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DM: Diabetes mellitus (diabetes mellitas)
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ECM: Extra Cellular Matrix (matriz extracelular)

E. coli: Escherichia coli

EDTA: Ethylene Diamine Tetracetic Acid (4cido etilen-diamino-tetra-acético)

EGF: Epidermal Growth Factor (factor de crecimiento epidérmico)
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GST: Glutathione-S-Transferase (glutation-S-transferasa)

H

HELLP: Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count syndrome (sindrome de hemolisis, aumento de
enzimas hepaticas y trombopenia)

HIF: Hypoxia Inducible Factor (factor inducido por la hipoxia)

HLA: Human Leukocyte Antigen (antigeno leucocitario humano)

HTA: Hipertension arterial

HUMYV: Hospital Universitario “Marqués de Valdecilla”
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Ig: Immunoglobulin (inmunoglobulina)

IL: Interleukin (interleucina).

INF: Interferon (interferon)

iNOS: Inducible NOS (6xido nitrico-sintetasa inducible)
IU: Internacional Unit (Unidad internacional)
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LD: Linkage Desequilibrium (desequilibrio de ligamiento)
LDH: LactateDeHydrogenase (lactico-deshidrogenasa)
LDL: Low Density Lipoprotein (lipoproteina de baja densidad)
LIF: Leukemia Inhibitory Factor (factor inhibidor de leucemia)
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M
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I. INTRODUCCION
1. Estado actual del conocimiento sobre pre-eclampsia.
1.1. Pre-eclampsia y eclampsia
1.1.1. Concepto, antecedentes histdricos y clasificacion

La pre-eclampsia es un trastorno multisistémico del embarazo y del puerperio,
que complica aproximadamente al 6 a 8% de todos los embarazos en los paises
desarrollados'>. No existe una prueba especifica para su diagnostico, y este se basa en
dos caracteristicas clinica como son: (i) la hipertension arterial (HTA) (>140 mm Hg de
sistolica o >90 mm Hg de diastodlica, tomada en posicion sentada) y (ii) proteinuria
(>0,3 g en 24 horas)' ™

Entre los criterios diagndsticos de la pre-eclampsia encontramos la HTA. La
HTA es la complicacion médica mas frecuente del embarazo. Se acostumbra
clasificarla como™: (i) HTA pre-existente, habitualmente presente ya antes de las 20
semanas de embarazo, (el subtipo afecta a 3-5% de las embarazadas, un 25% de este
grupo de pacientes desarrolla pre-eclampsia) e (ii) HTA asociada al embarazo (que se
presenta en el 12% de las embarazadas, un 6 a 7% corresponde a HTA gestacional, sin
mayor repercusion, y un 5 a 6% a pre-eclampsia)’®. En la tabla I vemos la clasificacion
de los trastornos hipertensivos que complican el embarazo, utilizada por el National
High Blood Pressure Education Program, publicado en el afio 2000 y que continta en
vigencia para realizar dicha diferenciacion segin ciertos parametros clinicos
encontrados en las pacientes.

Tabla 1. Clasificacion de los trastornos hipertensivos que complican el embarazo*

Hipertension gestacional
Presion arterial >140/90 mm Hg por primera vez durante el embarazo
No hay proteinuria
Normalizacion de la presion arterial < 12 semanas después del parto
Diagnostico final efectuado sélo después del parto
Son posibles otros signos de pre-eclampsia, por ejemplo malestar epigastrico o trombocitopenia.
Pre-eclampsia
Presion arterial > 140/90 mm Hg después de la semana 20 de gestacion
Proteinuria > 300 mg/24h o >1 + en el papelillo reactivo
Mayor probabilidad de pre-eclampsia
Presion arterial > 160/110 mm Hg
Proteinuria de 2,0 g/24h 0 > 2+
Creatinina sérica > 1,2 mg/dl, a menos que estuviera elevada antes
Plaquetas< 100.000/mm?
Hemolisis microangiopatica (aumento de LDH)
Elevacion de ALT o AST
Cefalea o algun otro trastorno cerebral o visual persistente
Dolor epigastrico persistente
Eclampsia
Convulsiones no atribuibles a otras causas en una mujer que experimenta pre-eclampsia
Pre-eclampsia sobrepuesta a hipertension cronica
Proteinuria de nuevo inicio > 300 mg/24h en mujeres hipertensas, pero sin proteinuria antes de la semana
20 de gestacion
Aumento subito de la proteinuria o presion arterial o recuento plaquetario < 100.000/mm’ en mujeres con
HTA y proteinuria antes de la semana 20 de gestacion
Hipertension crénica
Presion arterial > 140/90 mm Hg antes del embarazo o diagnosticada antes de la semana 20 de gestacion o
bien hipertension diagnosticada por primera vez después de la semana 20 de gestacion y que persiste
después de la semana 12 del periodo postparto.

*Adaptado del National High Blood Pressure Education Program; Working group report on high blood pressure in pregnancy. Am J
Obstet Gynecol 2000;183:51.



A su vez la pre-eclampsia se clasifica en moderada o grave, en base a la
severidad de la HTA y del grado de proteinuria, como también de la presencia de
sintomas y signos que manifiesten compromiso de otros érganos'” (Tabla II). En la
pre-eclampsia moderada, la presion arterial no sobrepasa los 160/110 mm Hg, la
proteinuria es menor de 5 g en 24 horas, la diuresis mayor de 500 ml en 24 horas, y
puede asociarse a edema generalizado moderado, pero sin compromiso de la
coagulacion, funcidon hepdtica ni compromiso neuroldgico. Por su parte, en la pre-
eclampsia grave, los valores de presion arterial y proteinuria son superiores, la diuresis
en 24 horas menor de 500 ml, el edema es generalizado, pudiendo llegar a anasarca y
hasta desarrollar edema pulmonar; también puede asociarse a trombocitopenia,
elevacion de enzimas hepaticas o manifestaciones de compromiso del sistema nervioso
central. Estas ultimas caracteristicas corresponden al cuadro clinico del sindrome de
hiperperfusion encefilica, manifestindose con cefalea, alteraciones visuales (fosfenos,
disminucion de agudeza visual, etc.) y alteracion de la conciencia®**”"*®, Cuando este
cuadro descrito estd presente se habla de signos premonitorios de eclampsia inminente.

Tabla II. Clasificacion de la pre-eclampsia

CARACTERISTICA MODERADA GRAVE

Presion sistolica (mm Hg) <160 160

Presion diastdlica (mm Hg) <110 110

Proteinuria (g/24h) <3 3

Diuresis (ml/24h) 500 <500

Edema Generalizado moderado Generalizado (anasarca)
Compromiso neuroldgico Ausente Alteraciones en el CNS”
Compromiso coagulacion Ausente Trombocitopenia
Compromiso hepatico Ausente Elevacion enzimas hepaticas

*(del inglés Central Nervous System, CNS). Incluye irriutabilidad, cefalea, hiperreflexia, fotopsias o tinnitus

La eclampsia se define como la ocurrencia de crisis convulsivas durante el
embarazo o puerperio, para la cual no se encuentra otra causa sino el sindrome de
hiperperfusion encefalica®®. Si bien la eclampsia se puede considerar, de acuerdo a la
nomenclatura empleada, como el estadio final de la pre-eclampsia, algunos autores
refieren que hasta un 20% de las pacientes pueden no presentar el cuadro clinico
neurolégico premonitorio antes de la crisis convulsiva'. Por ello se ha considerado que
la eclampsia mas que una etapa terminal de la pre-eclampsia, es mas bien una
manifestacion mas de esta Gltima'.

Aproximadamente un 5-20% de las pre-eclampsias hace una eclampsia,
complicando hasta un 0,3% de los embarazos, pero pudiendo llegar hasta un 15% en
paises subdesarrollados'?. Se estima que la eclampsia es la causa del 10% de las
muertes maternas en paises desarrollados. La eclampsia tratada tiene una mortalidad de
menos del 2%>*" y sin tratamiento de un 7 a 30% . Mas aun, en Latinoamérica, el
sindrome hipertensivo del embarazo (pre-eclampsia y eclampsia) es la principal causa
de mortalidad materna’.

Siendo la pre-eclampsia un trastorno multisistémico, las complicaciones
maternas son diversas. Las principales son: desprendimiento prematuro de placenta
normo-inserta, edema pulmonar, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, dafio
hepato-celular, coagulacion intravascular diseminada, sindrome de hiperperfusion
encefalica y muerte’.



Como es de suponer, la pre-eclampsia y eclampsia también se relacionan con
complicaciones fetales, siendo las més frecuentes: prematuridad, retardo del crecimiento
intrauterino, asfixia perinatal y mortalidad perinatal. La pre-eclampsia y eclampsia son
condiciones exclusivas del embarazo y puerperio. Generalmente, se presentan pasadas
las 20 semanas de embarazo, en el parto y puerperio precoz (dentro de las primeras 48
horas del parto). Clasicamente, el 50% de la eclampsia se presenta durante el embarazo,
un 25% en el parto y un 25% en el puerperio precoz’ **. Ocasionalmente puede ocurrir
antes de las 20 semanas, y en esta circunstancia debe sospecharse un embarazo molar o
una degeneracién hidrépica placentaria'. Igualmente, puede presentarse pasadas las 48
horas del puerperio, especialmente en algunas etnias africanas, en las cuales hasta un
60% de las eclampsias ocurren en este periodo’.

1.1.2. Epidemiologia
1.1.2.1. Incidencia y prevalencia

La pre-eclampsia es considerada un problema de salud publica debido a su alta
prevalencia’'®. Es una de las causas mas frecuentes de mortalidad materno-fetal en
paises en desarrollo’'”. Afecta entre un 5 a 12% de los embarazos, siendo la principal
causa de muerte materna en el mundo’'">", igualmente es causa de preocupacion en
los paises desarrollados por su gran relacién causal con el retraso de crecimiento
intrauterino y partos prematuros’

Muchas investigaciones coinciden en que su origen se relaciona con la
interaccion entre factores genéticos y ambientales. Por esta razon, varios estudios han
explorado tales factores genéticos tratando de identificar regiones cromosémicas y
genes candidatos cuyas variantes se relacionen con una mayor susceptibilidad a la
enfermedad. Igualmente diversos estudios de asociacion han identificado algunos genes
de susceptibilidad a la pre-eclampsia, pero los resultados no se han confirmado en todas
las poblaciones, quiza por su complejidad clinica y genética.

Existen grandes diferencias en la incidencia de enfermedades hipertensivas del
embarazo y pre-eclampsia entre paises desarrollados y los que se encuentran en via de
desarrollo'”. La mortalidad materna en Estados Unidos y Europa es de 10 por 100.000
nacimientos vivos, en Latinoamérica es de 220 por 100.000 nacimientos vivos y en
Africa es de 430 por 100.000 nacimientos™®. Basicamente, esta marcada diferencia esta
determinada por aspectos socioeconomicos ligados a deficiencias en los sistemas de
salud y a las condiciones socio sanitarias que se presentan en cada uno de ellos, ligados
igualmente a deficiencia de recursos nutricionales, en especial, aporte de minerales
entre otros aspectos’*'. En la tabla III se resume la prevalencia de la pre-eclampsia en
diferentes partes del mundo.

Tabla III. Prevalencia de pre-eclampsia en el mundo

PAIS ANO PREVALENCIA (%) REFERENCIA
Reino Unido 2001 11 364
Estados Unidos 2001 5-8 407
Brasil 2001 23 363
Alemania 2010 2,31 359
Nigeria 2011 2-17 362
Espafia 1986 1,1 361




La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la incidencia de pre-
eclampsia podria ser siete veces mas alta en los paises en via de desarrollo, (un 2,8% de
los nacimientos vivos), que en los paises desarrollados (un 0,4%)**.

