

mediar la unión al útero. El trofoblasto invasivo, es el responsable de invadir el tejido

endometrial del útero 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 invasión trofoblástica 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

eliminación 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 implantación. Alteraciones genéticas tales como la

sobrexpresión del gen del colágeno tipo IV, que conlleva a una producción excesiva de

esta proteína, dificulta el proceso de invasión. La presencia de abundantes linfocitos en

la sangre materna como consecuencia de infecciones, conlleva a un incremento en la

producción de citocinas que inhiben la invasión trofoblástica y afectan al proceso de

implantación y por tanto al embarazo normal (2, 10, 11, 33).

La capa de tejido materno más 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 específicas, prostaglandinas,
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entre otros , todos ellos importantes para la regulación del funcionamiento placentario, así

como del crec imiento 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 está subd ividida en cotiledones
mediante tabiques formados por Invaginaciones de la d cidua basal. La sangre materna llega a la
placenta por numerosas arterias esplraladas del endometrio que perforan la placa basal. A medida
que la sangre pen tra n el cotiledón es dirigida hacia la profundidad del espac io intervell osltarl o
(flechas). Luego fluye por la superficie de las vellosidades donde se produce el intercambio d
gases y de productos metabólicos. Por últ imo, la sangre materna abandona los espacios
intervellosltarios y se introduce en las venas endometrlales. La sangre fetal llega a la placenta a
través de las arterias umbllica s que div iden en varias art rias de disposición radial dentro de la
placa cor ión ica. Ramas de estos vasos se introducen en los troncos princ ipales de las
vellosidades y allí forman extensas redes capilares. Las v nas de las vellosidades transportan la
sangre d nuevo al sistema venoso fetal a través de un sistema paralelo de arterias fetales. Como
se m ncionó antes el intercambio de gases y productos metabólicos se produce a través de la
barr ra placentaria al flui r la sangre materna sobre la superficie de las vellosidades, muy próximas
a los lechos capilares placentarios fetales en el Interior de ellas (Según oore KL, Persaud TVN:
The Develop ing Human 5·. Ed. Filadelfia, WB Saunders, 1993 p 177).
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Figura 2. Corte de placenta humana, tinción Hematoxilina-Eosina (H-E: X 280). semuestra un corte
transversal de una placenta de término. Se distinguen las vellosidades corlónicas (CV) de
diferentes tamaños y los espacios intervellositarios que las rodean (/S). El tejido conectivo d la
vellosidad contiene ramas de las arterias umbilicales y tributarias de la vena umbilical (BV). Las
vellosidades más pequeñas presentas solo capilares; las más grandes poseen, en forma
congruente vasos sangulneos de mayor calibre. Se pueden observar sitios donde los núcleos st'n
agrupados en conglomerados (puntas de flechas), asl como también regiones del sincício
r lativamente libres de núcleos (flechas) , Estos tramos del sinclcio pueden estar tan adelgazados
como para dar la impresión de que la superficie de la vellosidad carece de revestimiento. En las
placentas más jóvenes, el citotrofoblasto (Cy) es una capa celular casi completa, ubicada
inmediatamente por debajo del sinciciotrofoblasto. En la capa del citotrofoblasto se produce la
división celular y las células recién formadas se incorporan a la capa sinciclal. En I placenta a
término (como la de la foto) sólo se hallan células citotrofoblasticas ocacionales (ey). seobservan
además , otras células que son consideradas fagociticas y se denominan células de Hofbauer. Las
células d Hofbauer (He) que se muestran en la figura no contienen ninguna inclusión
citoplasmática distintiva.
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5.5. Factores relacionados con el crecimiento fetal durante el embarazo

Durante la gestación se establece una importante interrelación morfológica y

fisiológica entre la madre y el feto en desarrollo. Esta interrelación está finamente

regulada por factores hormonales que aseguran el funcionamiento óptimo 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 proteínica, 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 así 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-I) Y sus proteínas

transportadoras (IGFBPs) son necesarios para la estimulación del crecimiento y

diferenciación de la placenta, lo que garantiza el adecuado funcionamiento de la misma.

El IGF-I Y sus IGFBPs son también producidos por los tejidos maternos y fetales,

fundamentalmente por el hígado y contribuyen a la regulación del metabolismo materno

así 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 más importante (1, 11-13, 34-41).

Otros factores hormonales que regulan el funcionamiento de la placenta y que

garantizan una condición adecuada para el crecimiento fetal no son producidos por la

placenta, tal es el caso de la insulina, hormona producida por el tejido pancreático que
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estimula el transporte de nutrimentos desde la circulación matema hacia la circulación

fetal donde son utilizados por el feto en crecimiento. Los factores nutricionales tales

como 'el aporte de proteínas, las calorías 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 glándulas suprarrenales matemas y fetales

desempeñan un papel importante en el mantenimiento del embarazo, en la regulación

del metabolismo materno, la estimulación de la síntesis placentaria de factores

proteínicos, yen la maduración del feto en desarrollo (1, 11).

A continuación se describe el papel fisiológico de algunos de los más 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-1 e IGFBPs en el embarazo normal y la preeclampsia

E l factor de crecimiento relacionado a la insulina tipo 1 (IGF-I, del inglés Insulin-Like

Growth Factor-I), así como sus 6 proteínas transportadoras conocidas como

IGFBPs (del inglés Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins) son proteínas de

secreción, por lo que comparten los mismos mecanismos de biosíntesis y secreción de

otras proteínas tales como albúmina, enzímas pancreáticas e ínsulina.

5.5.1.1. Regulación de la expresión génica de IGF-I y sus IGFBPs

El gen que codifica para IGF-I se encuentra localizado en el brazo largo del

cromosoma 12 (42). Los genes que codifican para IGFBP-1 y para IGFBP-3 están

localizados en el brazo corto del cromosoma 7, ambos están asociados con el gen

HOXA; los que codifican para IGFBP-2 y para IGFBP-5 están 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 peptídica de bajo peso molecular. El gen

del IGF-I abarca más de 45 kb del ADN genómico y está conformado por 6 exones y 5

intrones y posee al menos dos sitios promotores (44). El IGF-I 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 detección que van desde 0.9-1.2, 1.5-1 .9,4.7 Y7-7.5 kb. Todos estos transcritos

producen, al final del proceso de maduración, un único producto proteínico de 7.6 kDa

con estructura muy similar a la de la proinsulina. Al igual que la proinsulina, el IGF-I está

formado por una simple cadena polipeptídica y posee tres puentes disulfuros

intracatenarios. Tanto el IGF-I como la proinsulina poseen regiones hidrofóbicas

idénticas, asimismo, las cadenas A y B del IGF-l son muy similares a las de la insulina.

(46).

La expresión del IGF-I 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 proteínas, las calorías

ingeridas y micronutrimentos como el Zn son también importantes reguladores (47, 48).

El IGF-I puede tener actividades endocrinas, paracrinas y autocrinas (49, 50). La

presencia de dos sitios promotores en el gen del IGF-I garantiza la expresión diferencial

que ocurre entre el hígado y el resto de los tejidos. Se han descrito dos tipos
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fundamentales de transcritos (ARNm) del IGF-l, identificados uno en el tejido hepático 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

iniciación en el exón 1 o en el exón 2. Los transcritos a partir del exón 2 son producidos

por el hígado , son regulados fundamentalmente por la GH, el consumo de proteínas , las

calorías ingeridas, asi como micronutrimentos tales como el Zn. Su producto proteínico

está destinado a cumplir las funciones endocrinas del IGF-1. Los transcritos producidos a

partir del exón 1 se encuentran en todos los tejidos extrahepáticos y su regulación no es

por GH; en su lugar otras hormonas tales como los estrógenos sexuales y las hormonas

tiroideas son las reguladoras fundamentales. El IGF-I producido en los tejidos

extrahepát icos desempeña funciones autocrina-paracrinas (51) (figura 3).
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Figura 3. Representación esquemática del procesamiento del gen de IGF-I. Se muestra la
distribución de los exones e intrones, los dos sitios promotores (P1 y P2) , la reglón del péptido
señal (Pre), los dominios A-E y la forma final del IGF-I maduro conteniendo los dominios A-D.
[Adaptado de Rotwein P. Structure, evolution, expression and regu lation of Insulin-like growth
factors I and 11. Growth Factors 1991;5(1):3-18].

Durante la vida posnatal, el hígado representa la fuente de mayor producción de

IGF-I Y de sus IGFBPs y su síntesis está regulada por el estado nutricio y la GH, los

cuales promueven la transcripción del gen del IGF-I (45, 52) Y de algunas de sus

IGFBPs, fundamentalmente de la IGFBP-3 (43). Los factores nutricios tales como el

aporte energético, proteínico y de Zn están también involucrados en la regulación de la
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síntesís del IGF-I y de sus IGFBPs, así como del crecimiento (47, 48, 53). El Zn es

considerado como un factor de crecimiento, lo cual ha sido ampliamente comprobado, ya

que la administración de este nutrimento a niños desnutridos estimula el crecimiento y se

asocia con un incremento en los niveles de IGF-I (54). En experimentación animal, se ha

demostrado que el Zn aumenta la expresión de IGF-I y modifica la producción de sus

IGFBPs (55). También se ha visto que la suplementación con IGF-I no es eficiente para

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

5.5.1.2. Síntesis y regulación de IGF·I durante el embarazo

Como hemos mencionado, la síntesis del IGF-I 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 proteínas, las calorías ingeridas y

micronutrimentos tales como el Zn (47, 48).

Durante el embarazo, la producción hipofisiaria de GH está dísminuida, mientras

que las concentraciones de IGF-I aumentan a lo largo del período de gestación,

alcanzándose las mayores concentraciones al final del embarazo. Este aumento se

asocia al incremento en la síntesis de GH placentaria cuya estructura es muy similar a la

hipofisiaria pero es codificada por un gen díferente. La GH placentaria es secretada a la

circulación materna, donde ejerce un efecto importante en la estimulación de la

producción hepática 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 placentaria. En el

compartimiento materno, el IGF-I estimula los procesos anabólicos, lo que resulta en el

aumento del tejido graso y del glucógeno hepático (57). La secreción de esta hormona a

la circulación materna es menor en mujeres embarazadas con retraso del crecimiento
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intrauterino. Lo anterior resulta en una menor producción hepática de IGF-I y por tanto en

la disminución de los procesos anabólicos, lo que garantiza una mayor disponibilidad de

nutrimentos en la circulación 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 participación

de otros factores.

El hPL, la hormona proteínica más abundantemente producida por la placenta

pasa a la circulación materna y fetal, donde desempeña diversos papeles. En la

circulación materna, el hPL presenta un efecto anti-insulínico lo que induce la

acumulación de nutrimentos en la circulación materna, los cuales pueden ser

transportados preferentemente hacia el feto a través de la placenta (13). En la circulación

fetal, el hPL estimula la síntesís de IGF-I y de glucógeno hepático, además de estimular

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

5.5.1.3. Síntesis de IGF·I durante la vida posnatal

En los primeros días posteriores al nacimiento, las concentraciones de IGF-I

disminuyen con respecto a las concentraciones encontradas en la circulación fetal

al final del embarazo. En los días posteriores al parto, las concentraciones circulantes de

IGF-I aumentan y siguen incrementándose a lo largo de toda la niñez, alcanzando

niveles máximos en la pubertad, lo que coincide con el incremento de los esteroides

sexuales. A partir de los 25 años de edad y hasta los 60, las concentraciones séricas de

IGF-I se mantienen constantes, observándose una disminución en dichas

concentraciones a partir de los 60 años de edad (58).
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5.5.1.4. Transporte de IGF·I en la circulación

Después de ser sintetizado, el IGF-I es liberado a la circulación 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 está

libre a 15 horas cuando está 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 tamaño y

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

5.5.1.5. Funciones biológicas delIGF·1

El IGF-I es capaz de estimular el crecimiento del cartílago, la síntesis de ARN, de

ADN y de proteínas; así como de estimular procesos anabólicos. Durante el

embarazo, estimula la división celular y el crecimiento de los tejidos maternos, a la vez

que estimulan los procesos anabólicos que dan como resultado el incremento del tejido

graso, de las reservas de glucógeno hepático, así como estimular el desarrollo de las

glándulas mamarias entre otras modificaciones. En esencia el IGF-I tiene efectos

similares a los de la insulina sobre el músculo al estimular el transporte de aminoácidos y

glucosa, así como inhibir la lipólisis en el tejido adiposo. Por otra parte, el IGF-I juega un

papel importante en el crecimiento como lo demuestra la estrecha correlación entre las

concentraciones circulantes de este factor y la velocidad de crecimiento de los niños

(40).
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5.5.1.6. Regulación de la actividad biológica delIGF-1 por sus IGFBPs

Es muy bien conocido que los efectos del IGF-I son modulados por sus IGFBPs

(43). Para que el IGF-I pueda ejercer su efecto anabólico y estimular el

crecimiento y maduración 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-I se libere de la IGFBP-3, la que es considerada como el reservorio biológico de

IGF-I en la circulación, que por su tamaño no puede atravesar el endotelio vascular, esto

se logra a través de la degradación enzimática de la IGFBP-3, lo que produce una

disminución entre 20-30 veces de su afinidad por el IGF-I (59), lo que se traduce en

mayor concentración de IGF-I libre. Durante el embarazo se produce un incremento en la

proteolisis de la mayoría 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 más

marcado en mujeres con embarazo múltiple o en condiciones de insuficiencia útero-

placentaria, donde la demanda fetal de IGF-I es mayor (60). Este fenómeno 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 regulación del ensamblaje de la IGFBP-3 con su

subunidad sensible a condiciones ácidas, parece ser la forma fundamental de regular la

concentración de la IGFBP-3 en la circulación fetal (63).

Otro mecanismo para modular la actividad biológica del IGF-I, es su transporte

desde el torrente sanguíneo hasta el espacio intersticial por proteínas 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 células blanco
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como lo hace la IGFBP-1 a través de su receptor de tipo a5p1-integrina, lo que genera

por un lado la acumulación de IGF-I sobre la superficie de las células blanco, a la vez

que se produce cambios conformacionales en la molécula de IGFBP-1 que induce una

disminución de la afinidad por el IGF-I, liberándose éste, pudiendo interaccionar con su

receptor específico y ejercer su efecto estimulador sobre el crecimiento (66). Por otro

lado, se ha descrito que la unión 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). Además

existen varios reportes del efecto potenciador de la IGFBP-1 sobre las funciones delIGF-

I (69, 70). No obstante, otros reportes también han demostrado un efecto inhibitorio de la

IGFBP-1 sobre la respuesta celular a IGF-I "in vitro" (71-73).

5.5.1.7. Relación entre IGF·I, IGFBPs y el retraso del crecimiento fetal

D urante el embarazo, el IGF-I y sus IGFBPs son importantes para el crecimiento y

diferenciación 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 específicos (50, 74-78). Las concentraciones

de IGF-I tanto fetal (38, 79) como maternas (80), aumentan a lo largo del embarazo y al

final del embarazo su concentración 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 concentración de IGF-I tanto en la

circulación materna como del cordón umbilical (18, 84), así como alteraciones en las

concentraciones circulantes de la IGFBP-1 y de la IGFBP-3 durante el embarazo

complicado con preeclampsia, enfermedad característica por retraso del crecimiento

intrauterino (18, 85).

La IGFBP-1 es la proteína transportadora predominante en el fluido amniótico (75)

y una de las más abundantes en el plasma fetal (76, 86). La IGFBP-1 se incrementa a lo

largo del embarazo en la circulación materna (87) y fetal (82, 88) Yal final del embarazo

su concentración se asocia negativamente con el peso al nacer, lo que sugiere un papel

inhibitorio sobre el crecimiento fetal y un modulador local de la acción del IGF-1. El grado

de fosforilación de la IGFBP-1 afecta la afinidad por eIIGF-I, siendo las más fosforiladas

las de mayor afinidad. Durante la vida posnatal, la IGFBP-1 se sintetiza y se mantiene

en circulación como una única isoforma altamente fosforilada. Durante el embarazo, la

IGFBP-1 de origen decidual y hepático se sintetiza también como una isoforma única

altamente fosforilada. Sin embargo, en la circulación materna, fetal y el líquido amniótico

la IGFBP-1 sufre cambios ya que se encuentra como una mezcla de isoformas altamente

fosforiladas, de menor grado de fosforilación y desfosforiladas (89). Las isoformas que

presentan menor grado de fosforilación tienen menor afinidad por el IGF-I y potencian los

efectos biológicos del IGF-I, mientras que las isoformas altamente fosforiladas de la

IGFBP-1 inhiben la actividad biológica 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 relación isoforma no fosforilada IIGFBP-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 proporción de

isoformas con diferentes grados de fosforilación son importantes para el crecimiento

fetal.

Otro factor hormonal relacionado estructural y funcionalmente con el IGF-I 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

L a insulina es una hormona peptídica producida por las células P de los islotes

pancreáticos . En el humano su secuencia está codificada por un gen localizado

en el brazo corto del cromosoma 11. El producto proteinico del gen es un precursor

peptídico de cadena larga conocido como preproinsulina con un peso molecular de 11

500 Da que se produce en el retículo endoplasmático rugoso. La acción de enzimas

microsomales la desdoblan en la proinsulina con un peso molecular de alrededor de

9000 Da, casi inmediatamente después de su síntesis. La proinsu lina se transporta al

aparato de Golgi donde ocurre su empacamiento en los gránulos de secreción y la

conversión de la proinsulina a insulina de 51 aminoácidos (a.a) y en un péptido más

pequeño conocido como péptido e de 31 a.a, mediante la proteólisis en dos sitios a lo

largo de la cadena polipeptídica. La insulina madura posee un peso molecular de 5808

Da y está conformada por dos cadenas A y B, las cuales están unidas por dos puentes

disulfuros intercatenario, además, la cadena A posee un puente disulfuro intracatenario;

todas estas interacciones le confieren estabilidad a la molécula de insulina.
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La función fundamental de la insulina en el organismo es promover la entrada a la

célula de nutrimentos necesarios para la sintesis de proteinas, glucógeno y Iípidos.

Además de estimular estos procesos anabólicos, la insulina inhibe las actividades

catabólicas, particularmente la glucogenolísis y la lipólisis. 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 metabólica de la madre, que ocasionan cambios fisiológicos y morfológicos

en el páncreas materno. El tamaño de los islotes pancreáticos 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 metabólicos periféricos de la insulina. En

efecto, el estado pospandrial de la mujer embarazada se caracteriza por hiperglicemia,

altas concentraciones séricas de aminoácidos, ácidos grasos, triglicéridos y colesterol

(20, 37), así como por un estado de hiperinsulinemia y una mayor supresión de la

producción y liberación de glucagón (20, 93). Se ha demostrado que el incremento en las

concentraciones de insulina durante el embarazo es consecuencia de un incremento en

la producción pancreática de insulina, ya que su vida media se mantiene constante

durante el embarazo (20, 94). La finalidad del incremento de la producción de insulina y

el estado relativo de resistencia a su efecto, observado durante el embarazo, es

asegurar una provisión postpandrial sostenida de glucosa, aminoácidos, ácidos grasos,

triacilglicéridos y colesterol al feto. Los cambios observados en las células p
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pancreáticas, en relación con la hipersecreción de insulina y el estado de resistencia a la

insulina son regulados por el estradiol, la progesterona y ellactógeno placentario (95). El

lactógeno placentario, por su lado es capaz de estimular la Iipólisis con el consiguiente

aumento de las concentraciones de los ácidos grasos libres en la circulación

contribuyendo al estado de resistencia a la insulina (1, 13, 20).

Las concentraciones de insulina en la circulación 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 hipersecreción de

insulina fetal y por ende el incremento de los procesos anabólicos. Lo anterior resulta en

la aceleración del crecimiento dando como resultado la macrosomia fetal (96). En

cambio, cuando el feto sufre del síndrome de insuficiencia fetal de insulina como

consecuencia de diabetes mellitus congénita y disgenesia pancreática, 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

metodología más apropiada han observado la agudización de la hierinsulinemia y la

resistencia a la insulina durante la hipertensión gestacional, pero no en la preeeclampsia

(100).

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

regulación del metabolismo materno, es la leptina.
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5.5.3. Leptina en el embarazo normal y la preeclampsia

La leptina es una hormona proteínica producida por el tejido adiposo. En el

humano, el gen de la leptina está localizado en el cromosoma 7, y codifica para un

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

cisteína 96 Y146 de la cadena polipeptídica, el cual le confiere estabilidad a la estructura

proteínica.

