UNIVERSIDAD NA(EIONAL AUTONOMA
"% DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“Estudio de la relacion entre la ganancia de peso gestacional y
la presencia de los polimorfismos FTO rs9939609 y LEPR
rs1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en
poblacion mexicana”

T E S I S

Que para obtener el titulo de:

Licenciada en Bioquimica Diagnostica

P R E S E N T A

Fabiola Janet Quintero Andrés

DIRECTORA DE TESIS:
Dra. Irma Eloisa Monroy Mufioz

ASESORA INTERNA:
Dra. Maritere Dominguez Rojas

Cuautitlan Izcalli, Estado de México, 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION 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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Gendmica Molecular del Instituto
Nacional de Perinatologia "Isidro Espinosa de los Reyes" bajo la direccién de la
Dra. Irma Eloisa Monroy Mufioz.




OFICIO DE VOTOS APROBATORIOS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

Con base en el Reglamento General de Examenes, y |a Direccian de la Facultad, nos permiimos comunicar a usied
que revisanoes ef: Trabajo de Tesis.

Estudio de la relacién entre la ganancia de peso gestacional y la presencia de los polimorfismos FTO
rs9939608 y LEPR r$1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en poblacién mexicana

Que presenta ' pasante: Fablots Janet Quintero Andrés
Con nimero de cuenta; 415103002 para ohtener el tiuk de: Licenciada en Bloguimica Diagndstica

Consideranda que dicho trabajo rane los requisitos necesarios para ser dscutido en el EXAMEN PROFESIONAL
comespondients, olorgamos nuestra VOTO APROBATORIO,

ATENTAMENTE

*POR Mi RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuaulitn tzcalli, Méx. a 11 de Marzo de 2021,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE _Dra. Maria Esther Revuelts Miranda S | . _;
YOCAL Q.F.B. Rosalba Bonilla Sanchez
SECRETARIO Dra. Maritere Dominguez Rojas

ler. SUPLENTE L B.D. Larisa Andrea Gonzilez Salcedo

2do. SUPLENTE _L.B.D. Rosa Maria de los Angeles Lépez Cabrera

NOTA: bos sinodales supkintes «ntdn obigados 3 presentarse @l &ia y hore cw Bxamen Prodesianal,

LGS S

—
| —



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION
"-"'M‘.I"-t]i‘i H.&Lﬂ-.'ml. . [ :.Hiua 1
*‘m&“ ASUNTO: VOF ARATORIO
L
M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ ;;g _h,: :
DIRECTOR DE LA FES CUALUTTTLAN
FRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA cnmﬁﬁ,ﬂgum&a

Jefa del Departa ulacion
CACIATES Gyt

Con bass en &l Reglemento General de Exdmenes, v la Direccion de la Facutted, nos permifimes comunicar a usted
que revigamos efs Trabajo de Tesis.

Estudio de la refacion antre la ganancia de peso gestacional y |3 presencla de los polimarfismos FTO
re3E30600 y LEPR rs1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en poblacién mexicana

Chue prasents la pasante: Fablala Janet Quintera Andris
Con nimero de ceenta; 415103002 para obtener el Hluo de: Licenciada en Bioguimica Diagndstica

Considerando que dicho traban redne los requisibos necesarios para ser discufido en el EXAMEN PROFESIONAL
comespontents, olargamas nuestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cugiulifan lzeall, Méx. a 11 da Mareo de 2001,

FROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRM A
FRESIDENTE Dira, Maria Esther Revuelia Miranda
VAL Q.F B, Rosalba Bonilla Sinchez _&Eﬁﬂ@_&_
SECRETARIO Dra. Maritere Dominguez Rojas
ler. SUPLENTE _L.B.I}, Larisa Andrea Gonzdler Saleedn
2do. SUPLENTE _L.B.D). Rosa Maria de los Angeles Lipez Cabrer

MOTA: bos sinodales suplkeeies dstin ckligatkoy o presentarse el dia y hora del Examen Profesional

LEBACT e

——
| —



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

vamw ’JA(MAL L b
AVRIMA D€ ASUNTO: vo%‘Mmo

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUE

Jefa del Depart ’qauhcldn
‘ ithan,

Con base en el Reglamento General de Exdmenes, y la Direccidn de la Facultad. nos pemitimos comunicar a usted

que revisamas &f: Trabajo de Tesis.

Estudio de |2 refacidn entre la ganancia de peso gestaclonal y la presencia de los polimorfismos FTO
rs8939609 y LEPR rs1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en poblacion mexicana

Que presenta la pasarre. Fablola Janet Quintero Andrés
Con nimeso de cuen ta: 415103002 para oblener ¢l tiulo de: Licenciada en Bioguimica Diagnéstica

Corsiderando que dicho trabajo relne los requiskos necasarios para ser deculido en ¢ EXAMEN PROFESIONAL
correspondents, olorgamos nuesiro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cumatitian lzcalll, Méx. a 11 do Marzo de 2021,

PROFESORES QUILINTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dra. Marfa Esther Revuelta Mirsnda SR
VOCAL Q.F.B. Rosulba Bonilla Sanchez =
SECRETARIO Den. Maritere Dominguez Rojas . — { _
Ter. SUPLENTE LB, Lorisa Andrea Gonzdlez Saloedo P

2do, SUPLENTE L B.D. Rosa Maria de los Angeles Lopez Cabrera

NOTA: ks sinodales suplemes estdn obligades 2 praseritunie el dls y hors del Examen Profesional

LN g




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION
"-".uﬂm ..HH-I{HH.L - Y
EPreis IE . T e .
Mexins ASUNTO: W -:,.—], LY L]
M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ gé _h,q, :
DIKECTOR DE LA FES CUAUTTTLAN
FRESENTE

ATN: LA, LAURA MARGARITA EﬂﬂTm[JFRﬂA

Jefa del Departa ulacién
SIS Clginan.

Con base en &l Reglaments General de Exdmenas, v B Dineccion de la Facultad, nos permitimos comunicar & usted
que revisamos ef: Trabajo de Tesis.

Estudio de la refacion enfre la ganancia de peso gestacional y |a presencla de los pelimorfismos FTO
redE38608 y LEPR rs1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en poblacién mexicana

Chue prasents la peaante: Fabiala danet Quintens Andres
Can nimer de cuenta; 415103002 para obtener el il de: Licenciada en Bioguimica Diagndstica

Consderandn que dicho Irabao redne los nequisitos necesaros para ser disculido en el EXAMEN PROFESIONAL
comespondents, olagamos nuesire VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
CuaulitEn lzealk, Mex. a 11 da Mareo de 2021,

FROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRM A
PFRESIDENTE [, Mlaria Esther Fevueliz bMiranda
YVOCAL .F. B Rosalba Bomlla Sanchez
SECRETARIO Drra. Maritere Dominguezr Rojas
. v ' - R - _,.rJ:El'r'"' -
ler SUPLENTIE L.B.I¥, Larisa Andrea Gonzdler Saleedn B “'“
2do, SUPLENTE LRI Rosa Maria de los Angeles Lipez Cabrera

NIZTAC los Sinodales suplkestes 45kl gbligadas o presemtarse el dia y Foes cdel Examen Profesionol

LBACT fjorwy




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

VNWEMDAD NAQJONAL
AVPReMA DE
MEXICO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos el: Trabajo de Tesis.

Estudio de la relacion entre la ganancia de peso gestacional y la presencia de los polimorfismos FTO
rs9939609 y LEPR rs1137101 en la diada madre adolescente y su neonato en poblacién mexicana

Que presenta |a pasante: Fabiola Janet Quintero Andrés
Con nimero de cuenta: 415103002 para obtener el titulo de: Licenciada en Bioguimica Diagnéstica

Considerando que dicho trabajo redne los requisitos necesarios/ para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE ) )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 11 de Marzo de 2021.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Dra. Maria Esther Revuelta Miranda
VOCAL Q.F.B. Rosalba Bonilla Sanchez B
SECRETARIO Dra. Maritere Dominguez Rojas
ler. SUPLENTE L.B.D. Larisa Andrea Gonzélez Salcedo
2do. SUPLENTE L.B.D. Rosa Maria de los Angeles Lopez Cabrera FAAE—

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora de! Examen Profesional.

LMCF/javg

VI

—
| —



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Laboratorio de Gendmica Molecular del Instituto Nacional de

Perinatologia "Isidro Espinosa de los Reyes".

A mi asesora, la Doctora Irma Eloisa Monroy Mufioz, por la paciencia y confianza
gue tuvo al dejarme ser parte del proyecto; por su dedicacién y preocupacion para
asegurarse de haberme transmitido sus conocimientos, consejos y ayuda cuando
lo necesité. Agradezco infinitamente por haber tenido la suerte de tener una

asesora excelente, tanto personal, como profesionalmente.

Al Instituto Politécnico Nacional, por ser la primera institucion que me abrié sus
puertas; especialmente al CECyT 6, en donde comencé a formarme y encaminar
mi vida hacia el area que me apasiona. Me siento orgullosa de haber pertenecido
a la institucion y le sigo teniendo un carifio especial porque “Soy politécnico por

conviccion y no por circunstancia.”

A la Universidad Nacional Autbnoma de México; especialmente a la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, por abrirme sus puertas para seguir mi formacion
profesional. Agradezco especialmente a aquellos profesores apasionados de
transmitir sus conocimientos; especialmente a la Doctora Maritere Dominguez
Rojas, porgue gracias a su pasion por transmitir su pasion y sus conocimientos por
la biologia y genética molecular encaminé mi formacion especialmente hacia esa

area.

“Por mi raza hablara el espiritu”

Vi

——
| —



DEDICATORIAS

A mi mami, a quien amo y admiro infinitamente por haber sido madre y padre a la
vez, por ser la persona a quien mas amo y la mas importante en mi vida, por
inculcarme valores y procurar que siempre sea una mejor persona, por motivarme

a siempre dar lo mejor y a superarme cada dia y por siempre procurar mi bienestar.

A mi familia, por todo el carifio y el apoyo que nos han brindado a mi mama y a mi
a lo largo de nuestra vida y porque seguimos juntos en los buenos y malos
momentos. Especialmente a mi abue y mi tia Isa, que, aunque ya no estan
fisicamente conmigo, siempre estan en mi mente; porque me quisieron tanto y
porque fueron un gran apoyo para mi mama para cuidarme y guiarme de la mejor

manera posible mientras estuvieron con nosotras.

A Eduardo, por quererme tan bonito como lo haces, por cuidarme y preocuparte
tanto por mi, por mi bienestar, mi salud y mi felicidad; por apoyarme para cumplir
las metas que me he propuesto y motivarme para seguir venciendo los obstaculos
gque se han presentado; por compartir conmigo tantos momentos, por

complementarme y por seguir siendo parte de mi vida después de tantos afos.

A Lalo, Karen, Diana y Ale; a los primeros tres por ser la amistad mas bonita que
he tenido, por ser un gran apoyo y el mejor equipo; por seguir siendo parte de mi
vida, por demostrarme que se puede mantener una amistad pese a los afios y la
distancia fisica. Estoy muy orgullosa de la dedicacion, el amor y la pasién que
tienen por la medicina y estoy segura que seran unos profesionales excelentes.

A Ale por demostrarme que no hace falta convivir diariamente con alguien durante

tanto tiempo para lograr formar una amistad bonita, sincera y duradera.

A Lu, Yoshi, Mely y Gerardo, por transmitirme su amor por la institucion, por ser un
gran apoyo en la facultad, por su amistad bonita y sincera, por todos los recuerdos

gue tengo con ustedes y los que seguiremos construyendo.

VIl

——
| —



INDICE

OFICIO DE VOTOS APROBATORIOS. ...ttt Il
AGRADECIMIENT OS . .. e Vil
DEDICATORIAS. ... e VIiI
INDICE ... e 1
INDICE DE FIGURAS. ..o 4
INDICE DE TABLAS . ..., 6
ABREVIATURAS . .. e 7
RESUMEN. ... e e 11
1= o700 =T o 4T 13
Lo INtrOdUCCION. ... e 13
2. Embarazo adolescente. ..o 14
2.1, Prevalencia..... ..o 14
3. Controlprenatal...... ..o 15
3.1. Gananciade peso gestacional.............cciiiiiiiiiiiiii 16
3.2.  Factores que contribuyen a la ganancia de peso gestacional......... 17
3.3. Metabolismo en el tejido adip0oSO..........ccoiiiiiiiii 18
4.  Programacion metabodlicafetal..............cooooiiiii 19
4.1. Variantes genéticas de laobesidad.................cooooii 20
4.1 0. FT O 21
4.1.1.1. FTOTrs9969609.......c.ccviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 25
4.1.2.  LEPR. .. s 26
4.1.21. LEPRrs113710T. e 29
. JUSHIfICACION. ... 30
. HIPOESIS. .t 31
L. ObDJELIVOS. .. 31
A. Objetivogeneral..........ccooiniiiiiii 31
B. Objetivos eSpecifiCoS.........ccviiriiii i 31
V.  Materiales y MEtOUOS. ... ..o 32
A. Poblacidnde estudio...........cooiiiiiiii 32
1. CriteriosdeinClusion...........ccooiiiiiiiiii e 32
2. Criterios de exclusion...........ccoovviiiiiiii e 33




3. Criterios de eliminacion........cooeeoee e 33

B. Desarrollo experimental..............oooiiiiiiiiii 33
1. Extraccion de DNA. ... ... 33
2. Diseflodeiniciadores..........ccvvvviiiiiiiii e 35

3. Estandarizacion de la amplificacion de los fragmentos FTO

rs9939609 y LEPR rs1137101.....cccoviiiiiiiieieeeeaee 35

4. Escaneo de variantes de los polimorfismos FTO rs9939609 y

LEPR IST13710T . i 38

5. Secuenciacién de Sanger modificada.............................. 40

a) Purificacion de muestras...............ccooiiiiiinnn, 40

(1) Purificacion con Exonucleasa...................... 40

(2) Purificacion de banda..............ccccooiiiiinn, 42

b) Reaccion de PCR de secuencia.......................... 43

c) Purificacidbnencolumna..............ccoooiiiiiiiiin. 44

d) Secuenciacion............ccooiiiiiiii 44

6. Andlisis BioinformatiCo..............coooiiiiiii 45

7. Analisis estadistiCO.........ccooeiiiiii s 45

V. RESURAAOS. ... 46
A, FTO rs99396009.......ciiiiiiiiiie e 46
B. LEPR IST137 10 . o e 49
C. Resultados estadistiCOS. .........ouiiiieiiiii 55
VI.  Analisis y discusion de resultados............c.cooiiiiiiiiiii 61
A. Caracteristicas de la poblacién de estudio ...................coeiiel. 61
B. Secuenciacion de la variante FTO rs9939609................ccoevenene. 62
C. Presencia de la variante LEPR rs1137101...........ccoiiiiiiiiiiiinnns 63
1. Determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg............... 63

2. Relacién de los genotipos entre las diadas....................... 65

3. Asociacion de las caracteristicas de la poblacion de estudio

CON |0S GENOLIPOS. .. .viee e 66
a) Pardmetros antropomeétricos..............cceiiiiininnnnn. 66
b) Parametros bioquimicos..............ccooiiiiiiiiiiiin., 68

c) Complicaciones en el embarazo y resolucién de

——
N
| —



4. Asociacion de las caracteristicas de la poblacion de estudio

con la ganancia de peso gestacional.....................oooonl. 70

a) Parametros bioquimicos............coovviiiiiiiiiiiinn. 70

b) Complicaciones maternas y resolucién de parto....... 71

C) Pesoalnacer........coooiiiiiiiiiiiii 72

VI, CONCIUSIONES. ... et e eees 73
VI ProSpeClivas. .. .....ooiiii e e 74
IX.  ReferenCias. ... ..o 75
A. Libros consultados...........cooeiiiiii e, 75

B. Articulos consultados...........ccoiiiiiiiii 75

C. PAgQIN@s WED ..o 80




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Factores asociados a la ganancia de peso

GESEACIONAL. ... ..o 18
Figura 2. Metabolismo en el tejido adip0S0..........ocouiiiiiiiii e 19
Figura 3. Localizacion cromosémicadel gen FTO.........ooviiiiiiiiiiiiiii e 21
Figura 4. Estructura de la proteina FTO..........cooiiiiiii e 22
Figura 5. Desmetilacion de ssDNA o ssRNA por accion de FTO...................... 22
Figura 6. Funcion bioquimicade FTO..........cooiiiiii e 23
Figura 7. FTO como un posible sensor de aminOacidos............cccoevvviveieinnnn.. 25
Figura 8. Localizacion cromosomica del gen LEPR................ooiiiiiinnn. 27
Figura 9. Estructura de la proteina LEPR...........oooii 27
Figura 10. Receptores de leptina y vias de sefializacion de leptina intracelular...28
Figura 11. Graficode PCRde gradiente............coiiiiiiiii i 37
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de la PCR en gradiente para el
fragmento FTO rs9939609. ... 37
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% para la PCR en gradiente del
fragmento LEPR rs113 7101 ... i e 38
Figura 14. Grafico de desnaturalizacion.................cooiiiiiiii i 39
Figura 15. Representacion esquematica de la purificacion con ExXoSAP-IT.......... 41
Figura 16. Gréfico de purificacion con EXOSAP-IT.......cooviiiiiiiiiieeee 42
Figura 17. Gréafico de PCR de SeCUENCIa..........coviviiiiiiiiii e, 44
Figura 18. Gréficos de fusion, normalizacion y diferenciacion para FTO
FSO0396000. ... ettt 47
Figura 19. Electroferograma para FTO rs9939609............c.ccoiiiiiiiiiiiinen 48
Figura 20. Busqueda de coincidencia paraelgen FTO.............cocooiiiiiiiin., 49
Figura 21. Alineamiento en BioEdit............c.ooiiii i 49
Figura 22. Graficos de fusion, normalizacién y diferenciacién para la variante LEPR
TS A7 0T . e e 50
Figura 23. Electroferograma de un genotipo homocigoto silvestre.................... 51
Figura 24. Alineamiento de la secuencia silvestre en BLASTn......................... 51
Figura 25. Transcrito de aminOACIdOS.........o.viiiiiii i 52




