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RESUMEN

ABSTRACT

Introduccioén: El peso bajo al nacer conlleva riesgos para el
embarazo y favorece la aparicién de enfermedades metabé-
licas en la vida adulta. La placenta es crucial para el creci-
miento fetal, y se ha sugerido que los factores de crecimien-
to similares a insulina (IGF) participan en el crecimiento y
funcion placentarios, posiblemente a través de la via de se-
Aalizacién de la protein cinasa B, (comuinmente conocida
como Akt). Sin embargo, la regulacién placentaria de la ex-
presion de IGF y sus receptores, asi como la activacion de
esta via en alteraciones de peso al nacer, han sido poco es-
tudiadas. Objetivo: Evaluar la expresién de los receptores
IGF1R y el receptor de insulina (IR) y la activacién de la via
de Akt en placentas de bebés de peso bajo para la edad
gestacional (small for gestational age [SGA]) o peso adecuado
(AGA). Métodos: Se realizd un estudio en placentas de ma-
dres sanas y recién nacidos a término SGA o AGA (n = 20 por
grupo). La expresién de IGF1R e IR y la fosforilacion de PDK1
fueron evaluadas mediante western blot. Resultados: Se ob-
servé una disminucion de la expresion del IGF1R en el grupo
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Introduction: Low birth weight not only represents risks for
pregnancy but also favors metabolic diseases in adult life.
Placental development is crucial for fetal growth, and it has
been suggested that insulin-like growth factors (IGF) par-
ticipate in placental growth and function, possibly through
the Akt signaling pathway. However, placental regulation of
IGFs and IGF receptor (IGFR) expression, as well as their sig-
naling pathways in altered fetal weight, have been poorly
studied. Objective: Evaluate IGF1R and insulin receptor (IR)
expression and Akt pathway activation in placentas of small
(SGA) and adequate (AGA) for gestational age newborns.
Materials and Methods: A study in placentas of healthy moth-
ers and term newborns, either SGA or AGA (n = 20 per group)
was performed. Placental expression of IGF1R and IR, together
with phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) phosphory-
lation was evaluated using Western Blot. Results: A positive
correlation between birth weight and placental weight was
found. We observed a significant decrease in IGF1R protein
expression in the SGA group (p < 0.001) compared to AGA.
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SGA en comparacion con AGA. La expresion de IR no se
encontré modificada. La fosforilacion de PDK1, enzima que
activa Akt, se encontr6 disminuida en el grupo SGA. Con-
clusiones: La placenta de los bebés SGA presenta menor
expresion de IGF1R y una consecuente disminucion de PDK1
fosforilada, lo cual podria afectar al crecimiento y la funcién
placentarios.

Palabras clave: IGF1R. Placenta. Bajo peso al nacer.

INTRODUCCION

El peso al nacer es un indicador importante de la
salud del recién nacido’. En las ultimas décadas, di-
versas areas de investigacion han sugerido que los
eventos implicados en el desarrollo fetal tienen efec-
tos a largo plazo e influyen en la salud durante la
vida adulta?. El crecimiento fetal deficiente da lugar
a nifos SGA y a las complicaciones neonatales y de
mortalidad derivadas de esta condicion?. El peso
bajo al nacer también se ha asociado con diversas
consecuencias metabdlicas a largo plazo*, como el
sindrome metabdlico®, la obesidad®, la diabetes me-
llitus tipo 2° y enfermedades cardiovasculares’.

En el crecimiento intrauterino y el establecimiento
del peso fetal participan una gran variedad de hor-
monas y moléculas de sefalizacién, como el sistema
IGF8. Este sistema abarca dos IGF: IGF-I e IGF-Il, y por
lo menos seis proteinas de union al IGF (IGFBP)*1°, Este
sistema desempena un papel importante en el creci-
miento celular, la diferenciaciéon y la mediacién de las
acciones de la hormona del crecimiento". Las concen-
traciones de IGF-I e IGFBP3 en la sangre del cordén
umbilical se correlacionan con el peso fetal al nacer'?,
mientras que las concentraciones de IGF-l en la sangre
de la madre estan disminuidas en nifos SGA®,

El crecimiento de la placenta es esencial para un
crecimiento fetal adecuado’, y existe evidencia de
que el sistema IGF participa en el crecimiento y la
funcién de la placenta, sugiriéndose que ejerce es-
tas acciones a través de sus receptores, principal-
mente IGF1R e IR, el cual también posee afinidad
por los IGF'#, activando las vias de sefalizacién de
Akt y MAPK&'> (Fig. 1). Dados estos antecedentes, el
estudio del sistema IGF en la placenta es crucial para
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Insulin receptor protein expression was not modified. Phos-
phorylation of the enzyme needed for the Akt pathway ac-
tivation, PDK1, was decreased in the SGA group (p < 0.05).
Conclusions: Placenta of SGA newborns shows decreased
IGF1R expression, and accordingly, a decrease in PDK1 phos-
phorylation, which may affect placental growth and func-
tion. (REV MEX ENDOCRINOL METAB NUTR. 2015;2:5-10)
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la comprensién de los mecanismos que influyen
en la regulacion del peso al nacer® y que tienen
influencia en la salud metabdlica durante la edad
adulta. Sin embargo, la regulacién placentaria de la
expresion de IGF y sus receptores, asi como la acti-
vacion de sus vias de sefalizacién en relacion con
el peso bajo al nacer, han sido poco estudiadas'®'”.