Durante el estado de no embarazo, la expresión de leptina en el tejido adiposo

cambia paralelamente con los cambios en las concentraciones de insulina asociados con

los períodos de alimentación y ayuno (101) o con la infusión de insulina (102). La insulina

incrementa la expresión y la liberación de leptina (102) en cultivos de adipocitos y de la

grasa epídidimal (103) y estimula el transporte de leptina desde el retículo

endoplasmático hacia las vesículas de secreción (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 señal para el almacenamiento de

energía que es crítico para lograr una reproducción 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 exógena es rápidamente eliminada de la circulación, con

una vida media de 1.6 horas (106), el estado de hiperleptinemia se debe a una

produccíón sostenida de la hormona para mantener sus concentraciones elevadas

durante el embarazo. Los cambios en las concentraciones de leptina que ocurre durante

el embarazo correlacíona con las concentraciones maternas de estradiol y hCG (107),
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sugiriendo una interrelación dinámica 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 disminución del apetito y del metabolismo energético. La hiperteptinemia puede

deberse a la hiperinsulinemia inducida por el embarazo, asociación similar a lo

observado durante la obesidad. En la primera etapa del embarazo, la sensibilidad de los

adipocitos a la insulina está incrementada, lo que promueve la acumulación de lípidos.

Sin embargo, durante el segundo y tercer trimestre del embarazo el tejido adiposo se

hace resistente a la insulina (109, 110), períodos en los cuales se presenta un estado de

hiperleptinemía (105). Durante el embarazo la placenta constituye un sítio adicional de

síntesis de leptína cuya magnitud es similar a la del tejido adiposo (111). La síntesis

placentaria de leptina es considerada como una señal para el transporte de nutrimentos

hacia el feto. Datos recientes sugieren que la producción placentaria de leptina es

regulada por la insulina, ya que la placenta contiene gran número de receptores de

insulína y responde agudamente a la hiperinsulinemia con un transporte incrementado de

glucosa y con una fosforilación incrementada de la misma (112); por lo que es posible

que la producción placentaria de leptina, similarmente a lo que ocurre con el tejido

adiposo, sea regulada por la insulina. La observación de que el tratamiento con insulina

de mujeres diabéticas embarazadas, incrementa de 3-5 veces la expresión placentaria

de leptina (113), apoya esta afirmación.

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 más elevadas en la circulación

matema (114-117), mientras que otros investigadores no encuentran diferencias

significativas (114, 118). Asimismo, en el cordón 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 biológica del IGF-I, imprescindibles para el mantenimiento

del embarazo y en la maduración 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;

relación con el crecimiento fetal

Durante el embarazo, la unidad feto-placentaria es responsable del incremento en

la producción de hormonas esteroides sexuales y glucocorticoides: estradiol,

progesterona y cortisol fundamentalmente (41, 119, 120). La síntesis de esteroides

sexuales placentarios se realiza partir del colesterol presente en la circulación matema,

el cual es transportado por las Iipoproteínas de baja densidad (LDL) (121, 122). La

capacidad de unión específica de las LDL-Colesterol (LDL-C) a los tejidos

estereoidogénicos feto-placentarios, se incrementa a lo largo de la gestación,

fundamentalmente en el segundo y tercer trimestre. El incremento de la captación de

LDL-C por los tejidos estereoidogénicos feto-placentarios está acompañado de un

incremento en la expresión de su receptor específico (123). La unidad feto-placentaria

se complementa para lograr la síntesis 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 C21 (progestinas) a esteroides C19 (andrógenos), por lo que la

formación de estrógenos (estradiol y estrona) depende de los precursores androgénicos

provenientes de las adrenales matemas 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 estimulación del flujo útero-placentario, facilitando el aporte de nutrimentos al feto.

Además, estos tres tipos de hormonas están involucradas en la estimulación del

crecimiento fetal al regular la síntesis de factores de crecimiento tales como el IGF-I y

sus IGFBPs.

El estradiol estimula la síntesis de IGF-I y de algunas de sus proteínas

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 más bajas a lo largo de todo el

embarazo que aquellas que viven en altitudes más bajas, debido a una reducida

oxigenación de la placenta, condición similar a la hipoxia que se observa en la

preeclampsia (127). En este estudio, se observó que el grupo de mujeres que sufrían de

hipertensión y proteinuria, y padecían por tanto de preeclampsia, mostraron una

marcada disminución de estradiol y un aumento en las concentraciones de

progesterona (127). Otros autores han reportado una disminución de la concentración

del estradiol conjugado, sin variación en la concentración 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 síntesis placentaria (129), y una mayor

expresión de los receptores de progesterona en el tejido placentario (130). Ya que la

progesterona, ha resultado ser un potente estimulador de la producción "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 aromatización de ésta en estradiol, siendo el estradiol quien

desempeña un papel importante en la estimulación del crecimiento y maduración 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

aromatización a estradiol provocado por la hipoxia relativa que caracteriza a la

preeclampsia. Ya que ha sido reportado un estado de hiperandrogenismo relativo

durante la hipertensión gestacional, asociado a un estado de resistencia a la insulina

(134), condición 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, fundamentalmente el cortisol,

inhiben la síntesis de IGF-I (135), estimulan la proteolisis de las IGFBPs,

fundamentalmente de la IGFBP-3 (136) Y la síntesis y secreción de IGFBP-1 (137,138)

efectos que están relacionados con el crecimiento fetal.

Además de los factores hormonales, los factores nutricionales como el zinc están

involucrados en la regulación de la actividad delIGF-I, sus IGFBPs y el crecimiento fetal.
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5.5.5. Zinc en el embarazo normal y la preeclampsia

El zinc (Zn), es considerado un factor nutricional estimulador del crecimiento

somático tanto durante la vida posnatal como intrauterina. Su efecto trófico es

atribuído tanto a mecanismos directos o indirectos mediados por la acción delIGF-1.

5.5.5.1. Fuentes, distribución y funciones biológicas del zinc

E l Zn es un nutrimento inorgánico distribuido ampliamente en los organismos vivos

tanto del reino animal como vegetal. Las fuentes de Zn en la dieta provienen de la

carne, pescado, mariscos, aves, hígado, leche y productos lácteos, 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

sanguíneo en un 95% por la albúmina, la cual es su principal transportador (139). El

hígado, páncreas, riñón, hueso y músculos voluntarios son los órganos donde su

concentración es más elevada. En la célula el Zn se encuentra en todos los organelos,

pero la mayor parte del Zn intracelular está localizado en el citosol. Las concentraciones

circulantes de Zn en el plasma de humano son de 70-110 flg/dL. El cuerpo humano

contiene cerca de 2 g de Zn, se estima que 1.5 g en la mujer adulta, 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 biológicas ya

que participa en diversas reacciones metabólicas al actuar como cofactor enzimático de

más de 200 enzimas involucradas en los procesos de síntesis y degradación. Asimismo,

el Zn juega un papel importante en la estabilización de la estructura de los ácidos

nucleicos y ribosomas, es un componente de las biomembranas (141, 142) Yfavorece el
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reconocimiento y la interacción de determinadas moléculas proteínicas con el ADN (143,

144), garantizando los procesos de regulación de la expresión génica; desempeñando un

papel importante en los procesos de duplicación y diferenciación celular. Por lo que la

deficiencia de este nutrimento inorgánico influye negativamente en el proceso de

crecimiento (145) .

5.5.5.2. Zinc y retraso del crecimiento intrauterino

D urante el embarazo, las deficiencias de Zn pueden causar numerosas anomalías

como el aborto espontáneo, 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 circulación materna durante el embarazo son causa

de desnutrición fetal y por tanto, de bajo peso al nacer (147). En cambio, la

suplementación con Zn a mujeres con bajas concentraciones de este micronutriente

inorgánico, 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 además una disminución en el crecimiento

posnatal en individuos con deficiencia de este nutrimento inorgánico (148, 149). Se ha

observado que la dieta deficiente de Zn provoca una disminución significativa en las

concentraciones circulantes de IGF-I, un retardo en el crecimiento y por lo tanto, bajo

peso corporal en ratas (53). Además, se ha visto que en estas condiciones la expresión

hepática delIGF-1 se encuentra disminuida (150). Esta condición de deficiencia de Zn es

capaz además de inducir la disminución de los receptores hepáticos de la GH, asi como

modificar las actividades biológicas de las IGFBPs y de la proteína 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-I, siendo esto independiente del aporte de proteínas.

En efecto, el Zn es considerado como un factor de crecimiento, lo cual ha sido

ampliamente comprobado, ya que la administración de este nutrimento a niños

desnutridos estimula el crecimiento y se asocia con un incremento en los niveles de IGF­

I (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 preeclámpticas tienen menor

concentración de Zn que las mujeres testigos, y que la deficiencia de este nutrimento

inorgánico se asocia con un incremento en la presión 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 relación entre las bajas concentraciones en plasma de Zn y la hipertensión

inducida por el embarazo (154).
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6. METODOLOGíA

6.1. Diseño experimental

El presente estudio es de tipo transversal y comparativo.

6.2. Sujetos

Las mujeres reclutadas para el estudio, fueron pacientes embarazadas que

acudíeron al servicio de Ginecología y Obstetricia del Hospital General "Dr.

Manuel Gea González". Todas pertenecían a la población urbana del Distrito Federal,

con características socioeconóm icas similares. Para la realización de este estudio se

contó con la aprobación del Comité Institucional de Investigación Biomédica en Humanos

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" y del Comité de

Ética del Hospital General "Dr. Manuel Gea González".

El diagnóstico de la preeclampsia se llevó a cabo tomando en cuenta los criterios

de hipertensión y proteinuria previamente establecidos por el grupo de trabajo para el

Estudio de la Hipertensión Durante el Embarazo del Programa Nacional de Educación

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

6.3. Criterios de selección de la población

6.3.1. Criterios de inclusión

-Edad biológica: 18 a 35 años.

-Embarazadas preeclámpticas (Grupo PE): presión arterial : ~ 140/90 mm de Hg y

proteinuria : ~ 100 mg/dL de orina.
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-Embarazadas nonnotensas controles (Grupo NT): presión arterial: s 140/90 mm de Hg y

proteinuria : trazas o negativa .

6.3.2. Criterios de exclusión

-Presencia de enfermedades crónicas.

-Necesidad de reposo por más de dos semanas.

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

síntesis de IGF-1.

6.3.3. Criterios de eliminación

-Aborto u óbito

-Embarazo gemelar o múltiple.

-Aparición de enfennedades endocrinológicas o de otro tipo con excepción de

preeclampsia para el grupo PE.

6.4. Tamaño de la muestra

El cálculo del número de muestra (n) se realizó según la ecuación para muestras

independientes:

2S2 (Zu+ ZP)2
n ~ -----------------

112

En donde :

S= Desviación estándar de la concentrac ión de IGF-I en el grupo testigo. Se utilizaron los

datos reportados por Halhali y col. (18). En este estudio se reportó una concentración 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 preeclámptico (PE).

ó. =Diferencia mínima entre las concentraciones de IGF-I esperada entre los grupos NT

y PE. Para el cálculo del número de muestra (n), se utilizó una diferencia mínima

esperada de 118 ng/mL. Considerando Za =1.96 (que corresponde a un valor de

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

2(74)2 (1.96 + 0.84)2
n ~ ----------------------------

(118)2

2(5476)(7 .84)
n ~ ----------------------

13924

n ~6

Se establec ieron dos grupos experimentales, el grupo PE conformado por 15

mujeres preeclámpticas y el grupo NT de 11 de mujeres normotensas controles , todas

con embarazo a término, reclutadas al momento del parto. La selección de la muestra

poblacional se realizó de manera consecutiva, según acudían al servicio de Ginecología

y Obstetricia . El reclutamiento se realizó con el consentimiento previo de las pacientes,

siguiendo los criterios de selección establecidos.
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6.5. Toma de muestras

En todos los casos se tomó una muestra de 10 mL de sangre materna y una de 10

mL de sangre del cordón umbilical, en tubos plásticos que contenían una solución

de inhibidores de proteasas, para evitar la degración de los factores proteícos de interés

para el estudio. Una vez separados los sueros por centrifugación 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 determinación de la concentración de proteínas totales, de Zn placentario y para

la determinación de los ARN mensajeros de los factores proteícos de interés; estos

fueron lavados con solución fisiológica, congelados en nitrógeno líquido, y conservados a

-70°C hasta el momento de ser analizados. Otros explantes placentarios se lavaron con

solucíón fisiológica y se conservaron unos en etanol y otros en formaldehído hasta ser

utilizados en los análisis de inmunohistoquímica. En todos los casos se tomaron los

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

6.6. Métodos

6.6.1. Estudio de la relación del peso al nacer con las concentraciones circulantes

de indicadores del crecimiento fetal durante el embarazo normal y la preeclampsia

6.6.1.1. Cuantificación de las concentraciones de IGF·I

L a cuantificación de las concentraciones de IGF-I tanto en el suero materno, como

del cordón umbilical, se realizó por un método radioinmunométrico (IRMA)

utilizando un estuche comercial (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas, USA),

después de la separación de sus proteínas transportadoras en medio etanol-ácido
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clorhídrico. La sensibilidad del método fue de 0.8 ng/mL. Los coeficientes de variación
I

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

6.6.1.2. Determinación de las IGFBPs

La determinación de las IGFBPs se realizó 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 preparó una mezcla de los sueros

provenientes del grupo NT y una de los sueros provenientes del grupo PE. Para ello se

mezclaron 20 IJLde cada uno de los sueros obtenidos . Posteriormente a 20 IJL de cada

mezcla le adicionó 280 IJLde amortiguador de carga (Tris 62.5 mM pH 6.8, Glicerol 4%,

SOS 2%, 25 mM de azul de bromofenol) conteniendo 100 mM de diotreitol (OTT). Se

tomaron 10 IJL de un marcador de peso molecular marcado con carbono 14 (Rainbow

C14-methylated protein molecular weight markers, high molecular weight, Code CFA 756,

Amersham Pharmacia Biotech, London, UK) y se mezclaron con 40 IJLdel amortiguador

de carga pero sin OTT. Las muestras y el patrón fueron incubadas a 950C en un baño de

agua durante 3 min, se colocó posteriormente en hielo y se aplicaron 50 IJL de las

muestras en cada carrilera con ayuda de puntas finas y largas. Se llevó a cabo la

separación electroforética en un gel de poliacrilamida al 11% con SOS a 200 V hasta que

las muestras entraron en el gel separador y posteriormente a 300 V durante 18 horas a

4°C, utilizando el arnortlquador Tris-glicina-SOS (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SOS

0.1%) pH: 8.3, como amortiguador de corrida y una cámara de electroforesis del tipo

PROTEAN 11 xi CELL (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, California, USA). Se utilizó

una fuente de poder modelo 1000/500 de la misma firma.
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Las proteínas separadas en los geles fueron electrotransferidas a una membrana

de PVDF (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, Califomia, USA) de 0.22 IJm, especial

para fijar proteínas, con ayuda de un sistema TRANS-BLOT CELL, utilizando el sistema

Tris-glicina-metanol (Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, metanol 20% VN) pH 8.3, como

amortiguador de transferencia el cual garantiza además de la transferencia la fijación de

las proteínas 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

40C para bloquear la membrana. Posteriormente se incubó con 10 mL de tampón SAL

1X con 0.15% de gelatina que contenía 800 000 CPM de P25-IGF-I, (actividad específica

~ 2000 Ci/mmoL, Amersham Pharmacía Biotech, London, UK), durante 24 h con

agitación pendular a 40C 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 colocó en un cassette para autorradiografía y se

incubó durante 4 días a -70oC, posteriormente se reveló la placa y se realizó el análisis

densitométrico con ayuda de un analizador de imágenes modelo EAGLE EYE ' 11

(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. Cuantificación de la concentración de insulina

L a cuantificación de la concentración de Insulina se realizó por radioinmunoanálisis

(RIA) utilizando un estuche comercial (ICN Pharmaceuticals Inc., Orangeburg,

57



New York, USA). La sensibilidad del método fue de 1.3 ~U/mL. Los coeficientes de

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

6.6.1.4. Cuantificación de la concentración de glucosa

L a cuantificación de la concentración de glucosa se realizó por el método de

glucosa oxidasa-peroxidasa (GOO/POO) utilizando un juego de reactivos

enzimáticos SERA-PAKR Glucosa (Bayer Corporation, Tarrytown, New York, USA) y se

empleó un analizador automático Technicon KA-50. La señal fue medida a 505 nm.

6.6.1.5. Cuantificación de la concentración de leptina

La cuantificación de la concentración de leptina se realizó por RIA utilizando un

estuche comercial (Linco Research Inc., S1. Luis, MO, USA). La sensibilidad del

método fue de 0.5 ng/mL. Los coeficientes de variación intra e interensayos fueron

menores de 5% y 10%, respectivamente.

6.6.1.6. Cuantificación de la concentración de lactógeno placentario

L a cuantificación de la concentración de lactógeno placentario se realizó por RIA en

fase sólida utilizando un estuche comercial COAT-A-COUNT HPL (Oiagnostic

Products Corporation, OPCR
, Los Angeles, CA, USA). La sensibilidad del método fue de

0,12 Jlg/mL. Los coeficientes de variación intra e interensayos fueron menores de 5% y

10%, respectivamente.
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6.6.1.7. Cuantificación de la concentración de estradiol

La cuantificación de la concentración de estradiol se realizó por RIA utilizando un

estuche comercial (WHO Matched Reagent Program). La sensibilidad del método

fue de 0.5 pg/mL. Los coeficientes de variación intra e interensayos fueron menores de

5% Y10%, respectivamente.

6.6.1.8. Cuantificación de la concentración de progesterona

L a cuantificación de la concentración de progesterona se realizó por un método

inmunoenzimático (EIA) utilizando un estuche comercial (Immunometrics, London,

UK). La sensibilidad del método fue de 0.12 ng/mL. Los coeficientes de variación intra e

interensayos fueron menores de 10% Y15%, respectivamente.

6.6.1.9. Cuantificación de la concentración de testosterona

L a cuantificación de la concentración de testosterona se realizó por un método

quimioluminiscente IMMULlTER total testosterone (Oiagnostic Products

Corporation, OPCR
, Los Angeles, CA, USA). Se utilizó un analizador automático

IMMULlTER
• La sensibilidad del método fue de 0,2 ng/mL. Los coeficientes de variación

intra e interensayos fueron menores de 10%.

6.6.1.10. Cuantificación de la concentración de cortisol

L a cuantificación de la concentración de cortisol se realizó por RIA utilizando un

estuche comercial (WHO Matched Reagent Program). La sensibilidad del método

fue de 11.5 ng/mL. Los coeficientes de variación intra e interensayos fueron menores de

5% Y 10% respectivamente. Es necesario destacar que no hubo diferencias estadísticas
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en la hora del parto, ni en la hora de toma de la muestra para la determinación del

cortisol.

6.6.1.11. Cuantificación de las concentraciones de zinc

L a cuantificación de las concentraciones de zinc en el suero materno y del cordón

umbilical, así como del tejido placentario se realizó por el método de

espectrofotometría de absorción atómica utilizando un equipo Perkin Elmer 2380,

Norwalk Connecticut, USA. La cuantificación de las concentraciones zinc en el tejido

placentario se realizó después de la digestión del tejido en ácido nítrico utilizando un

aparato de microondas (Microwave Sample Preparation System MDS 2000, CEM

Corporation, Matthews, North Carolina, USA). Para lo cual, se tomó un cubo de 0.5 cm3

de tejido placentario, se enjuagó en solución salina procurando quitar toda la sangre y se

guardó en un tubo Eppendorf estéril a -700C hasta su uso.

Posteriormente se pesó la muestra de placenta y se secó en un horno con vacío a

50°C por 90 min, pudiéndose establecer el porcentaje de humedad por pesada analítica

diferencial. Luego se digirió aproximadamente 100 mg de trofoblasto (peso seco) de

cada muestra en el horno de microondas a 90% de su poder, con 5 mL de ácido nítrico al

70% Y 2 mL de agua desionízada, posteriormente se completó el volumen a 25 mL con

H20 desionizada y se determinó la concentración por espectrofotometría de absorción

atómica.