Figura 26. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de un paciente con

GENOLIPO SIIVESII. ..o 53
Figura 27. Electroferograma de un paciente con el SNP rs1137101.................. 53
Figura 28. Alineamiento de la secuencia con el SNP rs1137101....................... 53

Figura 29. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de un paciente con el SNP

ST I 1 2 0 54
Figura 30. Electroferograma con resultado heterocigoto................cccooeiiiieinine. 54
Figura 31. Efectos funcionales del SNP rs1137101...........coiiiiiiiiiiiiiie, 55




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ganancia de peso deseable durante el embarazo.............................. 17
Tabla 2. DiseA0 de iNICIadOresS. ........ooviiiii e 35

Tabla 3. Volimenes de reactivos utilizados para la amplificacion de los

frAgMENTOS . ..o 36
Tabla 4. Volumenes de reactivos para la purificacion con EXoSAP-IT............... 41
Tabla 5. Volumenes adicionados a la reaccion de PCR de secuencia............... 43
Tabla 6. Caracteristicas de estudio de las diadas...............ccoooiiiiiiiiicin .. 55
Tabla 7. Comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg...............c.ocoooiieni. 57
Tabla 8. Asociacion entre los genotipos de las diadas.................cooeiiiiinnns 58

Tabla 9. Efectos maternos y neonatales sobre las caracteristicas de las diadas....58
Tabla 10. Efecto de la ganancia de peso gestacional sobre las caracteristicas de
188 IAdAS. ... 60




3-meT

3-meU

a-KG

AARS

ABH/ALKB

AEG

Akt

BLAST

CO

CoA

CTD

DNA

DNTPs

DsDNA

EDTA

ENADID

FTO

G3-P

ABREVIATURAS

3-metiltimidina, por sus siglas en inglés
3-metiluracilo, por sus siglas en inglés

a-cetoglutarato, por sus siglas en inglés

Sintetasas de aminoacil-tRNA, por sus siglas en inglés

a-cetoglutarato dependiente de dioxigenasa, por sus siglas en

inglés
Adecuado para la edad gestacional

Serinal/treonina quinasa, por sus siglas en inglés

Herramienta basica de busqueda de alineacion local, por sus siglas

en inglés.

Diéxido de carbono

Coenzima A

Dominio C- terminal, por sus siglas en inglés

Acido desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés
Desoxinucledsidos trifosfato, por sus siglas en inglés
DNA de doble cadena

Acido etilen diamino tetracético

Encuesta Nacional de la Dindmica Demogréfica

a-cetoglutarato dependiente de dioxigenasa; gen asociado a la

masa grasa y obesidad; del término inglés dedos fusionados

Gliceraldehido-3-fosfato, por sus siglas en inglés




GEG

GHR

GPG

Grb2

HDL

HEK

HRM

IBM

IMC

INPer

IOM

IRS

JAK

LDL

LEP

LEPR

LRS

mSA

MAPK

MEF

MPM

Grande para la edad gestacional

Referencia genética de origen, por sus siglas en inglés
Ganancia de peso gestacional

Proteina 2 unida al factor de crecimiento, por sus siglas en inglés
Lipoproteinas de alta densidad, por sus siglas en inglés

Rifidn embrionario humano, por sus siglas en inglés.
Desnaturalizacion de alta resolucion, por sus siglas en inglés.

Corporacion internacional de maquinarias de negocios, por sus

siglas en inglés.

indice de Masa Corporal

Instituto Nacional de Perinatologia

Instituto de Medicina, por sus siglas en inglés
Sustrato receptor de insulina, por sus siglas en inglés
Janus quinasa, por sus siglas en inglés
Lipoproteinas de baja densidad, por sus siglas en inglés
Leptina

Receptor de Leptina, por sus siglas en inglés

Leucyl tRNA sintetasa, por sor sus siglas en inglés
6-metiladenosina, por sus siglas en inglés

MAP (Proteina asociada a microtubulos) cinasa, pos sus siglas en

inglés
Fibroblastos embrionarios de raton, por sus siglas en inglés

Marcador de peso molecular




MSC
Mtorc

NCBI

NOM
Nt
NTC
NTD
Ob-R
OMS
Pb
PCR
PEG
PI3K
PTP1B
RAG
RFU
RNA
Rpm
SHP2
SNP

SOCS 3

Complejo multi-sintetasa
Objetivo mamifero de rapamicina, por sus siglas en inglés

Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica, por sus siglas

en inglés

Norma Oficial Mexicana

Nucledtidos

Control sin plantilla, por sus siglas en inglés

Dominio N-terminal, por sus siglas en inglés

Receptor de la obesidad, por sus siglas en inglés
Organizacion Mundial de la Salud

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés
Pequefio para la edad gestacional

Fosfatidilinositol-3-quinasa, por sus siglas en inglés

Proteina tirosina fosfatasa 1B, por sus siglas en inglés

Genes de activacion de recombinacion, por sus siglas en inglés
Unidades de fluorescencia relativa, por sus siglas en inglés
Acido ribonucleico, por sus siglas en inglés

Revoluciones por minuto

Proteina tirosina fosfatasa 2, por sus siglas en inglés
Polimorfismo de un solo nucledétido, por sus siglas en inglés

Supresor de la sefializacion de citocinas 3, por sus siglas en inglés




SPSS Programa estadistico para ciencias sociales, por sus siglas en

inglés
STAT 3 Activador de la transcripcion 3, por sus siglas en inglés
TAE Tris-Acetato EDTA
TG Triglicéridos
TBE Tris-Borato EDTA
Tm Temperatura media de alineamiento
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RESUMEN

Se han realizado varias encuestas en poblacion mexicana en las que se reporta la
prevalencia de embarazos adolescentes, la realizada por el Instituto Nacional de
Geografia y Estadistica (INEGI) en 2019 contabilizé 2.1 millones de nacimientos.
El 16.2% de los nacimientos correspondian a madres adolescentes entre 15 a 19
afos y 0.4%, es decir, 8.5 mil nacimientos fueron de madres menores de 15 afios
(URL 2).

Debido a la alta prevalencia de embarazos en el pais se han tratado de implementar
medidas para disminuir los porcentajes antes mencionados. La Encuesta Nacional
de la Dinamica Demografica (ENADID) realizada en 2014 y 2018 han permitido
comprobar que afortunadamente ha habido una ligera disminucion en la incidencia
de embarazos adolescentes, pasando de 77 a 70.6 nacimientos por cada 1,000
mujeres de 15 a 19 afos (URL 3).

Establecer las causas que influyen para desarrollar problemas con la ganancia de
peso es complicado debido a su etiologia multifactorial; estos problemas incluyen
el desarrollo de enfermedades durante el transcurso de éste, probable induccién
prematura del parto, retencion de peso al nacer e incluso la muerte fetal y/o
materna, entre otros, por lo que, llevar un correcto control de peso es importante
para procurar que éste transcurra de la manera mas normal posible.

Cada embarazo transcurre de una manera distinta, los factores genéticos pueden
influir en mayor o menor grado para su desarrollo, para comprobarlo se deben
realizar multiples estudios de asociacion con genes especificos; tan especificos
como para detectar que el cambio en un solo nucleétido de la secuencia de ese
gen pueda ser un factor que influya en su presencia. Existen multiples estudios que
han tratado de asociar a los genes FTO y LEPR como causa de obesidad,
especialmente con sus polimorfismos rs9939609 y rs1137101, respectivamente.
Es por ello que en el INPer se intentd asociar la presencia de ambas variantes con
la ganancia de peso gestacional excesiva y algunos problemas que se desarrollan
frecuentemente en estos casos; para ello se captaron a 54 mujeres adolescentes,
cuyo embarazo comenzara entre los 10 a 19 afos.

Los resultados que arrojé este estudio evidenciaron que todas las adolescentes

poseian un IMC pregestacional normal y en su mayoria un aumento de peso menor
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al recomendado, probablemente debido a ello, no se presentaron problemas de
diabetes gestacional o dislipidemia, y se presentaron pocos casos de preeclampsia,
asi como bajo porcentaje de cesareas. Mientras que en los recién nacidos ninguno
presentd una puntuacion Apgar menor a 7 y la mayoria de ellos fue considerado
pequefio para la edad gestacional, como suele suceder en embarazos
adolescentes.

Solo se logré determinar la presencia del genotipo para LEPR rs1137101 en la
diada madre adolescente y su neonato; haciendo evidente la prevalencia del
genotipo heterocigoto y la menor frecuencia de la variante de riesgo tanto en las
madres como en sus hijos, con un porcentaje bastante similar de cada genotipo.
Con los resultados anteriores unicamente se logré asociar la presencia de la
variante polimérfica rs1137101 a un IMC pregestacional menor en las mujeres que
poseian el genotipo de riesgo; sin embargo, su impacto parecia no tener gran
importancia y mas aun considerando que ninguno presentaba sobrepeso u
obesidad, por otra parte, no se logré asociar la ganancia de peso excesiva a un
aumento en el perfil bioquimico, el desarrollo de preeclampsia o la induccion de los
partos en las madres.

Hay muchos factores que pudieron influir en la falta de asociacion de la presencia
de la variante con la ganancia de peso gestacional y las complicaciones en el
embarazo en las diadas, como la etnia, edad, antecedentes familiares, cantidad de
masa magra, leptina e insulina en las madres, pero que no pudieron ser evaluado
en este estudio.

El seguimiento de los casos hubiera ayudado a establecer problemas de retencién
de peso en las madres; asi como a indagar sobre la influencia de la variante con el

pronto desarrollo de sobrepeso u obesidad en los recién nacidos.
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. MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION

La ganancia de peso gestacional se refiere al peso que gana una mujer desde el
momento de la concepcidn hasta el inicio del trabajo de parto. El aumento de peso
recomendado varia para cada mujer dependiendo del valor de su indice de masa
corporal pregestacional. Cuando éste se rebasa, las mujeres son mas susceptibles
a retener peso después del parto y desarrollar problemas de sobrepeso u obesidad,
que es una enfermedad caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el
organismo, lo que a su vez puede desencadenar otros problemas de salud.

En México existe una gran prevalencia de embarazos adolescente, aunque los
datos reportados por la ENADID de 2014 y 2018 muestran una disminucién en su
incidencia, pasando de 77 a 70.6 nacimientos por cada 1,000 mujeres de 15 a 19
afios, es importante continuar implementando medidas que permitan seguir
disminuyendo las cifras reportadas y evitar problemas de salud a corto o mediano
plazo en las madres adolescentes y su descendencia (URL 3).

El estudio se realiz6 a partir de muestras de sangre periférica de las madres
adolescentes y de cordon umbilical o mucosa oral de sus hijos, utilizando las
técnicas de HRM y secuenciacion de Sanger modificada para determinar los
genotipos de cada uno. Posteriormente se realizo un analisis bioinformatico para la
identificacion de los polimorfismos con BioEdit, BLASTn, BLASTp y Polyphen-2,
seguida de un andlisis estadistico que permite establecer la influencia del
polimorfismo rs1137101 sobre las caracteristicas de las diadas; asi como la
influencia de la ganancia de peso gestacional.

La finalidad de este estudio es demostrar si la presencia de los polimorfismos FTO
rs9939609 y el LEPR rs1137101 influyen en la ganancia de peso excesiva, asi
como en el desarrollo de problemas con el control de peso. Esto puede servir para
gue los médicos que llevan el control de los embarazos puedan emitir
recomendaciones que ayuden a llevar un mejor control del peso durante y después
del embarazo, lo que ayudaria a disminuir la probabilidad de presentar las
complicaciones que conlleva, ya que las madres y sus hijos serian mas

susceptibles a padecerlas.
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2. EMBARAZO ADOLESCENTE

En 2012 la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién) definié el embarazo
adolescente, o embarazo precoz, como aquel que se produce en una mujer entre
la adolescencia inicial o pubertad (comienzo de la edad fértil) y el final de la
adolescencia (Loredo, et al., 2015), este periodo abarca alrededor de los 10 a los
19 afios.

El embarazo durante esta etapa de la vida representa un problema de salud,
generalmente asociado a problemas tanto para la madre como para su hijo. La
maternidad adolescente es considerada un problema de salud en México, pues se
ha documentado que la maternidad a edades tempranas representa un mayor
riesgo para la madre y su producto, tanto durante el embarazo como en el parto
(URL 1).

Es sabido que, a nivel mundial, las complicaciones durante el embarazo y parto son
la segunda causa de muerte entre las mujeres adolescentes de 15 a 19 afios, en
tanto que los bebés de madres menores de 20 afios enfrentan 50% mas de
probabilidades de mortalidad prenatal o de morir en las primeras semanas de vida
gue los bebés de mujeres de 20 a 29 afios. Asimismo, los recién nacidos de madres
adolescentes tienen mayor probabilidad de registrar bajo peso al nacer, aunado al
riesgo subsecuente de tener complicaciones de larga duracion. En este sentido,
entre mas joven sea la madre, mayor el riesgo para el bebé (URL 1).

Ademas del riesgo de muerte, la madre adolescente también corre riesgo de
aumento de peso, hipertension, preeclampsia, anemia, infecciones de transmision
sexual, y desproporciones cefalo-pélvicas causantes tanto de la muerte de la madre
como del hijo, provocando que las complicaciones en la etapa de gravidez sean

mayores a las que tienen las mujeres de mas de 20 afios (URL 1).
2.1. PREVALENCIA
De acuerdo con la estadistica sobre nacimientos que presenta el Instituto Nacional

de Geografia y Estadistica (INEGI), en 2019 se contabilizaron 2.1 millones de

nacimientos. De los que, el 16.2% correspondieron a mujeres adolescentes entre
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15 a 19 afos. Asimismo, ocurrieron 8.5 mil nacimientos (0.4%) entre las menores
de 15 afos (URL 2).

Segun datos de la Encuesta Nacional de la Dinamica Demogréafica (ENADID) 2018,
existen en el pais 5.5 millones de mujeres adolescentes de 15 a 19 afios, ellas
representan 16.7% del total de mujeres en edad reproductiva de 15 a 49 afios. De
estas mujeres, el 15.8% ha estado embarazada alguna vez; 12.2% ha tenido por lo
menos un hijo/a nacido vivo y el 3.3% se encontraban embarazadas (URL 2).

Al comparar los datos de la ENADID de 2014 y la de 2018, se observa una
disminucién de la fecundidad adolescente, de 77 a 70.6 nacimientos por cada mil
mujeres de 15 a 19 afios de edad (URL 3).

3. CONTROL PRENATAL

El control prenatal tiene como objetivo la prevencion y reduccion de la mortalidad
materna y morbi-mortalidad perinatal y esta encaminado a promover la salud de la
madre y su hijo (Mendoza; et al, 2015).

La NOM-007-SSA2-2016 “para la atencion de la mujer durante el embarazo, parto,
puerperio y del recién nacido” recomienda que la mujer embarazada de bajo riesgo
tenga, como minimo, cinco consultas prenatales que preferentemente deben
iniciarse en las primeras ocho semanas de embarazo y a partir de ahi fijar un
calendario de atencion, en el que se pueden incluir dos consultas en el primer
trimestre, dos en el segundo, una en la semana 28 y a partir de ahi, repartir las
consultas restantes hasta la resolucion del embarazo cada 4 semanas (URL 4). En
2013 el Colegio Mexicano de Especialistas en Ginecologia y Obstetricia
(COMEGO) recomendaron que las mismas opciones de cuidado prenatal
mencionadas en la misma norma, pero en la version de 1990, debian ser ofrecidas
a las madres adolescentes (URL 5). Cabe mencionar que el esquema de citas para
el control prenatal es muy similar al de la version de 2016.

