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Resumen

El parto pretérmino (PP) ocurre antes de las 37 semanas de gestacion y representa
un problema de salud publica causante de la mortalidad y morbilidad infantil. A
pesar de que existe evidencia de que el factor genético es un factor de riesgo, no se
han identificado polimorfismos genéticos asociados en nuestra poblacion. El
objetivo de este trabajo fue la evaluacion de dos polimorfismos presentes en los
genes de IL-1R1 e IL-12B (un SNP por cada gen) en mujeres que tuvieron
desenlace de PP al final de su gestacion. Metodologia: Se cred un banco de DNAg
a partir de muestras de saliva de mujeres con desenlace término y pretérmino, La
concentracion e integridad del DNA fue validado con el uso del nanodrop vy
electroforesis, respectivamente. Posteriormente se realizé la técnica de qPCR a
cada una de las muestras. Las diferencias en la distribucion de los genotipos y
frecuencias alélicas se compararon entre los grupos, utilizando la prueba de chi
cuadrado de Pearson (x2), mientras que la fuerza de asociacién se midié con la
prueba de odds ratio (OR). Resultados: Se colectaron 210 muestras, 57 de mujeres
con desenlace pretérmino y 153 con desenlace a término de las cuales no hubo
diferencias significativas en edad materna, peso pregestacional e indice de masa
corporal, pero si en las semanas de gestacion. Se evaluo la presencia del SNP
rs3771202 (IL1R1) y rs13688439 (1L12B) mediante qPCR, se logré identificar
genotipos y alelos menores asociados significativamente con el NPT y con mayor
riesgo.

Conclusién: Los resultados obtenidos en este estudio, son los primeros en
identificar SNPs de genes maternos que incrementan la susceptibilidad para el
desarrollo del NPT en nuestra poblacion.Si bien su hallazgo no evita la patologia,
ayudara en el futuro a crear herramientas utiles para predecir en la mujer gestante el
riesgo del desenlace pretérmino.

Palabras clave:

citocina, IL-1R1, IL-12B, parto pretérmino, gPCR
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Introduccioén

El parto pretérmino (PP) es el desenlace que ocurre antes de las 37 semanas de
gestacion o menos de 259 dias contados a partir de la fecha de la ultima
menstruacion y una de las principales causas de muerte en el periodo neonatal
(Khandre et al. 2022). El porcentaje de PP reportados mundialmente es de 11%
(Lorain et.al, 2023). En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
reportd que la incidencia del PP varia del 2.8 hasta 16.6% (Lépez-Garcia et al,
2018).

Es considerado como el principal riesgo pediatrico y es causante de provocar
alteraciones fisiolégicas como problemas de audicion y vision, asi como dificultades
cardiacas y respiratorias (CEVECE, 2019). No se conoce un factor de riesgo
especifico para esta patologia, esto hace que se le considere como una
etiopatogenia de origen multifactorial (Huertas, 2018). Dentro de los factores de
riesgo para esta patologia se encuentran la ruptura prematura de membranas,
ausencia de control prenatal, los altos niveles de catecolaminas en la orina materna,
infecciones vaginales, preeclampsia, respuesta inflamatoria, asi como el factor

genéetico (Jiang, et. al, 2018).

Los estudios familiares, la deteccion de genes susceptibles a enfermedades vy la
disparidad racial han respaldado el concepto de que el PP tiene una predisposicidn
genética. Se estima que los factores genéticos maternos y fetales combinados
contribuyen con un 30% o mas del riesgo de la patologia. Actualmente existe interés
en identificar variantes genéticas que influyen en la respuesta inflamatoria de los

tejidos reproductivos que podrian conducir a un PP. (Strauss et al., 2018).

Durante el embarazo, se llevan a cabo una serie de cambios fisiologicos en el
sistema inmunitario, capaces de crear un mecanismo de tolerancia materno fetal,
permitiendo que el embridn se desarrolle en el utero. Las células de la inmunidad
innata a lo largo del embarazo son capaces de producir citocinas reguladas por el

sistema inmunolégico (Pandey, 2017).

Las citocinas son glicoproteinas o polipéptidos hidrosolubles que son sintetizados y

liberados por diferentes tipos de células del organismo en respuesta a diferentes

4
UAM Xochimilco Licenciatura en Biologia




Informe final Servicio Social por Investigacion Olivares Charlotte

estimulos (Turra, 2023). El equilibrio entre las citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias es crucial para la implantacién del feto. Las citocinas son
especificas para cada respuesta, células T auxiliares tipo 1 (Th1) son responsables
de la inflamacion, mientras que células T auxiliares tipo 2 (Th2) son encargadas de
la via antiinflamatoria, jugando un papel importante en la reduccion de la inflamacién
(Villalon et al., 2021 y Pandey et al.2017).