1.1.3. Factores predisponentes al desarrollo de la pre-eclampsia

Entre los factores predisponentes para el desarrollo del cuadro sobresalen los
siguientes:
(i) Nuliparidad: Aproximadamente el 75% de los casos de pre-eclampsia corresponden a
primigestas. Esta alta incidencia de la enfermedad en primigestas se atribuye a un menor
desarrollo de la vascularizacion uterina, ya que se ha confirmado que el calibre de sus
arterias uterinas es menor que el de las multiparas.
(ii) Historia familiar: Las madres, hermanas e hijas de pacientes que han presentado pre-
eclampsia o eclampsia, tienen una incidencia significativamente mayor de la
enfermedad, lo que apunta a factores genéticos predisponentes, probablemente
relacionados con los sistemas reguladores de presion arterial entre otras posibles dianas
genéticas y/o moleculares relacionadas con la compleja fisiopatologia del cuadro.
(iii) Grupos de edad extremos: La mayor parte de los estudios muestra una incidencia
mayor antes de los 20 afios y después de los 35 afos, siendo una curva en "J" la que
mejor representa la relacion incidencia-edad.
(iv) Embarazo multiple: La incidencia de la enfermedad es alrededor de 5 veces mayor
que la observada en la poblacion general de embarazadas, lo que se atribuye a mayor
demanda placentaria.
(v) Enfermedad de base: (i) HTA cronica (la incidencia de la enfermedad se quintuplica
en relacion a lo esperado); (ii) diabetes mellitus (existe una mayor incidencia de pre-
eclampsia-eclampsia en embarazadas diabéticas con inadecuado control metabolico y
con nefropatia diabética); (ii1) mola hidatidiforme (la aparicion de pre-eclampsia-
eclampsia es mas precoz y frecuente en las molas de gran tamario).

Por tanto los factores de riesgo para la pre-eclampsia pueden ser divididos en
aquellos que dependen de factores maternos y los que dependen de factores
ambientales®*>"" (tabla IV).

Tabla IV. Factores de riesgo para pre-eclampsia

FACTORES MATERNOS
1. Pregestacionales
Edad materna menor de 20 y mayor de 35 afios
Etnias africanas
Historia personal de pre-eclampsia (en embarazos anteriores)
Presencia de algunas enfermedades cronicas tales como: obesidad, enfermedad renal,
neurofibromatosis, enfermedades autoinmunitarias (sindrome antifosfolipido), trombofilias y
dislipidemia
2. Gestacionales
Primigravidez o embarazo de un nuevo compaiiero sexual
Sobredistencion uterina (embarazo gemelar y polihidramnios)
Embarazo molar en nulipara
FACTORES AMBIENTALES
Malnutricion por defecto o por exceso
Escasa ingesta de calcio antes y durante la gestacion
Deficiencias de magnesio, zinc y selenio
Alcoholismo durante el embarazo
Bajo nivel socioeconémico
Cuidados prenatales deficientes
Estrés cronico




Por otra parte, cada uno de estos factores tendria su posible implicacién
fisiologica en el desarrollo del cuadro.

La tabla V, muestra la relacion entre algunos de estos factores de riesgo y la
posible implicacion fisiopatologica en la isquemia uteroplacentaria que tendria lugar en
la pre-eclampsia.

Tabla V. Causas de isquemia uteroplacentaria

FACTORES MORFOLOGICOS FACTORES FUNCIONALES

Primiparidad Desbalance entre vasoconstrictores y vasodilatadores
Embarazos multiples Predominio del tromboxano sobre la prostaciclina
Mola hidatidiforme Déficit de 6xido nitrico

Enfermedades inmunoldgicas Déficit del sistema calicreina-cinina

(SLE, sindrome antifosfolipido)

1.1.4. Aspectos clinicos y diagndsticos de la pre-eclampsia
1.1.4.1. Presentacion clinica

Como se ha mencionado la pre-eclampsia se define clinicamente como un
sindrome multisistémico de severidad variable, especifico del embarazo, caracterizado
por una reduccion de la perfusion sistémica generada por vaso espasmo y activacion de
los sistemas de coagulacion. Se presenta después de 20 semanas de gestacion, durante el
parto o en las primeras 6 semanas después de éste. El cuadro clinico se caracteriza por
HTA (140/90) acompafiada de proteinuria y es frecuente que ademds se presenten
cefalea, acufenos, fosfenos, edema, dolor abdominal y alteraciones de bioquimicas”’.

La tabla VI, muestra las diferentes presentaciones clinicas de los distintos
sindromes hipertensivo del embarazo.

Tabla VI. Diagnostico diferencial de los sindromes hipertensivos del embarazo

CARACTERISTICA  HTA PRE- HTA + HTA
ECLAMPSIA  PRE-ECLAMPSIA TRANSITORIA

Paridad multipara primigestante multipara multipara

Semana de inicio <20 >20 <20 >36

Antecedente

familiar HTA Pre-eclampsia HTA HTA

Fondo de ojo esclerosis edema esclerosis y edema -

Proteinuria

(>300mg/1) + + + -

Acido urico

(>5Smg/dl) - + + -

Deterioro renal + + + -

TA posparto elevada normal elevada normal

Recurrencia + - + +

Las pruebas complementarias que se realizan para ayudar al diagnostico de la pre-
eclampsia, se relacionaran en la tabla VIL



Tabla VII. Analitica y su interpretacion

DETERMINACION  INTERPRETACION VALOR NORMAL EN EL
EMBARAZO*
Funci6n renal
Creatinina plasmatica Un valor elevado mas proteinuria 0,8 mg/dl
sugiere pre-eclampsia
Uremia Permite diferenciar de neuropatia hasta 35-40 mg/dl
Uricemia Indicador tardio de gravedad 2,5 a4 mg/dl
Proteinuria en 24h 300 mg/dia o mas correlacion con Ausente o trazas
mal pronostico fetal <300 mg/dia
Sedimento de orina Cilindros granulosos indican dafio
renal
Urocultivo No microorganismos
Estudio hematolégico
Hematocrito Hemoconcentracion o hemolisis 34,5 -49,5%
Hemoglobina Valora hemoconcentracion 11 g/dl
Recuento plaquetas Valores < 100.000 sugieren consumo 150.000-300.000 /mm”
Coagulograma con
fibrindgeno Hipofibrinogenemia en casos severos 200-400 mg/dl
Frotis de sangre Pueden aparecer esquistocitos que indi- Seri -morfologia normal
circulante can la magnitud del dafio endotelial Discreta leucocitosis
Funcién hepatica
GPT y GOT Su aumento sugiere compromiso GOT: 1-31 1U/
hepatico GPT: 2-40 1U/
LDH Se asocia a hemolisis y dafio hepatico hasta 230 mg/dl

*Valores normales en el HUMV.

Tras el correcto diagnostico y clasificacion del cuadro se procede a utilizar
protocolos para su tratamiento adecuado. La tabla VIII nos muestra los tratamientos mas
utilizados sus dosis y el mecanismo de accion de cada uno de ellos.

Tabla VIII. Medicamentos antihipertensivos utilizados*

FARMACO DOSIS DIARIA COMENTARIO
Alfa metildopa 250-500mg/8 horas oral. Agonista alfa adrenérgico central,
resistencia periférica.
Labetalol 100-200 mg/6-8 hora oral. Bloqueador no selectivo de los
receptores alfa y beta
Hidralacina Dosis iniciales 50 mg/dia Si a las 48 horas la presion arterial
repartidas en 3-4 tomas. no se normaliza, se aumenta
oral. progresivamente la dosis de

hidralacina hasta una dosis maxima
de 200 mg/dia.

Estan contraindicados el atenolol, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), los

blogueantes de los receptores de angiotensina y los diuréticos.

*Protocolo seguido por el servicio de Ginecologia y Obstetricia del HUMV.



1.1.4.2. El sindrome HELLP

El sindrome de hemolisis, elevacion de las enzimas hepaticas y trombocitopenia,
(HELLP, de sus siglas en inglés referentes a Hemolysis, Elevated Liver enzimes, Low
platelets count) pertenece al grupo de las microangiopatias tromboticas, que se
caracterizan por anemia hemolitica, trombocitopenia y disfuncion organica®'.

En el sindrome HELLP se detecta elevacion de las enzimas hepaticas como

consecuencia de un dafio hepatocelular severo secundario a la deposicion de fibrina en
los sinusoides hepaticos. Se presenta entre el 0,5-0,9% de todas las gestaciones y entre
el 4-14% de todas aquellas mujeres que desarrollan pre-eclampsia/eclampsia®.
Las manifestaciones clinicas son variadas, desde sintomas generales como debilidad,
fatiga y vomitos, hasta formas severas como la pérdida de la visiéon y hemorragias
hepatica e intracraneal, entre otras. La mayoria de las pacientes manifiestan el sindrome
tras 27-37 semanas de gestacion, pero se puede observar también en el puerperio, desde
los primeros momentos después del parto hasta los 7 dias después, con un pico de
incidencia a las 48 horas.

La mortalidad materna asociada con este sindrome es de 1-24%, y la perinatal
hasta mas del 40%, ambas muy relacionadas con el momento del diagndstico y las
condiciones materno-fetales.

El objetivo del tratamiento estd encaminado a interrumpir la gestacion, evitar las
convulsiones, controlar la HTA asociada con este sindrome, que se observa entre el 82-
88 % de los casos, y de los trastornos de la coagulacion asociados. La plasmaféresis, los
corticoesteroides y el trasplante hepatico, son otras medidas terapéuticas que se han
empleado.

Existen dos sistemas de clasificacion de este sindrome, basados en las
observaciones clinicas y de laboratorio®' (tabla IX).

Tabla IX. Clasificacion del sindrome HELLP

Primer sistema de clasificacion
Trombocitopenia (recuento plaquetario).
Clase 1: <50x 10°/1
Clase 2: >50x 10° /1 y <100 x 10°/1
Clase 3: 2100 x 10° /1y <150 x 10° /1
Hemodlisis y disfuncion hepatica.
LDH > 600 IU/1.
GPT y/o GOT > 40 IU/1

Segundo sistema de clasificacion
Sindrome HELLP completo
Recuento plaquetario < 100 x 10° /1
LDH > 600 1U/1
GOT =70 IU/

Sindrome de HELLP incompleto (Solo 1 6 2 criterios presentes)

1.1.5. Efectos de la pre-eclampsia sobre el feto y valoracion del bienestar fetal

La pre-eclampsia es una entidad que no solo involucra a la madre, sino también
al feto.

Los métodos que utilizamos como parametro evaluador del estado del nifio
consisten en la valoracion del test de Apgar, el andlisis de 4cidos y bases en el cordon
umbilical y la aparicion de complicaciones neonatales. La asociacion de estos
parametros permite evaluar su estado y adoptar las medidas oportunas.



Las tres caracteristicas mencionadas han sido valoradas como variables dentro
del presente estudio. Esto permite conocer el estado de bienestar del nifio al nacer. La
edad gestacional y el peso constituyen variables que reflejan igualmente el desarrollo
intrauterino y el bienestar fetal (figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo de las alteraciones en el
recién nacido al disminuir el flujo placentario.

2. Aspectos fisiologicos e inmunologicos de la placenta
2.1. Fisiologia del embarazo y de la placentacion

La formacion de la placenta se inicia pocas horas después de la implantacion,
cuando un grupos de células del cigoto comienzan a diferenciarse en células del
trofoblasto que formaran la placenta.  Estas células trofobldsticas tienen un
comportamiento bioldgico Unico que asemeja un proceso neoplasico por su capacidad
de infiltrar o invadir el endometrio.