En la primera consulta se realiza la valoracion clinica completa en la que se incluye
la valoracion antropométrica y del estado nutricional; en el caso de adolescentes
ofrece indicadores de riesgo perinatal: talla baja materna, bajo peso
preconcepcional y pobre incremento ponderal que indican un riesgo de 2 veces

para prematurez y bajo peso al nacer (URL 5).
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3.1. GANANCIA DE PESO GESTACIONAL

Definimos a la ganancia de peso gestacional (GPG) como el peso que gana una
mujer desde el momento de la concepcion hasta el inicio del trabajo de parto
(Weaver, 2019). La distribuciobn de este aumento de peso corresponde
aproximadamente el 27% al peso fetal, 6% al liquido amnidtico, 5% a la placenta y
el resto del porcentaje corresponde a 6rganos maternos: mamas y Utero, tejido
adiposo, volumen sanguineo y liquido extracelular. (Gil, A., 2017)

La ganancia de peso gestacional (GPG) es un fenbmeno complejo influenciado no
sb6lo por cambios fisiolégicos y metabdlicos maternos, sino también por el
metabolismo placentario. Se evalla el estado nutricional de la mujer embarazada
por medio del IMC (indice de masa corporal), que se obtiene dividiendo el valor del
peso en kilogramos por el de la talla en metros al cuadrado. Este indicador ha
demostrado una buena asociacion con el grado de adiposidad y con el riesgo de
enfermedades cronicas no transmisibles, y tiene la ventaja de ser facil de calcular
y de no requerir un estandar de referencia (Minjarez; et al, 2014).

Las mujeres que al momento de embarazarse tienen un IMC normal y una ganancia
de peso adecuada durante la gestacién presentan una mejor evolucion durante el
embarazo y el parto que aquellas mujeres con una ganancia de peso mayor a la
recomendada. Las mujeres con una ganancia de peso gestacional mayor a la
recomendada presentan un incremento en el riesgo de tener complicaciones
obstétricas como hipertensién, diabetes, varices, coledocolitiasis, embarazos
prolongados, retardo en el crecimiento intrauterino, mayor porcentaje de
complicaciones al nacimiento, infecciones antes y después del parto,
complicaciones trombdticas, anemia, infecciones urinarias y desordenes en la
lactancia (Minjarez; et al, 2014)

Sin embargo, no siempre es preferible una mayor ganancia de peso. En estudios
recientes se han destacado algunos de los desenlaces negativos de salud
asociados a mayores ganancias durante el embarazo, entre los que destacan
complicaciones del parto, sobrepeso infantil y mayor retencion del peso postparto,
lo que predispone a un riesgo posterior de obesidad en la madre (Herring y Oken,
2010).

Por ello resulta de gran importancia un control prenatal correcto, una adecuada

clasificacion nutricional, la elaboracién de una dieta y las indicaciones adecuadas
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del personal de las instituciones de salud son puntos clave para lograr un régimen
alimenticio adecuado en la gestante que permitiria evitar un incremento excesivo
de peso en la embarazada, reduciendo el riesgo de obesidad que en los ultimos
afnos se ha duplicado (Minjarez; et al, 2014)

El apéndice normativo C de la NOM-007-SSA2-2016, se enfoca en el estado de
nutricibn materno basandose en la medicion del IMC pregestacional y su edad, para
establecer los valores deseables de ganancia de peso. En el caso de madres
adolescentes y/o menores a 1.50 metros de altura los valores deseables no aplican
de la misma manera (URL 4).

A nivel internacional, el Instituto de Medicina de Estados Unidos (IOM), emitio las
recomendaciones de la ganancia de peso gestacional en base al IMC

pregestacional (URL 6). Ambas recomendaciones se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Ganancia de peso deseable durante el embarazo

Clasificacion del IMC Ganancia de peso Ganancia de peso recomendada
pregestacional recomendada por IOM por la NOM-007-SSA2-2016
Bajo peso: IMC <18.5 12.5-18 18
Normopeso: IMC 18.5-24.9 11.5-16 15.89
Sobrepeso: IMC 25-29.9 7-11.5 11.35
Obesidad: IMC =30 5-9 9

La norma recomienda el limite superior de la ganancia deseable en madres adolescentes.
Modificada de URL 4 y 6.

3.2. FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA GANANCIA DE PESO
GESTACIONAL

La diversidad de los factores que influyen en la cantidad de peso ganado durante
el embarazo podria explicar algunas de las diferencias observadas en los patrones
de GPG, los cuales coinciden con la etiologia de la obesidad (Weaver, 2019). En

la Figura 1 se muestra un esquema de estos factores.
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ENTORNO SOCIAL/JURBAND NATURAL ¥ DE LA ETAPA VITAL
Socialesfinstitucionales: medios de comunicacion, cultura y culturizacion, servicios sanitanios, politicos.
Entorno: Alfitud, toxicos ambientales, desastres naturales y provocados por €l hombre.
Vecindaro/comunidad: acceso a alimentos saludables, oportunidades de actividad fisica.
Interpersonales/familiares: violencia familiar, estado civil, apoyo de |a pareja y familiar.

FACTORES MATERNOS
Caracieristicas genéticas.
Programacion del desamollo.
Epigenética.

Sociodemograficos: etnia, situacion socioeconomica, inseguridad alimentania.
Antropométricos y fisiologicos: IMC previo al embarazo, medio hormonal, tasa metabdlica basal.
Meédicos:morbilidades previas, hiperemeésis gravidica, anorexia nerviosa y bulimia nerviosa, cirugia
bariatrica, muliiparidad.

Psicologicos: depresion, estrés, apoyo social, actitud hacia |a ganancia de peso..
Conductistas: ingesta dietética, actividad fisica, adicciones, embarazos no deseados.

EQUILIBRIO ENERGETICOMUTRIENTES
Ingesta de alimentos, energia y nuirientes.

PATRON TOTAL Y GLOBAL DE LA GANANCIA DE PESO GESTACIONAL b I

Figura 1. Factores asociados alaganancia de peso gestacional. Las lineas discontinuas indican

una posible modificacién del efecto; mientras que las flechas indican continuidad (Weaver, 2019).

3.3. METABOLISMO EN EL TEJIDO ADIPOSO

Los lipidos estan implicados en todos los tejidos donde se realizan diversas
funciones, esto permite dividirlos en 3 blogues: energético, estructural y funcional.
Enfocandonos en el blogue energético, los elementos claves son los acidos grasos,
gue se encuentran en gran parte en forma de triglicéridos (TG) en el cuerpo. Su
sintesis se realiza en el intestino e higado para exportarse a otros tejidos, mientras
gue en el tejido adiposo blanco son sintetizados para almacenarlos como reserva
energética. Las células adiposas, cuyo centro de acumulacion es el citoplasma,
estan especializadas en la sintesis y almacenamiento de TG y en su hidrdlisis y
movilizacion hacia otros tejidos. (Gil, 2017). En la Figura 2 se muestra un esquema
general del metabolismo en el tejido adiposo y el papel que los TAG juegan en ellos
para fungir como reserva energética.

El consumo de alimentos ricos en calorias y pobres en nutrientes esenciales

favorece el sobrepeso y obesidad, sobre todo en el caso de adolescentes, en los
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gue la dieta suele ser alta en lipidos, el riesgo se incrementa si el gasto energético
diario es pobre debido a la realizacion de poca o nula actividad fisica (Buchwald, et

al., 2009). En el caso del embarazo, favorece la ganancia de peso excesiva.

TEJIDO ADIPOSO PLASMA
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Figura 2. Metabolismo en el tejido adiposo. El G3-P procede de la glucosa sanguinea mediante la via de la

glucalisis, la cual no es utilizada en su totalidad para su conversion en glicerol, pudiendo seguir otras vias como
la oxidacién de CO: a través de ciclo de Krebs o la oxidacion en la via de las pentosas fosfato. En el tejido
adiposo, los TG son sintetizados a partir del acil-CoA (provenientes de la sintesis de novo, de acidos grasos
liberados en la lipdlisis de los TG preexistentes y de los incorporados al tejido desde la sangre, estos ultimos
dos por accioén de la acil-CoA 'y del G3-P). En el tejido adiposo, los TG se hidrolizan a &cidos grasos y glicerol,
comenzando por la hidrélisis de los TG por la lipasa sensible de hormona, liberando acidos grasos libres y
glicerol. El glicerol no parece ser utilizado en el tejido adiposo por lo que se difunde al plasma, esto por carecer
de suficiente cantidad de la enzima glicerol quinasa y es transportado a otros tejidos. Los acidos grasos
liberados por el tejido en la lipolisis pueden ser utilizados por el mismo tejido como fuente de energia, pueden
ser reesterificados para la obtencién de nuevos TG, o pueden acumularse y difundir al plasma, unidos a la

albumina como fuente de energia en otros tejidos (Gil, 2017).

4. PROGRAMACION METABOLICA FETAL

Es importante para el feto detectar a tiempo y tratar precozmente la obesidad
materna para evitar la macrosomia y alteraciones en la programacion metabdlica
durante la etapa fetal y los primeros afios de vida (Gil, 2017).

La programacion fetal se define como un proceso de adaptacién por el que la
nutricion y otros factores ambientales alteran las vias de desarrollo durante el
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periodo de crecimiento prenatal, induciendo con ello cambios en el metabolismo
postnatal y la susceptibilidad de los adultos a la enfermedad crénica. Sin embargo,
al contrario de las adaptaciones fisioldgicas que ocurren en el adulto, las del feto
llevan a cambios permanentes en la estructura y funcién del cuerpo (Barrera y
Fernandez, 2015).

Durante el embarazo, el feto incrementa la masa celular, se desarrolla y madura
morfolégicamente para adquirir de forma progresiva capacidades funcionales,
distinguiendo 3 periodos criticos del desarrollo fetal: crecimiento, desarrollo y
maduracién. El crecimiento esté ligado a la multiplicacion celular y por consiguiente
al incremento de la masa de un tejido, lo que lo hace sensible a cambios
ambientales. El desarrollo hace referencia al grado de organizacion y complejidad
funcional que alcanzan las diferentes estructuras organicas, llegando a la
maduracién, que se refiere al nivel de desarrollo alcanzado por un tejido o por un
organismo en un determinado momento. Estos periodos pueden verse afectados
por la implicacion de algunas variantes infrecuentes en ciertos genes y su

interaccion con los factores ambientales (Sanchez; et al, 2013).

4.1. VARIANTES GENETICAS DE LA OBESIDAD

El nimero de genes asociados a fenotipos relacionados con la obesidad, asciende
a 253, repartidos en todos los cromosomas excepto el Y. Cuando interactian con
el medio ambiente, dan lugar a la aparicién de ésta. Entre los genes involucrados
en la etiologia de la enfermedad se encuentran genes que codifican péptidos con
funcion de sefial de hambre y saciedad; sin embargo, se ha podido asociar
firmemente la presencia de la enfermedad con cambios en ciertos genes, uno de
ellos es el gen que codifica para el receptor de Leptina (LEPR). También existen
algunos estudios donde se han identificado SNPs en genes que se han asociado
inesperadamente a la obesidad, tal es el caso del gen FTO (Gil, 2017).

Los SNPs se refieren a los cambios en la secuencia de DNA (acido
desoxirribonucleico), en los que el cambio es de una sola base. La afectacion que
producen depende del sitio en el que ocurre el cambio, ya sea en una region

codificante o no codificante, lo que puede provocar un cambio significativo en la
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traduccion de la proteina. Existen una gran cantidad de SNPs que se han implicado

en la aparicion de la obesidad (Gil, 2017).

41.1. FTO

El gen asociado a la masa grasa y la obesidad (FTO), abarca aproximadamente
417,979 pares de bases (pb) y estéa localizado en la regién 16g12.2 (Figura 3) que
abarca, de 53,703,963 pb a 54,121,941 pb y contiene 9 exones (URL 7 y 8).

FTO se expresa de manera ubicua en tejidos humanos y animales, con la maxima
expresion observada en el cerebro. Dentro del cerebro, la expresion de FTO es
relativamente alta en varios nucleos hipotalamicos, incluyendo los nucleos
arqueados, paraventricular, dorsomedial y ventromedial, donde se centra el control
de la homeostasis energética y dentro de la célula, localizdndose principalmente en
el nucleo (Gulati y Giles, 2013).
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Figura 3. Localizacion cromosdmica del gen FTO. El gen se localiza en la regién 16g12.2; la

ubicacioén se sefala con la flecha amarilla. Tomado de URL 8.

FTO codifica para una proteina de 505 aminoacidos, la estructura de la proteina
contiene un dominio N-terminal (residuos 32-326) y un dominio C-terminal (residuos
327-498) denominados NTD y CTD, respectivamente. (Han; et al, 2010). La

estructura de la proteina se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Estructura de la proteina FTO.
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FTO pertenece a la familia de proteinas AIKB dioxigenasa dependiente de a-
cetoglutarato y Fe (ll). Jia, G. y colaboradores demostraron que la proteina
desmetila oxidativamente a la 3-metilamina (3-meT) o 3-metiluracilo (3-meU) en
DNA monocatenario (SsSDNA) y RNA monocatenario (ssSRNA) en timina y uracilo,

respectivamente (Jia; et al 2008). El esquema se muestra en la Figura 5.

La familia también incluye los homélogos humanos de AlkB ABH1-8. Entre ellos,
se ha demostrado que ABH1, ABH2 y ABH3 desmetilan oxidativamente bases de
DNA y RNA N-metiladas (Jia; et al, 2011).

Figura 5. Desmetilacion de

o} (0]
\(N\ _CHs ssDNA o ssRNA por accion de
N NH
| | FTO. FTO puede desmetilar
rﬂ/go r;l/go tanto 3 Td DNA 3
sSONA sSDNA 0 anto 3-meT de ss como 3-
N3-metilamina FTO Timina H’C\H meU de ssRNA. Modificado de
o 5 ¥ o (Jia; et al, 2008).
CH 0,, a-cetoglutarato Succinato y CO2
- 3
X X
N” 0 N (o}
sSRNA ssRNA
N2-metiuracilo Uracilo
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Posteriormente Jia y colaboradores dirigieron su atencion hacia el sustrato N6-
metiladenosina (m®A) (Figura 6). Encontrando que m®A en DNA y RNA tenia una
afinidad 50 veces mayor por la enzima en comparacion con 3-meU. Mientras que
3-meU se encuentra principalmente en el RNA ribosémico (rRNa), m®A se
encuentra en el mRNA. Sin embargo, debido a que el rRNA representa la gran
mayoria del RNA total, en realidad hay cien veces mas 3-meU que m°A en cualquier
célula dada. (Gulati y Giles, 2013).

rRNA Figura 6. Funcion bioquimica de FTO. FTO
o 8 es capaz de catalizar la desmetilacion
L en : I dependiente de Fe?* y 2-oxoglutarato de 3-
N Succinato [,» NH
J‘ P 3 O, L L metiluracilo y N6-metiladenina, con la
‘N7 0 . + ‘N0 _ _
H 2:0G CO, H producciéon de succinato, formaldehido vy
3-metiuraciio N < . Heache diéxido de carbono. Se indica la ubicacion de
Hy S FTO .« Fe) HaN ambos sustratos. Modificado de Gulati y Giles,
) Formaldehido /=N
e v~ 2013.
N\ 7 = N’/
N N 7 N N
H H
N&-Metiladenina (m°A) Adenina
mRNA

Como la proteina codifica una enzima de desmetilaciéon que elimina grupos metilo
de los nucledtidos de DNA y RNA, probablemente esté involucrada en procesos
fisiolégicos como el control de la homeostasis energética, la adipogénesis y la
metilacion del DNA (Saldafia,; et al, 2016).

Otra posible funcion del gen FTO es la deteccion de aminoacidos, reportada en el
articulo de Gulati y Giles en 2013. En el estudio, con fibroblastos embrionarios de
raton (MEF), células N46 hipotalamicas de raton y células de riidbn embrionario
humano (HEK) 293; encontraron que los niveles de mRNA y proteina de FTO se
reducen drasticamente por la privacion total de aminoécidos en células N46, MEF
y en células de HEK 293. Sus datos sugieren que podria haber alguna interaccién
entre los niveles de FTO y la disponibilidad de aminoacidos esenciales.

El andlisis in vitro con los MEF Fto -/- exhibieron tasas de crecimiento mas lentas y
una traduccién de mRNA reducida en comparacion con los MEF de tipo silvestre,

demostré que el complejo multi-sintetasa (MSC), que coordina la funcién de las
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sintetasas de aminoacil-tRNA (AARS), esta regulado negativamente en los MEF
deficientes de FTO. ElI mantenimiento del MSC es esencial para la traduccion de
MRNA, y su interrupcion conduce a una reduccion en los niveles de proteina de los
AARS y una caida en su actividad, lo que conduce a tasas de traduccién de mRNA
reducidas. Sin embargo, la reintroduccion de FTO en estas células rescatd la
expresion de MSC y aumentd la traduccién. Estos resultados indican un papel para
FTO en la regulaciéon de la traduccién de mRNA a través del mantenimiento de los
niveles de proteina celular MSC.