La concentración de Zn en las muestras de suero se determinó diluyéndolo 1:10

con agua desionizada.
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6.6.2. Estudio de la producción "in situ" de IGF·I y de la expresión génica de IGF·I,

IGFBp·1 e IGFBP3 en el tejido placentario

6.6.2.1. Estudio de la producción "in situ" de IGF·I en el tejido placentario

L a evaluación de la producción "in situ" de IGF-I en el tejido placentario de mujeres

normotensas y preeclámpticas se llevó a cabo a través de un estudio de

inmunohistoquimica siguiendo el procedimiento de Stemberger (156, 157). Brevemente:

El tejido colectado de 9 placentas NT y 9 PE se fijó en etanol al 100% Y se incluyó en

parafina. Se cortaron secciones de 5 um en un micrótomo y se montaron sobre laminillas

de vidrio. Las secciones así 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 solución al 3% de peroxido de hidrógeno

por 15 minutos para inhibir la actividad de la peroxidasa endógena. Las secciones se

lavaron con el amortiguador fosfato salino al 0.05 M (PBS, pH 7.6) Yse 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 cámara húmeda.

Posteriormente se realizaron lavados con PBS y se cubrieron con 100 IlL 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 IlL del complejo biotina-avidina-peroxidasa (Vectastain ABC System, Vector

laboratorios, London, UK) a una dilución de 1:20 en PBS. La reacción del complejo

biotina-avidina-peroxidasa se visualizó con la adición de 3,3'-diaminobenzidina (DAB,
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Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, Missouri, USA), la cual se transformó en un

producto insalubre de color café-rojizo, que permitió visualizar los sitios donde hubo

reacción específica con el anticuerpo anti-IGF-1. Los controles negativos consistieron en

una serie paralela de laminillas procesadas exactamente de la misma manera como se

describió anteriormente, pero en ausencia del primer anticuerpo. Se utilizó suero normal

de cabra en su lugar. La inmunotinción realizada permitió identificar la presencia

intracelular del IGF-I sintetizado "in situ" por el tejido placentario. La comparación se

realizó por análisis visual al microscópio óptico. Cortes de cada placenta se tiñeron con

Hematoxilina-Eosina para revelar los núcleos que quedaron teñidos de color azul y el

citoplasma de color rosado.

Este estudio se llevó a cabo en cortes de placenta provenientes de 9 mujeres

normotensas y 9 preeclámpticas, los cuales fueron observados bajo microscopía óptica

(Olimpos BX51, Olympus Industrial America Inc., New York, USA), utilizando una cámara

digital CoolSNAPTM_Pro ef Digital Kit. Las imágenes obtenidas fueron digitalizadas

utilizando el programa Imagen Pro" Plus (Media Cybernetics , San Diego, California,

USA), el cual además fue utilizado para el análisis cuantitativo de los cortes. Se

determinó el diámetro de las vellosidades, el número de células totales, el porciento de

células positivas y el porciento de áreas positivas a la inmunotinción específica para IGF­

1.

El diámetro de las vellosidades coriónicas, fue determinado en imágenes de

cortes teñidos con Hematoxilina-Eosina aumentados 40X; se analizaron 3 campos por

cada corte de placenta. El número de células totales fue determinado en imágenes de

cortes teñidos con Hematoxilina-Eosina aumentados 10X, para ello se contaron todos los

núcleos celulares; se analizaron 2 campos por cada corte de placenta. El porciento de
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células positivas y de áreas positivas a la inmunotinción específica para IGF-I fue

determinado en imágenes aumentadas 40X; se analizaron cinco campos por cada corte

de placenta.

6.6.2.2 Estudio de la expresión génica de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido

placentario

6.6.2.2.1. Aislamiento de los ARN .totales del tejido placentario por

ultracentrifigación diferencial en gradiente de cloruro de cesio

L os ácidos ribonucleícos totales (ARN totales) se purificaron a partir del tejido

placentario por el método de ultracentrifugacióndiferencial en gradiente de cloruro

de cesio, según 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 pírocarbonato de dietilo al 0.05% (H20-DEPC).

Un gramo de cada muestra de tejido placentario que había sido conservado en

nitrógeno líquido no por más 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

adicionó 400 IJL de 10% sarcosyl al homogenado, se agitó gentilmente y se centrifugó

durante 10 min a 14,000 rpm (12,000 g) a 40C en una centrífuga J2-MI con un rotor JA

25.5 de Beckman (Beckman coulter" Inc., Fullerton, California, USA). El sobrenadante

se transfirió a tubos Beckman de polialómero de 12 mL que habían sido llenados

previamente con 4mL de solución de cloruro de cesio (5.7 M CsCl, 25 mM de acetato de

sodio pH 5.2) Y se ultracentrifugó a 32,000 rpm (113,000 g) a 180Cdurante 18 h en una

ultracentrífuga 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
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dos veces con 300 IJL de H20-DEPC cada vez y finalmente resuspendido con 300 IJL de

H20-DEPC, cargando y descargando varias veces la pipeta automática; luego se incubó

5 min a 650Cy se agitó en un agitador para garantizar su total disolución. Se tomaron 4

IJL de los ARN totales y se disolvieron en 1mL de H20-DEPC y se estimó su

concentración por un análisis espectrofotométrico en un equipo Beckman DUR 650

(Beckman Coulter" Inc., Fullerton, California, USA) a 260 nm con base en que una

unidad de densidad óptica = 40 ng/mL de ARN. Como criterio de pureza se utilizó la

relación de absorbancia 260/280 nm, considerando óptima si era superior a 1.8.

Para su conservación fueron preparadas alícuotas de 100 IJg de ARN en tubos

Eppendorf a las que se les adicionó 1mL de alcohol isopropílico y se conservaron a -

70°C hasta ser utilizadas. Al momento de ser utilizados, los ARN fueron precipitados por

centrifugación a 12,000 rpm a 40C en una centrífuga Eppendorf, posteriormente se

lavaron con etanol al 75% y se reprecipitaron por centrifugación a 7,500 rpm, este

procedimiento se realizó dos veces. Finalmente los ARN fueron resuspendidos en 30 IJL

de H20-DEPC, recuantificados y analizados por electroforesis en geles de agarosa en

condiciones desnaturalizantes con formaldehido.

6.6.2.2.2. Preparación de las sondas específicas por RT-PCR

A partir de los ARN totales extraídos de la placenta de una mujer embarazada

normotensa control, se sintetizaron los ácidos desoxirribonucleicos

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

reversa (RT) utilizando el sistema SuperScripTTMFirst-Strand Synthesis System for RT­

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

totales se utilizaron como moldes para amplificar los ADNc específicos para cada
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---------- - - - - ---

producto de interés, a través de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR,

del inglés: Polimerase Chain Reaction). Para ello se utilizó un juego de secuencias

iniciadoras (primers, sintetizados por Invitrogen) adecuado para cada gen de interés,

diseñado correctamente con auxilio de un programa de computo utilizando la secuencia

de los genes reportados en el GenBank. Las sondas específicas fueron preparadas

utilizando aproximadamente 25 ¡.¡g de los ADNc sintetizados enzimáticamente por la

técnica de RT-PCR, los cuales fueron marcados con 50 ¡.¡Ci de [a_32PjdCTP

(PerkinElme~, Life and Analylical 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

amplificación de los AONc de interés

L as secuencias iniciadoras (primers) utilizadas para amplificar el ADNc de IGF-I

fueron diseñadas a partir de la secuencia del IGF-I reportada en el GenBank con

número de acceso M37484, dichas secuencias iniciadoras amplifican un fragmento del

ADNc de 229 pb, que comprende la secuencia desde la posición 92 hasta la 321. Las

utilizadas para amplificar el ADNc de la IGFBP-1 fueron diseñadas teniendo en cuenta la

secuencia de la IGFBP-1 reportada en el GenBank con número de acceso AI128347 y

amplifican un fragmento del ADNc de la IGFBP-1 de 209 pb, que comprende la

secuencia desde la posición 62 hasta la 271. Mientras que las secuencias iniciadoras

para amplificar el ADNc de la IGFBP-3 se diseñaron tomando como referencia la

secuencia reportada en el GenBank con número de acceso X64875 y amplifican un

65



fragmento del AONc de la IGF8P-3 de 747 pb, que comprende la secuencia desde la

posición 624 hasta la 1371. También se utilizaron unas secuencias iniciadoras para

ciciofilina (gen constitutivo empleado en la normalización del Southem 810t) que

amplifican un fragmento del AONc 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 Orientación

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 TIA ACA GGT GG 3' Sentido
5' CGT CTG TTI TIA AAG AGC AT 3' Antisentido

IGFBP-3 5' GTI CCA CCC CCT CCA TIC A 3' Sentido
5' ACA CAG CCG CCT AAG TCA CAA 3' Antisentido

Ciclofilina 5' CCC CAC CGT GTI CGA CAT 3' Sentido
5' GCT GGT CTI ATI 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 número de

ciclos que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Protocolos de PCR utilizados para amplificar los ADNc

ADNc ToO. (t) T.A. (t) T.P. (t) N° Ciclos

IGF-I 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 desnaturalización; T.A.: temperatura de alineación; TP.: temperatura de
polimerización (elongación); t: tiempo en segundos. Las temperaturas están expresadas en grados
Cels lus .
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6.6.2.2.4. Separación electroforética de los ARN totales y transferencia por

capilaridad

En todos los casos se separaron electroforéticamente 30 Ilg de los ARN totales

extraídos del tejido placentario de mujeres normotensas y preeclámpticas en

geles de agarosa al 1.2% (Invitrogen™ life technologies , Carlsbad , California, USA) bajo

condiciones desnaturalizantes con formaldehído . la separación electroforética se realizó

utilizando amortiguador MOPS 1X (MOPS 20 mM, NaAc 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.2) a

6 V/cm (50 V) durante 2.5 h, en un sistema de electroforesis horizontal (Midicell EC350,

E-C Apparatus Corporation, Holbrook, New York, USA), se empleó una fuente de poder

(Power Pac 200, Bio-Rad laboratorios Inc., Hercules, California , USA). Posteriormente

los geles fueron lavados 30 min con H20-DEPC y equilibrados durante 1 h con solución

10X SSC (1.5 M NaCl, 0.15 M citrato de trisodio heptahidratado). Después de

equilibrados los geles, los ARN fueron transfer idos por capilaridad a una membrana de

nylon marca Zeta-Probe GT (Bio-Rad laboratorios Inc., Hercules, California, USA). la

transferencia se .realizó durante toda la noche a T.A. utilizando como fase móvil una

solución de 10X de SSC. Una vez terminada la transferencia, las membranas fueron

lavadas brevemente con solución 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. Hibridización por Northern Blot de IGF·I, IGFBp·1 e IGFBp·3

L a membrana fue prehibridizada con 25 ml de la solución de hibridización :

amortiguador fosfato de sodio (J.T.Baker) 500 mM pH 7.2, SOS 7% (Quantum),
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durante 2 h a 650C en un horno de hibridización (Hybaid Instruments, Holbrook, New

Corl<, USA) con una velocidad de rotación de 7 rpm. Se tomó la sonda marcada con [a­

32PjdCTP (Perl<inElme~ , Life and Analytical Sciences, Boston, Massachussets, USA) y

se desnaturalizó por incubación 5 min agua hirviendo, posteriormente se enfrió en hielo

durante 2 min y se adicionó a 7.5 mL de solución de hibridización limpia. Se desechó la

solución utilizada para prehibridar la membrana y se le adicionó los 7.5 mL de solución

de hibridización conteniendo la sonda desnaturalizada y se hibridó durante toda la noche

a 650C. La membrana fue lavada dos veces con 25 mL de la solución fosfato 40 mM pH

7.2, SOS 5% Y dos veces con 25 mL de solución fosfato 40 mM pH 7.2, SOS 1%,

durante 30 min cada vez a 650C. Se sacó la membrana y se secó con papel absorvente

con cuidado para quitar el exceso de líquido, se envolvió en papel estirable y

autoadherible, se colocó en un cassette de autoradiografía 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 imágenes Eagle Eye 11 (Stratagene Laboratory Equipment, La Jolla,

California, USA).

El protocolo general descrito es para el estudio de la expresión de la IGFBP-1 y la

IGFBP-3; para el estudio de los ARN mensajeros del IGF-I, la temperatura de

prehibridización, hibridización y lavados es 600C en lugar de 650C.

Para el análisis de la expresión placentaria del IGF-I, además de la técnica de

Northern Blot, se realizó un RT-PCR y al producto sintetizado se le realizó un Southern

Blot. La expresión de IGF-I se normalizó con respecto a la expresión de ciclofilina.
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6.6.2.2.6. Separación electroforética y transferencia de los ADNc de IGF-I y

ciclofilina

Se corrieron electroforéticamente 10 IlL de cada uno de los ADNc previamente

amplificados para IGF-I 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

separación electroforética se realizó en un gel de agarosa al 1.2% (lnvitroqen" life

technologies, Cartsbad, 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 electrofores is horizontal

(Midicell EC350, E-C Apparatus Corporation, Holbrook , New York, USA), empleando una

fuente de poder (Power Pac 200, Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules , Califomia, USA).

Posteriormente el gel fue equilibrado durante 15 min con 0.25 M de HCI para

despurinizar el ADN y facilitar su transferencia. Después fue incubado con agitación

pendular en 0.5 M NaOH, 1 M NaCI durante 30 min a TA para desnaturalizar los ADNc.

Una vez desnaturalizados, el gel fue sumergido en 0.5 M Tris-HCI, pH 7.4, 3 M NaCI

durante 30 min a T.A. con agitación 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 realizó durante toda la noche a TA utilizando como fase móvil una solución de 10X

de SSC. Una vez terminada la transferencia , la membrana fue lavada brevemente con

solución 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. Hibridización simultánea de IGF·I y ciclofilina por Southern Blot

Para la hibridización simultánea de IGF-I y ciclofilina, se siguió el mismo

procedimiento descrito en el capítulo 6.6.2.2.5 con la excepción de las

temperaturas de prehibridización, hibridización 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·I e

insulina en la membrana citoplasmática del tejido placentario

6.6.3.1. Aislamiento de las membranas citoplasmáticas del tejido placentario

El análisis de las características ci~éticas de los receptores de superficie delIGF-1 y

de la insulina se llevó a cabo preparaciones de membranas citoplasmáticas de

explantes del tejido placentario proveniente de mujeres embarazadas normotensas y

preeclámpticas obtenidos al momento del parto. Para ello los explantes del tejido

placentario fueron lavados en solución salina (NaCI 0,9%), para eliminar el exceso de

sangre. Posteriormente fueron congelados en nitrógeno líquido y conservados a -70°C

hasta el momento de su utilización. Fue entonces, que se pesaron 5 9 de tejido

placentario por duplicado y se añadieron a tubos falcon de 50 mL, que contenian 20 mL

del tampón de homogenización [Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, 0.25 M de sacarosa, EDTA 5

mM, bacitracina 0.05%, PMSF 20 IJg/mL, conteniendo un cóctel de inhibidores de

proteasas (1 tableta del Complete Protease Inhibitor Coktail por cada 50 mL del tampón,

Roche Diagnostics Corporation, Indianápolis, USA)] y se cortaron con una tijera estéril en

pequeños pedazos. Posteriormente el tejido cortado fue homogenizado en baño de hielo

utilizando un homogenizador de cuchilla tipo Polytron, durante 15 seg 3 veces a máxima

velocidad. El homogenizado fue centrifugado a 600 9 (2,250 rpm en tubos Beckman, cal.
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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 más a 10,500 9 (9,300 rpm en tubos

Beckman, cal. 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, cal. 326819) y ultracentrifugado a 37,000 9 (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 tampón de conservación (Tris-HCI 50 mM, pH: 7.7, EDTA 5 mM, Bacitracina 0.05%,

PMSF 20 ~g/mL, conteniendo un cóctel de inhibidores de proteasas) y homogenizado en

frío (baño de hielo) con un homogenizador de pistón tipo Poter 5 veces. Se completó el

volumen y se repitió el proceso de ultracentrifugación dos veces más para lavar las

membranas y eliminar resto de hemoglobina y de proteasas intracelulares que pudieran

dañar la integridad de las proteínas de membranas. Finalmente, el precipitado fue

resuspendido en 3.1 mL del tampón de conservación. Una alícuota fue evaluada por el

método de Bradford (159) para determinar la concentración total de proteínas. El resto

fue conservado a -70°C hasta su utilización.

6.6.3.2. Ensayo de radiorreceptores de IGF-I

El ensayo de radiorreceptores de IGF-I se llevó a cabo utilizando las preparaciones

de membranas citoplasmáticas provenientes de los tejidos placentarios obtenidos

de mujeres normotensas y preeclámpticas aisladas por el procedimiento antes descrito.

Para el ensayo se utilizaron tubos de borosilicato de 12x75 mm. Se emplearon 60 ~L por

tubo de la preparación de membranas. Se utilizó IGF-I marcado comercial (Amersham
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Pharmacia Biotech, London, UK) con actividad específica de 2000 Ci/mmoL (263 IJCifIJg,

PM: 7.6 kD). El 1125_IGF_1 liofilizado, fue resuspendido con 100 IJL de 0.1% de ácido

acético y se diluyó con tampón de ensayo Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, bacitracina 0.05%,

PMSF 20 IJg/mL, MgCI2 10 mM, BSA 0.5%, hasta 8 000 CPM por cada 100 IJL, que

representó 0.0175 ng de 1125_IGF_1. Se utilizaron 100 IJLde una curva estándar de IGF-I

frío (Invitrogen™ life technologies, Carlsbad, California, USA) de 0.81, 1.62, 3.25, 6.5, 13,

26, 52 ng/mL (0.036-2.28 nM), la unión específica máxima se obtuvo incubando 100 IJL

de 1125_IGF_1 (8 000 CPM), 140 IJL de tampón de ensayo y 60 IJL de la preparación de

membranas. La unión inespecífica se obtuvo al incubar 100 IJL de 1125_IGF_1 (8 000

CPM), 100 IJLde una solución de 208 ng/mL (9.12 nM), 40 IJL de tampón de ensayo y 60

IJL de la preparación de membrana. El volumen final del ensayo fue de 300 IJL, se

mezclaron todos los tubos y fueron incubados con agitación a 4°C durante toda la noche.

Al día siguiente se le adicionó a cada tubo excepto a los totales, 1 mL del tampón de

precipitación (Tris-HCI 50 mM pH: 7.7, bacitracina 0.05%, PMSF 20 IJg/mL, MgCI2 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 desechó 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

Se utilizó insulina humana recombinante comercial (NovolinMRR, Novo Nordisk,

Bagsvaerd, Denmark), la cual fue dializada durante 72 h en tampón 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 reacción de marcaje con 1125
. Luego de la diálisis, se

determinó la concentración de insulina por RIA (ICN Pharmaceuticals Inc., Orangeburg,

New York, USA). Una alícuota de la insulina dializada se utilizó para marcar con 1125 por

el método de clorarnina T. Se utilizaron 2.5 I-Ig de insulina en 25 I-IL de tampón fosfato de

sodio 0.05 M, pH: 7.4, se mezclaron con 10 I-IL de Nal125 (1 mCi), 15 I-IL de cloramina T

(5 mg/mL de tampón fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4), se mezcló y se incubó por 1 min

a temperatura ambiente. Se le adicionó 50 I-IL de metabisulfito de sodio (15 mg/mL de

tampón fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4) y se mezcló para detener la reacción. La

hormona marcada se separó por cromatografía de gel filtración en una columna de 1,1 X

19 cm de Sephadex G-25 equilibrada con tampón fosfato de sodio 0.05 M, pH: 7.4 y se

utilizó este mismo tampón como fase móvil. Se recolectaron alícuotas de 3 mL por tubo.