Dentro de las citocinas existen distintos grupos, Proinflamatorias: factor de necrosis
tumoral, TNFa, IL-10, -2, -6, -7, -8, -12, -17, -18, quimiocinas. Antiinflamatorias
Interferones (INF), IL-1Ra, -4, -9, -10, -11, -13. Las citocinas son las encargadas de
la interaccién entre los leucocitos. La desregulacién de sus niveles esta relacionada
con enfermedades prenatales, incluyendo el PP, la preeclampsia y las

complicaciones neonatales cerebrales (Villalén et al., 2021 y Pereyra, 2019).

El PP es una via compleja y se han reportado polimorfismos de un solo nucleotido
(SNPs) asociados con genes inflamatorios (Chawla, 2018), las IL estan fuertemente
asociadas en la interfase materno fetal, se estima que una produccion excesiva o
anormal del tipo proinflamatorio en membranas fetales es nociva para el desenlace

del embarazo (Pereyra, 2019).

El presente trabajo tuvo como interés el estudio del SNP rs 3771202 de IL-1R1, el
cual es esencial en el proceso de implantacion, debido a que su ausencia impide la
implantacion, asi como el retraso del crecimiento intrauterino (Mora-Palazuelos et
al., 2022). Por su parte Wang et al., (2016) menciona que la presencia del SNP rs
13688439 de IL-12B de manera excesiva puede provocar una reaccion citotoxica y

posiblemente abortiva al promover la activacion de células NK.

Con la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), se
hizo la busqueda y evaluacion de la presencia de los SNPs mencionados para
IL-1R1 e IL-12B en muestras de saliva de mujeres que presentaron PP al final de su
gestacion. Es probable que con los resultados de estudios como este, se puedan
visualizar factores de riesgo genético en el desenlace pretérmino y asi ayudar en el

futuro al prondstico del riesgo de presentar dicha patologia en la mujer gestante.

5
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Ubicacién geografica
El presente trabajo se realizd en las
instalaciones del Laboratorio de la Unidad de

Vinculacion Cientifica, de la Facultad de

Medicina, UNAM en el instituto Nacional de
Medicina Genomica (INMEGEN), el cual se f‘%
localiza en Periférico Sur 4809, Arenal Tepepan, f:
Tlalpan, 14610 Ciudad de México (Figura 1).

Figura SEQ Figura \* ARABIC 1. Instituto Nacional de
Medicina Genémica, INMEGEN

Objetivo General

Evaluar |la presencia de IL-1R1 e IL 12 B en muestras de DNA obtenidas de saliva

de mujeres con desenlace pretérmino y término al final de su gestacion.

Objetivos especificos

1. Realizar un Banco de DNAg de muestras provenientes de mujeres con
desenlace de PP y Término.

2. Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para la evaluacion de los
SNPs en los genes citados.

3. Evaluar la presencia de SNPs para IL-1R1 e IL 12B en muestras de saliva de
mujeres cuyo desenlace haya sido pretérmino o término al final de su

gestacion.

Metodologia

Colecta de muestras

Para el desarrollo de este estudio se cre6 un banco de DNAg con
57 muestras de mujeres que tuvieron desenlace pretérmino al D
| ‘.“'A
final de su gestacion y 153 muestras de mujeres con desenlace a

término. Para la realizacion de este banco, se ObtUVO Figura 2 Cofecta de mussiras
Kit Oragene DNA

primeramente una muestra de 4 ml de saliva (Figura 2), con el kit
de colecta OrageneDNA (DNA Genotek Inc.,Ottawa, ON, Canada), previa

autorizacion mediante la firma de la Carta de Consentimiento Informado.
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Extraccion y purificacion de DNAg

El tubo con muestra de saliva se mezcléo con el amortiguador de extraccién por
inmersion. Posteriormente se colocé en bafo maria
durante una hora a 50°C. Pasado este tiempo, 1ml de
cada muestra fue transferido a tubos eppendorf de 1.5ml
en el cual se le agregaron 40ul de reactivo de lisis y fue
mezclado en vortex por 5 segundos. Las muestras
fueron colocadas en hielo durante 15 minutos y posterior
a ello, se centrifugaron a 3,500 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después, el sobrenadante se

colocé en un tubo eppendorf nuevo y se anadio viv

i etanol al 95%, se mezcld por inmersién 15 veces hasta
Figura 3.Visualizacion de fibras de DNA  |ograr observar las fibras de DNA (Figura 3). Se incubé

durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugé a 13,000 rpm durante 5 minutos. Se desechd el sobrenadante y el tubo
con el precipitado se dejé secar sobre papel absorbente durante 10 minutos.
Posterior a ello, se le agregaron 30ul de agua libre de nucleasas al precipitado
conteniendo el DNA vy finalmente fue incubado a 50°C durante 10 minutos para

disolver la molécula.