En este proyecto, se evalud la expresion de los re-
ceptores IGF1R e IR, la activacién de una proteina
de la via de Akt y su relacion con el peso al nacer en
placentas de recién nacidos SGA o AGA; se presen-
tan los resultados preliminares.

MATERIAL Y METODOS

Poblaciéon de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, comparativo y trans-
versal en placentas de madres sanas y recién naci-
dos a término SGA (bebés con peso por debajo del
percentil 10 de peso normal para la poblacién) o
AGA (bebés con peso entre los percentiles 10 y 90
de peso normal para la poblacién) (n = 20 por gru-
po)'81? en el momento del nacimiento de la Unidad
Médica de Alta Especialidad HGP n.° 48 del Instituto
Mexicano del Seguro Social y el Hospital General
Regional de Le6n (HGRL), en Guanajuato. Todos los
procedimientos fueron aprobados por los comités
de ética e investigacion correspondientes. Las ma-
dres y bebés participantes formaban parte de una
cohorte previamente estudiada®’. Se consideraron
para el estudio mujeres mayores de 18 afos y meno-
res de 35 con embarazo a término (edad gestacional
de 37-41 semanas), sin diabetes mellitus, diabetes
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Figura 1. Vias de sefalizacion que podrfan participar en las funciones
del sistema IGF en la placenta. IGF-I e IGF-Il se unen a su receptor
IGF1R, a partir de lo cual se genera una cascada de fosforilaciones,
activando las vias de Akt y MAPK. Se ha sugerido que estas vias
participan en el desarrollo, crecimiento y eficiencia de la placenta®'.

mellitus gestacional, enfermedad hipertensiva en el
embarazo, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos,
enfermedades del tejido conectivo, enfermedades in-
fecciosas cronicas, tabaquismo o alcoholismo durante
el embarazo, con productos Unicos. Los bebés nacie-
ron por parto eutdcico o cesdrea, y no presentaron
datos de sufrimiento fetal. De forma previa al trabajo
de parto y previa firma del consentimiento informado,
se examind a mujeres sanas al final del embarazo y se
obtuvieron, mediante un interrogatorio directo y a
través del expediente, los datos generales de la madre
(antecedentes de diabetes por ramas materna y pater-
na, enfermedades metabdlicas e infecciosas, antece-
dentes ginecoobstétricos, fecha de la ultima mens-
truacion, peso previo, peso actual y estatura), asi como
los datos antropométricos y clinicos del recién nacido
(peso, talla, APGAR, sexo y edad gestacional). Inme-
diatamente después del parto o la cesédrea se tomd
una muestra transversal de placenta, la cual se alma-
cend a -70 °C hasta el procesamiento del tejido.

Evaluacién de la expresién proteica
de IGF1R, el receptor de insulina
y activacién de la via de Akt

La expresion placentaria de los receptores IGF1R e
IR, y la activacion de la via de Akt evidenciada por
la fosforilacion de PDK, fueron evaluadas mediante
western blot.

Se homogenizaron aproximadamente 100 mg de te-
jido placentario con un polytron en hielo, con 300 ul
de amortiguador de lisis (50 mM de sal sédica del
acido N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-etanosulfénico
[HEPES], 50 mM de KCl, 320 mM de sacarosa, 1 mM
de acido etilendiaminotetraacético [EDTA], 1 mM de
ditiotreitol, 2 mM de ortovanadato de sodio, 25
de mM de NaF y 50 mM de pirofosfato de sodio)
que contenia inhibidores de proteasas (mini com-
plete ROCHE). Se centrifugd a 12,000 rpm durante
20 min a 4 °C, y se recuperd el sobrenadante. Se
realizé la cuantificacién de proteinas por el método
de Lowry?",

Las proteinas se separaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 10%. Después de la electroforesis las pro-
teinas se transfirieron a membranas de nitrocelu-
losa (Hybond-C Super, Amersham Pharmacia Bio-
tech). La inmunodeteccion se realizé bloqueando la
membrana con leche descremada (5%) durante 1 h
a temperatura ambiente; posteriormente se incubé
con el anticuerpo primario anti-IGF1Rp, IRf o fos-
fo-PDK1 (1:1000, Cell Signaling) durante toda la
noche a 4 °C, y con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo (1:2000, Sigma-Aldrich) durante 1 h
a temperatura ambiente. El revelado se realizé por
quimioluminiscencia utilizando luminol como sus-
trato (ECL Plus Western Blotting Detection System).
La expresion proteica se normalizé a la expresién
de tubulina (1:8000, Sigma-Aldrich) y se cuantificd
por densitometria utilizando el software Image Lab
3.0 (BioRad).