Ademas, mMTORCL1 (objetivo mamifero de rapamicina), un regulador critico del
crecimiento y la traduccion, depende de la actividad enzimatica de FTO. El papel
de los AARS en la activacion de mTORCL1; implican especialmente leucyl tRNA
sintetasa (LRS) como un sensor de aminoacidos clave localizado rio arriba de la
GTPasa RAG (Genes de activacion de recombinacién) relacionada con Ras y
MTORCL1. Cuando en el estudio midieron los niveles de LRS en Fto -/- MEF,
encontraron que, como con los otros AARS, la expresion de LRS se reduce en
respuesta a la falta de FTO, con ello propusieron el modelo de la Figura 7.
Dejando de lado las posibles funciones del gen FTO, se cree que el gen esta
implicado en la predisposicion a la obesidad. Las sefiales de asociacion del genoma
mas fuertes se encuentran en los intrones 1 y 2 del gen FTO. Algunos de sus
polimorfismos tienen un fuerte desequilibrio de ligamiento en todos los sujetos y
estan asociados con un mayor peso corporal, grasa corporal, IMC, circunferencia
de la cintura, circunferencia de la cadera 'y consumo de energia (Yang, et al., 2017).
Uno de los polimorfismos al que se le ha prestado especial atencion es el
rs9939609, ya que se ha encontrado una gran incidencia del mismo en personas

gue presentan acumulacién excesiva de grasa.
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Condiciones ricas en aminogcidos

Condiciones pobres en
amino&cidos

A snd,

/ mTORCY {activo) / MIONE Y (nactres)
Sintesis de proteinas de proteinas
Condiciones ricas en Condiciones pobres en amino&cidos
aminoscidos (sin FTO) {sin FTO)

Figura 7. FTO como un posible sensor de aminoacidos. (a) En el modelo FTO esta corriente
arriba de AARS (LRS) en el enlace entre los niveles de aminoéacidos y la sefializacion de mTORC1,
lo que lleva a niveles apropiados de traduccién de mRNA y el crecimiento celular. (b) En ausencia
de FTO, la sefializacion de mTORC1 esta desregulada, poniendo a las células en condiciones
similares a la privacion de aminoacidos incluso en presencia de aminoacidos (Modificado de Gulati
y Giles, 2013).

4.1.1.1. FTO rs9939609

El polimorfismo rs9939609 se encuentra en el intron 1, caracterizado por la
sustitucién de Timina por Adenina en la posicion 87653 de la secuencia gendmica,
gue ocasiona la sustitucion de Glutamina en lugar de Arginina en la posicion 316
de la secuencia de aminoacidos (sefialada en la Figura 4 en color amarillo), lo que

resulta en una funcion enzimatica deteriorada de la proteina FTO. El polimorfismo
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se ha asociado con varios trastornos metabdlicos, enfermedades cerebrales y
cancerosas (Ali; et al, 2019).

El polimorfismo esta fuertemente asociado con la obesidad por estudios de
asociaciéon de todo el genoma. Esta relacionado con la obesidad al actuar
sinérgicamente tanto a nivel central como periférico. En el nivel central (el
hipotalamo), la expresiéon de rs9939609 conduce a un alto consumo de alimentos
densos en energia; a nivel periférico, modula la adipogénesis (Daya,; et al, 2019).
En 2007, mientras Frayling y colaboradores realizaban una bisqueda de genes con
susceptibilidad a la diabetes tipo 2, identificaron que este polimorfismo predisponia
a la diabetes a través de un efecto sobre el indice de masa corporal (IMC). La
asociacion aditiva de la variante con el IMC se repitido en 13 cohortes con 38.759
participantes. El 16% de los adultos homocigotos para el alelo de riesgo pesaban
unos 3 kilogramos mas y tenian 1.67 veces mas probabilidades de obesidad en
comparacion con aquellos que no heredan el alelo de riesgo. Esta asociacion se
observé desde los 7 afios en adelante y reflejaba un aumento especifico en la masa

grasa (Frayling; et al, 2007).

41.2. LEPR

La leptina (LEP), una hormona polipeptidica de 16 kDa, secretada principalmente
del tejido adiposo, actua a través de la unién de receptores especificos que estan
presentes en la membrana celular y desempefia un papel integral en la ingesta de
alimentos, la saciedad y el gasto energético (Salem; et al, 2016).

Al llegar al cerebro a través del torrente sanguineo, la leptina actda sobre los
receptores hipotalamicos, lo que reduce el apetito, estimula el consumo de energia
y la pérdida de masa corporal (Anghebem, et al, 2017).

Varios estudios han demostrado que LEP juega un papel importante también en las
funciones reproductivas, tales como; funcion ovarica, maduracion de ovocitos,
desarrollo embrionario, asi como implantacion y placentacion. Ademas, los datos
crecientes indican que la LEP juega un papel importante en el embarazo: durante
el embarazo, los niveles séricos de LEP aumentan dramaticamente y son mas altos
en comparacion con los niveles en mujeres no embarazadas (Salem; et al, 2016).

El gen Receptor de Leptina (LEPR), o también conocido como gen receptor de la

obesidad (OB-R); abarca aproximadamente 220,908 pb y esta codificado en la
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region 1p31.3 (Figura 8), de 65,420,652 a 65,641,559 pb y contiene 24 exones
(URL 11).
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Figura 8. Localizacién cromos6émica del gen LEPR. El gen se localiza en la regién 1p31.3; la

ubicacion se sefiala con la flecha amarilla (URL 10).

Este gen codifica para la proteina LEPR de 1,165 aminoacidos (Figura 9), y
pertenece a la familia de glucoproteinas 130 de receptores de citocinas clase |
agrupados en varios dominios. Posee dos dominios extracelulares CRH1 y 2,
donde CRHL1 es esencial para la interaccion de alta afinidad, y el dominio CRH2 es

necesario para la union de la leptina (Daghestani, et al., 2019)
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Existen al menos 6 isoformas del gen Ob-R. Incluyen una forma larga (Ob-Rb);
cuatro formas cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf); y una forma soluble (Ob-Re).
Ob-RDb difiere de otras en que tiene un dominio intracelular largo, que es necesario
para la sefalizacion de leptina a través de la via JAK2/STAT3 (Angel; Tene y

Castro, 2012). El receptor contiene tres residuos de tirosina altamente conservados
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(Tyr985, Tyrl077, Tyrl138) necesarios para la sefalizacion eficiente de leptina
(Wauman; Zebeau y Tavernier, 2017).

La leptina se une a las isoformas de su receptor: la isoforma soluble, la isoforma
corta y la isoforma larga. La unién de la leptina a Ob-Rb da como resultado su
dimerizacion y provoca la autofosforilacion de Janus quinasa 2 (JAK2), que fosforila
el dominio citoplasmatico de LEPR en residuos de tirosina (Tyr974, Tyr985,
Tyr1077, Tyrl138), cada uno de los cuales funcionan como sitios de acoplamiento
para adaptadores citoplasmaticos. Tyrl138 fosforilado con LEPR media la
interaccion con el transductor de sefalizacion y el activador de la transcripcion 3
(STAT3), que se dimeriza y se transloca al nucleo para activar la transcripcion de
los genes diana, tales como el supresor de la sefializacion de citocinas 3 (SOCS3)
gue actla en retroalimentacién negativa de sefalizacién. Ademas, la leptina induce
la activaciéon de SHP2 (Proteina tirosina fosfatasa), que luego recluta a la proteina
adaptadora Grb2 (Proteina 2 unida al factor de crecimiento) para activar la
activacion de la cascada de sefializacion Ras/Raf/MAPK. La leptina también media
la activacion de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt (Serina/treonina quinasa) a
través del sustrato receptor de insulina 1/2 (IRS1/2) y la proteina tirosina fosfatasa
1B (PTP1B) actia como un regulador negativo de la sefializacién de leptina a través

de la desfosforilacion de JAK2 (Vera; et al, 2018). Esto se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Receptores de leptina y vias de sefalizacidon de leptina intracelular. La isoforma
larga, que tiene el dominio intracelular completo permite la transduccion de la sefial de leptina a
través de las vias de sefializacion JAK y STAT (isoforma soluble no mostrada). Modificado del

articulo de Vera; et al, de 2018.
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41.2.1. LEPRrs1137101

La resistencia a la leptina esté fuertemente asociada con la obesidad y, al mismo
tiempo, parece ser un rasgo hereditario caracterizado por las variantes genéticas
en LEPR entre personas de diferentes regiones. La presencia de varios SNPs en
el gen LEPR, pueden conducir a la expresion alterada de la proteina, al fracaso de
la accion de la leptina celular y al desarrollo de obesidad (Pan; Guo y Su, 2014).
Se ha investigado ampliamente una variante en el exén 6 de LEPR, el polimorfismo
rs1137101 (Q223R). Consiste en una transicion de A por G, donde un codén CAG
cambia a CGG, lo que resulta en la sustitucion de glutamina por arginina
(GIn223Arg) en el LEPR, el cambio ocurre dentro de una de las dos regiones
putativas de union a leptina y puede estar asociado con el deterioro de su
capacidad de sefalizacion (Salem; et al, 2016).

El polimorfismo esta dentro de la regién que codifica para el dominio extracelular
del receptor de leptina y, por lo tanto, el cambio de aminoacidos afecta a todas las
isoformas del receptor. Dando como resultado una variacion de aminoacidos en la
region extracelular del receptor de leptina, que puede cambiar las caracteristicas

funcionales del receptor (Quinton; et al, 2001).
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II. JUSTIFICACION

En la actualidad, el embarazo a temprana edad ha cobrado gran relevancia debido
a su incremento en la poblacion y los intentos para disminuir su incidencia poco
satisfactorios, no s6lo en México, también a nivel mundial. Aunque los datos de
embarazos adolescentes no son constantes a lo largo de los afios, su variacién en
incidencia sigue siendo alta.

El inadecuado control de peso durante el embarazo adolescente representa un
problema importante de salud, que retoma aun mas fuerza e importancia cuando
desencadena problemas mas graves.

Es importante implementar medidas para controlar las complicaciones que pueden
presentarse en el embarazo adolescente, los cuales se ven influenciados por una
ganancia de peso excesiva, ya que su presencia puede poner en riesgo la calidad
de vida de la madre y el feto; logrando incluso influenciar una programacion fetal
en el metabolismo del recién nacido, haciéndolo mas susceptible a la obesidad o
padecer enfermedades cardiovasculares desde temprana edad.

Ademas de la edad, hay muchos otros factores que influyen en la ganancia de peso,
uno de ellos son los factores genéticos; esto sin olvidar que la heterogeneidad
genética de la poblacion, implica que existen variantes en los genes que pueden
afectar el riesgo de desarrollar problemas con el control de peso, en este caso nos
enfocaremos Unicamente en el estudio de los polimorfismos FTO rs9939609 y
LEPR rs1137101, por lo que, en nuestra poblacion de estudio es importante
determinar el genotipo de ambos genes.

Al comprobar si la presencia de los polimorfismos estan incluidos en alteraciones
de las caracteristicas de las diadas, un pronto diagnostico puede servir para que
los médicos que llevan el control de los embarazos emitan recomendaciones a las
madres sobre sus habitos de alimentacion y ejercicio que ayuden a evitar la
ganancia de peso excesivo durante sus embarazos; asi como las complicaciones
gue conlleva a corto, mediano y largo plazo, ya que serian mas susceptibles a
padecerlos; intentando con ello, motivar a las madres a llevar un estilo de vida méas

saludable en su nucleo familiar.
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. HIPOTESIS

Si los polimorfismos FTO rs9939609 y/o LEPR rs1137101 estan implicados en el

aumento de peso gestacional y el desarrollo de complicaciones durante el

embarazo, entonces las diadas que los posean presentaran una mayor tendencia

a desarrollarlos.

V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de los polimorfismos FTO rs9939609 y LEPR rs1137101

en la diada adolescente y su neonato, mediante la asociacion de los resultados de

la determinacion del genotipo en las diadas con los perfiles maternos y neonatales,

para comprobar si la presencia de los polimorfismos estd asociada a la ganancia

de peso gestacional en las madres adolescentes mexicanas; asi como con la

posibilidad de que sus neonatos desarrollen una ganancia excesiva de peso.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

Determinar la presencia de los polimorfismos FTO rs9939609
y LEPR rs1137101 mediante las técnicas de HRM vy
secuenciacion de Sanger modificada, en las diadas madre
adolescente y su neonato en estudio.

Valorar la distribucion de la frecuencia de los genotipos
mediante la comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
con la prueba de X2, para asociar las caracteristicas de la diada
madre y su neonato con la presencia de los polimorfismos FTO
rs9939609 y LEPR rs1137101.

Evaluar si la presencia de los polimorfismos influye en la

ganancia de peso gestacional o la presencia de
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complicaciones durante el embarazo, mediante la
comparacion de la frecuencia de los genotipos con los perfiles

bioquimicos y los parametros antropométricos de las madres.

4. Determinar la relacion entre el peso al nacer y el genotipo
materno, mediante la comparacion de ambos parametros, para
comprobar si existe una relacion entre el peso al nacer y la

presencia de las variantes.

V. MATERIALES Y METODOS

A. POBLACION DE ESTUDIO

Este estudio esta enfocado a demostrar la presencia de dos polimorfismos que
pueden estar relacionados con la obesidad, y ya que este problema de salud
representa un mayor riesgo en las mujeres que cursan su embarazo durante la
adolescencia, las 54 diadas que se han seleccionado son mujeres que iniciaron su
embarazo a una edad de entre 10 a 19 afios y sus neonatos.

A las madres se les invitd a participar en el proyecto y se les dio a firmar una carta
de consentimiento y asentimiento informado en donde se le explicaba en qué

consistia el proyecto y su objetivo.

1. Criterios de inclusién

a) Adolescente embarazada con edad entre 10 a 19 afios.

b) Adolescentes que no padecieran enfermedades
metabdlicas, autoinmunes, infecciosas,
cardiovasculares o endocrinoldgicas.

c) Que ellas y sus padres aceptaran participar libre e
informadamente y firmaran la carta de consentimiento y
asentimiento informados.

d) Con control prenatal y resolucion de embarazo en el
INPer.
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2. Criterios de exclusion

a) Presencia de alcoholismo y toxicomanias, incluidas el
tabaquismo.

b) Que fueran vegetarianas o veganas.

c) Que hubieran sido diagnosticadas con trastornos de la
conducta alimentaria.

d) Que las madres cursaran con enfermedades crénicas o

consumieran medicamentos de forma permanente.

3. Criterios de eliminacion

a) Nacimiento u 6bito con malformaciones fetales.
b) Recién nacido con cromosomopatias.
c) Abandono del protocolo antes del nacimiento de su hijo.

d) Retiro del consentimiento.

B. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. Extraccién de DNA

A las pacientes que aceptaron participar en el proyecto se les tomd una muestra de
sangre periférica para la determinacion del perfil bioquimico en el segundo o tercer
trimestre del embarazo y la obtencion de DNA gendmico; mientras que a los
neonatos se les tomo6 una muestra de cordén umbilical o de raspado de mucosa
oral para la obtencion de DNA gendmico.
La extraccion de DNA se realiz6 en el laboratorio de Genética y Genémica Humana
con el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification kit de Promega. Los tres
procedimientos compartian pasos; se describen a continuacion:
> Muestras de sangre periférica
o Se centrifugaron los tubos a 4,000 rpm (revoluciones por minuto) 10

minutos.
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O

Se obtuvo la capa leucocitaria y se depositd en tubos Eppendorf de
1.5 mL.

Para realizar el lavado de las muestras se agregaron 600 uL de
solucién de lisis celular, los tubos se vortexearon esporadicamente,
posteriormente se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante
3:30 minutos y se elimind el sobrenadante (este paso se repetia las

veces necesarias hasta observar un botén blanco).

> Muestras de cordén umbilical

O

Se tomaron entre 70 a 120 mg de las arterias y/o vena del cordén y

se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

> Mucosa oral: Se coloco el hisopo con la muestra en tubos Eppendorf de 1.5

mL y se corto el mango del mismo, para poder cerrar el tubo.

> Procedimiento comun para las muestras:

O

Se colocaron 600 pL de solucion de lisis nuclear, los tubos se agitaron
con vortex ligeramente y se agregaron 30 ug de proteinasa K.

Las muestras se incubaron en agitaciéon 24 horas a 55°C.

A los tubos se les afiadio 300 pL de solucion de precipitacion de
proteinas y se incubaron en hielo durante 5 minutos, agitando con
vortex de forma constante.

Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 3:30 minutos y se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo al que se le afiadian 600
ML de isopropanol, se agitaron los tubos por inversion y se volvieron
a incubar en hielo por 5 minutos.

Se centrifugaron los tubos y el sobrenadante se desechd, se
agregaron 300 pL de etanol y se volvieron a centrifugar.

El sobrenadante se desechd con micropipeta para evitar la pérdida
del botén de DNA y se dejaron secar las muestras a temperatura
ambiente.

Se afiadieron minimo 30 pL de buffer de rehidratacion, dependiendo
del tamafio del botdn y se incubaron en agitacién a 55 °C hasta que

el botén se hidrataba por completo.
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Las muestras se cuantificaron por duplicado con el espectrofotdmetro NanoDrop ™
2000 de Thermo Fisher Scientific™ y posteriormente se almacenaron a -20°C hasta

Su uso.

2. Disefio de iniciadores

Los cebadores utilizados para identificar los polimorfismos FTO rs9939609 y LEPR
rs1137101 se disefiaron con el software Primer Select de DNASTAR, buscando
gue el fragmento no excediera los 200 pb, que las Tm (temperatura media de
alineamiento) entre el primer Forward y el Reverse fueran lo mas cercanas entre si
y evitando la formacién de productos inespecificos, lo anterior se corroboré en
OligoAnalyzer®. Posteriormente se evalué su especificidad en Primer BLAST
(herramienta basica de busqueda de alineacién local) del NCBI (Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica). Los disefios de los iniciadores se muestran en
la Tabla 2.