Cuantificacion y calidad del DNAg
Se evalud la concentracidon y pureza del DNA mediante espectrofotometria con el
equipo Nanodrop 2000C (Thermo Fisher Scientific Inc. Wilmington, EUA). Los
valores obtenidos cumplieron con los indices de calidad de pureza establecidos
internacionalmente a 260/280 y 260/230.

Electroforesis
Para comprobar la integridad de la muestra se prepararon .
geles de agarosa al 2%, para ello se disolvieron 0.6gr de &

agarosa en 30 ml de buffer TAE. A cada 2ul de muestra se

=
e -~
Figura 4.Electroforesis de DNA en gel de
agarosa

le adicionaron 2ul de agua libre de nucleasas y 1ul de
buffer de carga, se agregaron las muestras de DNA a cada

pozo del gel y la electroforesis se corrio a 60 watts, 400 m/A durante 1hora a 60
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voltios (Figura 4). Para validar la integridad de las bandas de DNA, se realizo
mediante el fotodocumentador (Bio-Rad Laboratories Inc. EUA) verificando que los
fragmentos cumplieran el requisito para la secuenciacién (= 2.5 kpb). Al terminar la

validacion de la integridad del DNA las muestras fueron almacenadas.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
La realizacién de esta técnica fue mediante el equipo Light Cycler 480 (Technology,
Inc. Salt Lake City, UT, EUA) en placas grado oOptico de 96 pozos. La mezcla de
reaccion de cada una de las muestras consistio en: 5 pyl de Master Mix, 0.2 pl de
sondas (10 pmol/pl), 2.6 pl de agua grado biologia molecular, y 2 pyl de DNA (20
ng/ul). Para el control negativo se agregdé 2 ul de agua estéril en sustitucion del

DNA. Se realiz6 una curva estandar para cada gen.

Tabla 1. Condiciones de amplificacion gPCR
GEN IL-1R1 IL-12B
DENATURACION INICIAL 95° C - 2 min 95° C - 2 min
DESNATURALIZACION 95°C-30seg  95°C - 30 seg

ALINEAMIENTO 58° C - 20 seg 60° C - 20 seg
45 ciclos i
EXTENSION 72° C - 20 seg 72° C - 20 seg
95° C - 5 seg 95° C - 5 seg
Melting Curve 65° C -1 min 65° C -1 min
97° C - continuo  97° C - continuo
ENFRIAMIENTO 40°C - 30 seg 40°C- 30 seg

Evaluacion estadistica
Para estimar la contribucion genética de las mujeres que presentaron los SNPs
asociados al nacimiento PT, con la técnica de PCR en tiempo real, se evalud
estadisticamente la relacion entre el alelo menor de cada polimorfismo con el
desenlace de NPT. Para ello fueron utilizados los dos SNPs correspondientes a los
genes de IL1R1 e IL12B compartidos en ambos grupos de estudio, para comparar la
frecuencia de exposicion de cada SNP entre casos y controles y demostrar si
existen diferencias significativas. Se evalud la frecuencia en la distribucion de los
genotipos a partir del modelo de herencia dominante, asi como la frecuencia alélica

de cada polimorfismo entre los dos grupos, a partir de la prueba de independencia
8
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“x2 de Pearson”, utilizando un nivel de significancia del 5% (p<0.05). Ademas, se
determiné la fuerza de asociacién entre la presencia de cada polimorfismo con el
desenlace del NPT a partir de la prueba de OR (IC 95%), considerando como SNPs

de riesgo, todos aquellos con valor de OR igual o0 mayor a 2.

Resultados y discusién

Grupos de estudio.
La tabla 2 muestra las caracteristicas descriptivas de las mujeres que participaron
en el estudio. La edad materna, el peso pregestacional y el IMC no mostraron

diferencia significativa, la cual fue notable para las SDG en que ocurrié el desenlace.

Tabla 2. Caracteristicas de las mujeres que conforman los grupos de estudio.