Una alícuota de 1 mL del tubo correspondiente al pico de la insulina marcada se pasó

nuevamente· por una columna de 1,1 X 29 cm de Sephadex G-100 equilibrada con

tampón Tris-HCI 50 mM pH: 7.7 y se utilizó este mismo tampón como fase móvil, el cual

es el mismo tampón empleado en los ensayos de radiorreceptores. Se logró obtener una

insulina marcada con 1
125 con una actividad específica de aproximadamente 260 I-ICi/l-lg

(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

IJL por tubo de la preparación de membranas. Se utilizó la insulina marcada según

el procedimiento antes descrito y se diluyó con tampón de ensayo (Tris-HCI 50 mM pH:

7.7, bacitracina 0.05%, PMSF 20 IJg/mL, MgCI2 10 mM, BSA 0.5% hasta 24 000 CPM

por cada 100 IJL, que representó 0.0383 ng de insulina-1125.Se utilizaron 100 IJL de una

curva estándar de insulina fría de 4.46, 8.92, 17.8, 35.7, 71.4, 142.8, 285,6 ng/mL, la

unión específica máxima se obtuvo incubando 100 IJLde insulina-1125(24 000 CPM), 140

IJL de tampón de ensayo y 60 IJLde la preparación de membranas. La unión inespecífica

se obtuvo al incubar 100 IJL de insulina-1125 (24 000 CPM), 100 IJL de una solución de

571,2 ng/mL (31.7 nM), 40 IJL de tampón de ensayo y 60 IJL de la preparación de

membrana. El volumen 'final del ensayo fue de 300 IJL, se mezclaron todos los tubos y

fueron incubados con agitación a 4°C durante toda la noche. Al día siguiente se le

adicionó a cada tubo excepto a los totales, 1 mL del tampón de precipitación (Tris-HCI 50

mM pH: 7.7, PMSF 20 IJg/mL, bacitracina 0.05%, MgCI2 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 desechó 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. Análisis Estadístico

Los datos se presentan como media ± desviación estándar. La comparación de

variables entre dos grupos experimentales se realizó a través de la prueba de U

de Mann-W ithney. El análisis de frecuencia de uno u otro sexo se realizó a través del

método de -¡y. Para analizar la asociación entre las variables se utilizó el método de

correlación de rangos de Spearrnan y para evaluar el orden en que las variables

estudiadas se asociaban con el peso al nacer, se utilizó la prueba de regresión multiple

paso a paso. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas a P <

0.05. Todos los cálculos se realizaron utilizando el paquete estadístico Statview 4.02

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

7.1. Relación del peso al nacer con las concentraciones circulantes de indicadores

del crecimiento fetal durante el embarazo normal y la preeclampsia

7.1.1. Datos clínicos de los grupos NT y PE

L a tabla 3 resume las característ icas clínicas de los grupos estudiados. Todas las

mujeres que conformaron el grupo preeclámptico tuvieron diagnóstico de

preeclampsia moderada, según los criterios de hipertensión y proteinuria establecidos

(14). La edad biológica, la edad gestacional, el número 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) según 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 preeclámpticas

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. Características Clínicas de los Grupos NT y PE

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

Edad biológica (años) 25.5 ± 5.3 24.3 ± 5.4 0.68

Edad gestacional (semanas) 38.9 ± 1.2 38.5 ± 1.6 0.64

Presión arterial sistólica (mm Hg) 116 ± 7 152 ± 14 < 0.0001

Presión arterial diastólica (mm Hg) 72±6 105 ± 11 < 0.0001

Proteinuria (N° de + en la tira reactiva) Trazas 3.1 ±0.6

NO de partos 2.1 ± 1.1 2.1 ±1 .2 0.86

Pesos de los recién nacidos (Kg) 3.31 ± 0.3 2.83 ± 0.46 0.01

Prop. rec.nac. bajo peso para edad gest. 0/11 5/15

Proporción de rec. naco de sexo temo 7/11 5/15 0.13

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

PE

Las concentraciones circulantes de IGF-I fueron significativamente menores en el

suero materno (P < 0.001) Y en el suero del cordón umbilical (P < 0.05) del grupo

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

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

Tabla 4. Concentraciones de IGF·I, lactógeno placentario y leptina de los grupos

NTyPE

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

IGF-I en el suero materno (ng/mL) 317 ± 73 202 ± 62 < 0.001

IGF-I en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 101 ± 42 60 ±43 0¡Q2

Lactógeno placentario en el suero materno (¡.tg/mL) 5.5 ± 1.7 6.4 ± 1.5 0.29

Lactógeno placentario en el cordón umbilical (¡.tg/mL) 0.24 ± 0.17 0.23±0.19 0.69

Leptina en el suero materno (ng/mL) 24.7 ± 11.4 25.6 ± 13.5 0.96

Leptina en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 8.1 ± 4.2 9.7 ± 7.6 0.68

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

El análisis de las IGFBPs de los sueros materno y de cordón umbilical de ambos

grupos se muestra en la figura 4. En el perfil de IGFBPs de los sueros de cordón

umbilical se puede apreciar en un grupo de bandas con pesos moleculares aparentes

entre 23 Y43 kDa. Esas bandas corresponden a la forma glicosilada y no glicosilada de

la IGFBP-3 (42.9 Y39.2 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 cordón

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 mostró dos únicas bandas, que corresponden a la IGFBP-2 y a la IGFBP-

1, encontrándose 7.5 veces mayor la cantidad de IGFBP-1 en el suero materno 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 cordón 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 índice de resistencía 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 índice de resistencia a la

insulina no mostró tampoco diferencias significativas entre los grupos. El índice de

resistencia a la insulina fue mayor de 2.5 en la circulación matema de ambos grupos lo

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

grupos NT YPE (tabla 5).

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

de los grupos NT y PE

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

Insulina en el suero matemo (IlUl/mL) 22.1 ±11 .8 22.0 ± 13.1 0.97

Insulina en el suero del cordón umbilical (IlUl/mL) 12.5 ± 5.4 10.2±1.9 0.57

Glicemia en el suero materno (mg/dL) 90 ±25 88 ±26 0.33

Glicemia en el suero del cordón umbilical (mg/dL) 72 ± 17 70 ± 19 0.71

fndice de resistencia a la insulina en la circulación 5.1 ± 2.8 4.6 ±3.3 0.54
materna

fndice de resistencia a la insulina en la circulación 2.0 ± 0.7 1.7 ± 0.7 0.23
fetal

IRI = uUl/mL de insulina en ayuno . mmoles/L de glucosa en ayuno
22.5

Si ellRI > 2.5 significa que existe resistencia a la acción de la insulina.
Las diferencias estadísticamente 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

L as 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 Grupo PE P
(n=11) (n=15)

Estradiol en el suero materno (ng/mL) 20.9 ± 9.1 3.0 ± 10.6 0.82

Estradiol en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 6.2 ±2.6 9.9 ± 5.2 0.11

Progesterona en el suero materno (ng/mL) 244 ± 68 342 ± 130 0.30

Progesterona en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 964 ± 391 826 ± 446 0.40

Testosterona en el suero materno (ng/mL) 1.2 ± 0.8 2.1 ± 1.3 0.10

Testosterona en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 1.6 ± 0.7 2.1 ± 0.9 0.10

Cortisol en el suero materno (ng/mL) 381 ± 203 395 ± 244 > 0.99

Cortisol en el suero del cordón umbilical (ng/mL) 154 ± 44 151 ± 90 0.42

Las diferencias estadísticamente 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

Las concentraciones circulantes tanto maternas como del cordón umbilical, así

como la concentración placentaria de Zn expresada por 9 de proteína. 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 (¡¡g/dL) 104 ± 25 114 ± 28 0.29

Zinc en el suero del cordón umbilical (¡¡g/dL) 122 ± 11 144 ± 32 0.10

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

Las diferencias estadísticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.

85



7.1.7. Relación del peso al nacer con la presión arterial y la edad gestacional en los

grupos NT Y PE

El peso al nacer correlacionó positiva y significativamente con la edad gestacional

(Rho = 0.61; P = 0.002) Y con la presión arterial diastólica (Rho = -0.41; P = 0.04)

(figura 5), no asl con la presión arterial sistólica cuando los grupos NT y PE se analizaron

juntos . Cuando los grupos fueron analizados por separados, el peso al nacer se asoció

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 encontró

asociación entre el peso al nacer con la presión arterial sistólica o diastólica en ninguno

de los dos grupos por separados.
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Figura 5. Relación del peso al nacer con la edad gestacional (A) y la presión arterial diastólica (B) en
los grupos NT y PE.
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7.1.8. Relación del peso al nacer con las variables bioquímicas estudiadas en los

grupos NT Y PE

La relación del peso al nacer con las concentraciones de las variables bioquímicas

estudiadas fue analizada en los grupos NT y PE. El peso al nacer se asoció

positiva y significativamente con las concentraciones maternas y del cordón umbilical de

IGF-I (Rho =0.72; P =0.0003 Y Rho =0.79; P < 0.0001, respectivamente) (figura 6). No

se encontró una asociación significativa entre el peso al nacer con el resto de las

variables estudiadas cuando los grupos NT y PE fueron analizados conjuntamente. El

análisis de regresión múltiple paso a paso mostró que de todas las variables que se

asociaron con el peso al nacer, las concentraciones de IGF-I del cordón umbilical fue la

variable que mejor predijo el peso al nacer (¡-2 = 0.53; P <0.0001), en segundo lugar la

combinación del IGF-I del cordón umbilical con la edad gestacional (¡-2 = 0.70; P

<0.0001) , y en tercer lugar la combinación del IGF-I del cordón umbilical, la edad

gestacional y la presión arterial diastólica (¡-2 = 0.76; P <0.0001), mientras que la

asociación entre el peso al nacer y las concentraciones de IGF-I maternas fue excluida

del modelo de regresión.

Al analizar los grupos por separado, en el grupo PE por separado, el peso al nacer

correlacionó con las concentraciones maternas (Rho = 0.76; P = 0.004) Y del cordón

umbilical (Rho = 0.75; P = 0.005) de IGF-I. con las concentraciones del cordón 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 bioquímicas

estudiadas no se asociaron significativamente con el peso al nacer. El análisis de

regresión múltiple paso a paso mostró que la variable que más se asoció con el peso al

nacer fue la concentración de IGF-I del cordón umbilical (¡-2 =0.67; P =0.0002), en
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segundo lugar la combinación de las concentraciones de IGF-I del cordón umbilical con

la edad gestacional (~ = 0.79; P < 0.0001), mientras que las concentraciones maternas

de IGF-I, las concentraciones de leptina del cordón umbilical y las concentraciones

placentarias de zinc fueron excluidas del modelo de regresión.

En el grupo NT, no se encontró asociación entre el peso al nacer con ninguna de

las variables bioquímicas estudiadas.
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Figura 6. Relación del peso al nacer con las concentraciones de IGF·I en el suero materno (A) y del
cordón umbilical (B) en los grupos NT y PE.
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7.1.9. Relación entre las variables bioquímicas estudiadas en los grupos NT y PE

Se observó una asociación positiva y significativa (Rho = 0.65; P = 0.02) entre las

concentraciones placentaria de zinc y las concentraciones de IGF-I del cordón

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 encontró asociación estadlsticamente significativa entre las

concentraciones de insulina, lactógeno placentario, progesterona, estradiol, testosterona

y cortisol con el peso al nacer, ni con las concentraciones circulantes de IGF-I en

ninguno de los dos grupos estudiados.
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7.2. Estudio de la producción "in situ" de IGF·I y de la xpreslón 9 ' nica d IGF·I,

IGFBp·1 IGFBP3 en I tejido placentario

7.2.1. Estudio de la producción" in sltu" de IGF·I en el tejido placentario

L a figura 7 muestra ejemplo de un reporte computarizado del análisis

porcientos de células positivas y de áreas positivas.

de los
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Figura 7. Reporte del análisis de la cuantificación del % de células positivas y del % d áreas
positivas a la inmunotlnción específica para IGF·I, utilizando el programa Image Pro Plus (Media
Cybem tics, Japón). De color rojo están señaladas las e 'Iulas positiv s y de color amarillo las
células negativas a la inmunotinci6n específica para IGF-I.
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En la figura 8 se muestra imágenes a diferentes aumentos de cortes de una

placenta normotensa y de una preeclámptica teñidas con Hematoxilina-Eosina. Como

se puede apreciar , no se observan cambios importantes en las caracteristicas

morfológicas de los cortes provenientes de la mujer preeclámptica al compararla con

los de la mujer normotensa a ningún aumento. El tamaño, la forma y la distribución de

las vellosidades coriónicas son similares en los dos grupos; esto se puede apreciar con

más resolución en la figura 9, donde se muestran cortes de placentas provenientes de

4 mujeres normotensas y 4 preeclámpticas.

El diámetro de las vellosidades coriónicas (figura 10A) fue de 145.4 ± 15.6 urn en

el grupo NT y de 151.8 ± 26.2 um en el grupo PE sin diferencias significativas entre

grupos (P =0.43). El número de células totales (figura 10B), determinado por el conteo

total de los núcleos, fue de 8966.2 ± 2540.2 células en el grupo NT y de 9255.2 ±

2761.4 células en el grupo PE, sin diferencias significativas entre grupos (P = 0.93).

La figura 11 muestra imágenes aumentadas 40X de cortes de placentas de

cuatro mujeres normotensas y cuatro mujeres preeclámpticas con tinción negativa para

IGF-1. Las imágenes con tinción positiva para IGF-I de los cortes de estas placentas se

observan en la figura 12; donde se aprecia el marcaje específico de color café-rojizo

alrededor de las vellosidades coriónicas, sitio que ocupa el sinciciotrofoblasto que son

las células productoras de IGF-1.

El porciento de células positivas a la inmunotinción específica 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 significativas entre grupos (P = 0.82); tampoco hubo diferencias

significativas en el porciento de área positiva a la inmunotinción especffica para IGF-I
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(figura 138), 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 4X

Placenta NT 10X

Placenta NT 20X

Placenta PE 4X

Placenta PE 10X

{l\

Placenta PE 20X

Figura 8. Cortes representativos de placentas provenientes de una mujer normotensa (NT) y de una
preeclámptica (PE) a diferentes aumentos. Lo cortes están teñidos con Hematoxilina-Eoaina. se
observan las vellosidades coriónic8s y los espacios intervellosos.
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Placenta NT Placentas PE

Figura 9. Cortes de placentas teñidos con Hematoxillna-Eosina. aumentados 40X, provenientes de
cuatro muj" normo nsas (pan I de I izqu' rda) y d cu tro mujeres pr lámptica (pan I de la
d recha). Se observan las vellosidades coriónicas (VC) y los espacios Intervellosos (EIV).
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Figura 10. Diámetro de las vellosidades coriónlcas de las placentas provenientes de mujeres
normotensas (NT) y preeclámpticas (PE) (A). Número de células totales por campos, en
imágenes aumentadas 10X de placentas NT y PE (B).
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7.2.2. Estudio de la expresión génica de IGF·I, IGFBP-1 e IGFBP3 en el tejido

placentario

El estudio de la expresión génica de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 en el tejido

placentario se realizó a través de la técnica de Northem Blot. La expresión génica

de IGF-I se ralizó además a través de la técnica de RT-PCR y Southem Blot.

7.2.2.1. Preparación de las sondas específica por RT-PCR

En la figura 14 se muestran los tamaños de los productos de PCR empleados como

sondas . El tamaño de las sondas fue de: 229 pb para IGF-I, 209 pb para IGFBP-1

y de 747 pb para IGFBP-3; lo cual correspond ió a lo esperado según el diseño de

secuencias inciadoras empleadas.
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Figura 14. Ácidos desoxirribonucleicos complementarios (ADNc) , preparados por RT-PCR
utilizados para la determinación del nivel de expresión de los ácidos ribonucleicos mensajeros
(ARNm) del IGF-I, la IGFBP-1 e IGFBP-3. Línea 1: patrón de talla molecular (TM), escalera de 100 pb .
Línea 2: ADNc de IGFBP-1 , producto de 209 pb . Línea 4: ADNc de IGFBP·3, producto de 747 pb.
Línea 6: ADNc de IGF-I, producto de 229 pb.

7.2.2.2. Northern Slot de IGF-I del tejido placentario

L os estudios de Northern Blot del IGF-I, mostraron la presencia de varios

transcritos de entre 7 y 1.8 Kb de los cuales el de 7 Kb fue el más abundante en

ambos grupos (figura 15). Dado la presencia de varios transcritos se realizó un estudio

de RT-PCR y Southern Blot, que permitió evaluar la cantidad total de transcritos ya

que la secuencia amplificada es común a todos los transcritos, pudiéndose realizar un

análisis más preciso (figura 16).
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Figura 15. El panel de arriba muestra los resultados del estudio de Northern Blot de IGF-I 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 pane l 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 Southem Blot del IGF-I, no mostraron diferencias

significativas en el nivel de expresión placentaria de los ARNm del IGF-I entre los

grupos NT Y PE. En la figura 16, se puede observar los resultados del RT-PCR y

Southem Blot, donde se obtuvo una señal de 229 pb que concuerda con la talla

molecular esperada del producto de amplificación del ADNc de IGF-I 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 posición 92-321

del ADN de 672 pb complementario al ARNm. La secuencia amplificada comprende los

últimos 58 pb de la región 5' no traducible (codificada por el exón 1 del gen), la región del

péptido señal conformada por 96 pb (codificada por el exón 2 y una pequeña porción del

exón 3 del gen) y una región de 75 pb que codifica para una porción del péptido maduro

(codificada por el exón 3 del gen). La secuencia amplificada está presente en todos los

transcritos que se producen del gen de IGF-I y por tanto garantiza la evaluación de todos

los tipos de ARNm de IGF-I que se producen. Se puede observar además otra señal con

una talla molecular de 453 pb correspondiente al producto de amplificación del ADNc de

la ciclofilina humana, proteína constitutiva, la cual sirvió para normalizar el experimento y

poder establecer la cantidad relativa de los ARNm del IGF-I en cada uno de los grupos

de estudios ,
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Figura 16. Southern Blot de IGF·I a partir de ADNc preparados por RT-PCR de los grupos NT y PE.
La normalización del experimento se realizó por medio del ADNc de ciclofilina.
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7.2.2.4. Northern Blot de IGFBp·1 en el tejido placentario

Los resultados del Northem Blot de IGFBP-1 se pueden observar en la figura 17. Se

encontró una señal 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 expresión placentaria del ARNm de la

IGFBP-1 entre los grupos NT y PE al ser normalizada la señal contra los ácidos

ribonucleicos ribosomales (ARNr) de 28S.
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Figura 17. Northern Slot de IGFSP·1 de los grupos NT y PE. La normalización del experimento se
realizó por medio del ARNr de 285.
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7.2.2.5. Northern Blot de IGFBP-3 en el tejido placentario

Los resultados del Northern Blot de IGFBP-3 se pueden observar en la figura 18. Se

encontró una señal 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 expresión placentaria del ARNm de

la IGFBP-3 entre los grupos NT y PE al ser normalizada la señal contra los ARNr de 28S.
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Figura 18. Northern Blot de IGFBP-3 de los grupos NT y PE. La normalización del experimento se
realizó por medio del ARNr de 28S.
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7.3. Relación del peso al nacer con la afinidad y/o número dé receptores

placentarios de IGF-I e insulina durante el embarazo normal y la preeclampsia

7.3.1. Datos clínicos de los grupos NT y PE

L a tabla 8 muestra las características clínicas de los grupos NT y PE utilizados

para el estudio de los receptores placentarios de IGF-I e insulina. La edad

biológica, la edad gestacional y el número de partos, no fueron estadísticamente

diferentes entre los grupos NT y PE. Todos los productos de las mujeres embarazadas

normotensas fueron de peso adecuado para su edad gestacional (PAEG) según 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 preeclámpticas tuvieron peso bajo para la edad

gestacional (PBEG), además, el peso promedio de los recién nacidos del grupo PE fue

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

Grupo NT Grupo PE P
(n=10) (n=9)

Edad biológ ica (años) 24.0 ± 5.3 23.4± 5.2 0.82

Edad gestacional (semanas) 39.2 ± 0.9 39.0 ±0.8 0.66

Presión arterial sistólica (mm Hg) 115 ± 5 154 ± 17 < 0.001

Presión arteria l diastólica (mm Hg) 72±4 98 ±8 < 0.001

Proteinuria (NO de + en la tira reactiva) Trazas 3.1 ± 0.6

NO de partos 2.2 ± 1.0 2.1 ± 1.5 0.65

Pesos de los recién nacidos (Kg) 2.97 ± 0.14 2.46 ± 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

Protelnuria: Trazas S 10 mg/dL, 1+ = 30 mg/dL, 2+ = 100 mg/dL, 3+ ~ 300 rng/dL. Las diferencias
estadísticamente significativas fueron consideradas a P < 0.05.

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

El peso de los recién nacidos correlacionó positlvay significativamente con el peso

de 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 asoció positiva y significativamente con el peso de las placentas (Rho

= 0.83; P = 0.003) en el grupo NT y (Rho = 0.90; P = 0.001) en el grupo PE.
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Figura 19. Relación del peso al nacer con el peso de las placentas en los grupos NT y PE.

7.3.3. Aislamiento de las membranas citoplasmáticas del tejido placentario

Para el análisis de los receptores de IGF-I e insulina, se realizó el aislamiento de las

membranas citoplasmáticas del tejido placentario, sitio donde se encuentran los

receptores de superficie, según el procedimiento descrito en Métodos.