El trofoblasto va formando multiples ramificaciones llamadas vellosidades
coriales que se infiltran en el endometrio. Alrededor de cada una de estas vellosidades
llegan las arterias maternas y forman lagos sanguineos que regresan, por las venas, a la
circulacién materna'®. Esto implica que la membrana que rodea las vellosidades
coriales, membrana placentaria, es la frontera entre madre y feto. La sangre materna
llega hasta los lagos sanguineos que rodean las vellosidades coriales, pero nunca pasa al
feto.

La sangre fetal circula por el cordon umbilical y llega a las vellosidades de la
placenta, donde queda en contacto con la sangre materna, s6lo a través de la membrana
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placentaria, nunca sobrepasandola ya que la placenta humana es hemocorial (la sangre
materna y fetal nunca se mezclan). La figura 2 muestra como es la relacion feto
placentaria, donde la placenta queda firmemente adherida a la pared interna de la
cavidad uterina, mediante las vellosidades coriales que infiltran el endometrio sin llegar
hasta la pared muscular (cara materna de la placenta). La cara opuesta de la placenta
(cara fetal), estd cubierta por las membranas fetales o corioamnidticas que son
atravesadas por el cordén umbilical. Por lo tanto, la placenta se encuentra entre la pared
uterina y la bolsa amniotica que protege al feto.
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Figura 2. Relacion feto-placentaria. Ilustracion tomada de ***.

La placenta realiza multiples acciones y suple temporalmente las funciones que,
al nacimiento, realizardn los aparatos respiratorio, digestivo, excretor y otros muchos
organos y sistemas. Una de éstas es la funcion respiratoria; es decir, el intercambio de
gases que permite la difusion del oxigeno de la sangre materna a la fetal y del dioxido
de carbono del feto a la madre. La funcion nutricia implica la difusiéon de elementos
nutritivos de la sangre materna a la fetal, carbohidratos, grasas, aminodcidos, vitaminas
y minerales que se utilizaran para la produccion de energia y para la estructuracion de
proteinas. La placenta tiene, también, una funcién hormonal muy importante secretando
gonadotrofina coridnica cuya funcién es mantener el cuerpo liteo responsable de la
produccion de la progesterona, hormona indispensable para mantener el embarazo en las
primeras semanas y fundamental para la implantacion. La placenta tiene una importante
funcion excretora, pues es a través de ella que se eliminan las sustancias de desecho o
toxicas al feto. No todas las sustancias cruzan la “barrera placentaria” dependiendo del
tamafio de las moléculas, la placenta puede ser selectiva para dejar pasar o no algunas
sustancias sirviendo como filtro'.

2.2. Decidualizacion

La decidua es el tejido derivado de la madre con diversas funciones bioldgicas,
nutritivas, estructurales e inmunoldgicas.

Durante la decidualizacion, estan involucradas las arterias espirales.

El establecimiento del embarazo depende de que el trofoblasto se ancle e invada
el endometrio decidualizado y de que la vasculatura uterina sea destruida y moldeada
para suplementar con nutrientes a la circulacion fetoplacentaria. Es probable que la



remodelacion vascular este mediada mas por sefiales maternas (e.g: progesterona) que
por estimulos feto-placentarios'” ©.

Es importante que las células del trofoblasto invadan y generen modificaciones
de las arterias uterinas; es decir, una sobreinvasion trofoblastica generaria ruptura
uterina y la subinvasioén por su parte traeria como consecuencia una disminucion del
flujo sanguineo produciendo consecuencias negativas sobre el embarazo'*?*%. En este
contexto, es probable que las metaloproteasas de la matriz extracelular (del inglés
matrix metalloproteinases, MMP) tuviesen un papel fundamental. La MMP-9 se
produce en queratinocitos, monocitos, leucocitos polimorfonucleares, células
musculares lisas, macrofagos, fibroblastos y una gran variedad de células tumorales™® y
por lo tanto, podria estar implicada en la decidualizacion. Esto estd apoyado por
estudios que demostraron que la MMP-9 se encuentra incrementada en la pared arterial
del cordon umbilical de fetos procedentes de un embarazo complicado con pre-
eclampsia®®.

El principal tipo de linfocitos encontrado en la decidua son las células agresoras
naturales (del inglés natural killer, NK) alcanzando el 70% del total de leucocitos
deciduales. Su fenotipo CD56"€"CD16'°¥CD3" difiere del encontrado en la circulacion,
el cual es CD56°VCD16"€"CD3**. Las células NK uterinas persisten en la mucosa del
utero la cual se ird transformando en la decidua a medida que el embarazo progresa; la
presencia de estas células NK es propia del embarazo temprano ya que a después de la
20 semana comienzan a desaparecer, estando totalmente ausentes al término del mismo.
Es importante recalcar que las células NK uterinas no se encuentran antes de la
menarquia ni después de la menopausia y por ende se cree que juegan un papel
importante en enfermedades gestacionales como la pre-eclampsia y el aborto recurrente.
La funcion de las células NK deciduales estd definida, por su presencia abundante
durante la implantacion y por estar en contacto con las células del trofoblasto invasor,
en la implantacion y en el desarrollo de la placenta.

En el miometrio y en el endometrio, hay gran nimero de macrdéfagos regulados
por las concentraciones de hormonas ovaricas. La tolerancia fetal, se mantiene gracias a
la conservacion en la relacion CD4/CDS; si esta relacion se pierde se produciria una
activacion autoinmunitaria que conduciria a perdidas recurrentes del embarazo.

2.3. La placenta como un 0rgano inmunoldgico

La placenta provee un microambiente inmunologico unico, donde existe un
estado de tolerancia mutua entre dos tejidos antigénicamente diferentes'*'>%*,

Para entender la inmunologia del embarazo se requiere familiarizarse con la
estructura placentaria y los tipos celulares que alli se encuentran'™ '°.

La placenta es un organo hemocorial, lo que quiere decir que el trofoblasto
placentario esta en contacto directo con la sangre materna formando la interfaz materno
fetal, es decir, las células del trofoblasto fetal cubren las vellosidades placentarias y
estdn en contacto directo con la sangre materna; en otros términos, la sangre materna
bafia directamente los tejidos coriales sin interposicion de tejido materno'’.

Existen varios tipos de células trofoblasticas en la placenta que inician la
homeostasis con la madre'’.

El sinciotrofoblasto se desarrollo a partir de la agregacion de células
citotrofoblasticas que se fusionan para formar el sincitio; este proceso de fusion
involucra fosfolipidos y moléculas de adhesion; el sincitiotrofoblasto es una membrana
involucrada directamente con la sangre materna, envolviendo al feto y alojando las
células inmunitarias efectoras, funciona como lugar de intercambio de moléculas y es
un lugar privilegiado, desde un punto de vista inmunolégico, para proteger al feto de

. . . L, . 1
posibles agresiones citotoxicas maternas'’.
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La mucosa uterina se transforma y se prepara para la invasion del trofoblasto en
un proceso llamado decidualizacion. (ver seccion 2.2) En este proceso el trofoblasto,
que deriva del blastocito, esta compuesta entre otras células, por células dendriticas y
macrofagos. Estas se encargan de transferir las IgG maternas al feto. En este proceso el
trofoblasto se diferencia en dos: el velloso y el extra velloso.

Para que se mantenga la tolerancia al feto el trofoblasto expresa moléculas HLA
de clase I no clasicas que le permite ser un 6rgano inmunoprivilegiado evitandose la
actuacion de células citotoxicas' o',

En la figura 3 se ilustra esquematicamente, el principio por el que procesos
maternos y fetales contribuyen a generar un ambiente seguro.

Hay abundancia de hormonas inmunomoduladoras tales como prolactinas,
gonadotropina corionica, progesterona y quimiocinas. Estas moléculas controlan
cuantitativa y cualitativamente las células del sistema inmunoldgico. Mientras que en la
figura 4 se muestran algunos factores que intervienen en la placentacion.

UTERO

Cllulas NK, macr—fagos, cllulas T
reguladoras

PLACENTA

Proteinas reguladoras del
complemento. HLA, TNF.

Prostaglandinas

Figura 3. Interaccion entre utero y placenta

2.4. Tolerancia materna fetal

La tolerancia inmunologica estd definida como la ausencia de respuesta frente a
lo propio. Es una de las caracteristicas fundamentales del sistema inmunitario.

Después de muchos estudios se ha asumido que la placenta es muy importante
para explicar la tolerancia. Hace afios se describia como un lugar pasivo o neutral, pero
ahora se concibe como un lugar activo para la tolerancia. La placenta se presenta como
sitio activo para la misma, ya que actia como barrera inmunoldgica donde dos
organismos antigénicamente diferentes se toleran entre si, convirtiendo el embarazo en
un reto inmunologico donde el utero, las hormonas y las citocinas, tales como, la
interleucina 4 (del inglés interleukin 4, 1L4) e interleucina 10 (del inglés interleukin 10,
IL10) producidas en alta concentracion durante este, generan una disminucion de la
inmunidad celular tipo TH1 en la interfaz feto materna.
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3. La pre-eclampsia como alteracion inmunoldgica: Inmunopatogenia
3.1. Homeostasis inmunolégica: Inmunidad innata y adquirida

Las respuestas inflamatorias innatas aparecen antes que las respuestas
inmunitarias adquiridas. El sistema innato responde rapidamente a los estimulos y es
relativamente inespecifico, mientras que el sistema adquirido se desarrolla mas
lentamente pero tiene una forma precisa de accidn con su respuesta especifica a los
antigenos y “memoria” inmunoldgica. Bésicamente, puede decirse que el sistema
inmunitario innato puede interactuar con el adquirido pero no se necesita de esta
interaccion para su funcidén, mientras que el sistema adquirido no puede funcionar sin las
sefiales del sistema innato.

Figura 4. Placentacion

Se muestra el proceso que se piensa necesario para la receptividad uterina y la proximidad y adhesion del
blastocito. La implantacion exitosa es el resultado final de una compleja interaccion molecular entre el
utero hormonalmente preparado y el blastocisto maduro*®.

COX-2= Ciclooxigenasa 2 (ciclooxygenase 2); EGF= Factor de crecimiento epidérmico (epidermal

growth factor); LIF= Factor inhibidor de leucemia (leukemia inhibitory factor).

Una respuesta inflamatoria sistémica no necesariamente es generada por un
estimulo antigénico. En el embarazo, es casi seguro que ésta no se produce por la
estimulacion antigénica por parte del feto genéticamente diferente.

El sistema inmunitario adquirido tiene la capacidad de distinguir entre los tejidos
propios y no propios y responder a antigenos propios y extrafios, como en las
enfermedades autoinmunitarias.
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El sistema inmunitario innato reacciona mas ampliamente a sefiales de “peligro”,
usando una amplia gama de receptores con patrones de reconocimiento que se
transforman para responder de diferentes formas. Estas sefiales pueden ser externas (de
patogenos) o internas (de productos generados durante el dafo tisular, la isquemia, la
necrosis o el estrés oxidativo). Cuando las células inflamatorias se activan, liberan
citocinas y quimiocinas que atraen y “activan” a las células de inmunidad adquirida
(linfocitos T o B) para generar respuestas especificas a los antigenos, en forma de
anticuerpos o células citotoxicas. Ambos sistemas actuan simultanea y secuencialmente.