Caracteristica Pretérmino Término p-value
n=57 n=153
Edad materna 249+538 25.2+6.3 0.751
(promediozDS)
Talla (cm) 152 + 8.5 155+5.4 <0.05*
Peso 60.2 £ 12 63.6 £12.9 0.266
pregrestacional (kg)

IMC 251146 26.1+5.3 0.168
SDG 31.7+5.1 38.9+1.1 p<0.001*

IMC: Indice de masa corporal.
SDG: Semanas de gestacion.
(*): Significancia estadistica.

Frecuencia genotipica
De acuerdo con los resultados obtenidos de IL 1R1 el genotipo TT no se encuentra
una asociacion estadisticamente significativa con el NPT, tiene una tendencia a
estar mayormente asociado con NT. Los genotipos TG+GG son mas frecuentes en
nacimiento pretérmino. En cuanto al alelo T, hay una asociacion significativa con el
NT, lo que sugiere que dicho alelo puede tener un efecto protector contra el NPT. El
alelo G se encuentra mas asociado con NPT, lo que sugiere una posible

predisposicion genética a este (Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia genotipica y del alelo menor de cada SNP, asociado con
el Nacimiento pretérmino.

Frecuencia (%)
NPT NT

TT 90.2 95.62
TG+GG 9.8 438 0.159 236 2.12a2.63

IL-1r1 rs3771202(T>G) Intrén

T 92 97
. 282 2. .
G 8 3 0.035 8 60 a 3.06

TT 78.43  99.92

0.01 3.13 2.76a3.49
TG +GG  21.57 0.08
IL-12B  rs13688439 (T>G) Intrén

T 81 92
G 19 8 0.002 2.75 2542298

"Muestra el cambio del alelo mayor o de referencia por el alelo menor o de riesgo.
20R: Odds ratio.

3IC: intervalo de confianza.

NT: Nacimiento a Término

NPT: Nacimiento pretérmino

Gen SNP (Alelos) ' Genotipo P-value OR?*? Ic? Ubicacion

Franchim et.al, 2011, estudié la asociacion de SNPs en genes relacionados con
mediadores inflamatorios y su riesgo de desarrollar preeclampsia, dentro de ellos el
receptor IL1R1. El trabajo destaca que la sefializacibn mediada por este gen
(procesos inmunolégicos e inflamatorios) es esencial para la comunicacién entre el
embrién y la madre durante la implantacion y el desarrollo del embarazo,

mutaciones en éste, podrian ser la causa de la enfermedad.

Green et. al, 2023, menciona como la familia de las interleucinas-1 se encuentra
involucrada en complicaciones con bebés prematuros. Teniendo énfasis la IL 1R1,
debido que inicia una cascada de sefales inflamatorias. La inflamacion perinatal
excesiva o0 mal regulada puede llevar a un dafio en o6rganos y sistemas de
desarrollo. Por lo anterior, es importante subrayar la importancia de las vias
inflamatorias en el PP.

Por su parte, se encontréo el genotipo TT del gen IL12B tiene una asociacion
significativa con los nacimientos término, mientras que el genotipo TG+GG y el alelo
G se encuentran asociados con el NPT. Estos resultados indican que la presencia
de este gen puede influir en el riesgo de presentar PP, destacando la importancia
del SNP rs 13688439 en la predisposicion genética (Tabla 3).

La predisposicion genética al PP se ha demostrado en distintos estudios, en los

cuales se han identificado genes de susceptibilidad y disparidad racial, de acuerdo
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con la investigacion de Capece et.al, 2014, donde incluy6 tres poblaciones:
sudamericana (chilena), afroamericana y caucasica, encontr6 SNPs relacionados
con el desarrollo del PP, siendo el gen de IL12B, el que correlacionaba con esta
patologia sugiriendo que la modulacion de la actividad de IL12B podrian ser una
estrategia para prevenir o tratar la ruptura de membranas, causantes del desarrollo

pretérmino.

En el estudio de Rutigliano et. al, 2022, se encontré que el gen de IL12B participa
en la mediacion de la respuesta inmunitaria, al promover la activacion de células Ty
produccion de interferon gamma (IFN- y), asi como su intervencion en la regulacién
de la respuesta inmunitaria en la interfase materno fetal. Por lo anterior, es
importante resaltar la importancia de la sobreexpresion de IL12B debido que podria

tener implicaciones para la salud materna y fetal, asi como el desarrollo del PP.

Conclusion
Los resultados del presente estudio junto con investigaciones previas sefialan el
papel de la inflamacién y mediadores inmunitarios en el PP. La sefalizacién
inflamatoria mediada por IL 1R1 e IL12B es esencial para la comunicacion materno
fetal. Es importante seguir realizando estudios de esta indole para generar

estrategias que ayuden a prevenir el PP.
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