Finalmente, de cada placenta se obtuvieron preparaciones de membranas de 3,1

mL con una concentración de proteína 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 ~L

de la preparación de membranas por tubo, por lo que la cantidad promedio de proteínas

totales añadida por tubo fue de 96 ~g.
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7.3.4. Análisis del ensayo de radiorreceptores de IGF·I en el tejido placentario

La figura 20 muestra los resultados del estudio de radiorreceptores de IGF-I en el

tejido placentario. Como se observa en la figura 20A, el IGF-I no marcado

desplazó al IGF-I marcado de manera dosis dependiente. En la figura 208 se puede

observar que el receptor de IGF-I es saturado a la mitad a concentraciones cercanas a

0.17 X 10-9 M (0.17 nM) de IGF-1. La figura 21 muestra el análisis de Scatchard al graficar

los promedios de los datos de las 10 mujeres normotensas y de las 9 mujeres

preeclámpticas. 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 más adelante en la tabla 9.
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Figura 20. Desplazamiento de la unión del IGF-I marcado a su receptor específico por una curva de
concentraciones crecientes de IGF-I sin marcar (A). Curva de saturación de la unión del IGF-I a su
receptor placentario (B).
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Figura 21. Análisis de Scatchard de la unión delIGF-1 a su receptor placentario.

7.3.5. Análisis del ensayo de radiorreceptores de insulina en el tejido placentario

L a 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

desplazó a la marcada de manera dosis dependiente. En la figura 228 se puede observar

que el receptor de insulina comienza a saturarse a una concentración de 7.956 x 10-9 M

(7.96 nM) de insulina. La figura 23 muestra el análisis de Scatchard al graficar los

promedios de los datos de las 10 mujeres norrnotensas y de las 9 mujeres

preeclámpticas. Se puede observar en esta figura que las rectas de regresión

características 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 más adelante en la tabla 9.
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Figura 23. Análisis de Scatchard de la unión de la insulina a su receptor placentario.

7.3.7. Características de los receptores de IGF-I 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 análisis de Scatchard de cada

una de las muestras de las 10 mujeres normotensas y de las 9 mujeres preeclámpticas

y se determinaron sus pendientes y sus interceptas 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 interceptas las concentraciones de

los receptores luego de ser corregidas por la concent ración de proteínas de cada una

de las preparaciones de membranas utilizadas. La constante de disociación (Kd) fue

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

significativas en la afinidad, ni en la concentración de receptores de IGF-1 en el tejido

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

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

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

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

Tabla 9. Características de los receptores de IGF·I e insulina en el tejido

placentario de los grupos NT y PE

Grupo NT Grupo PE
(n=10) (n=9)

Constante de afinidad, Ka (109 M·1) 6.07 ± 0.73 6.03 ± 1.04

Constante de disociación, Kd (10.10 M) 1.67 ± 0.21 1.69 ± 0.25

IGF-I-R (fmoles/mg de proteínas) 215 ± 32 197 ± 32

Constante de afinidad, Ka (1,09 M'1) 1.26 ± 0.20 0.97 ± 0.24

Constante de disociación, Kd (10.10 M) 8.10 ± 1.28 10.84 ± 2.44

INS-R (fmoles/mg de proteínas) 1181 ±210 1220 ± 369

P

0.55

0.55

0.40

0.02*

0.02*

0.50

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

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

PE

El peso al nacer y el peso de las placentas no correlacionaron con la constante de

afinidad del receptor de IGF-I, y por tanto tampoco con la constante de

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

No obstante a que no se encontró diferencias significativas entre grupos, la

concentración de los receptores de IGF-I en el tejido placentario (expresado en

fmoles/mg de proteínas, correlacionó positiva y significativamente (Rho = 0.48; P =

0.04) con el peso de los recién nacidos (figura 24A) y una tendencia a la correlación

con el peso de las placentas (Rho = 0.43; P = 0.06) (figura 248) en el grupo total.

Cuando los grupos fueron analizados por separados, la concentración de

receptores placentarios de IGF-I (expresados como fmoles/mg de proteínas) correlacionó

positiva y significativamente con el peso al nacer en el grupo NT (Rho = 0.65; P = 0.04),

no así en el grupo PE. La concentración de los receptores placentarios de IGF-I no se

asoció con el peso de las placentas en los grupos NT y PE por separados.
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7.3.9. Relación del peso al nacer y del peso de las placentas con la afinidad y la

concentración de los receptores de insulina del tejido placentario de los grupos NT

yPE

El peso de los recién nacidos y el peso de las placentas correlacionaron negativa y

significativamente con la constante de disociación del receptor de insulina en el

grupo total (Rho =-0.45; P =0.05 Y Rho =-0.49; P =0.03, respectivamente) (figura 25).

El peso de los recién nacidos y el peso de las placentas no correlacionaron con la

concentración (fmolesfmg de proteínas) 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 concentración, ni con la constante de disociación

del receptor placentario de insulina en ninguno de los grupos estudiados.
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CDiscusión

8. DISCUSiÓN

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 relación entre indicadores del crecimiento fetal y el bajo peso al nacer

observado en la preeclampsia.

Los resultados del presente estudio indican que la preeclampsia moderada está

asociada con el bajo peso al nacer, bajas concentraciones de IGF-I, 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 encontró que de todas las variables estudiadas, el IGF-I

fue la variable que mejor predijo el peso al nacer. Las alteraciones en las

concentraciones circulantes de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3 observadas en el grupo PE, no

se asociaron con cambios en el nivel de expresión placentaria de estos factores de

crecimiento. Asimismo, se encontró una disminución en la afinidad del receptor

placentario de insulina en el grupo PE sin cambios en su densidad superficial. No se

encontró 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 presión sistólica o diastólica 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-1 (83, 163-168). En el presente

estudio, el peso al nacer correlacionó con las concentraciones maternas y fetales de IGF­

I cuando los dos grupos fueron analizados juntos, indicando que este factor de

crecimiento está involucrado en el crecimiento fetal. Nuestros resultados mostraron una

marcada reducción de las concentraciones maternas y del cordón 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 correlación 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 disminución de las

concentraciones circulantes de IGF-I; particularmente en la circulación fetal ya que se

observó que las concentraciones de este factor de crecimiento en el cordón umbilical

fueron las que más se asociaron con el peso al nacer.

A pesar de la asociación positiva y significativa entre las concentraciones de IGF-I

maternas y del cordón umbilical, las concentraciones en la circulación fetal de este factor

de crecimiento no pueden ser explicadas por las del compartimiento materno, ya que el

IGF-l no es capaz de atravezar la barrera placentaria. Por lo que esta estrecha

correlación observada, refleja que la alteración en la síntesis de IGF-1 se produce de

forma simultánea en ambos compartimientos. Sin embargo, ' no se descarta una

alteración en la regulación placentaria, ya que la placenta es el principal sitio
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extrahepático de producción de IGF-I durante el embarazo . De hecho, la preeclampsia se

asocia con alteraciones placentarias (14, 19) Y se sabe que este órgano juega un papel

clave en la regulación de la síntesis materna y fetal de IGF-1. Este efecto regulador de la

placenta lo ejerce a través de la producción de factores estimuladores de la síntesis de

IGF-I, la regulación del metabolismo materno y del transporte de nutrimentos hacia el

feto.

Los análisis de correlación indican que el retraso del crecimiento intrauterino

durante la preeclarnpsia 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 circulación materna. Esto sugiere que la concentración IGF-I

en la circulación materna pudiera considerarse como un marcador pronóstico de la

aparición de retraso del crecimiento intrauterino, lo cual debe ser posteriormente

investigado .

Es bien conocido que los efectos biológicos del IGF-I son modulados por sus

IGFBPs (43). Bajo condiciones fisiológicas solamente el 1% delIGF-1 circula libre y está

en condición de ejercer su efecto biológico; el 75% circula unido a un complejo temario

formado por el IGF-I, la IGFBP-3 y una subunidad sensible a condiciones ácidas ; el

restante 24% lo hace unido al resto de las proteinas transportadoras fundamentalmente

de la IGFBP-2 (43). Durante el embarazo, una actividad proteolítica endógena de la

IGFBP-3, inducida por el propio embarazo es considerada como el mecanismo principal

para el incremento de la biodisponibilidad delIGF-1 en la circulación materna (43,60-62).

En el presente estudio, el análisis de WLB de las IGFBPs del suero materno no fue

capaz de detectar a la IGFBP-3 en los grupos NT y PE. La completa desaparición de la

IGFBP-3 de la circulación materna en ambos grupo pudiera resultar en el incremento de
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la biodisponibilidad del IGF-I, incrementando las funciones anabólicas durante el

embarazo. El incremento de la IGFBP-1 observado en el suero materno del grupo PE

pudiera deberse al incremento de la síntesis decidual de esta proteína transportadora

(85). Algunos autores han sugerido que el incremento de la IGFBP-1 en la circulación

contribuye a una restricción del crecimiento placentario y por tanto del crecimiento fetal

(85, 169). El perfil de las IGFBPs observado en el suero del cordón umbilical mostró

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 síntesis de IGFBP-3 es dependiente

de IGF-I y del estado nutricio (43), la disminución de IGFBP-3 en al circulación fetal del

grupo PE puede ser explicada por una menor producción hepática como consecuencia

de las bajas concentraciones de IGF-I y del menor suministro de nutrimentos al feto

debido a la reducción del flujo útero-placentarioque caracteriza a esta enfermedad (19).

Las concentraciones de IGF-I no pueden explicar las altas cantidades de IGFBP-1

observadas en el suero del cordón umbilical del grupo PE, ya que esta proteína

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 disminución del

suministro de nutrimentos como resultado de la reducción del flujo útero-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-I desde la circulación hasta sus tejidos

blanco ya que esta proteína 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 cordón umbilical similar
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a lo encontrado en el suero del cordón umbilical de fetos con retraso del crecimiento

intrauterino (83, 167, 168). Estas alteraciones pueden ser el resultado de la restricción de

las funciones placentarias, lo cual puede verse reflejado en la afectación del transporte

de nutrientes y por tanto del crecimiento fetal norma l.

Otros factores potencialmente asociados con el IGF-I, sus IGFBPs y el

crecimiento, que han sido reportados por algunos autores como alterados 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-I

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 haría pensar

que ésta pudiera ser la causa de la elevación de los niveles circulantes de la IGFBP-1

durante la preeclampsia . Al estudiar las concentraciones de insulina y glucosa en la

circulación de ambos grupos, se observó que no había diferencias significativas en

ninguna de estas dos variables entre los grupos NT y PE. Se observó un valor de Indice

de resistencia a la insulina elevado en la circulación materna de ambos grupos, sin

diferencias significat ivas. Este hallazgo, confirma el estado de resistencia a la insulina

característico de la etapa final del embarazo y sugiere que no es una condición que se

vea agudizada durante la preeclampsia moderada. Por otro lado, la ausencia de

correlación entre las concentraciones circulantes de insulina y las de IGF-I , 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-I e IGFBP-1 encontradas en el grupo PE.
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Existen reportes recientes (100) en los que realizando pruebas dinámicas como la

prueba (Clamp) hiperinsulinémica-euglicémica, no encuentran asociación entre la

resistencia a la insulina y la preeclampsia, lo cual apoya a nuestros resultados.

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 circulación 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 regulación 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 cordón

umbilical no mostraron diferencias entre sexos, lo que concuerda con lo reportado por

otros autores (61,182). No obstante, el peso al nacer correlacionó significativamente con

las concentraciones de leptina del cordón umbilical en el grupo PE; esta asociación se

explica por el hecho conocido de que la leptina es producida fundamentalmente por el

tejido adiposo y su concentración refleja el índice de masa corporal, lo que explica que

los recién nacidos de peso bajo tengan menor concentraciones de leptina.

El lactógeno placentario, la hormona proteínica más abundantemente producida

por la placenta, pasa a la circulación materna y fetal, donde desempeña papeles

diversos. En la circulación materna ejerce un efecto anti-insulínico sobre el metabolismo

materno, lo que induce a la acumulación de nutrimentos en la circulación materna, los

cuales pueden ser transportados preferentemente hacia el feto a través de la placenta
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(13) . En la circulación fetal, ellactógeno placentario es capaz de estimular directamente

la síntesis de IGF-I y aumentar la acumulación hepática de glucógeno, así como

estimular el crecimiento fetal, por estimulación del metabolismo intermediario al unirse a

receptores tipo lactogénicos (34) . A pesar de que se le ha atribuido al lactógeno

placentario un efecto regulador de la síntesis de IGF-I, en el presente trabajo las bajas

concentraciones de IGF-I no pueden ser explicados por cambios en las concentraciones

de lactógeno placentario ya que no se encontró 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 producción de IGF-I 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 estrad iol y estriol más bajas a lo largo de todo el embarazo que aquellas que viven en

lugares bajos , debido a una reducida oxigenación de la placenta, condición similar a la

encontrada durante la preeclampsia severa debido a la disminución del flujo útero­

placentario. Se observó que el grupo de estas mujeres que sufrían de hipertensión y

proteinuria, y padecían por tanto de preeclampsia, mostraron una marcada disminución

de estrad iol y un aumento en las concentraciones de' progesterona (127) . Otros autores

han reportado una disminución de la concentración del estradiol conjugado, sin variación

en la concentración del estradiollibre, ni de progesterona durante la preeclampsia (128) .

En el presente estudio, no se encontró 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 patrón de sus IGFBPs . Esta

afirmación se ve reforzada por la ausencia de asociación entre las concentraciones

circulantes de estradiol y las de IGF-1.
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La progesterona, ha resultado ser un potente estimulador de la producción "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 síntesis

placentaria (129), y una mayor expresión 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 más 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

preeclámpticas. 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 hipertensión inducida por el

embarazo (186) y la preeclampsia (132, 133). En nuestro estudio, no se encontró

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 síntesis 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

secreción de GH, lo que induce una disminución en la producción de IGF-I 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 producción de GH

placentaria se incrementa a lo largo del embarazo, siendo esta isoforma la que regula

fundamentalmente la producción de IGF-I 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-I, no se puede descartar un

efecto inhibitorio del cortisol sobre la producción de GH placentaria y por tanto un efecto

negativo indirecto sobre la producción de IGF-1. Esta afirmación 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; condición

que se caracteriza por una correlación positiva entre las concentraciones de GH

placentaria y las de IGF-I en la circulación materna. En la circulación fetal la GH

placentaria no tiene un papel fisiológico pues ésta no pasa a la circulación fetal (57). Por

otro lado, se ha reportado la capacidad que tienen los glucocorticoides de estimular la

producción de proteasas específicas que degradan proteínas transportadoras de

factores de crecimientos tales como el TGF-I1, produciendo la liberación de éste y

potenciando su efecto mitogénico en las células osteoblásticas (189). Además ha sido

reportado que el estrés induce proteolis is 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 desnutrición,
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las concentraciones de cortisol aumentan significativamente y que el cortisol es capaz de

estimular la síntesis y liberación 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 cordón umbilical con las concentraciones de IGF-I e IGFBP-1,

respectivamente (168). En el presente estudio, la determinación de cortisol tanto en el

suero materno como del cordón umbilical, no mostró diferencias significativas entre

grupos, por lo que la disminución de los niveles de IGF-I 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 correlación entre las

concentraciones de cortisol y las de IGF-1.

El zinc ha sido mencionado como uno de los factores nutricionales involucrados en

la regulación de la síntesis del IGF-I y del crecimiento somático. De hecho, estados de

deficiencia de zinc han sido asociado con bajas concentraciones de IGF-I y con un

reducido crecimiento somático (151, 190, 191). Se ha visto además que la

suplementación con zinc a niños con retraso del crecimiento, resulta en un incremento en

las concentraciones circulantes de IGF-I con cambios significativos en el patrón de

crecimiento (54). Efectos similares sobre las concentraciones circulantes de IGF-I han

sido obtenidos con la administración 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 observación 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-I

del cordón umbilical y con el peso al nacer en el grupo PE. Además, los análisis de
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correlación 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 cordón umbilical sino también con las del suero materno. La

correlación positiva encontrada entre el zinc placentario con las concentraciones

maternas y fetales de IGF-I, reafirma el efecto positivo del zinc sobre la producción de

IGF-I y sugiere que el efecto del zinc sobre el crecimiento puede estar mediado por la

acción del IGF-1.

Los resultados de los estudios de biología molecular demuestran que las

alteraciones en las concentraciones circulantes de IGF-I, IGFBP-1 e IGFBP-3

observadas en el grupo PE, no están relacionadas con cambios en el nivel de expresión

placentaria de los genes que codifican para estos factores de crecimiento. Lo que

demuestra que el bajo peso de las placentas y de los recién nacidos observado en el

grupo PE, no está relacionado con cambios en el nivel de expresión placentaria de estos

factores de crecimientos. Además, reafirma el concepto conocido de que la producción

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 inmunohistoquímica, los cuales demostraron que tampoco existen

diferencias significativas en la síntesis placentaria de IGF-I entre los grupos NT y PE.

Durante el embarazo, el IGF-I y sus IGFBPs .son importantes reguladores del

crecimiento y diferenciación tanto de los tejidos matemos como fetales. Desde etapas

muy tempranas del desarrollo, casi todos los tejidos producen estos péptidos y expresan

sus receptores específicos (197). En el presente estudio, la afinidad y la concentración

de los receptores de IGF-I (expresada como fmoles/mg de proteína) en el tejido
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placentario no fueron diferentes entre los NT y PE, lo que sugiere que si bien la

preeclampsia está asociada con una disminución en las concentraciones de su ligando

específico (IGF-I), la afinidad y la concentración del receptor no se ven alteradas

significativamente durante la preeclampsia. Esta consistencia en las características del

receptor placentario de IGF-I, ha sido sugerida por otros autores (198) que han estudiado

por métodos inmunohistoquímicos la capacidad de unión del IGF-I por la placenta en

condiciones de retraso del crecimiento intrauterino asociado a otras condiciones

patológicas distintas a la preeclampsia, tal es el caso de la desnutrición materna-fetal,

condición 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 unión placentaria de IGF-1. De lo anterior podemos

concluir que la capacidad de unión del receptor de IGF-I en la placenta, no parece ser

uno de los elementos más importantes en el retraso del crecimiento intrauterino

observado durante la preeclampsia, siendo las bajas concentraciones de su ligando

específico el elemento Iimitante y fundamental en el proceso de estimulación del

crecimiento y diferenciación 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

concentración del receptor de insulina en el tejido . placentario entre los grupos

estudiados, se encontró una disminución significativa de su afinidad en el grupo PE (un

incremento en su constante de disociación), 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 está comprometido. En efecto, las

fuertes asociaciones encontradas entre la constante de disociación del receptor de

insulina con el peso de las placentas y con el peso de los recién nacidos apoyan esta

afirmación.
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Concfusiones

9. CONCLUSIONES

En conclusión, los resultados del presente estudio confirman que la preeclamps ia

está asociada con el retraso del crecimiento intrauterino y por tanto con el peso

bajo al nacer. Se encontró una disminuc ión 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 asoció con

cambios en el nivel de expresión placentaria de estos factores hormonales. En el grupo

PE, el peso al nacer se asoció con las concentraciones de IGF-I del suero materno y del

cordón umbilical , con las concentraciones de zinc del tejido placentario y con las

concentraciones de leptina del cordón umbilical. El análisis de regresión múltiple paso a

paso mostró que de las variables estudiadas , el IGF-I del cordón umbilical fue el factor

que se asoció más con el peso al nacer. Las concentraciones de insulina, leptina,

lactógeno 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 observó un aumento en la constante de disociación del receptor de insulina

placentario en el grupo PE, lo que refleja una menor afinidad por su ligando específico .

La constante de disociación del receptor de insulina, se asoció 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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Backgroun d. Th e aim of the present study was lo determine whether newborn birth
weight s were associat ed with insulin-Iike growth factor I (IGF· I), zinc, and leptin in
preeclamptic and norm oten sive pregn anci es.

Methods. This study was done cross-sectionally and includ ed 15 women with moder ate
preeclamp sia (PE group) and II norm otensive pregnant wo men (NT gro up) of similar
ges tational age . Maternal and umbil ical cord serum levels of zinc, lGF·I, IGF binding pro­
teins ((GFBPs), lept in, and placen tal zinc were assessed in eac h gro up.

Results. As compared with the NT group, the PE group had significantly (p < 0.05) lowe r
newborn birth weig ht [3 .33 (3. 11-3.55 ) vs. 2.80 (2.40-3. 17) kg], maternal IGF· I [303
(276-364) vs. 198 (153 -244) ng/rnl.] , and umbilical IGF·I [87 (7 1- 126) vs. 44 (26-98)
ng/mL] . In add itio n, low IGFBp·3 and high IGFBp· I were observed in the PE group. In
the PE group , birth weight correlated posit ively with placental zinc (rho = 0.56 , p =
0.04) , maternal IGF·I (rho = 0.76, p = 0.004) , umbilical cord IGF·I ( rho = 0.75, p =
0.005), and umbil ical cord leptin (rh o = 0.6 1, p = 0.02 ) leveis. Step wise multiple reg reso
sio n ana lysis showe d thal amo ng these variables , umb ilica l IGF·I was the majo r predict or
of birth weight. In the NT gro up, birth weig ht did not correlate with any of these varia bles.