Durante la placentacion, las células NK, linfocitos del sistema inmunitario
innato, juegan un papel importante en la decidua, pues representan una parte importante
de la respuesta inflamatoria decidual. Las células NK deciduales son un tipo
especializado de las células NK presentes antes de la concepcion, en el endometrio de la
fase lutea. Parece que facilitan la placentacion al secretar citocinas que promueven la
infiltracion de las arterias espirales por el trofoblasto invasor. Esta respuesta
inflamatoria local es un hecho importante de la placentacion y ocurre temprano en el
embarazo'’.

3.1.1. Balance TH1/TH2

Durante el embarazo, el sistema inmunitario es muy activo y bajo ciertas
condiciones patoldgicas puede contribuir a dafios en el feto alterando el delicado
balance de la interfaz materno-fetal. Por ejemplo, células inmunitarias como los
macrofagos, secreten altas concentraciones de citocinas THI, contribuyendo a la
pérdida del equilibrio inmunolédgico. Se demostré6 que durante el embarazo normal
existe un predominio de células TH2 y de sus citocinas caracteristicas (IL4, ILS5, IL6,
IL10). (Ver figura 5). El trofoblasto fetal expresa receptores de baja afinidad para
algunas de las citocinas TH1, como el factor de necrosis tumoral-a (del inglés tumor
necrosis factor-o, TNFa), el interferon-y (del inglés interferon-y, INFy) y el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (del inglés granulocyte-
macrophage colony stimulating factor, GM-CSF). Se ha demostrado que el INFy inhibe
el crecimiento trofoblastico y junto al TNFa inhiben el desarrollo embrionario, fetal y la
proliferacion del trofoblasto *>>> 6063,

Célula dendritica presentadora de antigenos

CoTS

IL-12 1L-4

TNFpB
INFy

[ Macrofagos Células

Inmunidad mediada por

. : o Inmunidad mediada por anticuerpos
células e inflamacién

Figura 5. Respuesta inmunitaria TH1/TH2.

Dependiendo de las citocinas que predominen en el medio se diferenciara
una poblacion TH1 6 TH2. Se muestran algunas de las citocinas
predominantes en cada una de ellas. El embarazo normal esta asociado con
un incremento en la respuesta tipo TH2. Los cambios ocurren junto con el
incremento en la producciéon de inmunoglobulinas y disminucién de la
respuesta THI1.
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3.2. Alteraciones de la placentacion e isquemia placentaria

La pre-eclampsia aparece solamente en presencia de placenta, ain en ausencia

de feto (mola hidatiforme), en el caso de embarazo extrauterino y se detiene
dramaticamente luego de la expulsion de la placenta en el postparto”’.
Se ha sugerido que las alteraciones patoldgicas mas precoces aparecen en la circulacion
utero-placentaria, lo cual origina una isquemia placentaria y lo que es considerado como
el estadio I de la enfermedad®®. En el estadio II, la placenta isquémica secreta varios
factores circulantes que provocan la lesion de las células endoteliales en la madre y
aparece el cuadro clinico de pre-eclampsia®®.

Existen muchos argumentos que sugieren que la isquemia placentaria desempena
un papel central en la pre-eclampsia’: Los mas evidentes son: (i) el examen histologico
de las placentas de mujeres con pre-eclampsia muestran numerosos infartos placentarios
y un estrechamiento esclerosante de las arteriolas®; (ii) las biopsias de las placentas de
estas pacientes revelan una invasion trofoblastica inadecuada de las arteriolas deciduales
maternas lo que origina vasos endurecidos’; (iii) los factores de riesgo maternos para la
pre-eclampsia incluyen condiciones médicas que las predisponen a una insuficiencia
vascular tales como la HTA cronica, la diabetes, el lupus y enfermedades trombosantes
adquiridas o hereditarias’; (iv) los embarazos multiples o la mola hidatiforme que
aumentan la masa placentaria pero con una disminucion relativa del flujo sanguineo,
aumentando el riesgo de pre-eclampsia’ y (v) los modelos de pre-eclampsia realizados
en animales se basan en produccion de una isquemia placentaria alterando asi el flujo
sanguineolo.

Dentro de las hipdtesis etioldgicas se considera que el trastorno endotelial es la
alteracion principal resultando en una perfusion deficiente de la placenta, ante lo cual se
liberan factores que lo lesionan y aumentan su sensibilidad frente a los agentes
vasopresores.

Para tratar de explicar la pre-eclampsia se han planteado cuatro factores
etiologicos principales o hipotesis etiopatogénicas: (i) mala adaptacion inmunoldgica;
(ii) isquemia placentaria; (iii) estrés oxidativo y ( iv) susceptibilidad genética®*’.

3.2.1. Mala adaptacion inmunologica

Apoyan esta hipotesis algunas observaciones epidemiologicas tales como: (i) el
menor riesgo de padecerla después del primer embarazo; (ii) el efecto protector de la
multiparidad; (ii1) promiscuidad; (iv) el uso de dispositivos intrauterinos (del inglés
intrauterine device, TUD) o anticonceptivos orales; (v) historia de transfusiones
sanguineas y (vi) la historia de abortos. Dentro de los fendmenos inmunopatologicos
que ocurren en la pre-eclampsia cabe destacar: la presencia de anticuerpos contra
células endoteliales, la activacion del complemento, el deposito de complejos
inmunitarios y complemento en las arterias espirales, placenta, higado, riién y piel.1
Por otra parte se ha postulado que la actividad de las células inmunitarias en la decidua
puede liberar mediadores que actiian sobre las células endoteliales como el TNFa e IL-
1, como también la asociacion de la pre-eclampsia con la presencia de determinados
alelos de los genes del sistema HLA-G (expresada solo en trofoblasto)’*' y otras
moléculas HLA tales como HLA-DR4 y HLA-A23, HLA-A29, HLA-B44 y HLA-
DR7**.

Los genes que podrian estar involucrados en el desarrollo de la pre-eclampsia
pueden ser agrupados de acuerdo al papel que juegan en su etiologia, es decir: (i)
aquellos que regulan la placentacion; (ii) los reguladores de la presion arterial; (ii1) los
genes involucrados en la isquemia placentaria y (iv) los genes que intervienen en el
dafio y/o remodelacion del endotelio vascular.
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Puesto que la placentacion anormal debida a fallos trofoblasticos también estaria
implicada, mutaciones especificas en los genes que codifican para MMP que degradan
matriz extracelular, jugarian también cierto papel.

3.2.2. Isquemia placentaria

En el desarrollo placentario normal ocurre la proliferacion de las células
trofoblasticas. El trofoblasto invade la pared de la porcion decidual de las arterias
espirales (primera oleada), con destruccion de su capa muscular esquelética y con ello la
desaparicion de receptores para estimulos vasopresores neurdgenos y humorales;
posteriormente dicha invasion se extiende a la porcion miometrial de las arterias
espirales (segunda oleada). La primera oleada de sustitucion, ocurre entre las semanas
10 y 16, cuando se sustituye la capa endotelial y la segunda ocurre entre las semanas 16
y 22, cuando se extiende a las porciones de la capa miometrial’>. La consecuencia de lo
anterior se traduce en que el feto obtiene un acceso directo a la sangre arterial materna,
con lo cual, la madre no puede reducir los nutrientes de la sangre placentaria sin reducir
los destinados a sus propios tejidos; La vascularizacion materno-fetal no puede
controlar el volumen de sangre que llega a la placenta y la placenta puede secretar
hormonas y otras sustancias directamente en la circulacion de la madre. En la pre-
eclampsia esta ausente la invasion trofoblastica de la porcion miometrial de las arterias
espirales (segunda oleada), conservando a ese nivel la capa musculo-esquelética y los
receptores para estimulos vasopresores, por tanto, no se da el cambio necesario de vasos
de resistencia a vasos de capacitancia. Se ha determinado que el didmetro medio de las
arteriolas espirales del miometrio en 50 mujeres embarazadas normales era de 500 pm y
en 36 mujeres con pre-eclampsia fue de 200 pm’**. Esta anomalia de las arterias
espirales conduce a un aporte sanguineo restringido, insuficiente para un feto en
crecimiento, lo que produce isquemia placentaria y restriccion del crecimiento fetal
intrauterino. De esta manera, la placenta isquémica produce y libera sustancias
citotoxicas con desprendimiento de tejido placentario, particularmente microparticulas
de sincitio-trofoblasto, que provocan dafio endotelial con la consecuente
vasoconstriccion y aumento de la presion arterial materna. Ademaés al desarrollarse la
disfuncioén endotelial, se producen aterosis aguda y trombosis que predisponen a los
infartos placentarios. Se ha sugerido que la severidad de la pre-eclampsia estd
correlacionada positivamente con la magnitud de la invasion trofoblastica defectuosa®”.
3.2.3. Estrés oxidativo y metabolismo lipidico

Esta hipotesis sostiene que elementos placentarios y maternos conducen a una
pérdida del equilibrio entre factores oxidantes y antioxidantes a favor de los primeros,
generandose estrés oxidativo sobre el endotelio comprometiéndose de esta manera su
funcién. La produccion de radicales libres es un hecho fisiologico en el organismo, pero
este ultimo dispone de elementos antioxidantes que minimizan el efecto nocivo del
primero; cuando predomina el efecto pro oxidante (estrés oxidativo) entonces se
produce la lesion endotelial. Los radicales libres reaccionan con los 4cidos grasos poli
insaturados de las membranas celulares (peroxidacion lipidica) lesionando a estas con
posterior muerte celular. Esta peroxidacion lipidica causaria lisis de células endoteliales,
fragmentacion del endotelio y aumento de la permeabilidad®*®. También se ha
observado que la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (del inglés low density
lipoprotein, LDL) produce lesion arterial inhibiendo la produccion de oxido nitrico e
hipoactividad de la enzima prostaciclin-sintetasa, con la consecuente disminucion de la
produccion de prostaciclina. Las moléculas pequefias y densas de LDL parecen tener
mas acceso al espacio subendotelial donde se unen a proteoglicanos y residen por mas
tiempo que las otras LDL. Estas particulas (mas facilmente oxidables) se oxidan en este
espacio sin la proteccion de los antioxidantes circulantes. Las LDL oxidadas son
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bastante reactivas; alteran las proteinas y fosfolipidos de membrana y aumentan la
expresion de moléculas que intervienen en el reclutamiento de monocitos. El dafio de la
membrana altera la funcion endotelial mientras que los monocitos incorporan méas LDL
oxidadas para formar células espumosas y eventualmente estrias grasas caracteristicas
iniciales de la aterosclerosis™”.

La actividad de la enzima tromboxano-sintetasa puede aumentar, lo que
incrementa el disbalance prostaciclina/tromboxano A2 a favor de esta ultima
acentuando sus efectos nocivos (vasoconstriccion, incremento de la agregacion
plaquetaria, produccion de endotelina y activacion de la cascada de la coagulacion)®*®,
Las endotelinas son polipéptidos con la actividad vasoconstrictora mas intensa; en el ser
humano la tnica producida es la endotelina 1°*. Los factores placentarios liberados
pueden también incrementar la liberacion de endotelina, tromboxano y
angiotensinogeno. Estos factores vasoactivos incrementan las concentraciones de calcio
intracelular y asi estimulan la contracciéon del musculo liso vascular; adicionalmente el
incremento de actividad de la proteincinasa C conduce a un incremento de sensibilidad
de las miofibrillas al calcio e incremento del efecto vasoconstrictor’”.

Durante el desarrollo placentario normal, el citotrofoblasto invade las arteriolas
espirales maternas y las remodelan completamente para formas vasos de gran capacidad
y de débil resistencia’. Esta invasion endovascular del citotrofoblasto implica el
reemplazo, no solamente del endotelio, sino también de la tinica muscular media.