Tabla 2. Diseflo de iniciadores.

Polimorfismo Iniciadores Tm tedrica °C | Tamafo
y longitud del
producto
FTO F: 5-TTATTCTAGGTTCCTTGCGACTGC-3' | 55.8, (24 nt) 116 pb
19939609 R: 5-TTTGCTTTTATGCTCTCCCACTCC-3’ | 57.7, (24 nt)
LEPR F: 5-AACAGCCAAACTCAACGACAC-3 51.7, (21 nt) 140 pb
R: 5-TGTTTAGACCTATTATCATCATTTTA- | 46.9, (26 nt)
rs1137101 3

En la tabla se muestra el disefio de los iniciadores para cada gen, junto con sus valores de Tm
tedricas, la longitud de los mismos y el tamafio del fragmento. F: iniciador Forward, R: iniciador

Reverse, nt: nucleétidos.

3. Estandarizacion de la amplificacion de los fragmentos FTO
rs9939609 y LEPR rs1137101

Para la estandarizacion de la temperatura de amplificacion de los fragmentos FTO

rs9939609 y LEPR rs1137101 se realizaron rampas de temperatura utilizando un
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DNA control a una concentracién de 25 ng/mL mediante la técnica de PCR punto
final utilizando el kit Precision Melt Supermix ™ de Bio-Rad.

Las reacciones se prepararon como se muestra en la Tabla 3, y los productos de
PCR se amplificaron empleando el termociclador Mastercycler Gradient de
Eppendorf®.

La rampa de temperatura se establecié calculando el promedio de las Tm de cada
par de primers; el termociclador utilizado permitié colocar hasta 12 reacciones a
diferentes temperaturas; sin embargo, solo se probaron 6 (Figura 11).
Posteriormente se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. El gel se
preparaba con Buffer TAE (Tris-Acetato EDTA) 1X o TBE (Tris-Borato EDTA) 1X;
una vez listo el gel, se cargaba cada pozo con 3 pL del producto y 1 pL de buffer
de carga, para corroborar el peso molecular de los amplificados, en el gel también
se cargaba marcador de peso molecular (MPM) de 100 pb de invitrogen de Thermo
Fisher Scientific™, al cual previamente se le adicion6 GelRed® (intercalante de

bases) con el fin de permitir su visualizacion.

Tabla 3. Volumenes de reactivos utilizados para la amplificacion de los

fragmentos
Master mix 5
Primer Forward 0.5
Primer Reverse 0.5
H20 3
DNA (30 ng/mL) 1
Volumen total 10

En la tabla se muestra el volumen de cada reactivo necesario para una reaccion; los iniciadores

Forward y Reverse se colocaron en concentraciones de 10 pmol/mL.
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Figura 11. Grafico de PCR de gradiente. El rango de temperaturas de alineamiento en para el

gradiente del gen FTO fueron de 56.4°C a 55.5°C; mientras que el rango para el gen LEPR fue de
55.3° Ca56.2° C.

Los geles se observaron con el transiluminador UV Foto/Phoresis | de Fotodyne
incorporated, esto para verificar la presencia de los productos de PCR y determinar
la Tm éptima de amplificacion que fue de 55.7°C para ambos fragmentos; ademas
de verificar el tamafio de los productos y descartar la formacion de productos

inespecificos para ambos genes. En las Figuras 12 y 13 se muestran las

amplificaciones de los productos.

Figura 12. Electroforesis en gel de
agarosa al 15% de la PCR en
gradiente para el fragmento FTO
rs9939609. En la imagen se observa que
el fragmento de aproximadamente 116
pb se amplifica en todas las
temperaturas probadas, observando que
no hay presencia de productos
inespecificos. Se eligié la Tm de 55.7°C.

56.4 563 56.2 56 55.7 555 MPM: marcador de peso molecular de
- % =
D = 100 pb.




Figura 13. Electroforesis en gel de
agarosa 1.5% para la PCR en
gradiente del fragmento LEPR
rs1137101. ElI fragmento LEPR
rs1137101 de aproximadamente 140
pb se amplifica en cualquiera de las 6

temperaturas  probadas, sin la

formacion de productos inespecificos. 562 56 557 555 554 553
La Tm elegida fue 55.7°C. - —

S

4. Escaneo de variantes de los polimorfismos FTO rs9939609 y
LEPR rs1137101

Una vez establecidas las condiciones de amplificacion de cada polimorfismo, se
montaron las reacciones de PCR en placas, colocando las muestras por duplicado,
a la misma concentracion que el DNA control y al final de las placas se colocaron
dos NTC (control sin plantilla, por sus siglas en inglés). La utilizacion del kit
Precision Melt Supermix™ de Bio-Rad, que contiene un colorante fluorescente
llamado SYBR Green®, permite realizar una técnica posterior a la PCR, conocida
como HRM (desnaturalizacion de alta resolucién, por sus siglas en inglés).

La fusion o desnaturalizacion del DNA ocurre cuando el dsDNA se separa en
ssDNA. La fusién del DNA puede seguirse con colorantes que fluorescen en
presencia de dsDNA (Farrar y Wittwer, 2017). Cuando un producto de PCR se funde
en presencia de un tinte de dsDNA que contiene fluoréforos inespecificos, que se
intercalan y saturan la doble cadena; la doble cadena se disocia en cadenas
sencillas los fluor6foros se liberan emitiendo fluorescencia; ésta se controla
continuamente y se representa graficamente contra la temperatura. A medida que
aumenta la temperatura, hay una caida caracteristica en la fluorescencia que
coincide con la desnaturalizacion del producto de PCR (Farrar y Wittwer, 2017). La

curva de fusion que se genera posterior a la PCR sirve para confirmar que se ha




amplificado un solo producto de PCR y para detectar la posible presencia de
cebadores dimeros u otros productos de PCR no deseados (URL 12).
El perfil de fusion de las moléculas de dsDNA esté influenciado por varios factores.
Algunos de éstos son propiedades de la molécula individual, como la longitud, el
contenido de GC y la secuencia; mientras que otros no lo son: éstos incluyen la
fuerza idnica de la solucion tampdn, la concentraciéon de DNA y la presencia de
sustancias como DMSO o betaina (Taylor, 2009).
Las curvas de fusion se realizaron en el equipo de PCR tiempo real CFX96 de Bio-
Rad; para garantizar la especificidad de los iniciadores, con datos tipicamente
recolectados en un rango de temperatura entre 65y 95 ° C en incrementos de 0.2

° C. El gréfico de desnaturalizacion de la técnica se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Gréfico de desnaturalizacidon. Una vez pasando el descenso de temperatura de 95° a
60°C durante 30 segundos, la fluorescencia se fue midiendo gradualmente con un incremento de

0.2°C cada 10 segundos.

Las curvas de fusion generadas fueron analizadas con el Software Presicion Melt
Analysis™ software v1.3 de Bio-Rad, con el que se generaron nuevos gréaficos que
ayudaron a la identificacién de las muestras con alteraciones en la curva de fusion,
las cuales eran indicativas de la presencia de una variante de secuencia (Garritano;
et al, 2009). Con la utilizaciébn de este software se escanearon las variantes de

ambos genes. Después de la PCR, la curva de fusibn compuesta de dos

39

——
| —



homoduplex y dos heteroduplex se mide mediante los cambios generados en las
curvas. Los heteroduplex se detectan por un cambio en la forma de la curva de

fusion después de la normalizacion (Farrar y Wittwer, 2017).

5. Secuenciacion de Sanger modificada

Después de la agrupacion de los genotipos, de cada grupo se seleccionaron
aquellos que tuvieran el mas alto porcentaje de confidencialidad y se procedieron
a secuenciar para identificar el genotipo de cada grupo. Para iniciar con la reaccién
de secuenciacién se realizd antes una purificacion con Exonucleasa para el
fragmento LEPR rs1137101 y una purificacion de banda del fragmento FTO
rs9939609.

a) Purificacién de muestras

(1) Purificacion con Exonucleasa

Ambos fragmentos se purificaron con el kit ExXoSAP-IT® de USB Corporation. El cual
contiene dos enzimas hidroliticas, la Exonucleasa | y la Fosfatasa Alcalina de
Camarones, juntas en un tampoén, para eliminar dNTPs (desoxinucledsidos
trifosfato) y cebadores no deseados de los productos de PCR. La exonucleasa |
elimina los cebadores residuales monocatenarios y cualquier DNA extrafio
monocatenario producido en la PCR. La fosfatasa alcalina de camaréon elimina los
dNTP restantes de la mezcla de PCR que interferiria con las reacciones posteriores
(URL 13). El proceso se representa esquematicamente en la Figura 15.

Para la reacciéon de purificacidbn se colocaron las cantidades de los reactivos

mostradas en la Tabla 4.
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Figura 15. Representacion esquematica de la purificacion con ExoSAP-IT. Ambas enzimas

trabajan en conjunto para mantener integro el producto de PCR. Imagen modificada de URL 13.

Tabla 4. Volumenes de reactivos para la purificacion con ExoSAP-IT

Reactivo ML por cada reaccion
Producto de PCR 2
EXoSAP-IT 1
H20 4
Volumen total 7

Se muestran los volimenes de cada reactivo necesarios para realizar una reaccién de purificacion

con ExoSAP-IT.

La reaccion se llevé a cabo en el termociclador Mastercycler Gradient de

Eppendorf®, en dos pasos (Figura 16).
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* GRAFICO DE PURIFICACION CON ExoSAP-IT
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Figura 16. Grafico de purificacién con ExoSAP-IT. Las enzimas permanecen a 37°C para realizar
Su trabajo y posteriormente son inactivadas con un aumento de la temperatura a 80°C durante 15

minutos. m: minutos.

(2) Purificacion de banda

Los distintos grupos obtenidos mediante HRM del fragmento FTO rs9939609 se
intentaron purificar con el kit GenElute™ de Sigma-Aldrich. Se cortaron los
fragmentos observados de la electroforesis lo mas exacto posible para evitar
pérdida de producto, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se pesaron.
Posteriormente se agregaron 3 volimenes de una solucién para solubilizar el gel y
se incubaron las muestras en agitacion a 60°C, la solucion contenia un indicador
de pH, el cual indicaba si éste era 6ptimo para la purificacion.

Mientras los geles se solubilizaban, a las columnas por las que se hacian pasar los
fragmentos solubilizados se les colocaron una solucion de preparacion y se
centrifugaron a 14,000 rpm, 1 minuto.

Posteriormente, a los tubos se les afiadié 1 volumen de isopropanol, el cual se hizo
pasar por la columna para centrifugarse de nuevo. Después; por duplicado, se le
afadié una solucion de lavado a la columna y se centrifugd, desechando el
sobrenadante entre cada centrifugacion. Durante estos pasos; los fragmentos de
DNA de interés se adsorbian selectivamente sobre la membrana de silice y los

contaminantes se eliminaron mediante las centrifugaciones. Finalmente, en un
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nuevo tubo, el DNA unido se eluia en 25 yL de agua grado biologia molecular

caliente, se incub6 un minuto y se volvio a centrifugar (URL 14).

b) Reaccién de PCR de secuencia

Después de la purificacion, se procedié a realizar las reacciones de PCR de
secuencia de las muestras utilizando el kit BigDye® v3.1 Terminator Sequencing
Cycle de Applied Biosystems para ambos fragmentos. Cada fragmento se
secuencio en sentido forward. Las cantidades se muestran en la Tabla 5 y el gréfico

de reaccién se muestra en la Figura 17.

Tabla 5. Volumenes adicionados alareaccién de PCR de secuencia.

| Reactivo ML por cada reaccion
Buffer de reaccion 3
Primer Forward 1
H20 7
BigDye® v3.1 2
Producto de PCR purificado 7
Volumen total 20

El orden en el que se colocaban los reactivos para la reaccion PCR se colocaban en el mismo orden
que en el de la tabla, la mezcla posteriormente se afiadia al producto de PCR purificado. La

concentracion de ambos primers era de 3.2uM.
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4 GRAFICO DE PCR DE SECUENCIA
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Figura 17. Grafico de PCR de secuencia. Se muestran las condiciones de la PCR para ambos
fragmentos.

c) Purificacién en columna

Después de la PCR de secuencia se re-purificaron las muestras con el kit DyeEx
2.0 Spin Kit® de QIAGEN para la eliminacion rapida y facil de los nucleétidos
terminadores marcados no incorporados directamente de las reacciones de
secuenciacion, ya que estos podrian interferir con la lectura de fluorescencia. (URL

15). La purificacién se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.
d) Secuenciacién

Todos los productos de PCR que se re-purificaron en las columnas se secaron por
completo y se resuspendieron en 15 pyL de formamida, posteriormente el DNA
contenido en las muestras se desnaturalizé a 96°C y se volvi6 a renaturalizar a 4°C,
esto para facilitar su lectura en el secuenciador.
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Las muestras se montaron en una placa para secuenciacion y se procesaron con
el secuenciador ABI 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems, utilizando el

polimero POP 7 de Applied Biosystems para la electroforesis capilar.

6. Analisis Bioinformatico

Los resultados de la secuenciaciéon se analizaron con el software BioEdit v7.2.5,
esto con la finalidad de verificar la concordancia de las bases asignadas a cada
pico del electroferograma, especialmente al de la posicion de cada variante. Una
vez verificada, las secuencias en formato FASTA se alinearon contra todas las
secuencias existentes en la plataforma Nucleotide Blast (BLASTn) de NCBI.

El alineamiento de la variante rs9939609 también se realiz6 con el software de
BioEdit y se compard contra la secuencia de referencia del NCBI.

Para obtener el transcrito y secuencia de aminoacidos se utilizo la base de datos
Transcription and translation tool; la secuencia se alineaba en la plataforma Protein
Blast (BLASTp) de NCBI para comprobar si existia un cambio de aminoacido en el
sitio indicado para cada variante.

Se evalud la prediccion del posible impacto de las variantes en la estructura y
funcion de la proteina para la que codifica con la herramienta PolyPhen-2, la cual
asigna una puntuacion en un rango de entre 0 a 1 y con base en ella clasifica a las
variantes en probablemente benignas, posiblemente patogénicas y probablemente
patogénicas. Esta prediccion se basa en una serie de caracteristicas que
comprenden la secuencia, la informacion filogenética y estructural que caracteriza
la sustitucion (URL 16).

7. Anédlisis estadistico

Los datos se procesaron con el programa estadistico para ciencias sociales version
20 (SPSS 20.0) de IBM.

La prueba de Chi-cuadrado (X?) de Pearson se utilizé para evaluar el equilibrio de
Hardy-Weinberg.

La misma prueba se utilizé para realizar la tabla de contingencia en donde se

evalla la asociacion entre los genotipos de las diadas; asi como en el efecto de la
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ganancia de peso gestacional sobre las complicaciones maternas y resolucién de
parto, presentadas, presentando los resultados como frecuencias relativas.

El andlisis de varianza (ANOVA) de una via se utilizé para comparar las frecuencias
genotipicas con los pardmetros antropométricos, bioquimicos, tipo de parto,
presencia de complicaciones maternas, ganancia de peso gestacional y las
caracteristicas del recién nacido; asi como para comparar la influencia del aumento

de peso gestacional sobre los parametros bioquimicos y el peso del recién nacido.

VI. RESULTADOS

En el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” (INPer) se
invitd a participar en el proyecto a un grupo de 54 mujeres adolescentes que
iniciaron su embarazo a una edad de entre 10 a 19 afios y sus neonatos.

En el laboratorio de Genética y Gendmica Humanas se procesaron las muestras
para la extraccion de DNA y, mediante la técnica de HRM se agruparon las
muestras en grupos que fueron secuenciados para confirmar el genotipo de ambos

polimorfismos.

A. FTO rs9939609

Se obtuvieron las curvas de fusion, normalizacion y diferenciacién de todas las
muestras para la variante rs9939609; en la Figura 18.a) se muestra una de las
curvas de fusion generadas, después del proceso de desnaturalizacion, éstas

ayudaron a comprobar la presencia de un unico producto de amplificacion.
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Figura 18. Graficos de fusién, normalizacién y diferenciacién para FTO rs9939609. a) En la curva de fusién
se observan los datos de cada muestra como unidades relativas de fluorescencia (RFU) por temperatura;
mientras que el pico de fusion muestra la diferencial de las RFUs sobre la diferencial de tiempo comparado
contra la temperatura; permitiendo observar el pico tnico del fragmento FTO rs9939609. b) La curva de fusion
normalizada muestra las variantes encontradas para el polimorfismo; en el caso especifico de esa placa,
Unicamente se encontraron 3 grupos, los cudles se visualizan con 3 colores distintos. Ademas, se muestra la
curva diferencial de la misma placa; con la cual se hace ain mas evidente y facil de apreciar la presencia de
las 3 variantes. c) Se muestran las curvas de normalizacion y diferenciacion de las muestras de las 54 diadas;
aunque predomina la presencia de 3 variantes, se pueden observar algunas muestras con un tono distinto de

verde, rosay lila; indicando con ello la presencia de 3 grupos mas.
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En la Figura 18.b) se muestra la curva de normalizacién; la cual resulta util, ya que
las muestras multiples difieren en la intensidad de fluorescencia absoluta debido a
las diferencias de eficiencia 6ptica entre las muestras (tanto en excitacion como en
emision). La normalizacion traza todas las curvas entre 100% (completamente
hibridado) y 0% (completamente monocatenario). Aunque las diferencias en la
magnitud de fluorescencia se pierden con la normalizacion, las transiciones de
fusion son mucho mas faciles de comparar (Farrar y Wittwer, 2017). Los diferentes
genotipos detectados en la placa se agruparon en diferentes clusters (grupos)
representados por distintos colores. En el mismo apartado se muestra la curva
diferencial; la cual, es util en presencia de los diferentes genotipos; ya que éstos
son mas féaciles de identificar en estos graficos ampliados. Diferentes genotipos
trazan diferentes caminos para una facil discriminacion visual (Farrar y Wittwer,
2017).