COI,c1l1sioIlS. Th e present study indicates that moderare preeclampsia is associated with
low newb orn birth weight, IGF·I, IGFBP·3, and high IGFBp·1 without significant
ch anges in zinc and lept in leve ls. In addition, umbili cal IGF·I was the maj or predictor of
newborn birth weig ht. © 2002 IMSS . Publi shed by Else vier Science Inc.

Key Words: Birth weight, IG F· I, Zinc, Leptin, Preeclampsia .

Inlroduction

During norma l pregnancy, low birth weig ht has bee n associ­
ated with dec reased circulating zinc leveis ( 1,2) , low IGF·¡
and IGFBP·3 , and high IGFBp·1 co nce ntrations in maternal
and fetal circu lation (3-11 ). In addi tion, several studies
have shown a positi ve correlation between newb orn birth
weight and umbilical cord serum leptin levels (12-1 8). Zinc
effects on fetal growth and IGF·I and leptin may mediare
developm ent , at least in part, becau se nutritional zinc status

Address repriru requests to: Dr. AIi HalhaJi, Departamento de Biologfa
de la Reproducción, INCMNSZ. Vasco de Quiroga #15, Col . Tlalpan,
t4000 México. O.F.. México. Te!.: ( + 52) (55) 5573· 1160; FAX: ( + 52)
(55) 5655-9859 ; E-mail: alih@que.za l.innsz.mx

mod ifies the ci rculati ng le·vels of Ihese two hormones
(19 ,20) .

Preeclamp sia is associated with intrauteri ne growth re­
tard at ion (21,22) and low ci rcula ting IGF-I levels (23-25).
Results regar d ing leptin and zinc co ncentrations are centro­
vers ial in preecl amptic wo men (26-37) . Indeed, maternal
circulating lept in levels have been found high (26-29) or
unchan ged (26-30) in preeclamp sia. On Ihe other hand, cir­
cu lating zinc co ncentrations have been found low in rnater­
nal (3 1-33,37) and umbilical cord (3 1,34,35) serum during
preecl amp sia. High (34 ,35) or unchanged (36) matern al
zinc concentrations have been also report ed in preecl ampt ic
women.

Altho ugh IGF·I, zinc, and leptin have been sugges ted as
regulat or factors of fet al growth, they have not been as­
sessed simultaneo us ly during preecl ampsia; therefore, the

0 188-4409102S- see fronl rnatter. Copyr ight © 2002 IMSS. Published by Elsevier Scienee Ine.
PII SO188 -44 0 9 (0 I )0036 4 ·2
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aim of the prese nt study was to determ ine the major predic­
tor of newborn birth we ight in preecl amptic and normoten­
sive pregnancies.

Materials and Methods

Subjects. Mate rnal and umbilical cord blood samples as
well as placental explant s were ob tained from patient s in ac­
cordance with the guidel ines of the Decla ratio n of Helsinki.
The protocol of this study was approved by the Human Eth­
ics Co mmittee of the Inst ituto Nacio nal de Cie ncias Médi ­
cas y Nutrició n Salvador Zubirán (July 3, 1998) . The study
was done cross-sectionally at del ivery. Using a reco mo
mended stat istica l method for sam ple size de termi nat ion
(38) and our previous resul ts (25) in regard to IGF· I concen­
trations in norma l and preeclampt ic pregnancies, sample
size was estimated to be equ al to or more than nine subjects
in each group to reach > 80% statistical sample power at a
95% confidence level (95 % CI) . Fo r the experimental grou p
(PE group), 15 preeclamptic women were chosen in a con ­
secutive manner. The con trol group (NT grou p) was made
up of normotensive pregnant wo men without significant
diffe rences in biologica l and ges tatio nal ages and in parity
as comp ared to those of the experimental gro up . AII sub­
jects included in the study signed a written info rmed con­
sent formoDiagnosis of preeclam psia was based on the pres­
ence of hypertensio n (systolic blood pressure 2: 140 mmH g
and/or diastolic blood pressure 2:90 mm Hg) at least two
times, and marke d pro teinuria (at least 2 + on the dipstick:
> 100 mgldL) (21). AII 15 pregnant women belonging to the
PE group had a diagnosis of moderate preec lampsia (2 1).
Excl usion criteria were as fol lows : known preexisting hy- ,
pertensio n or previous preec larnps ia; liver, renal , heart, or
endocrine disorders, and use of nutritio nal supplernents, di­
uret ics , or any kind of horm onal trea trne nt. On ly women
giving birth to a c1inica lly healthy sing le product were in­
c1uded in the study . Ges tational age and newborns sma ll for
gesta tional age were est imated as previously descri bed
(39,40).

Matern al and umb ilical cord blood samples and place ntal
explants were co llected at delivery. After cen trifu gation of
blood, serum sarnples were aliquote d and froze n at - 70°C
until analys is. Placent al explants were washed in sali ne so­
lution to eliminate the excess of blood and frozen thereafter
at -70°C until analysis.

Zinc and prot ein determinations. Ser um and place ntal zinc
co ncen trations were meas ured by atom ic absorption spec ­
trophotome try (Perkin Elmer 2380 , Nor walk, CT, USA) .
Placental zinc conce ntrations were de term ined after tissue
digestio n in nitric acid so lution usin g a microwave sample
preparation sys tem MD S 2000 (C EM Corporatio n, Mat­
thews, NC, USA). Placental protein was determ ined as pre­
viously desc ribed by Bradford et al. (4 1).

Serum IGF-I and leptin dete rminations. Serum IGF-I was
determi ned using a commercia l immunoradiometric assay
kit (Diagnostic System Labora tories , Webster, TX, USA) afier
sepa ration fro m its binding pro teins, as previously described
(42) . Sensit ivity was 0.8 ng/mL and intra- and inter-assay
coefficients of variation were 3.4 and 8.2% , respec tively.
Serum leptin was dete rmined using a commercial radio­
írnrnunoassay kit (Lineo Research, lnc., St. Louis, MO,
USA). Sensitivity was 0.5 ng/ mL , and intra- and inter-assay
coefticients of varia tion were < 10%.

Sodi um dodecy l sutfate-polyacrylumide gel electrophoresis
(SDS -PAGE) and Western ligand blotting (WLB). Analysis
of serum IGFBPs by WLB was done as previous ly described
(43,44). A 20-fLL aliquo t of a seru m pool from eac h group
was dil uted in 280 fLLof buffer (2 .5% sodium dodecy! sul­
fate, 10% glyce rol, 0.02 % bromophen ol in 0.06 mol/L Tris­
HCI, pH 6.S). An aliquot of 50 fLL of each sarnple was ap­
plied to lI % SDS·PAGE in the abse nce of a reducing age nt
and run overnight. Proteins were then elec troblotted onto a
nitrocell ulose membrane (Bio -Rad Labo ratories, Hercules ,
CA, USA) . The nitrocellulose membrane was blocked at 4°C
with 1.5 mollL NaC I in 100 mmol/L Tris base , pH 7.4
(TBS)/O.5% gelatin, washed with TBS/O.I % Tween-Zü, and
incubated for 48 h with 800.000 cpm m I IGF-I (Arnersham,
Buckinghamshire, UK) at 4°C. Me mbranes were washed
twice with TBS/O.I % Tween 20 and three times with TBS .
The amount of IGFBPs in nitrocellul ose membranes was
determined using electronic auto radiography with an Insta nt
Image r (Packard lnstrume nt CO., Meride n, NJ. USA). Mern­
branes were also exposed to Extascan film, Kodak, at -SO°C
with an intensifying scree n.

Statis tical analysis. Result s are prese nted as media n with
interqu arti le ranges, Analysis of statistica l differences be­
tween group s was per formed by Mann -Whitney U test.
Ana lysis of frequencies of females between groups was
done using X2 test. Analys is of asso cia tion was tested using
Spearman rank correlation and stepwise multip le regression
test. Differences were considered sta tistica lly sign ificant at
P < 0.05. AH sta tis tica l analyses were done usi ng Statview
4 .02 statistical package (Abacus Co ncepts, Inc., Berkeley,

CA, USA) .

Resu lts

Clinica l cha racte ristics of the NT O/Id PE groups. Table I
summarizes the clín ical cha rac teris tics of subjects belong­
ing to the NT and PE groups. AH 15 pregn ant women be­
longing to the PE group had a diagnosis of mode rate preec­
lampsia. Materna l and ges tational ages , parity, and proportion
of female newborns were not significa ntly different between
groups. Newborn birth weights were significan tly (p = 0.01)
lower in the PE group tha n in the NT gro up. No newborn s
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Table 1.Clinical characteristics of the NT andPE groups

Patientchaructens tlcs

Maternal age (years)

Gestational age (weeks)
Maternal systclic blood pressure (mmHg)
Maternal diastol¡c blood pressure (mmHg)
Maternal proteinuria (N"of + on dipstick)
Parity
Newbornbirth weight (kg)
Newbom SGA « 10th perce ntile)
Proponionof Iemalenewboms

NT group (n = 11)

24 (22-27)
39.4 (38.1-39.6)
120 (110- 120)
70 (70- 80)

Trace
2 (1-3)

3.33 (3.11-3.55)
0111
7/11

PE group (11 = 15)

23 (19-30)
38.6 (38.1-39.5)
150 (150- 155)
105 (100- 1JO)

3 (3 - 3)
2 (1- 3)

2.80 (2.40-3.17)
5/15
5/15

p value

0.68
0.64

< 0.000 1
< 0.000 1

0.86
0 .0 1

0.13

VuJUC!\are given as median (interquartile range): SGA = small (Uf ges tational age.

small for gestational age « 10th percentile ) were found in
the NT group whereas in the PE group, five of IS were
srnall for gestational age,

IGF·I. IGFBPs. leptin, and zinc concentrations in the NT
and PE groups. Maternal circulating levels of IGF-I were
significantly lower (1' = 0.0008) in the PE group than in the
NT group (Table 2). Furthermore, umbilical cord IGF-I
concentrations were significantly lower tp = 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
zinc levels as well as zinc in placenta were not significantly
different between NT and PE groups (Table 2). To know
whether leptin levels were gender-specific, umbilical cord
serurn leptin concentrat ions were compared between female
and male newborns; no significant differences were ob­
served in the NT [7.6 (S.8-1 2.6) vs. 4.8 (3.8-7.7) ng/mL]
and PE [8.9 (7.1- 14.4) vs. 6.7 (1.7-IS .0) ng/mL] groups.

Analysis of IGFBPs from pools of maternal and umbili­
cal cord serurn from each group is shown in Figure l . 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.S kDa), IGFBP-l

(29.7 kDa), glycosylaled IGFBP-4 (29. 1 kDa), IGFBP-S
(27.9 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- I was threefold higher in umbilical cord serum of
PE group when compared with NT group (Figure 1Aj. In
materna l serum, WLB analysis was not able 10 detect IG­
FBP-3, IGFBP-4, and IGFBP-S in both groups and showed
an increment of 7.S-fold in IGFBP-I in PE group when
compared with NT group (Figure lB ).

Correlation analysis between concentrations of zinc, IGF·I,
and leptin in maternal and umbilical cord serum. Correlation
anaIysis 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
Iyzed separately, a significan! correlation was observed be­
tween maternal and umbilical IGF-I 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· I. lept¡n. and zinc as well as placenta!zinc concentration of the NT and PEgroups

Ccncen trutlo ns

MaternalserumIGF-I (nglmL)
Umbilical coro serum IGF·I (og/mL)
Maternal serum leptin (ng/mL)
Umbilical coro serum leptin (ng/mL)
Maternal serum zinc ( ....glmL)
Umbilical caedserum zinc{....glmL)
Placental zinc(Ilg/g protein)

values aregiven as median (interquartile range).

NT group(n = 11)

303 (276- 364)
87 (71- 126)

20.2 (14.1- 31.2)
6.4 (5.1-10.2)

0.99(0.84- 1.18)
1.21 (1.10- 1.29)
316 (266- 4 18)

PE group (n = 15)

198 (153-244)
44 (26-98)

25.0 (15.5-29.3)
8.0 (3.1- 14.8)

1.10 (0.93- 1.38)
1.33 (1.21-1.69)
268 ( 197-375)

p vulue

0.0008
0.02
0.96
0.69
0.29
0.07
0.28
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Figure 1. Charucterization of IGFBPs by WLB in umbilical cord (A) and
maternal (B) seru m pools from II NT and 15 PE pregnant women. Molec­
ular weight (MW) markers are shown on meleft .

Correlation analysis between newborn birth weights and
b/ood pressure, gestational age, /GF· /. zinc, and leptin.
As shown in Figure 2, newborn birth weights correlated sig­
nificantly with gestatio nal age (rho = 0.61,p = 0.002), and
diastolic blood pressure (rho = - 0.4 1, p =0.04). There was
no significant association between newborn birth weights
and systolic blood pressure. Figure 3 shows the results 01
correlation analysis between newborn birth weights and
IGF·I , zinc, and leptin. Newborn birth weights correlated
significantly with maternal and umbilical cord serum IGF·I
concentrations (rho = 0.72, P = 0.0003, and rho = 0.79,
p <0.0001, respective ly). Using stepwise multiple regreso
sion analysis, newborn birth weight was predicted by urnbil­
icalIGF-1(,2 = 0.53; p < 0.000 1), umbilicallGF-I, and ges­
tational age (,2 = 0.70; p < 0.000 1), umbilical IGF-I,
ges tational age , and diastolic blood pressure (,2 = 0.76;
p < 0.000 1), whereas the associat ion between newborn birth
weights and maternal IGF·I was excluded. There were no
significant associations between newborn birth weights and
placental zinc, maternal and umbilical zinc, and leptin levels.

2+---.--,--.----r-,.--..,.-.,--,
5 0 70 90 11 0 130

Diastolic blood pressure (mmHg)

Figure 2. Associalion between newbom binh weights with gestarional age
(A) and dlastclic 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 (rha = 0.68, p = 0.01) groups.
Newborn birth weights were not associated significantiy
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 IGF-I
concentrations (rha = 0.76, P = 0.004, and rho = 0.75, P =
0.005, respectively), umbilical cord serum leptin levels (rho =
0.6 1. p = 0.02), and placenta! zinc concentrations (rha = 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 urnbil­
ical IGF-I (,2 = 0.67; p = 0.0002) and umbilical IGF·I and
gestational age (,2 = 0.79; p<O.oool ), whereas maternal
IGF· I, umbilicalleplin, and placental zinc were excluded. In
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Figure 3. Association between newbom binh welghts with umbilical cord IGF-I (A), materna l IGF-I (B). placental zinc (e l. and umbilical coro leptin (O)
concenrrations in (he 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 zinc and circulating levels of
fGF-f 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-l Jevels (rho = 0.44. p = 0.03. and rho = 0.55, p =
0.009. respectively) and negatively with maternal zinc lev­
els (rho = - 0.47. P =0.03). Placenlal zinc was not associ­
ated significantly with maternal and umbil ical leptin and
with umbilical zinc. There were no significant correlations
between maternal or umbilical zinc levels with circulating
levels of lGF·1 and leptin.

Results of correla tions analysis performed in each group
showed that placental 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 circulati ng IGF-I lev­
els. There was a significanl association between placental
zinc concent ration and maternal serum leptin levels solely
in the NT group (rho = 0.64. p = 0.04). There were no sig­
nificanl correlat ions between maternal or umbilical zinc lev­
els with circulating levels of IGF-I and leptin in both groups.

Discusslon

The presenl study indicales that moderare preeclampsia is
associated with low newborn birth weight, IGF· I. IGFBP-3.
and high IGFBP-I without significant changes in zinc and
leptin levels. In addition, umbilical lGF·l was the major
predictor of newborn birth weight,

Newborn birth weights were lower in the PE group como
pared with those of the NT group of similar gestational age.
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In addition, 33% of newborns of Ihe PE group were small
for gestational age. These dala confirm intrauterine growth
retardation seen in preecla mpsia (2 1,22). Absence of a sig­
nificanl associat ion between systo lic 01' dias tolic blood pres­
sure with newborn birth weights in the PE group suggests
that intrauterine growth retardation was not influenced by
severity of preeclam psia. However, a longer fetal nutritional
deficit resulting from an early development of the disease
may explain the occurrence of srnall-for-gestational-age
newborns in the PE group.

During normal pregnancy, intrauterine growth retardation
has been attributed to low circ ulating IGF-I levels (5-11).
Newborn birth weights of the two groups together posi­
tively correlated with maternal and umbilical cord IGF-I
levels, indicating that this growth factor is involved in fetal
growth. Results of the presenl study showed a marked re­
duction of IGF·I levels in maternal and umbilical cord se­
rum of the PE group, which agree with previous studíes
(23-25). In addition, there was a signi ficant correla tion be­
Iween maternal and umbilical cord IGF-I leveis in the PE
group, which may be explained by decrea sed placental Klf-I
synthesis, Indeed, preeclampsia is assoc iated by placental
alterations (21,22) and placenta is the main extrahepatic site
of IGF· ] synthesis during pregnancy. On the other hand,
umbilical cord IGF-I levels could not be explained by ma­
ternal IGF-I concentra tions 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-I 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-I are modu lated
by its IGFBPs (45). Under physiologic conditions, 75% of
circulati ng IGF-I is bound to a lernary complex formed by
IGF·I, IGFBp·3. and an acid-labile subunit ; 24% is bound
to other IGFBPs, and the remaining 1% circulates as free
IGF-I (45). During pregna ncy an endogenous, pregnancy­
related, serum IGFBP-3 proteolytic activity is considered a
fundamental mechanism lo increase IGF- I bioavailability
(3,45). In the presenl study, WLB analysis of these binding
proteins from maternal serurn 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·J bioavailability, improving anabo lic functions dur­
ing pregnancy. Increased JGFBP -I observed in maternal se­
rum of the PE group may result from increased decidual
synthesis of this binding prote in (24). It has been sugges ted
that increased IGFBP-l contributes to restricted placental
and Iherefore to fetal growth (24). The IGFBP profiJe ob­
tained from the umbilical cord serum showed low IGFBP-3
and high IGFBP·I 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-depen denl (45), decreased IG­
FBP-3 may be explained by the low IGF- I levels seen in the

PE group. IGF-I levels could not explain high IGFBP- I
seen in the umbilical serum of the PE group in that this
binding protein is not IGF-I-dependent (45). However, high
IGFBP-l may be due to Ihe relative hypoxia (46) and de­
creased nutrien t supply as a result of reduced uteroplacental
flow seen in preeclarnpsia (22). Increased IGFBP-I seen in
the PE group may result in increased IGF-I transpon from
blood circulation lo target cells because this binding protein
is able to cross the capillary endothelial barrier (45). How­
ever, the expec ted increase in IGF·I bioavailabilit y appears
insufficienl lo correcl 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- I
amounts in Ihe umbilic al 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-I synthesis and sornatic
growth. Indeed , zinc deficiency has been associated with
low circulating IGF-I 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 effect s on IGF· I have been obtained with the admin­
istration of zinc during pregnancy (50). Although low zinc
concentrat ions have been reported in preeclampsia (31- 33),
we did not observe signific anl 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 concentration s
correlated with umbilical cord IGF-I levels and newborn
birth weights in the PE group. In addition , correJation analy­
sis carried OUl in the NT and PE groups together showed
that placenla l zinc co ncenlra tions correlaled not only with
umbilical cord IGF-I but also with maternal IGF·I levels.
Observation of a positive correlation between newborn birth
weights and maternal and umbilical IGF-I levels suggests
that zinc effects on fetal growt h may be mediated by IGF-1.

Maternal leptin concentrat ions have been found high
(26-29) 01' unchanged (26,30) in preeclampsia. Similarly,
high (27) 01' unchanged (28) umbilical cord leptin levels
have been reported in preeclampsia. In Ihe presenl study,
maternal and umbilical cord leptin leveis were not signifi­
cantly differenl between the NT and PE groups. The centro­
versy concerni ng these data may be due lo blood pressure
and proteinuria valúes, in that it has been reported that cir­
culating leptin leveis are positively associaled with the se­
verity of preeclampsia (26 ,30). Indeed, in the present as
well as in previous studies (26) carried oUI in mod érate
preeclampsia, maternal leptin levels were not significantly
differe nt between normal and preeclamptic pregnancies.
There was no significant correla tion 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 newbom birth weights and
umbilical Jeptin levels , which is in accordance with previ­
ous study (12-18). UmbilicaJleptin Jevels could not be con­
sidered as a determinant of birth weight but as a conse­
quence of newb orn body-rnass fat (5 1). A regulatory effect
of zinc on Jeptin levels has been described (20). The signifi­
cant correlation between placental zinc concentrations with
maternal serum leptin level s in the NT group suggests a
rnodulatory ro le of this nu trient on leptin met aboli sm , which
may be altered in preeclampsia and therefore deserv es to be
further investigaled.