En la pre-eclampsia existe solo una invasion superficial por el citotrofoblasto de
las arteriolas uterinas espirales lo cual conduce a una perfusion placentaria reducida y a
una insuficiencia placentaria''.

Paradgjicamente en la placenta normal existe poca o nula invasion de las
vénulas uterinas. El mecanismo primario que conduce a una débil
invasion/diferenciacion trofoblastica en la pre-eclampsia es desconocido; sin embargo,
factores genéticos, inmunologicos y ambientales (como la hipoxia y la malnutricion)
desempefian un papel importante (Figura 6).

Varios investigadores sugieren que las diferencias de tension en O, serian el
primum movens regulador de la capacidad invasiva del citotrofoblasto'?. Se considera
que la remodelacion de las arteriolas espirales comienza al final del primer trimestre y
se completa entre la 18 y 20 semanas. A pesar de que la edad gestacional en la cual cesa
la invasion trofoblastica de las arteriolas es desconocida, los estudios histoldgicos han
mostrado que la invasion trofoblastica disminuye en la columna decidual cuando la
edad gestacional aumenta. La diferenciacion del trofoblasto durante la invasion implica
la modificacion de la expresion de varios tipos de moléculas, incluyendo citocinas,
moléculas de adhesion, MMP y de las moléculas HLA-G".

En el curso de su diferenciacion, el trofoblasto modifica el perfil de expresion de
las moléculas de adhesion, pasando de un fenotipo epitelial (integrinas 6ab4, aVb5 y E-
caderina) a un fenotipo endotelial (integrinas albl, a5b3, moléculas de adhesion de la
plaquetas a las cé€lulas endoteliales 1 (del inglés platelet endothelial cell adhesion
molecule 1, PECAM-1) también llamada CD31 y V-caderina), un fenémeno que se ha
denominado pseudo-vasculogenesis'?.

Los estudios in vitro e in vivo muestran que el trofoblasto de las pacientes con
pre-eclampsia no sufren estas modificaciones fenotipicas ni la pseudo-vasculogenesis'.
Las vias de sefializacion que regulan esta pseudo-vasculogenesis podrian implicar una
gran variedad de factores de transcripcion, de factores de crecimiento y de citocinas'®.

Estudios mas recientes se han dirigido a conocer més exactamente los factores
implicados en la angiogenesis como el factor de crecimiento del endotelio vascular (en
inglés, vascular endotelial growth factor, VEGF), las angiopoyetinas y la familia de las
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efrinas, entre otros. También se ha demostrado que el trofoblasto expresa VEGF, factor
de crecimiento placentario (en inglés placental growth factor, PGF), VEGF-C y sus
respectivos receptores'’. Ademas, el bloqueo de sus vias de transduccién disminuye la
expresion de la integrina al (un marcador de pseudo-vasculogenesis) in vitro'’. Pero
ningun experimento in vivo ha podido implicar directamente a la via del VEGF en el
defecto de la pseudo-vasculogenesis.

Mas recientemente, se ha demostrado que el trofoblasto invasivo expresa
también L-selectinas, unas moléculas de adhesion necesarias para la extravasacion de
los leucocitos'™. Se ha sugerido que las anomalias del sistema de las selectinas en la
interfaz materno-fetal podrian ser los responsables de las anomalias de la implantacion
en la pre-eclampsia.

Finalmente, la expresion de moléculas HLA-G por el trofoblasto, unas
moléculas cuya expresion esta disminuida en la pre-eclampsia, podria proteger al
trofoblasto del ataque por las células NK en el sitio de implantacion'®.

Las modificaciones secundarias de la placenta incluyen el ateroma, la necrosis
fibrinoide, la trombosis y el infarto™. Awn cuando todas estas lesiones no estin
presentes en todas las pacientes, se ha encontrado una correlacion entre la severidad de
la enfermedad y la extension de las lesiones.

La remodelacion anormal de las arteriolas espirales origina una isquemia
placentaria, que a su vez origina la secrecion de factores solubles en la circulacion
materna; sin embargo, ain no se dispone de la prueba de una relacioén causal entre la
placentacion anormal y el sindrome materno’ (Figura 7).

Figura 6. Distribucion de las estructuras placentarias y flujo sanguineo durante la placentacion

de un embarazo normal. Figura tomada de **°.

En el desarrollo normal de la placenta, el citotrofoblasto invasivo de origen fetal
invade las arterias espirales maternas, transformandolas desde vasos de baja resistencia
en vasos de capacitancia de alta resistencia, capaces de proveer la adecuada perfusion de
sustancias necesarias para el crecimiento fetal. Durante este proceso de invasion
vascular, el citotrofoblasto se diferencia desde un fenotipo epitelial a uno endotelial,
proceso conocido como pseudovasculogenesis o mimetismo vascular. En la pre-
eclampsia el citotrofoblasto falla en el proceso de adoptar el fenotipo endotelial
invasivo.
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Figura 7. Placentacion durante la pre-eclampsia*®

La figura 8 muestra el resumen de eventos patogénicos en la pre-eclampsia:
Factores inmunoldgicos, el estrés oxidativo, anormalidades en la células NK y otros
factores, causarian la disfuncion placentaria, en la cual se incrementan factores
antiangiogenicos y otros mediadores de la inflamacion induciendo la triada clasica del
cuadro: hipertension, proteinuria y edema entre otras complicaciones de la pre-
eclampsia.
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Figura 8. Eventos patogénicos en la pre-eclampsia*®.

Resumen de los eventos patogénicos que ocurren en la pre-eclampsia.

El estrés oxidativo, anormalidades en la células NK y otros factores podrian causar la disfuncion
placentaria. Esto permitiria el aumento de factores anti-angiongénicos y otros mediadores de la
inflamacion que inducirian HTA, proteinuria y otras complicaciones de la pre-eclampsia.
AT1-AA=Autoanticuerpos contra la angiotensina II tipo 1 (del inglés angiotensin II receptor type 1
autoantibody); SFLT-1=Tirosin-cinasa soluble similar a fms-1 (del inglés soluble fins-like tyrosine kinase-
1); sEng= Endoglina soluble (del inglés soluble endogline)

3.3. Disfuncion endotelial sistémica

Una disfuncion endotelial generalizada podria explicar una gran parte de los
aspectos clinicos de la pre-eclampsia: la HTA por alteracion del control endotelial del
tono vascular, la proteinuria por un aumento de la permeabilidad glomerular, la
coagulopatia como resultado de la expresion anormal de los factores pro-coagulantes y
la disfuncion hepatica secundaria a la isquemia®’ .

Los resultados de muchos estudios soportan la teoria de una disfuncion
endotelial como el origen de las lesiones maternas en la pre-eclampsia. Se ha descrito
un aumento de las concentraciones circulantes de fibronectina, del factor VIII y de la
trombomodulina, todos marcadores de lesion endotelial®.

La vasodilatacion inducida por el flujo se encuentra alterada en los vasos de las
pacientes con pre-eclampsia lo cual sugiere una disfuncion endotelial”®. Una
disminucién de la produccion de las moléculas vasodilatadoras derivadas del endotelio
como las prostaciclina, un aumento de los niveles de las endotelinas y una reactivacion
acentuada a la angiotensina II sugieren igualmente una disfuncion endotelial®*.
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Varios laboratorios han intentado identificar los factores circulantes
responsables de esta disfuncion endotelial. Algunos han descrito las alteraciones de las
citocinas/factores de crecimiento/moléculas de adhesion tales como el TNFa, la IL6, la
IL-1b, el Fas ligando, lipidos oxidados y la dimetilarginina asimétrica (del inglés
asymmetric di-methyl-arginine, ADMA), los cuales son liberados por la placenta y otros
tejidos maternos durante la pre-eclampsia'?’. Sin embargo no existe ninguna prueba de
que alguno de estos factores sea responsable de la enfermedad.

Recientemente se ha descrito que la neurocinina-B (similar a la sustancia P)
producida por las placentas en la pre-eclampsia, puede inducir una hipertension
transitoria en la rata, pero sin causar proteinuria ni endoteliosis g,lomerularzg’66’345 .
Ademés se ha considerado que la hipersensibilidad a la angiotensina II, anomalia
constante en la pre-eclampsia, podria ser secundaria a una hiperexpresion del receptor
de la bradicinina (B2)¥. Otros resultados recientes indican que pacientes con pre-
eclampsia presentan una hiperexpresion y un aumento de secrecion de los sFLT-1, que
son antagonistas naturales del VEGF'"*.

En la figura 9, se resume los factores involucrados en la patogenia de la pre-
eclampsia.

FACTORES

FACTORES FACTORES
GENETICOS

AMBIENTALES INMUNOLOGICOS

Estadio I \ PLACENTACION /
ANORMAL

ALTERACION EN sFLT1, VEGF,P1GF.
Estadio II OTROS FACTORES MATERNOS ?7?7??

DISFUNCION VASCULAR SISTEMICA \
PROTEINURIA
ENDOTELISIS HIPERTENSION

ANOMALIAS EN
COUGULACION

GLOMERULAR

Figura 9. Patogenia de la pre-eclampsia

El factor de inicio en la pre-eclampsia puede ser la reduccion de la perfusion Utero- placentaria,
secundaria a una anomalia en la invasion de las arterias espirales uterinas por las células citotrofoblasticas
extravellosas, asociada a alteraciones locales del tono vascular, del balance inmunologico y del estado
inflamatorio, algunas veces con predisposicion genética. Tomado de **¢
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4. Polimorfismos genéticos
4.1. Conceptos y definiciones

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por
mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta
frecuencia en la poblacion tras multiples generaciones. Los polimorfismos mas
frecuentes son cambios de una unica base. A éstos se les llama polimorfismos de un
unico nucledtido (del inglés single nucleotide polymorphism, SNP). Otros
polimorfismos son repeticiones, en un niumero variable de veces, de una secuencia corta
(del inglés variable number tandem repeat, VNTR). En otras ocasiones, los
polimorfismos se deben a deleciones o inserciones de secuencias cortas de nucleotidos.
El cambio de un tinico nucleotido, si ocurre en una zona codificante puede provocar un
cambio de aminoacido en la proteina resultante, y ello puede resultar en una
modificacion de su actividad o funcidon. Los cambios también pueden ocurrir en zonas
del promotor de un gen y modificar su expresion. Estas zonas promotoras modulan el
proceso de transcripcion del DNA en RNA. Lo mismo puede ocurrir si el cambio se
produce en un intron. Aunque los intrones no se traducen a proteina, cambios en su
estructura pueden modular la expresion del gen. Otras veces, probablemente la mayoria,
los cambios son silentes y no tienen repercusiones funcionales. Los estudios
moleculares especificos podrian de manifiesto si los polimorfismos son funcionales por
su parte los estudios epidemioldgicos serian fundamentales para valorar si hay efectos
en la salud de la poblacion®®">%.