Después de analizar los graficos de las placas por separado, el software permitio
analizar el conjunto de placas creando una unica curva de normalizacion; asi como
una unica curva diferencial; al fusionar los datos de las placas, se obtuvieron 6
grupos distintos. Esto se muestra en la Figura 18.c)

No se logré determinar la presencia del SNP FTO rs9939609. Tras la secuenciacion
no se obtuvieron electroferogramas definidos para los 6 clusters, por lo que no se
pudo confirmar el cambio de Timina por Adenina en la posicion genémica 87653.
De todos modos, las secuencias obtenidas se ingresaron a la base BLASTn, en
donde no se encontraron coincidencias; esto se muestra en la Figura 19 y 20.

10 20
T [ k1 G C cT C ACTT GG C A AGT

I

Figura 19. Electroferograma para FTO rs9939609. El electroferograma no mostraba picos

definidos, por lo que no podian definirse claramente las bases.
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A No significant similarity found. For reasons why,click here

Figura 20. Busqueda de coincidencia para la variante rs9939609. Al ingresar la secuencia
obtenida y buscar coincidencias en BLASTn, no se encontraron similitudes en la base de datos.
Tomado de: URL 17.

También se intentd forzar el alineamiento con el programa BioEdit 7.2.5; sin
embargo, los resultados del alineamiento eran poco confiables al compararlos con
el electroferograma. La posicién en la que alinea la variante rs9939609 se muestra
en el recuadro azul de la figura 21 y es la misma que se muestra en el recuadro

rojo de la figura 19.

ﬂllll IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
= 10 20 30
FTO F 1963 I ACTGCCTCACTTGGCAAGTCTCT
NG 012969.1 TGCTGTGAATTTTETGATGCACTTGGATAGTCTCT

Figura 21. Alineamiento en BioEdit. Al forzar el alineamiento en el programa se encontraron
coincidencias entre algunos nucleétidos de la secuencia gendémica de FTO. En el recuadro se
observa la presencia de la variante, con un cambio de Timina por Adenina, el cual no puede

distinguirse claramente en el recuadro rojo de la figura 19.

B. LEPR rs1137101

Se realiz6 la misma técnica para la identificacion de las variantes del polimorfismo
rs1137101. También se encontraron 6 grupos de los cuales se secuenciaron
aguellos con porcentaje de confianza mas alto, encontrando los 3 genotipos
esperados. Algunas de las curvas generadas se muestran en la Figura 22.

El electroferograma del genotipo silvestre para la variante rs1137101, que se ubica
en la posicibn gendmica 177266 del gen LEPR se muestra en la Figura 23;
mientras que en la Figura 24 se comprobd que la secuencia obtenida corresponde

a la del gen LEPR mediante su alineamiento en BLASTn.
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Figura 22. Gréficos de fusidon, normalizacion y diferenciacion para la variante LEPR
rs1137101. a) La curva hace evidente que las RFUs emitidas por las muestras eran elevadas, con
excepcidn de los dos controles; mientras que el pico de fusién evidencia la amplificaciéon de un Gnico
producto de amplificacion para la variante. b) Con la curva normalizada y diferencial de las muestras
anteriores se observan 4 variantes en la placa. c) Los graficos generados al fusionar los resultados
de todas las placas procesadas muestra 6 grupos distintos, en los que predomina el azul, verde y

rojo.
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Figura 23. Electroferograma de un genotipo homocigoto silvestre. En el recuadro rojo se

encierra una Adenina.

Score

174 bits(94)
Query 1
Sbjct 177247
Query 61
Sbjct 177307

Homo sapiens leptin receptor (LEPR), RefSeqGene (LRG_283) on chromosome 1
Sequence ID: NG_015831,2 Length: 227995 Number of Matches: 1

Range 1: 177247 to 177340 GenBank Graphics

Expect Identities Gaps Strand

Se-40 94/94(100%) 0/94(0%) Plus/Plus

TCTGGTGGAGTAATTTTCTCACCTCTAATGTCAGTTCAGCC( AAATATGGGTAAG
‘ ¥

AT
RNy V) AN Rn ARy
TCTGGTGGAGTAATTTTCAABTCACCTCTAATGTCAGTTCAGCCCATAAATATGGGTAAG 177306

TTATGCACTAAAATGATGATAATAGGTCTAARACA 94

LCLDULEREL LR EEEE L LLrtLinnl
TTATGCACTAAAATGATGATAATAGGTCTAAACA 177340

Figura 24. Alineamiento de la secuencia silvestre en BLASTn. Aunque en la figura 22 sélo se

muestra un fragmento de la secuencia, se confirma que el alineamiento con el gen LEPR

corresponde a la posicién gendmica 177266. Tomado de URL 18.

La secuencia de nucleoétidos se transcribio en Transcription and Translation Tool

(Figura 25).




DNA sequence:

TCTOGTOEAGTAATT T TCCAGTCACCTCTAATGTCAGTTCAGC CCATARATATGEGTAAGTTATGL
ACTAAAATGATGATAATAGGTCTAAACAA

| transcription | | reverse transcription |

RNA sequence:

UCUGGUGEAGLAAUUUUCCAGUCACCUCUAALGUCAGULC AGC CCAUALALAUGEEUAAGULAUGT
ACUAAAAUGALGAUAAUAGEUCUAAACAA

| translation |

[l detect start codon
[ detect stop codon

protein sequence:

SEEVIFQSPLMSVQPINMGKLCTEMMIIGLN

P

Figura 25. Transcrito de aminoacidos. La secuencia en formato FASTA se utiliz6 para obtener la

secuencia de aminoacidos en transcription and translation tool. Tomado de: URL 18.

Posteriormente se ingresaba a BLASTp para comparar la secuencia de
aminoécidos (Figura 26).

En lafigura 27, 28 y 29 se muestran los resultados de un paciente que presenta la
variante rs1137101.
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leptin receptor [Homo sapiens]
Sequence ID; AAA93015.1 Length: 1165 Number of Matches: 1

See 1 more title(s) ¥ See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 217 to 236 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
42.4 bits(98) 0.004 Composition-based stats, 19/20(95%) 19/20(95%) 0/20(0%)

Query 1 SOAVIFQEPLMSVOPINMGE 20
SGEVIFQFPLMSVOPINM K
Shjct 217 SGGVIKQEPLMSVOPINMVE 236

Figura 26. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de un paciente con genotipo
silvestre para la variante rs1137101. En el circulo rojo se observa que, al no haber cambio de

nucleodtido; no hay cambio de aminoéacido en la posicién 223 de la proteina. URL 19.

40
G T C ACC T € T AA T G T C

Figura 27. Electroferograma de un paciente con el SNP rs1137101. En el recuadro rojo se
muestra la aparicion de una Guanina en lugar de una Adenina. Aunque los picos no descienden
completamente, el programa no tuvo problemas para asignar las bases correctamente.

Homo sapiens leptin receptor (LEPR), RefSeqGene (LRG_283) on chromosome 1
Sequence ID: NG_015831.2 Length: 227995 Number of Matches: 1

Range 1: 177247 to 177340 GenBank GCraphics

Score Expect Identities Gaps Strand
169 bits(91) 2e-38 93/94(99%) 0/94(0°/o) Plus/Plus
Query 1 TCTGGTGGAGTAATTTTCYGATCACCTCTAATGTCAGTTCAGCCCATAAATATGGGTAAG
i LLLLLELELERLELELdL COLLLELERELER R et ittt
Sbjct 177247 TCTGGTGGAGTAATTTTCH CACCTCTAATGTCAGTTCAGCCCATAAATATGGGTAAG 177306
Query 61 TTATGCACTAAAATGATGATAATAGGTCTAAACA 94

: LLEDLERLLLEELEELLEE L iirinl
Sbjct 177307 TTATGCACTAAAATGATGATAATAGGTCTAAACA 177340

Figura 28. Alineamiento de la secuencia con el SNP rs1137101. En la secuencia genémica del
gen se observa el cambio de una Adenina por Guanina en la posicién 177266, la cual corresponde
a la posicién de la variante. Tomado de: URL 17.




leptin receptor [Homo sapiens]
Sequence ID: AAA93015.1 Length: 1165 MNumber of Matches: 1

See 1 more title(s) v See all Identical Prateins(IPG)

Range 1: 217 to 236 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

41.2 bits(95) 0.014 Composition-based stats.  18/20(90%) 19/20(95%) 0/20(0%)

Query 1 SGGVIE
SGEVI
Sbjct 217 SGGEVIH

APLMSVQPINMGK 20
PLMSVQPTINM K
JPLMSVQPINMVK 236

Figura 29. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de un paciente con el SNP rs
1137101. En el circulo rojo se observa que al transcribir la secuencia que presenta el cambio de

base, hay un cambio del aminoéacido GIn (Q) por el aminoacido Arg (R) en la posicion 223. Tomado
de: URL 19.

Para el resultado heterocigoto Unicamente se muestra el resultado del
electroferograma en la figura 30.

%0 100 110
T T T T C ClAG|G rc AC C T C T A A TG

Figura 30. Electroferograma con resultado heterocigoto. En el rectangulo en color rojo se
observan dos picos en la misma posicion: el negro representa una Guanina se encuentra encima
del verde, que representa una Adenina.

PolyPhen-2 indica que el cambio producido por este SNP es considerado benigno
obteniendo una puntuacion de 0.081 en una escala de 0-1, obtenido del

alineamiento multiple mostrado en la Figura 31.
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This mutation is predicted to be  BENIGN  with a score of 0.081 (sensitivity: 0.92; specificity: 0.67)
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Figura 31. Efectos funcionales del SNP rs1137101. La prediccion del dafio causado por este

cambio se considera benigno. En el alineamiento con otras secuencias se puede observar el cambio

de Glutamina por Histidina en 5 ocasiones. Tomado de: URL 16.

C. RESULTADOS ESTADISTICOS

Las caracteristicas clinicas, antropométricas, bioquimicas y la frecuencia de

genotipos de las diadas se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de estudio de las diadas (n=54).

Caracteristicas Valores Minimo Maximo
1. Parametros clinicos de las madres
Edad 15.9+£1.2 13 18
Edad de menarquia 11.6+1.3 9 14
a. Parametros antropométricos

Talla, m 1.5+£0.05 1.4 1.7

Peso pregestacional 51.9+49.1 41 65

IMC pregestacional 21.8+1.8 16.4 317

Peso méaximo gestacional 63.8+7.1 47 78.6

Ganancia de peso gestacional 11.745.7 -35 25.6
Contintia




Tabla 6. Caracteristicas de estudio de las diadas (n=54). (Continuacién)

Caracteristicas Valores Minimo Maximo

b. Parametros bioquimicos

2° trimestre

Glucosa (mg/dL) 73.5+10.3 49.3 90.9
Colesterol (mg/dL) 196.4+47.3 120 282
HDL (mg/dL) 60.5+10.7 38.6 79.9
TG (mg/dL) 141.3+49.2 59 299

3° trimestre

Glucosa (mg/dL) 72.9+8.8 55.9 91.9
Colesterol (mg/dL) 230.7451.9 156 373
HDL (mg/dL) 61.8+10.9 42.8 85.6
TAG (mg/dL) 214.5+65.5 118 352

c. Genotipos maternos

LEPR rs1137101

AA 17(31.5)
AG 27(50)
GG 10(18.5)

2. Caracteristicas del recién nacido

Longitud, cm 49.2+2.1 44 54
Peso, g 3081.1+592.9 2100 5200

a. Genotipos de los recién nacidos

AA 17(31.5)
AG 29(53.7)
GG 8(14.8)

En la tabla se muestra un resumen de las caracteristicas generales evaluadas en las 54 diadas que
se obtuvieron desde que se comenzo a dar seguimiento al embarazo hasta el nacimiento. Valores:
promedioxdesviacién estandar; m: metros; cm: centimetros; g: gramos; mg: miligramos; dL:

decilitros; cm: centimetros; frecuencia (%).
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Respecto a las caracteristicas del recién nacido, también se tomo en cuenta la edad
gestacional para clasificar el peso de los recién nacidos; asi como la puntuacion
Apgar, la cual no fue considerada debido a que todos los recién nacidos
presentaron puntuaciones mayores a 7.

Con la frecuencia de los genotipos se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante la prueba de X?, su resultado se muestra en la Tabla 7. Este equilibrio es
utilizado en genética de poblaciones, en donde no solo se estudia la composicion
genética del individuo, también a la poblacion entera y los cambios de esta a través
de las generaciones, e intenta establecer la variacién de distintos locus, tratar de
explicar las posibles causas de esa variacion e incluso establecer un modelo,

siendo aplicable a todos los seres vivos (Hernandez y Trejo, 2014).

Tabla 7. Comprobacién del equilibrio de Hardy-Weinberg

Madres Observados  Esperados (0o —e) 2 Distribucion vs
e XZ:Z'—(U_e) ’
e
AA 17 p? =17.23 3.07x1073
AG 27 2pg=26.5  9.43x1073 3.84>0.02
GG 10 q? =10.23 5.17x1073
Hijos Observados Esperados (0o —e) ?2 Distribucion vs
e XZ:Z‘—(O_B) ’
e
AA 17 p? =18.4 0.11
AG 29 2pg=26.25 0.28 3.84>0.6
GG 8 g% =9.4 0.21

Al evaluar el equilibrio por separado de ambas poblaciones, se observa que ambas se encuentran
en equilibrio de Hardy-Weinberg, al obtener un valor menor de la distribucion calculada respecto a
la distribucién establecida (considerando el valor de 1 grado de libertad y una p igual o mayor a
0.05)

La Tabla 8 es una tabla de contingencia, en donde se establece la asociacion entre

la frecuencia de los genotipos de las diadas; las cuales coinciden con las
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frecuencias observadas de la tabla 7 en donde se evalla la frecuencia de los

genotipos en las madres y sus hijos de manera individual.

Tabla 8. Asociacién entre los genotipos de las diadas, frecuencia (%).

Madres AA(n=17) AG(n=27) GG(n=10) P
Hijos
AA(N=17) 11(64.7) 6(22.2) 0(0)
AG(n=29) 6(35.3) 17(63) 6(60) 0.0
GG(n=8) 0(0) 4(14.8) 4(40)

La presencia del genotipo heterocigoto en las madres y sus recién nacidos fue la mas frecuente.
Resulta imposible que los hijos con genotipo variante tuvieran una madre con genotipo silvestre; asi
como también resulta imposible que las madres de los recién nacidos con genotipo silvestre

presentaran el genotipo variante.

Se evalu6 el efecto del polimorfismo LEPR rs1137101 sobre algunas de las
caracteristicas descriptivas de las diadas, los resultados se muestran en la Tabla
9.

Tabla 9. Efectos maternos y neonatales sobre las caracteristicas de las diadas.

Caracteristicas LEPR rs1137101 n Valores p

1. Parametros clinicos de las madres

a. Parametros antropométricos

Peso pregestacional, kg AA+AG 44 52.3t5.4 0.389
GG 10 50.645.8
IMC pregestacional AA+AG 44 22+1.7 0.045
GG 10 20.7+1.7
Aumento de peso AA+AG 44 11.945.6 0.608
GG 10 10.9+6.3
GPG categorizado
AA+AG 21 21(47.7)
Insuficiente GG 5 5(50)
AA+AG 15 15(34.1) 0.968
Adecuada GG 3 3(30)
AA+AG 8 8(10.2)
Excesiva GG 2 2(10)
b. Parametros bioquimicos
Continta
((eg )
L )



Tabla 9. Efectos maternos y neonatales sobre las caracteristicas de las diadas.