In summary, the present study ind icates that moderare
preecl amp sia is associated with low newbom birth weight ,
IGF·I . IGFBP-3. and high IGFBP·¡ without significa nt
changes in zinc and leptin level s. Inasmuch as the result s of
the present study showed that umbilical IGF-I is the major
predictor of birth weight , we sugges t that low feta l IGF·I is
one of the main factors involved in the Iow birth weight
seen in preeclampsia .
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Artículo de revisión

Papel fisiológico del factorde crecimiento similar
a la insulina tipo 1 y sus proteínas
transportadoras durante el embarazo

Eulises Díaz Diaz,*Raúl Pichardo-Bahena ;" Fernando Larrea Gallo ,*AIi Halhali Bag hd ad *

Resumen

El lactor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF· I) Y sus
protelnas transporl adoras (IGFBPs), desempenan un papel lm­
portante en la regulación del crecimiento fetal. Estos factores pro­
telnlcos son producidos virtualmente por todos los órganosfetales
desde el desarrollo temprano y son potentes estimuladores de la
división y la diferenciacióncelular. Esta revisiónestá encaminada a
discutir algunos aspectos generales del papel fisiológico del IGF·1y
sus IGFBPs durante el embarazo, la regulación de las acciones
biológicas del IGF-I por sus IGFBPs y las alteraciones de estos
factores durante el retraso del crecimiento intrauterino y la prea­
clampsia.

Palabras clav e: IGF- I. IGFBPs, GH placentaria. hPL, crecimiento
fetal.

Introducción

Durante la gestac ión se establece una interrelaci ón
morfológica y fisiológica entre la madre y el feto en
desarrollo. Esta interrelación es finamente regulad a por
factores hormonales que regulan el metabolismo rna­
terno, el funcionamiento óptimo de la placen ta y ga­
ran tizan el crecimiento adecuado del feto en desarro­
110. Entre estos factores hormonales podemos citar al
IGF·I y sus IGFBPs . Estos factores pro teínicos son
producidos virtualmente por todos los órganos fetal es
desde etapas muy tempranas del desarrollo y son po­
tentes estimuladores de la división y la diferenciación
celular. El IGF-I es el factor de crecimiento que mejor
se correlaciona con el peso del feto en desarrollo a lo
largo de la gestación; observándose alteraciones en sus
concentraciones circu lantes en condiciones en las cua­
les el crecimiento fetal se ve comprometido. Esta reví-

• Departamento de BIología de la Reproducción. Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutr ición "Salvador Zu­
blrán" (INCMNSZ) , Mexíco. D.E
Departamento de Anatomía Patológica.
Fundación CHnlcaMédica Sur. México. D.E

Médica Sur, México

Abstra ct

Insulin'¡ike growth tectorI (IGF·I) and ils binding proleins (IGFBPs),
have a veryimportant role In the regulatlon of fetal growth. These
protein factorsare produced virtuallyby 811 fetal organs since early
development and are powerful stimulators ot cellular division and
differentiation. The ob}ectiveot this review Is discuss about the
physiological role of IGF·I and /ls IGFBPs during pregnancy, the
regulation of the bioJogical actions of IGF-I by lIs IGFBPs, and the
allerations of thls'actorsduring the intrauterine growth retardalion
and preeclampsia.

Key words : IGF·I, IGFBPs, placental GH, hPL, fetal growth.

sión está encaminada a discutir algunos aspectos ge­
nerales del papel fisiológico del IGF·I y sus IGFBPs
dur ante el embarazo, la regulación de las acciones bio­
lógicas del IGF-I por sus IGFBPs y las alteraciones de
estos factor es durante el ret raso del crecimien to in­
tra uterino y la preeciampsia.

IGF·I e IGFBPs

El factor de crecImiento similar a la Insulina tipo 1
(IGF·I, del inglés Insulln -Like Growth Factor-I), así
como sus 6 proteínas transportadoras conocidas como
IGFBPs (del Inglés Insul ín-Líke Growth Factor Bín ­
dlng Protelns) son proteínas de secreción, por lo que
comparten los mismos mecanismos de biosíntesis y se­
creción de otras proteínas ta les como albú mina , enzí­
mas pancreáticas e Insuli na ,

Regu lac ión de la expresión génlca de IGF-Iy s us
IGFBPs

El gen que codifica para IGF·I se encuen tr a localiza ­
do en el brazo largo del cromosoma 12. I Los genes que
codifican para IGFBp·l y para IGFBP-3 están localiza-

91



Eullses Diaz Diaz y cols.

dos en el brazo corto del cromosoma 7. ambos están
asociados con el gen HOX A; los qu e codifican par a
IGFBP-2 y para IGFBP-5 están locali zados 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 By
el que codifica para IGFBP·6 en el cromosoma 12 aso ­
ciado con el gen HOX C.'

El IGF-I es una hormona de naturaleza peptídica de
bajo peso molecular, que es expresada por todos los
tejidos adu ltos y fetales desde las pr imeras etapas de la
vida . El gen del IGF-I abarca más de 45 kb del ADN
genómlco y está conformado por 6 exones y 5 intrones
y posee al menos dos sitios promotores.' Se han desc ri­
to varios transcrlptos (ARNm) del gen producido por
cortes y empalmes alternativos de los diferentes exo­
nes que lo conforman'·' (Figura 1). Debido a que las
talias moleculares reportadas por los difer entes auto­
res no siempre coincid en , se han utlllzado intervalos
pa ra su de tección 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 maduración, un único producto proteí­
nico de 7.6 kDa con estructura muy similar a la de la
pr oinsulina. Al igual que la proinsulina, el IGF·I está
formado por una cadena polip eptídica simple y posee
tres puentes disulfuros íntracatenario. Tanto el IGF·I
como la proinsulina poseen regiones hidrofóbi cas idén-

ticas, as imismo, las cadenas A y B del IGF·I son muy
similares a las de la insulina'

La expresión del IGF-I y de su s IGFBPs es regulada
por factores hormonales tales como la hormona del
crecimiento (GH) los esteroldes sexua les, las hormo­
nas tiroideas y la insulina. Los factores nutriclonales
como el consumo de proteínas , energ ía y mícronutrí­
mentas como el zinc (Zn) son también importantes re­
gu ladores de su s íntesis.Y

El IGF-I puede tener acciones endocrinas, paracr í­
nas y autocrlnas.' ·' La presencia de dos sitios promoto­
res en el gen del IGF-I garantiza la expresión difer en­
cial que ocurre entre el hígado y el resto de los tejidos .
Se han descrito dos tipos fundame ntaies de transcríp­
tos (ARNm) del IGF·I, Iden ti ficados uno en el tejido
hepático y el otro en el res to de tejidos, los cuales codi­
fican para el mismo péptido maduro. Estos ARNm con­
tienen difere ntes regiones 5' no traducible debido al
uso de diferentes sitios de iniciación en el exón lo en
el exón 2. Los transcriptos a partir del exón 2 son pro­
ducidos por el hígado , son regulados fund amentalmen­
te por la GH , la ingesta de proteínas y energía, así
como los mícronutr ímentos tales como el Zn. Su pro­
du cto proteínico está destinado a cump lir las funcio ­
nes endo cr inas del IGF-I. Los transcríptos producidos
a partir del exón 1 se encuen tran en todos los tejídos
extrahepáticos y su regulación no es por GH ; en su
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lugar otras hormonas tal es como los estróg enos sexua­
les y las hormonas ti roideas son las reguladoras fun­
damentales. EIICF-l producido en los tej idos extrahe­
páticos desempeña funciones autocrlna-paracrínas' ?
(Figura 1).

Durante la vida posnatal, el hígado repre senta la
fuente de mayor producción de lCF-l y de sus lCFBPs.
y su sintesis está regulada por el estado nutricio y la
CH . quien promu eve la transcripción del gen dellCF­
1.... y de algunas de sus lCFBPs. fundamentalment e de
la lCFBp·3.' Los factores nutrlcios como el aport e enero
g étlco. prot eínico y de Zn están también involucrados
en la regulación de la síntesis dellCF-l y de sus lCFBP s,
así comodel crecimiento.6.7.12 El Zn es considerado como
un factor de crecimiento, lo cual ha sido ampliam ent e
comprobado, ya que la adm inistración de este nutri­
mento a niños desnutridos estimula el crecimiento y se
asocia con un incremento en los niveles de lCF-I.I3En
experimentación animal. se ha demostrado que el Zn
aumenta la expresión de lCF-l y modifica la produc­
ción de sus lCFBPs." Tambié n se ha visto que la su ­
plementaclón con lCF·l no es eficiente para gar anti zar
el crecimiento en condiciones de deficiencia de Zn.15

Síntes is y regulación de IGF·' du rante e l em ba razo

Como hemos mencionado, la sín tesis dellCF-l y de
sus lCFBPs es regulada por factores hormonales como
la CH, las hormonas tiro ideas . la insulina y por facto­
res nutricionales como el consumo de proteínas, ener­
gía y mlcronutrimentos como el Zn6 .7

Durante el embarazo, la producción hipofisiari a de
CH está disminuida, mientras que la concentración de
lCF·l aumenta a lo largo del embarazo. alcan zándo se
las mayores concentraciones al final del embarazo. Este
aumento se asocia al incr emento en la síntesis de CH
placentaria cuya estructura es muy similar a la hípofl­
siarla pero es codificada por un gen díferente.P" La
CH placentaria es secretada a la circulación materna.
donde ejerce un efecto Importante en la estimulación
de la producción hepática de lCF·l en la madre. En el
compart imiento fetal la CH placentaria no presenta
efectos ya que no es capaz de cruzar la barrera placen­
taria. En el compartimiento materno. ellCF-l estimu­
la los procesos anabólic os. lo que resulta en el aumen­
to del tejido graso y del glucógeno hepático."'" La
secreción de CH placentaria a la circulación materna
es menor en mujeres embarazadas con ret raso del cre­
cimien to intrauterino. Lo anterior resulta en una me­
nor producción hepática de lCF-l y por tanto en la dís -

Médica Sur, México

minución de los procesos anabólicos. lo que garantiza
una mayor disponibil idad de nutrimentos en la circu­
lación mat erna para ser transportados hacia el feto en
crecimiento bajocondiciones desfavorables. Sin embar­
go.este mecanismo compensatorio no es suficiente para
garantizar el adecuado crecimiento fetal . lo que sugie­
re la participación de otros factor es.

Otro factor hormonaiinvolucrado en la regulación
de la sínte sis dellCF-l durant e el embarazo es el lactó­
geno placentario humano (hPL)." Ellactógeno placen­
tario humano, la hormona proteínica más abundante­
ment e producida por la placenta pasa a la circulaci ón
materna y fetal. donde desempeña diversos papeles. En
la circulación materna. el hPL presenta un efecto ant í­
Insulínlco, lo que Induce a ia acum ulación de nutri­
mentos en la circulación materna. los cuales pueden
ser tr ansportados preferentemente hacia el feto a tra­
vés de la placenta." En la circulación fetal . el hPL esti ­
mula la síntesis de lCF-l y de glucógeno hepático. ade­
más de est imular el crecimiento fetal al unirse a
receptores tipo lactog énícos."

Sintes is de IGF·l durante la vida posnata l

En los primeros días posteriores al nacimiento . las
concentr aciones de lCF- l disminuyen con respecto a
las concent rac iones encontradas en la circu lación fe­
tal al final del embarazo. En los días posteriores al
parto . las concentraciones circu lan tes de lCF·l aumen­
tan y siguen incrementándose a lo largo de toda la ni­
ñez. alcanzando niveles máximos en la pubertad. lo que
coincide con el incremento de los esteroides sexuales.
A partir de los 25 años de edad y hasta los 60. las con­
centraciones séricas de lCF-l se mantienen constan­
tes. observándose una dismin ución en dichas concen­
tra ciones a partir de los 60 años de edad ."

Trans po rte de IGF-Ien la circulación

Después de ser síntetízado, ellCF·l es liberado a la
circulación donde es transportado por sus lCFBPs.
Solamente el 1% del lCF·l circula en forma libre ya
que el 75% circu la unido a la lCFBP-3. formando un
complejo macro molecular que no pued e atravesar el
endotelio vascular. aumentando su vida media de 10
minutos cuando está libre a 15 horas cuando está uni ­
do a la lCFBp·3. El otro 24% se encuent ra unido al
resto de las lCFBPs. fundamentalmente a la lCFBP-l
e lCFBP-2 que son de menor tamaño y sí son capaces
de atravesar el endotelio vascular.'
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Funciones biológicas delIGF·1

El IGF-I es capaz de estimular el crecimiento del car ­
tílago . la síntesis de ARN. de ADN y de proteínas: así
como de estimular procesos anabólicos. Durante el
embarazo. estimula la división celular y el crecimiento
de los tejidos maternos, a la vez que estimulan los pro­
cesos anabólicos que dan como resultado el Incremen­
to del tejido graso, de las res ervas de glucógeno hepátl·
ca, así como el desarrollo de las glándulas mamarias
entre otras modificaciones. En esencia el IGF-I tiene
efectos similares a los de la insulina sobre el músculo y
la placenta al estimular el transporte de aminoácidos y
glucosa, así como inhibir la lipólisis en el tejido adipo ­
so. Por otra parte, el IGF-Ijuega un papel importante
en el crecimiento como lo demuestra la estrecha corre­
lación entre las concentraciones circulantes de este
factor y la velocidad de crecimiento de los niños ."

Regulación de la actividad biológica delIGF-1 por
suslGFBPs

Es bien conocido que los efectos del IGF-I son modula­
dos por sus IGFBPs.' Para que el IGF-I pueda ejercer su
efecto anabólicoy estimular el crecimiento y maduración

fetal , es necesario que éste pase del torrente sanguíneo
hacia el espacio extravascular y se ponga en contacto con
su receptor especifico sobre la super ficie de sus células
blanco. Para que esto ocurra son necesarios dos proce­
sos: que el IGF-I se libere de la IGFBP-3,la que es consi­
derada el reservorio biológicode IGF-I en la circulación,
que por su tamaño no puede atravesar el endotelio vascu­
lar, esto se logra a través de la degradación enzimática de
la IGFBp·3, produciendo una disminución entre 20-30
veces de su afinidad por el IGF-I, lo que se traduce en
mayor concentración de IGF-I libre" (Figura 2).Durante
el embarazo se produce un Incremento en la proteóllsls
de la mayoría de las proteínas transportadoras del IGF-I,
fundamentalmente de la IGFBP-3. Se ha observado que
el nivel de proteólisls de la IGFBP-3 es más marcado en
mujeres con embarazo múltiple o en condiciones de insu­
ficienciaútero-placentaria , donde la demanda fetal de IGF­
1 es mayor." Este fenómeno de proteólisis ha sido am­
pliamente descrito en el suero materno,23,. pero par ece
también producirse en alguna medida en el suero prove­
niente de fetos con retraso en el crecimiento intrauter í­
no,sin embargo, la regulación delensamblaje de la IGFBP·
3 con su subunldad sensible a condiciones ácidas, parece
ser la forma fundamental de regu lar la concentración de
IGFBP-3 en la circulación feta l."

ALS

Bp·3

Capilar

Proteasa de IGFBP·3

o8 Fragmentos de BP·3

T IGF.I

Endotelio vascular

Intersticio

IGF.I T

Recepto r
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Figura 2. Representación esque ­
mátic a del mecanismo de regul a­
ción de la actividad biológica del
IGF-l por la lGFBP-3. Se muestra
el transporte de lGF-I. la degrada·
ción enzimátlca de la iGFBP-3 y la
lJberacJ6n d el IGF-J. quien e rre ­
viesa el endotelJo vas cular y se
pone en contacto con su receptor
especifi co. ALS (ectd-lebtle subu­
ntt), Bp·3 (bind ing protetn .si. JGF·
1 (Jnsulin -li ke growth fact or Ji.
ALS+Bp·3+lGF-i (compieJo terne­
rto: form a en que circula el 7596
aa tcet:
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Otro mecanismo para modular la actividad btologí­
ca del IGF·I , es su trans porte desde el torrente sangu í­
neo hasta el espacio intersticial por proteínas transo
portadoras de bajo peso mo lecular como las IGFBP·I,
2 Y4, las cua les son capaces de atravesar el endotelio
vasc ular"· 27 (Figura 3) y ponerse en contacto con la
superficie de las células blanco como lo hace la IGFBp·
l a través de su receptor de tipo a5{J l -Integr ína . lo que
genera por un lado la acu mulación de IGF·I sobre la
superficie de ias células blanco, a la vez qu e se pr odu­
cen cambios conformaclona les en la molécula de IGFBp·
l qu e induce una disminución de la afinidad por el IGF·
1, lib er ándose éste, pudiendo interacciona r con su
recep tor específico y ejer cer su efecto estimulador so­
br e el crecim iento" (Figura 3). Por otro lado, se ha
descrito qu e la unión de la IGFBp·I a su recep tor de
tip o a5{Jl · integr ina estimula el creci miento de man era
simUar a la ejercida por el IGF·!. ,, ·3. Existen va rios re­
portes del efecto potenciado r de la IGFBp·I sobre las
funci ones del IGF·!.31." No obstante, otros repor tes tamo
bién han demostrado un efecto Inhi bitorio de la IGF Bp·
l sobre la respu esta celu lar a IGF·I in vUro." ·"

Relación entre IGF·I, IGFBPs y el retraso del crecl­
miento fetal

Dura nte el embarazo, el IGF·I y sus IGF BPs son irn­
portantes para el crecimiento y diferenciación tanto de

los tejidos matemos como fetales. Desde etapas muy tem o
pranas del desarrollo, ta nto la placenta como el resto de
los tejidos fetales producen estos péptl dos y expresa n
sus receptores específicos."" ·· Las concen traciones de
IGF·I tanto fetal'.... como matern as.Paum entan a lo largo
del embarazo y al final del embarazo su concentración
correlaciona positivamente con el peso al nacer...... .45

Los recién nac idos que han sufr ido de retraso del
creci mie nto Intrauterino, como ocurre bajo con d ícío­
nes nutricio nales des favorabl es , presen tan menores
conce nt raci ones circulantes de IGF·I e IGF Bp-3 y ma­
yore s concentra ciones de IGFBp·I que los recién nacl­
dos con peso adecua do para la edad gestacíona l." De
ma nera similar, estudios recien tes han descr ito un a
men or concentración de IGF·I tanto en la circu lació n
mat erna como del cord ón umbtítcat ." :" así como alte­
raciones en las concentra ciones circulantes de la IGFBp·
I Yde la IGFBp-3 du rante el embara zo complicado con
preeclampsia, enfe rmedad hipertensiva inducida por el
embarazo que se caracter iza por la presencia de retra­
so del creci miento ínt rautertno.":"

La IGFBP-I es la pro teí na trans por ta dora pred orní­
nante en el fluido amniótico" y un a de las más abu n­
dantes en el plasma fetal." ·5ILa IGFBp· I se increm en­
ta a lo largo del embarazo en la circulación materna" y
fetai 45.53ya! fina! del embarazo su concentración se asocía
negativam ent e con el peso al nacer, lo que sugiere un
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Figura 3. Represent ación esque­
mática del transpon e de IGF·I por
procelnas transportadoras de baj o
peso m olecular. La IGFBP·] Inte­
racciona con su receptor especifico
y pierde afinIdad por el IGF·I. La
IGFBp·4 sufre un ataque proteoít­
tlco y pierde afinidad por el IGF·I.
A través de ambos mecanismos se
facilita la Interacción del IGF·I con
su receptor especifico.
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papel inhibitorio sobre el crecimiento fetal y un modu­
lador local de la acción del lGF-I. El grado de fosforila ­
ción de la JGFBP·! afecta la afinidad por el JGF-l. sien­
do las más fosforil adas las de mayor afinidad . Dura nte
la vida posn atal , la JGFBP-I se sinte t iza y se man tiene
en circulación como una úni ca isoforma altamente fos­
foril ada . Durante el embarazo, la JGFBP-! de origen
decldualy hepáti co se sintetiza tamb ién como una iso­
forma única alta mente fosforilada. Sin emb ar go, en la
circulación mat erna , feta l y el líquido amniótico la
JGFBP-I sufre cambios ya que se encuentra como una
mezcla de isoformas alta mente fosforilad as, de menor
grado de fosforil ación y des fosforiladas ." Las isofor­
mas que present an menor gra do de fosforila ción tienen
menor afinidad por el JGF-Jy potencian los efectos bio­
lógicos del JGF-J, mien t ras que las isoformas alta men­
te fosforiladas de la JGFBP-! Inhiben la actividad bio­
lógica del JGF-I.55.56

En 1998, Jwashi ta y col." demostraron que los re­
cién nacidos con bajo peso al nacer poseen igual can t i­
dad de la for ma no fosforll ada de la JGFBP-l que los
recién nacidos con peso adecuado para la edad gesta­
clonal, pero la can tidad de la forma altamente fosfori ­
lada era mayor por lo que la re lación isoforma no fos­
forilada/JGFB P-! total era menor en los recién nacidos
con bajo peso al nacer para la edad gest acional , lo que
sugiere que no solamente la can tidad total de JGFBP-I
sino que la proporción de Isoformas con diferentes gra­
dos de fosforil ación son impor tan tes para la regula­
ción del crecimiento fet al.