Andlisis estadistico
Los resultados se presentan como medias + desvia-

cion estandar o medianas y rangos cuartiles para
los datos clinicos y como medias + error estandar



para la expresion proteica. El andlisis estadistico se
realizé utilizando del software Statview V.4.5 (Aba-
cus Concepts, Berkeley, CA, EE.UU.). Para evaluar las
diferencias en la expresién de las proteinas en la
placenta se realizé un ANOVA de dos vias. El andli-
sis de correlacién lineal entre variables se llevd a
cabo utilizando los coeficientes de correlacion de
Pearson. Los valores de p menores a 0.05 fueron
considerados como estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Datos clinicos de la madre
y el recién nacido

Fueron incluidas en el estudio un total de 40 ma-
dres con sus recién nacidos (20 SGA y 20 AGA). No
se encontraron diferencias en la edad gestacional,
el indice de masa corporal (IMC) ni la ganancia de
peso materna entre los grupos (Tabla 1). Como se
esperaba, se encontraron diferencias significativas
entre el grupo SGA y AGA tanto en el peso al nacer
como en el peso de la placenta (Tabla 1). Asimismo,
se encontrd una correlacion directa significativa
entre el peso al nacer y el de la placenta (r = 0.806;
p < 0.0001).

Expresion proteica de los receptores IGF1R
y el receptor de insulina

Siendo IGF1R el principal receptor para que IGF-l e
IGF-Il ejerzan sus acciones sobre sus tejidos blanco,
analizamos la expresion de este receptor en las pla-
centas AGA y SGA. La expresiéon de IGF1R se en-
contré disminuida significativamente en las pla-
centas de recién nacidos SGA comparados con el
grupo AGA (Fig. 2). El IR también posee afinidad
por los IGF', por lo cual evaluamos si su expresién
se encontraba modificada en placentas de bebés
SGA. El andlisis preliminar no mostré una diferen-
cia significativa en la cantidad de proteina del IR
en el grupo SGA comparada con el grupo AGA
(AGA: 101.175 + 10.70 unidades arbitrarias [UA],
SGA: 80.773 £ 7.04 UA; p = 0.125).
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Tabla 1. Datos clinicos y somatomeétricos de las
madres y los recién nacidos AGA y SGA (media *
desviacién estdndar; mediana [rango cuartil])

AGA SGA

(n = 20) (n = 20)
Edad gestacional (semanas) 387 + 1.1 382+ 1.1
IMC pregestacional materno 226 £ 6.6% 234 £ 53*

(kg/m?)
Ganancia de peso materna (kg) 12.2 (10-17.6) 12 (10-13)
Peso del bebé (g) 3,178.3 £325.1 2,297 + 2949°
Peso de la placenta (g) 6104 + 1064 4004 + 64.3*

*n=19.
p < 0.0001 versus AGA.

Evaluacidon de la activacién de PDK1

Por otro lado, se evalud la expresion de la proteina
PDK1 fosforilada, primer paso en la via de Akt. En este
analisis se encontré que la activacion de PDK1 esta
disminuida en el grupo SGA comparada con el con-
trol (Fig. 3), lo que sugiere que la activacion de la via
de senalizacion de Akt en la placenta puede estar
disminuida en los recién nacidos SGA.

DISCUSION

En los mamiferos, el factor determinante del creci-
miento intrauterino es el suplemento de nutrientes
al feto por medio de la placenta??, de modo que un
crecimiento y eficiencia placentarios adecuados son
esenciales en el establecimiento del peso al nacer’3.
Se ha reportado que el peso de la placenta, junto
con la edad gestacional y la edad y el peso mater-
nos, explica alrededor del 32% de la variabilidad del
peso al nacer?3, Asimismo, el peso de la placenta se
correlaciona con el peso y la talla durante la infan-
cia*. En el presente estudio encontramos que el peso
al nacer se correlaciona directamente con el peso de
la placenta, asociacion que se ha reportado previa-
mente en la literatura?42,

El sistema IGF ejerce sus acciones a través de sus
receptores, principalmente IGF1R e IR, y activando
las vias de senalizacion de Akt y MAPK, por medio



M.L. LAzo DE LA VEGA MONROY, ET AL: IGFIR v LA ViA DE AKT EN RECIEN NACIDOS PEQUENOS PARA LA EDAD GESTACIONAL

IGF1RB "! q 95 kDa

.- @ 50 kDa

a-tubulina

2.0
1.5+
1.0

0.5+

Expresion proteica IGF1R (UA)

0.0-

AGA SGA

a-tubulina 50 kDa

PPDK1 (S241) '.