Caracteristicas LEPR rs1137101 n Valores p

2° trimestre

Glucosa (mg/dL) AA+AG 17 74.8+9.3 0.182
GG 3 66+14.5

Colesterol (mg/dL) AA+AG 17 196.6+48.6 0.968
GG 3 195.3+48.5

HDL (mg/dL) AA+AG 17 60.3+11.5 0.836
GG 3 61.8+4.2

TG (mg/dL) AA+AG 17 145.9+51 0.330
GG 3 115+31.4

3° trimestre

Glucosa (mg/dL) AA+AG 27 72.7+9.1 0.8
GG 7 73.618.1

Colesterol (mg/dL) AA+AG 27 222.6+42.1 0.074
GG 7 261.9+75.6

HDL (mg/dL) AA+AG 27 70+11.6 0.436
GG 7 64.7+7.7

TAG (mg/dL) AA+AG 27 209.3+63.1 0.378
GG 7 234.34£76.3

c. Complicaciones maternas y resoluciéon del embarazo

Preeclampsia AA+AG 44 5(11.4) 0.901
GG 10 1(10)

Cesérea AA+AG 44 9(20.5) 0.442
GG 10 1(10)

2. Caracteristicas del recién nacido

Longitud, cm AA+AG 44 49.1+2.3 0.780
GG 10 49.4+1.3

Peso, g AA+AG 44 3104.2+621.3 0.552
GG 10 2979.2+460.7

Peso categorizado

PEG AA+AG a4 37(84.1)
GG 10 9(90)

AEG AA+AG 44 5(11.4) 0.778
GG 10 1(10)

GEG AA+AG 44 2(4.5)
GG 10 0(0)

Sdlo se encontré una relacién estadisticamente significativa al relacionar el IMC pregestacional con
una disminucién en mujeres que presentan la variante de riesgo. Promediotdesviacion estandar;
frecuencia (%); kg: kilogramos; g: gramos; mg: miligramos; dL: decilitros; PEG: pequefio para la

edad gestacional; AEG: adecuado para la edad gestacional; GEG: grande para la edad gestacional.
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Tabla 10. Efecto de la ganancia de peso gestacional sobre las caracteristicas

de las diadas.

Caracteristicas Insuficiente Adecuada Excesiva p
n=26(48.1) n=18(33.3) n=10(18.5)

1. Caracteristicas de la madre

a. Parametros bioquimicos

2° trimestre n=10 n=7 n=3
Glucosa, mg/dL 71+£11.8 74.2+8.8 80+7.3 0.428
Colesterol, mg/dL ~ 205.1+44.7 178.9+58.4 208.3+19.6 0.499
HDL, mg/dL 62.3+10.9 54.2+8.7 69.5+5.9 0.080
TG, mg/dL 132+29.2 160.1+74.8 128+21.7 0.473
3° trimestre n=16 n=11 n=7
Glucosa, mg/dL 74.419.3 69.3+£8.9 75.216.2 0.251
Colesterol, mg/dL ~ 244.3+£55.8 230.8+54.2 199.4+22.5 0.164
HDL, mg/dL 60.8+9.1 63.4+15.2 61.4+7.3 0.839
TAG, mg/dL 214.3+73.6 232.6+58.2 186.4+54.2 0.356

b. Complicaciones maternas y resolucion de embarazo

Preeclampsia 2(7.7) 2(11.1) 2(20) 0.575
Cesarea 4(15.4) 4(22.2) 2(20) 0.841

2. Caracteristicas del recién nacido

Peso al nacer

PEG 22(84.6) 16(88.9) 8(80)
AEG 3(11.5) 2(11.1) 1(10) 0.770
GEG 1(3.8) 0(0) 1(10)

Los parametros evaluados no demuestran una asociacion estadisticamente significativa entre la
ganancia de peso gestacional y algunas de las caracteristicas de las diadas. Promediotdesviacién
estandar; frecuencia (%); mg: miligramos; dL: decilitros; PEG: pequefio para la edad gestacional;

AEG: adecuado para la edad gestacional; GEG: grande para la edad gestacional.
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VII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Nuestra poblacion de estudio abarcaba 54 mujeres adolescentes embarazadas que
cursaban en su mayoria el tercer trimestre (63%); con una edad promedio de 16
afos, que iniciaron a ovular entre los 9 y 14 afos e IMC pregestacional normal; lo
gue se considera en cierta medida beneficioso para el desarrollo normal del
embarazo; no obstante, podria verse afectado por su temprana edad. Las
caracteristicas generales de la poblacién se muestran en la Tabla 6.

El seguimiento del aumento de peso es fundamental para el embarazo
adolescente, debido a que, en madres con obesidad se han reportado mayores
complicaciones; ademas, por el tipo de dieta que suelen llevar las adolescentes
resultaba probable que el incremento pudiera ser mayor al incremento
recomendado (12-16 kg) por el Instituto de Medicina para mujeres con hormopeso.
En nuestra poblacion el IMC promedio fue de 21.8, con un aumento de peso de
11.7 kg, es decir, una ganancia de peso promedio menor a la recomendada.

La aparicion de complicaciones durante el desarrollo y resolucion del parto puede
ser influenciada por el perfil bioquimico, es por ello que, durante el segundo o tercer
trimestre del embarazo se determinaron los parametros de glucosa, colesterol, HDL
(lipoproteinas de alta densidad) y TG. De estos 3 parametros, en el pais solo existe
una guia para el diagnostico y tratamiento de diabetes gestacional, en la que se
indica que, para considerar un resultado positivo, la cantidad de glucosa sérica
debe ser igual mayor a 92 mg/dL. El valor promedio de la poblacién estudiada fue
de 73.5+10.3, esto podria deberse a que las mujeres cumplian con los criterios de
riesgo bajo (edad menor de 25 afios, IMC normal antes del embarazo, sin
antecedentes de alteracién en el metabolismo de la glucosa, sin historia de pobres
resultados obstétricos) (URL 20).

Como no se cuenta con un valor bien establecido de colesterol y TG para mujeres
embarazadas, se utilizaron los valores de referencia del INPer durante el segundo
trimestre: 75-382 de TG, colesterol 176-299 y HDL 52-87 y para el tercer trimestre:
131-453 mg/dL para TG, 219-349 para colesterol y HDL 48-87 mg/dL (Abbassi; et

al, 2009). Sélo algunos de los valores de colesterol tanto en el segundo como el
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tercer trimestre estuvieron un poco elevados, pero no sirvieron para el diagndéstico
de dislipidemia durante el embarazo.

En cuanto a las caracteristicas del recién nacido se consideré su longitud y peso al
nacer, presentando un promedio de 49.2cm y 3081.1g, respectivamente. Esto
retoma importancia, en mujeres adolescentes con ganancia de peso excesiva, en
donde hay consecuencias para los recién nacidos como, mayor posibilidad de
nacimiento pretérmino, puntuaciéon Apgar baja, crisis comiciales, hipoglucemia,
sindrome de aspiracién meconial y policitemia (Weaver, 2019).

Ademas de ello se considerd la edad gestacional y la puntuacion Apgar; sin
embargo, sus resultados no se muestran, debido a que los embarazos superaron
las 37 semanas, es decir, llegaron a término y ninguno de los recién nacidos obtuvo
una puntuaciéon menor a 7, por lo que, como lo indica la NOM-007-SSA2-2016, no

requirieron hospitalizacion (URL 4).

B. SECUENCIACION DE LA VARIANTE FTO rs9939609

En la Figura 19 se observa la asignacion de grupo a la mayoria muestras; sin
embargo, hubo algunos casos en los que sélo se le asigné grupo a una de las 2
muestras 0 a ninguna; esto pudo deberse a variaciones de volumen, concentracion
o falta de homogeneizacion de las muestras de DNA (pureza variable), lo que pudo
generar que la fluorescencia emitida en esos casos fuera menor y se detectara a
esas muestras como una variante distinta a la que debi6 asignarse e incluso que la
muestra tuviera un comportamiento en los graficos de fusion como control negativo
al no emitir fluorescencia por la cantidad de DNA colocada; esto puede observarse
en la seccion a) de la misma figura (URL 21); en esos casos, la muestra tuvo que
ser secuenciada para asignar el genotipo. Pese a que la amplificacién del gen fue
exitosa, se logré comprobar la presencia de un unico producto de amplificacion
(Figura 13 y 19a) y se agruparon la mayoria de las muestras en 6 grupos; no se
logré obtener una secuencia confiable para la variante rs9939609 (Figura 22) y por
lo tanto, no se logré asignar su genotipo. De todos modos, para descartar por
completo esta posibilidad y asegurar que se estaba trabajando Unicamente con el
fragmento deseado, se realizo la purificacion de bandas.

Una vez descartada esta posibilidad y considerando el tamafio del fragmento (116

pb) se cree que la utilizacion del kit el BigDye v.3.1 para la secuenciacién influyo
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negativamente al resultar de mayor utilidad para la secuenciacién de fragmentos
largos, por lo que, es posible que se hubiera logrado una mayor eficiencia en la
asignacion de las bases con el kit v.1.1 disefiado para fragmentos cortos. Aunque
el fabricante menciona que la utilizacion del kit v.3.1. es satisfactoria en fragmentos

cortos, recomienda la utilizacion del otro kit para estos casos (URL 22).

C. PRESENCIA DE LA VARIANTE LEPR rs1137101

La asignacion de los genotipos fue exitosa para la variante LEPR rs1137101;
aungue también hubo casos en los que no se logré asignar el genotipo a una o
ambas muestras mediante HRM y tuvieron que secuenciarse junto con los grupos
detectados y mostrados graficamente en la Figura 23.c). La causa de la asignacién
de mas de 3 genotipos también pudo deberse a la cantidad, concentracion o pureza
de las muestras o al tamafo del fragmento (140 pb), ya que, a mayor tamafio,
mayor probabilidad de encontrar otra variante en el mismo (URL 21).

De igual manera, el kit utilizado para la secuenciacion y el tamafio del fragmento
pudieron influir en la asignacion de las bases. Aunque los picos de los
electroferogramas que mostraban los 3 genotipos hallados estaban mucho mejor
definidos en comparacion con los de la variante rs9939609, hubo ocasiones en
donde no se alcanzaron a definir por completo (Figuras 24, 28 y 30),

probablemente esto hubiera mejorado con la utilizacion del kit v.1.1 (URL 22).

1. Determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg

La estimacién de las frecuencias de la Tabla 6 resulta importante para la
descripcion estadistica del polimorfismo; el cual consiste, en primer lugar, en
estimar la prevalencia cada genotipo y cada alelo posible en la poblacion, lo que
en nomenclatura genética se denomina estimar las frecuencias genotipicas y
alélicas, respectivamente (Iniesta; Guin6 y Moreno, 2005).

La frecuencia de un genotipo (homocigoto o heterocigoto), varia al cambiar las
frecuencias alélicas. Si existen mas de dos alelos de un mismo gen, éste es
considerado como polimérfico, para considerarlo como tal, la frecuencia del alelo
mas comun debe ser menor al 99% (Hernandez y Trejo, 2014). El principio de

equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben esperarse en la
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poblacion para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los alelos (Iniesta;
Guiné y Moreno, 2005), posteriormente estas frecuencias se comparan con las
observadas con la prueba de X2. La comprobacion del equilibrio tanto en las madres
como en sus hijos se muestra en la Tabla 7.

El principio de Hardy-Weinberg establece que la composicion genética de una
poblacion se encuentre en equilibrio a menos que se introduzcan influencias
perturbadoras como la mutacion, la seleccién, la migracion o la deriva génica.
Este equilibrio ofrece una linea para medir el cambio entre generaciones, ya que la
herencia mendeliana, por si misma, no engendra cambio evolutivo. Es por ello, que
establece un papel importante en la genética de poblaciones, por varias razones:
el desequilibrio puede ser el resultado de un error de genotipificacion, mas
tipicamente la confusion de los heterocigotos y homocigotos; la prueba puede
ayudar a detectarlo (Lopez, 2015).

Para considerar que la poblacion esta en equilibrio, el valor de la prueba debia ser
menor al de la distribucion establecida (3.84) considerando los grados de libertad
(3 fenotipos-2 alelos= 1 grado de libertad) y una probabilidad de 0.05 para
considerar que no habia diferencias significativas (Hernandez y Trejo, 2014); como
los valores de la prueba en las madres y los hijos fue 0.02 y 0.6, respectivamente,
se consideré que ambos se encontraban en equilibrio, es decir, los valores de la
distribucion calculada fue menor a la establecida, lo cual significa que los valores
observados se ajustan a los esperados.

Las frecuencias reportadas por el proyecto de 1000 genomas, para el alelo A son
de 0.41, y para el alelo G son del 0.59, pero se muestran amplias variaciones en
las frecuencias en diferentes poblaciones y grupos étnicos (Daghestani; et al,
2019).

Existen muchos estudios que han intentado relacionar la presencia del
polimorfismo principalmente con la obesidad, con frecuencias relativamente
similares. En adolescentes mexicanos con obesidad el alelo de riesgo present6 una
frecuencia de 0.3 y el silvestre de 0.7; mientras que en adolescentes sin obesidad
el alelo silvestre tuvo una frecuencia de 0.63 y el de riesgo de 0.38 (Guizar; et al,
2005).

Otro estudio realizado a poblacion mexicana con y sin obesidad mérbida reporto

una frecuencia de 0.61 para el alelo A y 0.39 para el G en pacientes sin obesidad
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y 0.57 y 0.53 para los alelos A y G respectivamente en pacientes con obesidad
(Rojano; et al, 2016).

En otras poblaciones que también han intentado demostrar la asociacion anterior
han encontrado en mujeres sauditas una frecuencia del alelo silvestre de 0.798.
Para los britanicos y puertorriquefios la frecuencia del alelo A es de 0.610, en
colombianos 0.596, seguidos por el punjabi en Pakistdn con 0.0573, Luhya en
Kenia 0.520, Toscani en Italia 0.561, en europeos de 0.531 y estadounidenses de
0.563. El este de Asia, presenta las frecuencias mas bajas del alelo A en poblacién
China de 0.131 y japonesa de 0.154 (Daghestani, et al., 2019).

En nuestro estudio las frecuencias alélicas de las madres para el alelo A fue de
0.56 y del alelo G 0.44; mientras que en los recién nacidos las frecuencias fueron
de 0.58 y 0.42 para los alelos A y G, respectivamente (datos no mostrados en
tablas).

Los resultados son similares a los reportados en diadas rumanas la frecuencia del
alelo A tanto en las madres como sus recién nacidos fue de 0.57 y 0.43 para el
alelo G (Marginean; et al, 2016); mientras que en embarazadas ucranianas se

encontré una mayor frecuencia del alelo de riesgo (0.54) (Ostafiichuk, 2019).

2. Relacién de los genotipos entre las diadas.

Respecto a la tabla de contingencia (Tabla 8), se muestra la asociacion entre el
genotipo de las madres y sus hijos. El resultado de esta relaciéon tiene una
diferencia estadisticamente significativa con una probabilidad de 0, lo que indica
que las frecuencias obtenidas de las diadas como poblaciones independientes
(tabla 6 y 7) coinciden con las comparadas entre las diadas. Encontrando que,
habia 11 casos en los que las madres y sus recién nacidos presentaban el genotipo
silvestre, heredando este alelo se su madre y el otro de su padre con genotipo
heterocigoto o igualmente homocigoto para el genotipo silvestre, 6 casos en los
que la madre presentaba el genotipo silvestre, pero sus hijos presentaban el
heterocigoto; pudiendo inferir que los padres presentaban el genotipo heterocigoto,
o el de la variante, pero no el silvestre.

Habia 6 casos de madres con genotipo heterocigoto y sus hijos con genotipo
silvestre; lo cual permite inferir que ambos padres heredaron el alelo silvestre,

aungue, los padres podrian portar el mismo genotipo o el heterocigoto. En 17
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casos, tanto las madres como sus hijos presentaron genotipo heterocigoto; cabe
mencionar que el 63% de las madres que presentaban este genotipo pudieron
heredar cualquiera de los dos alelos a sus hijos, y que los padres podian poseer
cualquiera de los 3 genotipos. En 4 casos mas, la madre presentaba el genotipo
heterocigoto, pero su hijo presentaba el genotipo con la variante, indicando que
ambos padres heredaron el alelo de riesgo, pudiendo ser el padre heterocigoto u
homocigoto para el polimorfismo.

Finalmente, hubo 6 casos en los que la madre presentaba el genotipo de riesgo y
su hijo el heterocigoto; en estos casos el padre pudo ser portador del genotipo
heterocigoto u homocigoto silvestre y 4 casos en los que, tanto la madre como su
hijo presentaban la variante de riesgo, pudiendo ser su padre heterocigoto o

también homocigoto para la variante al igual que la madre y su hijo.

3. Asociacion de las caracteristicas de la poblacién de estudio
con los genotipos.

a) Parametros antropomeétricos.

Se intenté comprobar la influencia del polimorfismo LEPR rs1137101 sobre el
desarrollo de los embarazos adolescentes.

Al comenzar el estudio se indagd sobre el peso pregestacional aproximado de la
madre y su talla, aunque el peso pregestacional no arrojo resultados
estadisticamente significativos (Tabla 9), se puede observar que el promedio de
peso es menor en las mujeres que presentan la variante; el resultado anterior
influy6 en el calculo del IMC pregestacional con resultado estadisticamente
significativo, demostrando que las mujeres que portaban la variante mostraban un
menor IMC pregestacional a comparacién de las mujeres que presentaban el
genotipo silvestre o heterocigoto (el promedio para las mujeres con genotipo AA
era 21.4+1.7, AG 22.3£1.7 GG 20.7+1.7 y una p de 0.34); un resultado similar se
encontr6 en el estudio realizado por Guizar y Licona en 2005, en donde
adolescentes mexicanos de entre 12 a 17 afios con los alelos AA y AG tenian mayor
actividad simpética del corazon, porcentaje de grasa corporal y niveles de leptina.
Sin embargo, al igual que en nuestros resultados, el polimorfismo rs1137101 no
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parecia tener un impacto importante en el IMC en la poblacién, aunque su estudio
si incluia a pacientes obesos y de ambos sexos (Guizar; et al, 2005).