Cuando el objetivo de un estudio es identificar un polimorfismo o variante en un
gen que esté relacionado con una enfermedad se pueden emplear diferentes estrategias.
En primer lugar, es importante obtener evidencia de que al menos una fraccion de la
enfermedad esta determinada genéticamente. Para ello son utiles los estudios de
agregacion familiar, los de gemelos o los de emigrantes. En segundo lugar, hay que
identificar donde estan los genes de interés para la enfermedad. En esta fase se realizan
estudios denominados de ligamiento, que emplean como marcadores genéticos una serie
de polimorfismos repartidos por todo el genoma. En estos estudios se suelen emplear
familias grandes con varios miembros afectados y sus andlisis permiten identificar
zonas del genoma de interés, pero tienen poca resolucion. En esas zonas identificadas
puede haber centenares de genes interesantes y miles de polimorfismos candidatos. Para
identificar con mayor precision los genes de interés y, dentro de esos genes, el o los
polimorfismos responsables, se emplean estudios de asociacion, en los que se compara
la frecuencia relativa de las diferentes variantes de una serie de polimorfismos entre los
individuos afectados y un grupo control adecuado. Estos estudios suelen seleccionar
«genes candidatos» (aquellos cuya funcion puede estar relacionada con la enfermedad
de interés), y dentro de esos genes se busca como marcadores genéticos a determinados
polimorfismos, normalmente de tipo SNP, repartidos a lo largo del gen.

En cuanto a la metodologia de estudio, se suelen emplear disenos
epidemioldgicos clasicos basados en individuos no relacionados, como estudios de
casos y controles o de cohortes. También se pueden emplear disefios basados en
familias, en los que los individuos de control son parientes de los casos, como los
disefios de casos y hermanos sanos o trios (caso y padres) **°.

Por tanto en epidemiologia genética las estrategias de investigacion son de dos
tipos: descriptivas y analiticas’. Las descriptivas, tanto las de poblaciones como las de
familias, se basan en el estudio del tiempo, el lugar y la persona. Los estudios analiticos,
por el contrario, tienen como objetivo identificar la funcién de factores genéticos en la
historia natural de las enfermedades, tanto en poblaciones como en familias.
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En el caso de enfermedades de herencia multifactorial, se distinguen dos
componentes: el atribuible a diferencias genéticas y el originado por diferencias en
exposiciones ambientales’. La evaluacion de los factores de riesgo puede incluir
exposiciones ambientales o caracteristicas genéticas. Estas ultimas pueden ser tanto
productos genéticos, como proteinas o enzimas, o marcadores genéticos basados en
secuencias de DNA.

4.2. Genes asociados a pre-eclampsia.

El cambio de un nucledtido por otro es una mutacion que, cuando se presenta en
mas del 5% de la poblacién, se le conoce como SNP****. En algunos casos, la
herencia de un solo “error” en un unico gen lleva a una enfermedad. Debido a su
origen, estas enfermedades son llamadas monogénicas. Un sistema complejo, son las
enfermedades poligénicas, que en la mayoria de estas ocurre un fendmeno conocido
como “pleiotropia”, término que alude a los efectos de muchos genes para desencadenar
una patologia. Una de estas entidades es la pre-eclampsia.

En los tultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas moleculares de
tipificacion basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polimerase
chain reaction, PCR) que han supuesto un avance importante en el estudio de muchas
enfermedades, donde aquellas de origen poligenico adquieren gran relevancia®®’.

Los métodos de tipificacion se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos, que
son aquellos que estan basados en caracteristicas fisioldogicas o bioquimicas y
genotipicos, aquellos que basan su informacién en el estudio del DNA*’. Los métodos
fenotipicos de tipificacion son menos reproducibles y con menor poder de
discriminacion que los genotipicos; esto se debe a que la expresion de una caracter
fenotipico es el resultado de la interaccion del fenotipo con el ambiente y, por tanto es
susceptible de modificarse al cambiar las condiciones ambientales a las que se encuentra
expuesto el individuo. Sin embargo, el paradigma de los factores ambientales que
interactiian con el genoma en el origen de ciertas enfermedades surgid ya a mediados
del siglo XIX, cuando se observo que ciertos individuos se caracterizaban por presentar
mayor grado de resistencia a un grupo de enfermedades infecciosas que otros. No
obstante pasaron mas de 100 anos para que se desarrollasen los primeros métodos
analiticos para identificar factores ambientales y genéticos involucrados en proceso
patologicos. El gran avance de la biologia molecular en las ultimas décadas ha
permitido desarrollar nuevos y mejores métodos genotipicos de tipificacion.

Es bien conocido que la predisposicion genética influye acentuadamente en cada
uno de los pasos que componen la cascada fisiopatologica de la pre-eclampsia*’”. Por
ello se ha realizado multiples investigaciones para explorar tales factores genéticos,
tratando de identificar las regiones cromosomicas (ver figura 10) y genes candidatos,
cuyas variantes estén relacionadas con una mayor susceptibilidad a la enfermedad.
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Figura 10. Regiones de susceptibilidad para pre-eclampsia y su localizacion
cromosémica. Figura tomada de '™,

Diversos estudios de asociacion han relacionado algunos genes de
susceptibilidad a pre-eclampsia, los cuales se muestran en las tablas IX y X. Sin
embargo, los resultados no han sido replicados consistentemente en algunos de estos
trabajos al estudiar diferentes poblaciones y genes asilados; esto se debe a la
complejidad clinica y genética, caracteristica de la enfermedad. Con respecto a esto
ultimo, se considera que la pre-eclampsia es una enfermedad genéticamente compleja
porque no sigue un patron de herencia mendeliano y porque, ademds de presentar
variabilidad fenotipica (expresividad variable, penetrancia incompleta y fenocopias),
presenta variabilidad genotipica (heterogeneidad genética, pleiotropismo y epistasis o
interaccion entre los productos de los genes)*™***. Esto hace considerar siempre la
influencia de otros genes asociados, adicionales al que se esta estudiando. Con este
referente, se han realizado estudios de ligamiento genético a través de los cuales se
evaltia la transmision de los genes de la enfermedad en conjunto con determinados
marcadores genéticos. Por su proximidad a los genes en cuestion, dichos marcadores
sefialan regiones cromosdmicas candidatas que facilitan el levantamiento del mapa de
posibles genes implicados en la pre-eclampsia®®.
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Tabla IX. Descripcion de los principales genes relacionados con susceptibilidad a pre-
eclampsia*

MECANISMO ALELO TECNICA DE
FISIOPATOLOGICO GEN  LOCALIZACION DE RIESGO GENOTIPADO
Alteracion en el control de la AGT 1q42-43 T235/G(-6)A PCR-RFLP
presion arterial y en la remodelacion ACE 17q32 Ins/Del(intron) PCR
de arterias espirales y placentacion ~ AT7-1 3q21-q25 T573/ G1062 C1166 PCR-RFLP
REN 1q32 NExpresion PCR-RFLP
Alteracion en el control de esta. ET-1 6p23-24 Asnl198 PCR-RFLP
Modificacion en la remodelacion NOS3 7q36 Asp298 PCR-RFLP
vascular y endotelial
Induccion de hiperhomosteinemia MTHFR  1p36.3 T677 PCR-RFLP
que produce lesion endotelial y CBS 21g22.3 844ins68 PCR-RFLP
trombosis
Tendencia a trombosis F2 11pll-ql2 A20210 PCR-RFLP
Hiperfibrinolisis FVL 1924 FL+; G1691A PCR-RFLP
Infartos placentarios GPIlla 17 q21-23 T98 (33Pro) PCR
PAI-1 7q21.3-q22 -675 4G/4G PCR-RFLP
-844 A/A
Inadecuada remodelacion MMPI 11q22.2 2G PCR

temprana del intersticio e
invasion trofoblastica alterada

Aumento del potencial oxidativo, EH - Tyr113, Argl39 -
lesion endotelial. ApoE  19ql3.2 -491A/T €4 PCR-RFLP
Aumento especies reactivas SoDI - V expresion -

GSTPI - Vall05 -
Alteracion de la tolerancia inmunitario HLA-G 6p21.3 T107 PRC-RFLP
materno fetal; alterada invasion HLA-DRB - All -
trofoblastica y placentacion HL- DR4 6p21.3 HLA-DRB1 DR4 -
junto con una respuesta TNFo, IL1f 6p21.3 TNFo2; -511T,E2. PCR-RFLP

inflamatoria y lesion endotelial

AGT: angiotensinogeno, ACE: enzima convertidora de angiotensina; AT-1: receptor de angiotensina II tipo 1; ET-1:
endotelina 1; eNOS: sintetasa del 6xido nitrico endotelial;, MTHFR: metilentetrahidrofolatoreductasa; CBS:
cistationina B sintetasa; F2: protrombina; FVL: factor V de Leiden; PAI-1 inhibidor del activador del plasminogeno
1; MMP-1: metaloproteinasa 1; MEC: matriz extracelular; EH: epéxido hidrolasa; SOD1: superoxido dismutasa;
GSTP1: glutation S transferasa.
*Copiado y modificado de ***!°.

En la tabla X se esquematizan los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad
y los genes asociados esta en cada uno de ellos. Ademas la tabla XI hara referencia a
cada uno de estos procesos mostrando los genes asociados y el numero de estudios
realizados con ellos tanto en los estudios confirmados como no confirmados.
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Tabla X. Resumen de los factores fisiopatologicos relevantes en pre-eclampsia y sus

correspondientes genes candidatos™

DESORDEN DIANA GENES CONSECUENCIA
PRINCIPAL FINAL
Metabolismo lipidico  Endotelio LPL, ApoE,
LCHAD Pre-eclampsia
Estrés oxidativo Endotelio EPHX, GSTP1,
CYPIA1,SOD Pre-eclampsia
Isquemia placentaria  Placenta STOX-1,
SERPINA 3,
ACVR 2, IGF]I,
IGFII Pre-eclampsia
Isquemia placentaria ~ Vasos,
Angiogénesis AGT, eNOS,
ACE, ATIR,
PRCP, VEGF,
PIGF Pre-eclampsia
Isquemia placentaria  Hemostasis FVL, MTHFR,
Protombina,

Isquemia placentaria

Sistema inmunitario

CBS, PAI-, FXIII,
FVII, GPllla
HLA-G, TNFa,
IL-1, IL-10,
CDI4R, CTLA- 4

Pre-eclampsia

Pre-eclampsia

174
*Basada en
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Tabla XI. Polimorfismos en diversos genes y estudios sobre riesgo en pre-eclampsia*

GEN POLIMORFISMO ESTUDIOS REALIZADOS
(CONFIRMADOS)
Genes vasoactivos
AGT M235T 16(5)
T174M 2(1)
ACE Intron 16 ins/del 13(4)
ATIR 1166A>C 9(1)
Renina 1051G>A 1(0)
PRCP E112D 1(0)
ET-1 K198N 1(0)
ERa Pvull 1(0)
Codon 10 T>C 1(0)
Codon 87 G>C 1(0)
ERp r$928554 1(0)
rs1256030 1(0)
C 11462708 1 _ 1(0)
rs1048315 1(0)
eNOS E298D 16(4)
VEGF 405 G>C 1(1)
-2578 C>A 2(0)
936 C>T 1(1)
-634G>C 1(0)
Genes asociados a trombofilias
FactorV 1691G>A 43(15)
MTHFR 677C>T 42(8)
Protrombina 20210G>A 25(3)
PAI-1 -675 4G/5G 11(2)
GP Illa 98C>T 2(1)
Fibrinogeno 8 -455G>A 1(0)
Factor XIIIA V34L 2(0)
Cistationin 8 844 ins68 2(0)
sintetasa 699C>T 1(0)
1080C>T 1(0)
Factor VII -323ins/del 1(0)
*Copiado y modificado de '™,
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Tabla XI. Polimorfismos en diversos genes y estudios sobre riesgo en pre-eclampsia
(continuacion)*

GEN POLIMORFISMO ESTUDIOS REALIZADOS
(CONFIRMADOS)

Genes asociados al estrés oxidativo/metabolismo lipidico

EPHX Exon3Tyrl13His 4(1)
Exon4His139A4rg 3(0)
GST GST1b llel05Val 3(D)
GSTM1delecion 1(0)
GSTTI delecion 1(0)
CYPIAI Exon7 lle462Val 2(0)
SOD?2 Val 9 Ala 1(0)
LPL -937T>G 2(0)
Exon2 Asp9Asn 3(0)
Exon6 Asn291Ser 4(2)
Exon9 Ser447X 4(0)
ApoE €2 6(1)
€3 6(0)
ed 6(0)
CETP TaqlB B1/B2 1(0)
Arg451Gin 1(0)
LIPC -514C>T 1(0)
LIPE -60C>G 1(0)
ApoCIIl -428C>T 1(0)
MPO -463G>A4 1(0)
NADPH/NAD 242C>T 1(0)
Oxidasa
Respuesta inflamatoria/inmunolégica
TNFo -308G>A 10(2)
-850C>T 1(1)
-48457>G 1(1)
IL-1a -8897>C 1(1)
rs3783550 1(1)
-511C>T 3(0)
IL-15 -3957C>T 1(0)
Exon5 3953 E1/E2 2(0)
IL-1 RA IL-1RA 3(1)
IL-6 -174G>C 3(0)
-592C>4 1(0)
-819C>T 3(0)
IL-10 -1082G>A4 4(2)
-2849G>A4 3(1)
IFNy 8744>T 2(0)
TGF p 10T>C/25C>G 1(0)
CD14 receptor -260C>T 1(1)
CTLA-4 494>G 1(1)

*Copiado y modificado de '™
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Por otra parte, la tabla XII, nos muestra algunos de los estudios basados en

e . . . . . .1
analisis de ligamiento reportados en la literatura realizados en pre-eclampsia'’’.