Conclusión

El factor de crecimient o similar a la insulina tipo J,
es el factor de crecimiento que mejo r cor relaciona con
el crecimiento feta l a lo larg o de toda la gesta ción . Esta
rel ación est recha ent re el JGF-J y el crecimien to fetal
se debe al papel que este factor hormonal desemp eña
en la modulación del metabolismo materno, en la es­
timulación del crecimiento y diferenciación de la pla­
centa y en la estimulaclón del transporte de nutrimen­
tos a través de la misma, lo que a su vez gar antiza el
adecuado crecimiento del feto en desarrollo. No sola­
mente las concen traciones de JGF-J son Importa ntes
para modular el crecimient o placentario y fetal. sino
también sus pro teínas transportadoras las que modu­
lan las acciones biológicas del JGF-I. El retraso del cre­
cimiento intrauterino asociado a la desnutrición pro­
teica -energética y la preeclampsia, son dos condiciones
patológicas en las cuales se produ ce un ret raso del ere-
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cimient o Intraute rin o asociado con alteraciones en las
concentraciones circulantes del JGF·Jy de sus JGFBPs.
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<
Abstr act

"

Objectives: To asscss the ligand binding characteristics of insulin and insulir:.like growth factor 1 receptors in normal and preeclamptic
placentas. <.

Deslgn and methods: This study was done eross sectionatiy in trophoblast membranes ohtained from 10 nonnotensive and 9
preeclamptic pregnant women. The affinity and number ofbinding sites of insulin and insulin-likegrowth factor I receptorswere assessedby
binding assays and Scatchard plot analysis. ..

Resultar Placental and newbom birth weigbts weresignificanlly(P < 0.001)lower in thepreeclamplicgroup. TheK. valuesof placental
insulin recepto", (IR) were significanlly higher in the preeclamptic group than in the normctensive group (1.08± 0.24 x 10-' vs. 0.81 ±
0.13 x 10-9 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 I recepto", (lGF-I R) betweengroups. Placentalweight was associaled negatively with the K. values of
IR (P < 0.05)and pcsitively with the number'of plaeental lGF. IR (P < 0.05);while newbom birth weighl was associatedpositively wilb the
number of IGF·I R (P < 0.05). In addition, bothsystolic and diastolic blood pressure correlated significanl!ywith K. values of placeotal IR
(P < 0.01).

Conclusions: These data demonstrate that preeclampsia is associated with low placental [R affinity. In addition, this study suggests an
associalionbetween the aflinity of IR aníl number ofIGF· IR wilb placenta!andlor fetal growth. Furthermore, high blood pressuremay affeel
the aflinity of placenta! IR. bUli"!llbeaflinity or nwnber of placental IGF·I receptors.
O 2004 Published by lbo Canadian Society of Clínical Chemists.

Keywords: Insulin receptor, IGF·I receptor; Placenta; Preeclampsia

29 ,
30 IntroductiooJ

31 Preeelampsia is a pregnaney-induced hypertension dis­
32 ease. Arnong several alteratioos, intrauterine growth retar­
33 dation has been found in preec1ampsia [1,2]. Insulin and
34 insulin-like growth factor l (lGF- I) are involved in fetal
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Nacional de Ciencias Médicas y Nutric ión Salvador Zubirán, Vasco de
Quimga No. 15 Col. TIaJpan, C.P. 14000 México D.F., México. Fax: +52
SS S6 SS 98 S9.

E-maa address: alih@quetml.innsz.mx(A. Halhali).

growth, and lbeir anabolic and mitogeoic activities are 35
mediated via their cel1 surface tyrosine kinase receptors 36
[3.41. The insulin receptor (IR) and IGF·I receptor (IGF· 37
1R) are structural1y similar and in certain regions, such as 38
the tyrosine kinase domain, share about 85% of homology 39
[5]. We and others [1.2,6--8] have observed intrauterine 40
growth retardation in more than 30% of the infants bom 41
from preec1amptic women, which was associated wilb low 42
!GF·I circulating levels in maternal and umbilical cord 43
compartments [6--9]. The observation of positive associa- 44
tions between newbom birth weight and IGF-I suggests 45
that fetal growth is regulated, at least in part, by thís growth 46

0009·9 120/$ • see front matter O 2004 PubJished by TIte Canadian Society of Clinical Cbemists.
doi:I O.IO I6lj.clinbiochem.2004.IO.013
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47 factor [6-9). Results regarding insulin and insulin resistance
48 during preeclampsia are controversial ; sorne authors have
49 reported hyperinsulinemia and insulin resistance [W-12),
50 while olbers have not found Ibese alterations [13]. Placenta
51 is involved in nutrients transport and is considered an
52 endocrine organ. Both insulin and IGF-I receptors are
53 abundant in placenta, mainly in trophoblastic tissue [14-17],
54 which suggests that their Iigands are regulators of amino
55 acids and glucose transport needed for placenta! and fetal
56 growth. Since preeclampsia is associated wilb intrauterine
57 growth retardation, the objective of this study was to
58 determine whelber IR and IGF-I R ligand binding character­
59 istics are altered in preeclamptic placentas .

60 Materials and methods

61 Reagents

62 Human recombinant IGF-I and [12'1]IGF-1 (specific
63 activity: 2000 Ci/mmol) were purchased from Amersham
64 (Amersham Pharmacia Biotech, London, UK). Human
65 recombinant insulin was obtained from Novo Nordisk
66 (NovolinMRR, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark). Insulin
67 was dialyzed during 72 h in sodium phosphate 0.05 M, pH
68 7.4 buffer , and radiolabeled with Na 12S1 (Amersharn
69 Pharmacia Biotech) using the chloramine-T melbod (18).
70 ['''I]insulin was separated from free Na' ''1 by gel filtration.
71 The final specific activity of purified [' ''I)insulin was
72 260 IICi/lIg.

73 Subjects

74 The protocol of Ibis study wasapproved by the Human
75 Ethies Committee of the Instituto Nacional de Ciencias
76 Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, and each woman
77 signed a written infoÍlrÍed consent formo Term placentas
78 were obtained after .d elivéry from 9 preeclamptic (pE
79 group) and 10 normotensive (NT group) pregnant women
80 of similar biologicalland gestational age (normal control
81 group). Al!"subjects studied were chosen in a consecutive
82 manner. AU Ibe subjects had similar demographic character­
83 isties and belonged lo urban population of Mexico City.
84 The diagnosis of preeclampsia was based on the simulta­
85 neous presence of hypertension (systolic blood pressure
86 ~ 140 mm Hg andlor diastolic blood pressure ~90 mm Hg)
87 and proteinuria (~2+ of protein on dipstick : ~100 mgldl)
88 (2). Patients wilb known preexisting hypertension or
89 previous preeclampsia, liver, renal, heart, and any other
90 endocrine disorders, as weU as the use of nutritional
91 supplernents, diuretics, and any kind of hormonal treatment,
92 were excluded from the study. Only women delivering a
93 single newborn wilb Apgar scores of 7-10 were included.
94 Newborns small for gestational age were classified accord­
95 ing lo the criteria of Lubchenco et al. [19) (birth weight
96 below the 101bpercentile of Lubchenco standards) .

Placental ce/l membranes 97

Afier delivery, cotyledons were obtained, rinsed in 98
0.9% NaCI at room ternperature to remove blood, and 99
frozen in Iiquid nitrogen . CeU mernbranes were obtained 100
by differential centrifugation as previously described (20). 101
Tissue homogenizations and membrane preparations were 102
done at 4' C. Placental cotyledon tissues (10 g) were 103
homogenized in four volumes of 50 mM Tris-HCl, pH 7.7 104
containing 0.25 M sucrose, 5 mM EDTA, 20 lIg1ml 105
phenylmelbyl-sulfonyl !luoride (PMSF), and 1.4 mglml 106
bacitracin. The homogenates were ceJitrifuged at 600 x g 107
for 10 min. Thereafier, the peUets were discarded and the 108
supernatants were centriftlged -at lO: 500 x g for 30 min. 109
The resulting supernatants were centrifuged at 39,000 x g 110
for 30 min. Each ' pel et Wa5 twice resuspended in Tris- 111
HCI, pH 7.7, aniÍ centrifuged at 39,000 x g for 30 mino 112
The final peUets \Vere resuspended in Tris-HCI , pH 7.7, 5 113
mM EDT , 20 Illi1ml phenylmelbyl-sulfonyl !luoride 114
(PMSF), and 1.4 mglml bacitracin, aliquoted and frozen 115
at,.;;':::70'C until assayed . Protein concentrations were 116
determinéd by Bradford method using BSA as standard 117
[21). . 118

Insúlin and IGF-1 receptor binding assays 119

Binding assays of insulin and IGF-I to placental 120
membranes were carried out as follows. Insulin, IGF-I , 121
and their corresponding [12SI)-labeled forms were dis- 122
solved in 50 mM Tris-HCI, pH 7.7, containing 0.5% 123
BSA, 20 ug/ml PMSF, 1.4 mglml bacitracin, and 10 mM 124
MgCI, . An aliquot of 90-100 IIg of membrane protein 125
(100 111) was incubated wilb lOO 111 of [12'I]insulin 126
(0.0150 nM) or ['2SI]IGF-1 (0.0075 nM) and increasing 127
concentration of insulin (0-7.95 nM) or IGF-I (0-1.14 128
nM) in a final volume of 300 111. 1ncubations were 129
performed overnight at 4'C under orbital agitation. Afier 130
incubation, I mi of Tris-HCI, pH 7.7, containing 8% 131
(w/v ) polyethylene glycol (pEG 8000) was added to aU 132
tubes and centrifuged at 3000 rpm for 30 min at 4'C. 133
Supernatants were discarded and tubes were inverted on 134
absorbent paper to remove aU residual droplets. Radio- 135
activity was determined in a gamma counter (Crystal 136
Plus, Multidetector RIA System, Packard Instrument 137
Company Inc., Downers Grove, IL, USA). Nonspecific 138
binding was determined in paraUel incubation containing 139
an excess of unlabeled insulin (31.7 nM) or IGF-I (9.12 140
nM). Binding data were obtained by Scatchard plot 141
analysis [22]. 142

Statistical analysis 143

Results are expressed as mean ± SD. Statistical dilfer- 144
ences belween groups were analyzed by two-tailed t test. 145
The comparison of the frequency of nulliparous and SGA 146
newborns were performed using x.' test. The associations 147
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153 Results

154 Clinical characteristics

148 between varia bles were analyzed using Pearson corre lation.
149 Differences were considered statistically significant at P <
150 0.05. AII statist ical analys es were done using Statview 4.02
151 statistical package (Abacus Conc epts, Inc., Berkeley, CA,
152 USA ).

155 As shown in Table 1, placental and newbom birth
156 weights were significantly (P < 0.001) lower in the
157 preeclamptic group, despite similar maternal and gestalion':'1
158 age s. Furthermore, 44.4% of the newboms from the
159 preeclamptic group were small for gestational age (SGA)
160 whereas all those from the normolensive gro up had
161 appropriale weight for gestational age (AGA)"

.1' J"

Receptorbinding assays 162

Prote in concenlralions of placental memb ranes were nol 163
signi ficantly different between the normolensive and pre- 164
eclamptic groups (1.59 ± 0.29 and 1.64 ± 0.42 mglml, 165
respectively). 166

Unlabeled insulin compeled wi th its labe led form in a 167
dose-dependent manner in both groups. The bind ing 168
assays showed that the half of placental IR were occupied 169
at a concentralion of 0.8 nM (K value) of insulin 170
(Fig. lA). As delermined by Scatchard plot analysis , the 171
affinity of IR was significantly' (P <; 0.05) lower in the 172
preeclamptic group as cornpared with the norrnotensive 173
group . However, lhe number bf IR was not different 174
between groups (Table 2 . 175

As observed for insul m; unl ábeled IGF- I displaced in a 176
dose-dependenl mií~mer its labeled form. The bindin g assay 177
showed that the balto placentallGF- IR were occup ied at a 178
concen tratiofi of 0.17 nM (Kd value) of IGF-I (Fig . l B). 179
The affinity and number of IGF-IR were not significantly 180
differen l between the normotensive and preeclamptic groups 181
as ahalyzedby Scatchard plots (Table 2). 182
Q'~ ~

Association studies 183

The associations of placental and newbom birth weights 184
with the affinity and number of IR and IGF-I R were 185
evaluated , As shown in Table 3, placental weight of the 186
normolensive and preeclamptic groups together correlaled 187
positively with placentallGF- IR and negatively with the K¿ 188

p

0.82
0.66
0.37

<{J.OO I
0.03

<{J.OO I

23.4 ± 5.2
39.0 ± 0.8
519
2462 ± 110
419
390 ± 60

PE group
(n = 9)

24.0 ± 5.3
39.2 ± 0.9
3/10
2972 ± 142
0110
529 ± 25

NT 8muP
(n = 10)

Tablc I
Clinical characteristics of the nonnotensivc (NT) and preeclamptic (PE)
groups

VaJues aregivcnas mean ± SD. SGA: smallfor gestational age.

Maternal age (years}
Gestationalage (weelcs)
Frequency of nuJliparous
Newbombirtb weight (g)
Frequencyof SGA newboms
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Fig. 1. Binding of insuJin (A) and IGF-I (B) 10 placenta! membranes trom nonnot ensive (cjcsed ei",les) and ¡x=lamptic (open círcles) groups. Tubc:s
conta ining 95 ~g of protein, ( '''ljlnsulin (0.0150 nMl, or ['''IJIGF-I (0.0075nMlin !he presence of incrcasing COncetltntions of !heir correspond ing
unlabeled Iigands were incubatcd during 18 h at 4DC. Nonspecific:binding was c:stimated in paraJlel incubations containir.gen excessof unlabeled ligand
(IOOO x ). Bound sud freefractions were separated by addition ofPEG. Scatdwd plots (bottom panels}weredenved li'om binding data shown in upperpanels .
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Table 2
Binding characteristics of placental insulin receptor (IR) and insulin-like
growth factor I receptor (JGF-IR) of the nonnotensivc: (NT) and
preeclamptic (PE)groups

Table 3
Association of placental and newbom birth weights with fue binding
charaeteristics oí placental ¡muJio andinsulin·likc growth factor Ireceptors

NT + PE groups NT group PE group
(n = 19) (n = 10) (n =9)

Placenta! weight versus
IR K, - 0.54' -0.15 -0.05
IGF-IR number 0.49' 0.48 0.58

Newbombirtb weigbt versus
IR K, -0.35 0.17 0.17
IGF·IR number 0.48- 0.79" 0.28

Values are given as Pearscn correlation coefficients (r) .
- P < O.OS.
.. P < 0.01.

t4.1

t4 .2

217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251

214
215

216

t4.3

t4 .4
t4 .5
t4 .6
t4 .7
t4 .8
t4.9

t4.1O
t4.11
14.12

PE group
(n = 9)

NT group
(n = 10)

NT + PEgroups
(n =19)

Systolic blood pressure versus
IR K, 0.67" 0.19 0.42
IGF·IR number -0.31 -0.28 -0.13

Diastolic blood pressureversus
IR K, 0.70" ., 0.55 0.41
IGF-IR number -0.34 -0.29 - 0.17

Values are given as Pearson correlation~cients (r) .

- P < O.OS.
•• P < 0.01.

Table 4
Association of maternal systolic and diastolic blood pressures with the
binding characteristics of placenta! insuJin andinsulin-like growth factor 1
receptora

the binding characteris tics w en both groups were analyzed

separately, ;'t"",-t:"."
I

Discussion
..
Studies regarding IR alterations in gestational hyper­

tensión are controversial, It has been observed in eryth­
rocytes that IR number and aflin ity are not altered in
gestational hypertens ion and preeclamps ia [23]. However,
in an other study [24], placental IR binding has been found
decreased in gestational hypertension with insulin resist­
ance. In the presenl study, the number of placental IR was
not significantly different between the norrnotensive and
preeclampt ic groups, as has been previously reported during
intrauterine growth retardation [25]. However, the affiníty of
placental IR was significantly lower in the preeclampt ic
group as compared wilb the norrnotensive group, which
may be involved in decreased placental amino acid and
glucose transport in preeclampsia . This n,'ay explain the
lower placental and fetal weights observed m preeclampsia,
The low aflinity of the placenlal IR observed in the
preeclampti c group and the high correlation observed
between the Kd values of placental IR and both systolic
and diasto lic blood pressure suggesl that hypertension is
associaled with low insulin sensitivi ty, al leasl at the
placental level.

rRegarding IGF-I and its association wilb fetal growth,
we and others [6-9] have observed that inlrauterine growth
retardation seen in preeclampsia is assocíated wilb low
IGF-I circulating levels . 11 has been shown that IGF-1
binding to purified erythrocyte receptors is increased in
preeclampsia , which has been suggesled as a compensalory
mechanisrn [23]. The rcsults obtained in the prescnt study
did nol demon slrate alteration in the aflinity and number of
IGF- IR. Howe ver, the sign ificanl associalion between
newbom birth weighl and placental IGF- IR number may
suggesl that IGF- IR is closing associated wilb fetal growth.
Indeed, the reported decreased of IGF-I R rnRNA and
protein in intrauterine growth retardation in rats support this
aflirrnation [25] . In the othe r hand, the absence of

pPE group
(n = 9)

NT group
(n ~ 10)

Dissociation 0.81 ± 0.13 1.08 ± 0.24 0.006
constant (10- 9 M)

Receptor number 1181 ± 210 1220± 369 0.78
(finoVmgprotein)

IGF· IR
Oissociation 0.17 ± 0.02 0.17 ± 0.03 0.83
ccnstant (10- 9 M)

Receptor number 215 ± 32 197 ± 32 0.24
(ñnoVmg protein)

Values aregiven as mean± SO.

Binding
cheracterisrics

IR

values ofIR, while the newbom birth weight of both groups
taken together correlated positively wilb placental IGF-1R.
When the norrnolensive and preeclamplic groups were
analyzed separately, newbom birth weight correlaled with
the number of IGF-1R in the norrnotensive group; however,
placental weight did not correlate significantly with any of
the variables studied in both groups .

The associations of blood pressure wilb placental and
newbom birth weights were aIso evaluated . When the
norrnotensive and preec lamptic groups were analyzed
together, systolic blood pressure correlated ~ignj~cantly

with placenlal weight (r = -0.81, P < 0.0001) and .with
newbom birth weight (r = -0.61, P = 0.005). In addition,
diastolic blood pressure also correlated significantl y with
placental weight (r = -0.84, P < 0.0001) and wilb newbom
birth weight (r = -0.67, P = 0.02). When the norrnotensive
and preeclampt ic groups were analyzed séparately, these
significant correlations were nol observed.

The association betwee n blood ¡iressure (last before
delivery) and binding chak cleristics of placental IR and
IGF-I R were also evaluated, As shown in Table 4, maternal
systolic and diastolic blood pressure correlaled significantly
wilb Kd values of placental IR when the norrnotensive and
preeclamptic groups were analyzed togelber . However ,
blood pressure did not correlate significanti y with any 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 lhe
255 affinity or number of placental IGF-l receptors.
256 In conclusion, lhe results of lhis study demonstrate that
257 preeclampsia is associated wilh low placental IR affinity. In
258 addition, lhis study suggests lhat lhe affinity of IR and
259 number of IGF-IR are involved in placental andlor fetal
260 growth. The negative association found between blood
261 pressure and the affinity of placental IR suggest that
262 hypertension may affeet lhe affinity of placental IR.
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