I I

62 kDa
58 kDa

Expresion proteica pPDK1 (UA)

AGA SGA

Figura 2. Expresion del receptor IGF1R en placentas AGA y SGA.
A: inmunodeteccion representativa de la proteina de IGF1R. B: cuan-
tificacion de la abundancia proteica de IGFTR normalizada a la
expresion de a-tubulina. Media + ES.

*p < 0.05 comparado con AGA, n = 20 por grupo.

de las cuales, segun se ha sugerido, modula el cre-
cimiento y la eficiencia de la placenta®’>. Para eva-
luar el efecto de estas vias en las alteraciones del
peso al nacer, analizamos la expresion de los com-
ponentes principales de estas vias en homogena-
dos de placentas de recién nacidos SGA y AGA.

En estos anadlisis se evidencié que la expresién del
receptor IGF1R se encuentra disminuida significativa-
mente en placentas de recién nacidos SGA. Algunos
estudios han evaluado la expresién de IGF1R en pla-
centas de bebés con retardo del crecimiento intrau-
terino; sin embargo, los resultados han sido contra-
dictorios, encontrandose tanto incremento'” como
disminucion’® en la expresion de IGF1R placentario.
Por otro lado, hay evidencia de mutaciones en el gen
de IGF1R que modifican su expresion o su actividad
y se ha sugerido que son causa del retardo en el
crecimiento intrauterino?®. Es posible que esta dis-
minucion en el IGF1R en la placenta pueda ser un
factor asociado al bajo peso en el grupo SGA.

Figura 3. Expresion proteica de la forma fosforilada de la cinasa
dependiente de fosfoinositidos (pPDK1) en placentas AGA y SGA.
A: inmunodeteccion representativa de la proteina fosforilada PDK1.
B: cuantificacién de la abundancia proteica de PDK1 fosforilada
normalizada a la expresion de a-tubulina. Media + ES.

*p < 0.05 comparado con AGA; n = 20 por grupo.

El receptor IGF1R posee una considerable homolo-
gia con el IR en su estructura, de manera que IR
también es capaz de unir a IGF, aunque con menor
afinidad. Asimismo, IGF1R e IR activan las mismas
vias de sefalizacion de Akt y MAPK3?, Para evaluar
si existe relacién entre la expresion de IR y el peso
al nacer, evaluamos la proteina de IR en placentas
SGA y AGA. De forma preliminar, no observamos
cambios en el IR en los grupos SGA comparados con
el AGA, resultado que sugiere que el papel de la
insulina en la diferencia de crecimiento de la pla-
centa en embarazos a término puede ser menor
comparado con el efecto de los IGF. Esto plantea la
necesidad de realizar mas estudios, con el fin de
analizar cdmo se encuentra la fosforilacién de estos
receptores en las placentas AGA y SGA.

Con el fin de evaluar si la via de Akt pudiera estar
alterada en el grupo SGA, evaluamos la activacién
por la fosforilacion de PDK1 en Ser241, siendo ésta la
cinasa que a su vez fosforila directamente a Akt para



su activacién3!. Acorde con la disminucion en la ex-
presion de IGF1R, la expresion de PDK1 fosforilada se
encontré disminuida en el grupo SGA comparada
con el grupo AGA. Estos resultados preliminares su-
gieren que la activacién de la via de sefalizacion de
Akt mediada por el receptor IGF1R podria estar dis-
minuida en las placentas de los bebés SGA. Un ana-
lisis de la expresién y activacion de Akt, asi como de
las moléculas blanco rio abajo en la cascada de se-
Aalizacién, podria ayudar a elucidar el papel del re-
ceptor IGF1R sobre el establecimiento del peso al
nacer y las consecuencias metabdlicas en el futuro.

Estos resultados preliminares aportan evidencia so-
bre del papel del sistema IGF en la regulacion del
crecimiento placentario y el establecimiento del peso
al nacer. Esta regulacién podria estar alterada en los
recién nacidos SGA debido a una baja en la expresion
del receptor de IGF1R, lo cual posiblemente repercu-
ta en modificaciones en la via de senalizacion, y muy
probablemente en la capacidad y eficiencia placen-
tarias. Sin embargo, es necesario hacer mas estudios
para evaluar la expresién de las moléculas rio abajo
de la via de sefalizacidon de Akt con el fin de corro-
borar la participacion del receptor IGF1R y de esta
via en la regulacion del crecimiento fetal.
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