Tabla XII. Estudios de analisis de ligamiento en pre-eclampsia*®

ANALISIS INVESTIGADORES ANO  ESTUDIO

Ligamiento de AGT Arngrimsson et al 1993  Angiotensinogeno: jun gen candidato
involucrado en pre-eclampsia?

Ligamiento de NOS3 Arngrimsson et al 1997  Evidencia de un locus familiar en la region

del gen eNOS aociado a hipertension
inducida por el embarzo.

Ligamiento con la region Armgrimsson et al 1999  Un scan del genoma revela locus de
cromoséOmica 2p, 3p y suceptibilidad materna a pre-eclampsia en
15q el cromosoma 2p13

Moses et al 2000  Un rastreo del genoma en familias

australianas y de Nueva Zelanda confirma
la presencia de un locus de susceptibilidad
materna para preeclampsia en el
cromosoma 2.

Lachmeijer et al 2001  Unrastreo del genoma para pre-eclampsia
En Holanda.

Laivuori et al 2003  Locus de suceptibilidad para pre-eclampsia
en el cromosoma 2p25 y 9p13 en familias
finlandesas.

Asociacion entre el mar- Laasanen et al 2003  Marcador de microsatelite asociado a la re-

cador de microsatélites gion 2p13 en pacientes finlandesas con

D2S286 y la region 2p pre-eclampsia y colestasis obstetrica sugie-
rien un locus de riesgo comun.

Laivuori et al 2003  Locus de suceptibilidad para pre-eclampsia
en el cromosoma 2p25 y 9p13 en familias
finlandesas.

177

*Copiado y modificado de

4.3. Otros genes candidatos de asociacion con pre-eclampsia
4.3.1. Posibles nuevos genes candidatos a ser asociados con pre-eclampsia.

Dentro de las hipotesis planteadas en el estudio de las posibles etiologias de la
pre-eclampsia se han considerado la placentacion, la decidualizacion y la invasion del
trofoblasto como posibles dianas etiologicas principales, ya que, tras el parto,
desprendida la placenta, el proceso patologico se detiene.

En el proceso de placentacion actiian varios factores vasculares, inmunologicos
y genéticos que se ven afectados por agentes externos que podrian igualmente jugar un
papel en la fisiopatologia de la entidad. Veamos algunos de ellos y las razones por las
que podrian ser seleccionados como genes candidatos. Tres genes y sus productos
génicos estan implicados en la placentacion y el embarazo.

La enzima catecol-O-metiltransferesa (del inglés catechol-0-methyl-transferase,
COMT) cataliza la sintesis de un derivado del estradiol, el 2-metoxiestradiol (del inglés
2-methoxyestradiol, 2-ME). En condiciones normales la concentracion sérica de 2-ME
aumenta a medida que prospera el embarazo y esta actividad COMT esta suprimida en

las mujeres que tienen pre-eclampsia’ .
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El gen COMT codifica la sintesis de la enzima y se ubica en el cromosoma 22,
en concreto en la region 22q11.1-22q11.2**. Este gen contiene un polimorfismo en el
codon 158 con la sustitucion de la base purinica guanina por adenina. Esta transicion de
un solo nucledtido condiciona el remplazo del aminoacido valina por metionina en la
enzima codificada por el gen, dando lugar al llamado vall58met™*. Es ampliamente
aceptado que la variacion genética en el codon 158 del gen COMT es la principal causa
de alteracion de la funcion enzimatica en humanos'>*'>*. Los genotipos y alelos COMT
se relacionan con las concentraciones de actividad enzimdtica COMT de tal forma
que: (i) el genotipo Val/Val condiciona la maxima actividad COMT H-H; (i) Val/Met
la intermedia COM H-L y (iii) Met/Met la mas baja COMT L-L de 3 a 4 veces menor
actividad .'* Algunos estudios plantean que una alteracion COMT/2ME debido a un
genotipo COMT, favoreceria una concentracion elevada de HIF-1, permitiendo una
disfuncién en la angiogenesis y una insuficiencia placentaria.'®” Este incremento afecta
la invasion trofoblastica provocando defectos vasculares, hipoxia e inflamacion. Esto a
su vez genera una menor concentracion de estrégenos placentarios, y por ende, menor
2ME creandose un circulo vicioso'%%.

Se ha descrito también la importancia de la hiperhomocisteinemia como factor
de riesgo vascular”. La etiologia de la hiperhomocisteinemia es muy variada,
produciéndose concentraciones elevadas de homocisteina en sangre en diferentes
entidades nosologicas. No obstante, en la poblacion general, es mucho mas frecuente
encontrar sujetos con homocisteina baja o moderadamente elevada, sin padecer ninguna
enfermedad de base™. La principal causa de hiperhomocisteinemia moderada en nuestro
medio es una mutacién en la posicion 677 del gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (del inglés methylene tetra-hydrofalate reductase, (MTHFR), que consiste en
un cambio de citosina (C) por timina (T) y, por consiguiente, un cambio de alanina (ala)
por valina (val) en la proteina™ .

El 73 % de pacientes con homocisteina superior a 40 umol/l son homocigotos
para C677T MTHFR>*®. La prevalencia de homocigotos para esta mutacion en la
poblacion europea oscila entre el 5 y el 15%. La mutacion C677T en el gen MTHFR
provoca una variedad termolabil de dicha enzima que, en los sujetos homocigotos
(genotipo TT), muestra una reduccion cercana al 50% en la capacidad de donar grupos
metilo a la enzima metionina sintetasa con lo que disminuye la velocidad de conversion
de homocisteina hacia metionina, elevandose las concentraciones de homocisteina®’. Se
ha descrito concentraciones elevadas de homocisteina en la circulaciéon materna o fetal
que se asocia con enfermedad vascular placentaria y con el riesgo de pre-eclampsia en
la madre y/o retardo del crecimiento intrauterino en el feto®'. Se han realizado estudios
donde se encontraron concentraciones mas elevadas de homocisteina en embarazos
complicados por pre-eclampsia. Los resultados apoyan que la hiperhomocisteinemia
puede ser un marcador de riesgo para enfermedad vascular placentaria y pre-eclampsia
materna>-.

Las MMP son una familia de endopeptidasas que contienen zinc capaces de
degradar todos los componentes de la matriz extracelular (del inglés extracellular
matriz, ECM) tanto intersticial como de la membrana basal®*. Se cree que las MMP
desempefian un papel importante en la progresion tumoral y en las metéstasis®. Se
conocen hasta el momento veintiséis en mamiferos y veinte dos en humanos. Las MMP
en humanos se agrupan en cinco clases de acuerdo a su estructura primaria y a la
especificidad del sustrato: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, tipo de membrana y

las no clasificadas>**.

29



Las MMP regulan el comportamiento de la célula de muchas maneras: (i) por la
interaccion célula-matriz y célula-célula; (i1) por la activacion o inactivacion de senales
moleculares autocrinas o paracrinas y de los receptores de superficie celular y
permitiendo la degradacion de la ECM, generando la invasion. La regulacion se ejerce
en la fase transcripcional y durante la secrecion, la activacion, la inhibicion y la
degradacion™.

Estudios in vitro sugieren que el éxito de la implantacion y placentacion son el
resultado de un equilibrio entre la secrecion de MMP del trofoblasto y sus inhibicion
por TIMPs**®. Las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 degradan colageno tipo IV*, el
principal componente de la membrana basal y por tanto se considera que son unas
enzimas claves en el proceso de la implantacion, ya que permiten la invasion de las
células trofoblasticas a través de la decidua materna y de la vascularizacion®**.

Se ha descrito que las MMP-2 se expresa preferiblemente durante el primer trimestre
mientras que la MMP-9 predomina més tardiamente™® Por otra parte es conocido que
pueden tener otras funciones durante el proceso de implantacion tales como el proceso
de activacion del TGF-B** o0 modulando ciertos factores angiogénicos™*.

Ademas de estos tres genes, debemos considerar también a un miembro del complejo
principal de histocompatibilidad (del inglés major histocompatibility complex, MHC) de
clase I no clasico, el HLA-G; al cual se le ha asignado un papel en el embarazo®'"*'?. El
HLA-G se expresa principalmente en el trofoblasto extravelloso (del inglés extravillous
throphoblast, EVT) del tejido de la decidua y ademds permite la inhibiciéon de las
células NK uterinas maternas del trofoblasto*'. Esta interaccién es esencial en el balance
inmunolégico feto-materno necesitado para una 6ptima invasion trofoblastica durante la
placentacion. En los embarazos pre eclampticos, la expresion de moléculas HLA-G en
el EVT estd reducida, asociandose como papel causante de la insuficiencia
placentaria*'*.

El HLA-G tiene mas de veinte alelos que se diferencian®” y se expresan cuatro
isoformas de membrana (HLA-GI, -G2, -G3 y -G4) y tres isoformas solubles (HLA-GS,
-G6 y -G7)".

Ciertos alelos especificos de HLA-G se han asociado con pre-eclampsia
Uno de estos alelos asociados a dicha entidad clinica, ha sido la presencia de una
insercion de 14 pares de bases en la region no traducida en 3° (del inglés 3-
untranslated region, UTR) en el exén 8°%. Se describi6 que el polimorfismo en el gen
HLA-G conocido como insercion /4bp estd asociado con menor expresion de su
mRNA** como también en el HLA-G soluble en suero.

Varios estudios han enfocado el papel especifico del polimorfismo HLA-G 14bp
en pre-eclampsia®®® %% 321 413416 "qin embargo los resultados son contradictorios.
Algunos muestran que el genotipo materno HLA-G [4bp no tiene influencia en el
desarrollo de la entidad. Se han descrito tanto asociaciones positivas’* **' como

negativas262’416 en relacion con la pre-eclampsia.
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4.3.2. Aspectos genéticos, bioquimicos y moleculares de los polimorfismos a
estudiar.
4.3.2.1. Catecol-O-metiltransferasa (COMT)

Definicion: Es una de las enzimas que degradan catecolaminas (e.g: dopamina,
adrenalina y noradrenalina). Esta codificada por el gen COMT.