El estudio de 2012 realizado a nifios y adolescentes mexicanos de entre 6 y 17
afos, en los que se tratd de demostrar la relacion entre el receptor de leptina y el
desarrollo de la obesidad, estudiando 3 de sus polimorfismos, incluyendo el
rs1137101. Se evaluaba el IMC, niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en
hombres y mujeres no embarazadas. En los 128 participantes clasificados como
normopeso, sobrepeso y obesos no se encontré asociacibn con obesidad.
Anteriormente se habia mencionado que la etiologia de la obesidad coincide con
los factores que contribuyen a la ganancia de peso excesiva del embarazo, es por
ello que, una de las posibles razones a las que le atribuyeron la falta de asociacion
del polimorfismo con la obesidad es el hecho de que el gen LEPR se expresa de
manera diferente en individuos de diferentes edades y con diferentes estados
metabdlicos, lo que permite que los polimorfismos presenten un mayor o menor
poder de accion dependiendo del entorno (vejez, menopausia, adolescencia,
obesidad, entre otros) del individuo (Angel; et al, 2012), el cual podria coincidir con
la falta de asociacion de la ganancia de peso en las adolescentes que participaron
en este estudio.

Para categorizar el aumento de peso gestacional se decidio utilizar el rango
establecido por el Instituto de Medicina, el cual ofrece un rango amplio para la
ganancia de peso segun el IMC pregestacional; aunque, como lo mencionaba la
NOM-007-SSA2-2016 (URL 4), el aumento en adolescentes debe ser mayor, se ha
comprobado que los rangos establecidos por el IOM son igualmente aplicables y
seguras en madres adolescentes (Fernandez; Hoffmire y Olson, 2011). El resultado
estadistico de este incremento; asi como el de su categorizacion no logr6 asociarse
con la presencia del polimorfismo; una de las posibles causas puede ser el tamafio
muestral, asi como la dieta y ejercicio durante el desarrollo del embarazo
(parametros que no se tomaron en cuenta). Aunque el valor de p para aumento de
peso no fue significativo, parecia que las mujeres con genotipo silvestre o
heterocigoto ganaban mas peso en promedio. El 18.5% de la poblacién tuvo una
ganancia de peso excesiva, de ese porcentaje, solo el 10% era portadora del
genotipo de riesgo. Quizas aumentando el tamafio muestral disminuya el valor de

p para ambos parametros y se lograria asociar ambos parametros.
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Hasta ahora hay pocos estudios que intenten relacionar la ganancia de peso
gestacional excesiva con el polimorfismo, y no fueron realizados en poblacién
mexicana. Uno de ellos evalud los efectos maternos y neonatales de la ganancia
de peso excesiva en 355 mujeres de una clinica en Rumania; en donde tampoco
lograron asociar la presencia del polimorfismo a la ganancia de peso gestacional
pese a que su tamafio muestral era mucho mas alto y enfatizaron en la discrepancia
hallada en otros estudios en donde encuentran asociaciones a la obesidad o incluso
han relacionado al alelo G con un papel protector contra ella. (Marginean; et al,
2016).

Por otra parte, el estudio realizado a 97 mujeres ucranianas encontré un aumento
hasta 7 veces mayor en la ganancia de peso gestacional en aquellas que
presentaban el alelo de riesgo; sin embargo, su asociacion estaba muy ligada a las
concentraciones de leptina e insulina en sangre, parametros que tampoco fueron
determinados en el estudio y pudieron ayudar a explicar la falta de asociacién en
nuestra poblacion, debido a las variaciones que suelen presentarse en los niveles
de leptina en las mujeres embarazadas. En el estudio publicado por Ostafiichuk en
2019 los valores de leptina aumentaban ligeramente en el tercer trimestre para los
poseedores de uno o ambos alelos de riesgo, mientras que los de insulina
aumentaban en las personas que presentaban el genotipo de riesgo, lo cual sugiere
gue la asociacién que encontraron entre la ganancia de peso y la presencia del
polimorfismo puede estar relacionada con una menor expresion de LEPR, que
podria derivar de la resistencia a la insulina a través de las vias de sefalizacion
JAK, PI3K y MAPK; en este caso, es una opcion que los niveles de leptina no
aumentaran de la misma forma en los pacientes con el genotipo de riesgo, evitando

asi el aumento de peso adecuado o excesivo (Ostafiichuk, 2019).

b) Parametros bioquimicos.

En la Tabla 9 se muestran los valores de glucosa, colesterol y TG. Al comparar los
valores entre genotipos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, por lo que no se puede asegurar que sus valores se deban a la
presencia del polimorfismo; sin embargo, se pueden destacar varios aspectos:

En ninguna de las 54 mujeres se detect0 diabetes gestacional, mediante la

determinacion de glucosa en sangre (valores menores a 92 mg/dL), pero
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comparando los valores entre los distintos genotipos, pareciera que el valor
disminuye sutilmente con la presencia de la variante, presentando el maximo valor
en una mujer con el genotipo silvestre, con un valor muy cercano al establecido
para el diagndstico de diabetes gestacional (91.9 mg/dL).

La determinacion de los demas pardmetros bioquimicos es importante para
descartar la presencia de dislipidemia, la cual se define como los niveles elevados
de colesterol total, de triglicéridos y de colesterol HDL reducidos (Bufiuelos;
Hernandez y Trevifio, 2016); aunque los resultados se encontraban dentro de los
valores de referencia para todos estos parametros y con ello se descarta el
diagnéstico de dislipidemia, se puede resaltar que, el promedio de colesterol total
era mas elevado en pacientes con el genotipo de riesgo; el colesterol HDL

ligeramente disminuido y el de triglicéridos aumentado.

c) Complicaciones en el embarazo y resolucién de parto.

La Unica complicacion que se presentd en la poblaciéon fueron 6 casos de
preeclampsia (11.1%). También se resalta que ninguna mujer con preeclampsia
presentaba alteraciéon en su determinacion de lipidos, datos que parecen no
corresponder con los factores de riesgo para desarrollarla, ya que todas ellas tenian
normopeso, no tenian nefropatias preexistentes, diabetes, lupus o embarazos
previos; por el contrario, presentaban factores que disminuian la probabilidad, entre
los que destacan: tener menos de 20 afios y tener mas de 10 afios de intervalo
entre un embarazo, presentar antecedentes familiares de preeclampsia o presion
diastolica al inicio del embarazo de 80-89 mmHg (URL 23). Al no cumplir con los
criterios de alto riesgo para el desarrollo de preeclampsia, Unicamente podemos
atribuir su presencia a que todas las participantes cumplian con al menos 2 factores
gue disminuyen la probabilidad de padecerla, porque se debe mencionar que
presentar 2 o mas factores aumenta la probabilidad.

Hubo 10 ceséreas, lo que corresponde al 18.5% de la poblacion de estudio, en las
gue tampoco se logré asociar la presencia del polimorfismo, ya que, solo 1 de ellas
presentaban la variante. Llama la atencion que el porcentaje de cesareas
practicadas se encuentra entre el porcentaje de cesareas programadas (11.4) y las
de emergencia (25.6) publicado por el Instituto Nacional de Mujeres, que rescato

los datos de la ENADID 2018, en la que, de las 5.5 millones de mujeres
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adolescentes de 15 a 19 afios se (URL 3). En el estudio no se tomo en cuenta la
causa por la que se realizaron las cesareas, aunque un factor importante podria

ser la temprana edad.

d) Peso al nacer y genotipo materno

El peso al nacer tampoco se pudo atribuir a la presencia del polimorfismo, debido
a las discrepancias en sus resultados (Tabla 9). Principalmente, se intentaba
comprobar si la presencia del polimorfismo aumentaba la cantidad de recién
nacidos grandes para la edad gestacional, ya que, aunque el peso al nacer esta
determinado por mdltiples factores y la interaccion entre ellos, se debe tener en
cuenta la susceptibilidad genética individual como factor esencial en su
determinismo puede provocar complicaciones tanto a corto como a largo plazo
(Marginean; et al, 2016).

El 85.2% de los recién nacidos fueron pequefios para la edad gestacional (los 3
genotipos presentaban una alta frecuencia), lo cual pudo estar influenciado por la
edad de la madre, su ganancia de peso y cantidad de leptina. Este resultado es
importante porque ellos presentan un riesgo mayor de diferentes trastornos
neurolégicos o cardiovasculares, sindrome metabdlico o una estatura mas baja en

el futuro (Marginean; et al, 2016).

4. Asociacion de las caracteristicas de la poblacion de estudio
con la ganancia de peso gestacional.

a) Parametros bioquimicos

El peso va aumentando conforme avanza el embarazo, y con ello las demandas
energéticas, por ello es comprensible que el perfil lipidico vaya aumentando
conforme transcurre el embarazo. Al inicio el embarazo hay un aumento en la
produccion hepatica de triglicéridos, y la remocion de los TG circulantes resulta en
un incremento en los depdsitos grasos de los adipocitos maternos, por lo que se
considera una fase anabdlica; por el contrario, el Ultimo trimestre de embarazo se
considera una etapa catabdlica, donde se aumenta la liberacion de los &cidos

grasos desde los adipocitos debido al estimulo de la lipasa sensible a hormonas
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placentarias. Estos cambios permiten a la madre almacenar energia en la primera
etapa del embarazo para los altos requerimientos energéticos de la ultima etapa;
como consecuencia de estos cambios el metabolismo lipidico materno esta
alterado en el embarazo. El colesterol total aumenta moderadamente, mientras los
TG plasméticos aumentan drasticamente (Ywaskewycz; et al, 2010).

Respecto al incremento en los niveles de colesterol, especialmente en las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) y los niveles disminuidos de c-HDL, se ha
reportado un riesgo elevado a desarrollar enfermedad cardiovascular
(Ywaskewycz; et al, 2010).

A pesar de que estos procesos se consideran normales en la gestacion humana,
diversos estudios han mostrado que podria existir una correlacion positiva entre los
niveles aumentados de triglicéridos en sangre y el posterior desarrollo de
preeclampsia (Bufiuelos; Hernandez y Trevifio, 2016), sobre todo teniendo en
cuenta el incremento reportado de un 14.1 a 21% en las mujeres que presentan
valores elevados de lipidos en sangre (URL 24).

Aunque el promedio del perfil lipidico durante el segundo o tercer trimestre del
embarazo se encontrara dentro de los valores de referencia, se esperaba que en
aquellas madres con ganancia de peso excesiva hubiera un aumento mayor en el
nivel de triglicéridos y colesterol total; sin embargo, hubo varias discrepancias en
estos resultados (Tabla 10) que impidieron relacionar el aumento de peso con los

valores de lipidos.

b) Complicaciones maternas y resoluciéon de parto

El IMC pregestacional y la ganancia de peso influye en el desarrollo y resolucion
del parto; se sabe que en mujeres obesas son mas comunes las inducciones
prematuras de parto, hemorragias postparto, altas tasas de cesareas asociadas a
multiples causas como la falla a la induccién, anormalidades durante el parto y
complicaciones fetales (Cardenas, 2012).

Soélo se presentaron 6 casos de preeclampsia en las adolescentes, al compararlas
con la ganancia de peso gestacional se encontré un mayor porcentaje en mujeres
con ganancia de peso excesiva (20%) y el menor porcentaje en mujeres con

ganancia insuficiente (7.7%).
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Tampoco se logré asociar la frecuencia de ceséareas (18.5% de la poblacion) a la
ganancia de peso gestacional, debido a que la mayor incidencia se encontré en
mujeres con GPG adecuada (22.2%), aunque es muy similar al porcentaje con GPG
excesiva (20%). No obstante, no podemos asegurar que la causa por la que se
programaron las cesareas estuvo relacionada o no a la ganancia de peso.

Otra causa importante para tratar de relacionar la ganancia de peso con todos estos
parametros es que, a largo plazo la GPG excesiva se ha asociado a retencion de
peso posnatal y desarrollo a largo plazo de sobrepeso y obesidad en las madres y
su descendencia (Weaver, 2019); desafortunadamente no se dié seguimiento a los
embarazos para comprobar si hubo mayor retencion de peso y desarrollo de

sobrepeso u obesidad en las madres y su descendencia.

c) Peso al nacer

Se intenté encontrar la asociacion entre la ganancia de peso gestacional con el
peso al nacer; sin embargo, tampoco se encontr6 un valor estadisticamente
significativo, ya que, se encontraron porcentajes bastante similares y elevados en
la relacion de los recién nacidos pequefios para la edad gestacional (85.2%) con la
ganancia de peso insuficiente (84.6%), adecuada (88.9%) y excesiva (80%). Los
recién nacidos grandes para la edad gestacional fueron pocos (3.7%), que
representan al 3.8% de los embarazos con GPG insuficiente y al 10% de la
ganancia de peso excesiva.

Tomando en cuenta la edad de las madres, en un estudio de 2011 en Missouri que
intentaba demostrar si las recomendaciones del aumento de peso emitido por la
IOM aplicaban en embarazos adolescentes, encontraron que las adolescentes que
alcanzaron un aumento de peso gestacional adecuado tuvieron una mayor
incidencia de bebés pequerios para la edad gestacional a comparacion de aquellas
con ganancia excesiva, aunque su porcentaje era mucho menor (14-19 y 8-12%,
respectivamente), sus resultados los compararon con estudios anteriores en donde
Stevens-Simon y McAnarney, encontraron que aquellas con menor aumento de
peso tenian bebés mas pequefios en comparacién con aquellos con un aumento
de peso adecuado y excesivo, pero aquellos con un aumento de peso rapido tenian

una alta retencién de peso posparto (Harper; Chang y Macones, 2011).
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Los resultados anteriores podrian atribuirse a la composicion corporal materna, que

es un factor determinante clave para el peso al nacer, especialmente la cantidad

de masa corporal magra materna, la cual se ha sugerido se correlaciona

positivamente con el peso al nacer en comparacion con la masa grasa materna que

parece no tener impacto en el peso al nacer (Marginean; et al, 2016); sin embargo,

estos parametros no se determinaron, y aunque, la madre pueda poseer un IMC

pregestacional normal, no significa que la cantidad de masa magra que posea sea

la adecuada, por lo que, es un factor que pudo influir sobre el peso al nacer de los

recién nacidos.

VIII.

CONCLUSIONES

De los 6 clusters obtenidos para cada variante obtenidas mediante HRM,
sb6lo se lograron secuenciar los pertenecientes al polimorfismo LEPR
rs1137101, con lo cual se pudo determinar la presencia de los tres genotipos
esperados para la diada madre adolescente y su neonato.

Se determinaron las frecuencias de los genotipos para el polimorfismo LEPR
rs1137101 en las madres y sus recién nacidos, lo que permitié comprobar el
equilibrio de la poblacion.

Se encontrd6 una relacién estadisticamente significativa entre el IMC
pregestacional y la presencia de la variante LEPR rs1137101; aunque las
pacientes con esta variante presentaban un menor IMC dentro del rango
considerado normopeso, su impacto parecia no tener gran relevancia.

No se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo
presentado por las madres con las caracteristicas del perfil bioguimico,
presencia de complicaciones y resolucion de parto por lo que no se pudo
comprobar que la presencia del genotipo variante influya sobre estos
parametros.

Debido a la heterogeneidad de los resultados entre la asociacion de los

genotipos con los resultados antes mencionados y el bajo tamafio muestral,
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tampoco se puede asegurar, que por el contrario de lo que se pensaba la
presencia de la variante ejerce algun efecto protector sobre las madres.

La mayoria de los recién nacidos fueron considerados pequefios para su
edad gestacional con la presencia de los 3 genotipos, predominando el
heterocigoto; por lo cual, no se encontro relacion entre el peso al nacer y la
presencia de la variante LEPR rs1137101; ni con la ganancia de peso

gestacional.

PROSPECTIVAS

e Realizar un nuevo disefio de primers para la variante FTO rs9939609
que cubra un fragmento de mayor tamafno y/o utilizar el kit BigDye
v.1.1 para el fragmento ya disefiado.

e Incluir la determinacion del genotipo de los padres, para establecer
una probabilidad més segura de la herencia del par de alelos de los
padres a sus hijos.

e Realizar un cuestionario mas amplio a las madres para indagar sobre
sus habitos alimenticios, antecedentes familiares del peso y partos en
sus nucleos familiares.

e Determinar los valores de leptina e insulina; asi como determinar el
porcentaje de masa magra en las madres adolescentes.

e Dar seguimiento al término de los embarazos para registrar si hay
retencion de peso posnatal en las madres y determinar la influencia
del genotipo del recién nacido en el desarrollo de sobrepeso u
obesidad.

e Incrementar el tamafio muestral para evaluar si hay una variacion en
la frecuencia de los genotipos; asi como en su influencia con las

caracteristicas de estudio de las diadas.
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