Sinonimia: No tiene

Simbolo: COMT

Identificador OMIM: 116790

Identificador NC-IUBMB: EC 2.1.1.6

Estructura: La enzima COMT introduce un grupo metilo a las catecolaminas, el
cual es donado por la S-adenosil metionina, siendo pues sustrato de esta cualquier
compuesto que tenga estructura catecol como lo son los catecolestrogenos y los
catecolflavonoides. En la figura 11, se muestra la estructura tridimensional de la
enzima

Figura 11. Diagrama de cintas de la
estructura molecular propuesta para la COMT.
Se muestra la enzima interaccionando con la
S-adenosil-metionina (en amarillo) y con el
3,5-dinitrocatecol (en azul intenso). Estructura
generada por Schrodinger, Inc., GNU Image
Manipulation Program y PyMOL.

Funcion y Genética: La COMT interviene en el metabolismo de la dopamina y
la noradrenalina y el gen que la codifica se encuentra ubicado en el cromosoma
22q11.2'*. La sustitucion de un nucledtido por otro crea el polimorfismo Val/Met158,
que provoca cambios en la actividad de la COMT'. La enzima COMT, cataliza la
transferencia de un grupo metilo de la coenzima S-adenosil-metionima (del inglés, S-
adenosylmethionine, SAM), a uno de los grupos hidroxilo de las catecolaminas, en
presencia de magnesio, para degradarlas. Es la principal enzima de los mamiferos
involucrada en la degradacion metabdlica de la dopamina liberada (més de 60% de la
degradacion metabdlica de la dopamina en la corteza frontal) e igualmente esta
involucrada en el degradacion del estradiol en sus metabolitos, los catecol-estrogenos' *.

La enzima es codificada por el gen COMT, en el cromosoma 22 quetiene dos
alelos polimorficos (Val=valina o H=high o G=guanina y Met=metionina o L=low o
A=adenina) y da lugar a tres genotipos [Val/Val (HH=actividad enzimatica alta),
Val/Met (HL=actividad enzimatica media) y Met/Met (LL=actividad enzimatica baja)].
Los polimorfismos del gen determinan la actividad de la enzima y la capacidad de
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degradar o inactivar las catecolaminas'*>'>>!7626% 27227 " A continuacion la tabla XII,
nos muestra la distribucién en la poblacion espanola de las frecuencias genotipicas y
alelicas del mismo.

Tabla XIII. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Val/Met del gen
COMT encontradas en diferentes poblaciones del mundo.*

POBLACION N FRECUENCIA GENOTIPICA FRECUENCIA ALELICAS
Val/Val Met/Val Met/Met Val (H o G) Met (Lo A)
Espafia 113 0,31 0, 50 0,19 0,57 0,43
Per 106 0,42 0,51 0,07 0,68 0,32
Colombia 168 0,78 0,20 0,02 0,88 0,12
Ghana 195 0,55 0,39 0,06 0,74 0,26
Kenia 102 0,44 0,47 0,09 0,68 0,32
Rusia 48 0,29 0,40 0,31 0,49 0,51
Inglaterra 265 0,22 0,47 0,31 0,45 0,54
EE UU 129 0,24 0,54 0,22 0,51 0,49
Sureste Asiatico 99 0,29 0,43 0,27 0,51 0,49
Taiwan 125 0,53 0,44 0,03 0,75 0,25
China 98 0,67 0,30 0,03 0,82 0,18

*Basado en lo comunicado por Palmatier et al. & DeMille et al y en la base de datos ALFRED.
N= ntimero de individuos.

Los polimorfismos del gen COMT determinan la actividad de la enzima COMT
y la capacidad de degradar o inactivar las catecolaminas (Ver figura 12). Por ello,
factores genéticos que afecten la funcion de COMT podrian también afectar la funcion
dopaminérgica

En detalle, este gen contiene una mutacion reciente en términos evolutivos en la
que una guanina (G) es reemplazada por una adenina (A) y que en la proteina se
manifiesta por la presencia de una metionina (Met) en vez de una valina (Val), en el
codon 108 (forma soluble de la COMT) o el codon 158 (forma unida a la membrana de
la. COMT); por eso, la denominacion Vall08/158Met. La enzima que contiene
metionina es inestable a 37°C y su actividad es cuatro veces menor con respecto a la
enzima que contiene valina. Los alelos Met y Val son codominantes y los individuos
heterocigotos tienen una actividad enzimatica que es intermedia con respecto a los
individuos homocigotos. La alta actividad relacionada con el alelo Val produce un
mayor catabolismo de la dopamina y en contraparte el alelo Met se relaciona con un
menor catabolismo, lo cual puede estar asociado con diferentes condiciones y
caracteristicas neuropsiquiatricas. Este polimorfismo funcional del gen, por otro lado, se
ha demostrado es variable en las distintas poblaciones humanas, y su estudio en relacion
a enfermedades neuroldgicas, mentales y caracteristicas complejas en poblaciones
saludables est4 relacionado con las diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas
de los diferentes grupos raciales, como por ejemplo algunas poblaciones africanas,
donde se ha demostrado que el alelo de baja actividad alelo Met es menos comun, o en
poblaciones turcas, que son las mismas que las poblaciones caucdsicas, pero diferentes a
las orientales'®.

Las enfermedades neurologicas que estan relacionadas con actividad
dopaminérgica y, por tanto, al gen COMT y las enzimas que metilan catecolaminas, son
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los trastornos de Alzheimer, de Huntington y de Parkinson, las cuales han sido
estudiadas en poblaciones europeas, asiaticas y norteamericanas'™.

En enfermedades mentales, como la esquizofrenia, se ha establecido asociacion
del gen COMT vy sus variantes enzimaticas con ciertos endofenotipos de la funcion
cognitiva y memoria, principalmente con los genotipos que tienen el alelo Val.
También, estd involucrado en la respuesta diferencial a los farmacos utilizados en esta
enfermedad.

Este polimorfismo ha sido también asociado a otras patologias, como
alcoholismo, conducta agresiva, problemas de aprendizaje, la respuesta diferencial a los
neurofarmacos, estrés, psicosis, adiccion, sensibilidad al dolor, entre otras, y ciertas

- L : 1
caracteristicas neuropsicologicas en sujetos sanos'™.

2Me0 E1 (E2)

CYP1A1 »
COMT _.--"" 4MeO E1 (E2)

cYP1az | 4-OHE1(E2)
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{Catecholoestrogens)y Semiquinones
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Redox eycling
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Conjugates

Figural2. Catabolismo de los estrégenos

Catabolismo de estrogenos por diferentes vias enzimaticas de citocromos (CYP1A1, CYP1A2,
CYPIB1), COMT y glutation-S-transferasa (GSTs) y formacion de catecolestrogenos.
El=estrona; E2=estradiol; 2-OHEI1(E2), 2-hydroxiestrona(estradiol); 4-OHE1(E2)=4-
hydroxiestrona(estradiol);  2-MeOE1(E2)=2-metoxioestrona(estradiol);  4-MeOE1(E2)=4-
metoxiestrona(estradiol).
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4.3.2.2. Metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Definicion: Es una de las enzimas que cataliza la conversion 5,10-
metilentetrahidrofolato en 5-metilentetrahidrofolato, un cosubstrato para la remetilacion
de la homocisteina a metionina. Esta codificada por el gen MTHFR*".

Sinonimia: No tiene

Simbolo: MTHFR

Identificador OMIM: 607093

Identificador NC-IUBMB: EC 1.5.1.20

Estructura: La enzima MTHFR es una enzima clave en el metabolismo de
folatos y homocisteina, cataliza el metabolismo del acido folico y nucleodtidos
necesarios para la sintesis y reparacion del DNA. Por lo cual variaciones en la funcion
de la MTHFR dada por la presencia del polimorfismo en el gen que la codifica se
relaciona con multiples patologia que afectan al ser humano desde la embriogénesis y a
lo largo de su vida’'. La figura 13 muestra el diagrama del sitio activo de la enzima
donde el cofactor flavina se superpone sobre el sustrato de la forma reducida del
dinucledtido de nicotinamida y adenina (del inglés nicotinamide adenine dinucleotide,
NADH).

Figura 13. Diagrama de cintas de la estructura
molecular propuesta para la MTHFR. Se muestra el
sitio activo de la enzima donde el cofactor flavina se
superpone sobre el sustrato de NADH. Estructura
generada por Schrodinger, Inc., GNU Image
Manipulation Program y PyMOL.

Una de las reacciones requiere 5,10-metilentetrahidrofolato y 5-
metilentetrahidrofolato en la sintesis de metionina de la homocisteina (la via de
remetilacion en el metabolismo de la homocisteina) *’'.  En esta reaccion la MTHFR
desempefia un papel vital reduciendo la 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metilentetrahidrofolato, si cataliza dicha reacciéon en la célula finalmente genera 5-
metilentetrahidrofolato’”'. El 5-metiltetrahidrofolato (5CH3-FH4), dona un grupo
metilo en la conversacion de homocisteina a metionina® . Ademas de la obtencion de
un carbono, el 5, 10- metiltetrahidrofolato es oxidado a dihidrofolato, el cual entonces
puede ser reducido por medio de la dihidrofolato reductasa con el fin de regenerar
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tetrahidrofolato®’* En la célula, la 5-metiltetrahidrofolato sirve como donador de metilo

y fuente de tetrahidrofolato®’* est4 actGia como un receptor de unidades de un carbono
produciendo una variedad de otros folatos que a su vez sirven como coenzimas tales
son: (i) S-formiltetrahidrofolato  (acido  folinico, leucovorin); (i) 10-
formiltetrahidrofolato y( iii) 5,10-metilentetrahidrofolato®’?.

Funcién y genética: El gen humano se encuentra en el cromosoma 1,
localizacién p36.3, codifica la enzima MTHFR que cataliza la reduccion del 5,10-
metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, la principal forma de folato circulante
y cosubstrato de la remetilacién de la homocisteina a metionina'’*.

A mediados de los afios 90 se describié una variante polimorfica de este gen
consistente en el cambio de C-->T del nucleétido 677 (C677T), con una prevalencia
entre el 12-15% de la poblacién caucasica general'’*'”’. Este cambio comporta la
substitucion del aminoacido Val por Ala, y da lugar a una variante termolabil de la
enzima que tiene reducida su actividad al 50%'"".

Como consecuencia, las concentraciones plasmaticas de homocisteina de los
individuos que presentan dicha variante pueden verse alterados, alcanzandose el estado
de hiperhomocisteinemia. Numerosos estudios apoyan la hipotesis de que el exceso de
homocisteina plasmatica se asocia a un mayor riesgo de enfermedad coronaria, vascular
cerebral y periférica'™.

Por ello, aunque el déficit moderado de MTHFR no sea el tnico factor que
determina la hiperhomocisteinemia, muchos autores han postulado la relacion del
polimorfismo C677T con las patologias asociadas a la misma.

En este sentido, si bien no existe unanimidad en cuanto al papel que el
polimorfismo juega en la trombosis venosa, se ha sugerido que los homocigotos C677T
presentan una mayor susceptibilidad para desarrollarla. Lo que si esta aceptado es que,
en estos individuos, la variante enzimatica de MTHFR genera condiciones pro-
aterogénicas'*°.

Por otra parte, el polimorfismo C6777T ha sido también ampliamente estudiado
como factor de riesgo en mujeres con complicaciones del embarazo, habiéndose
demostrado la asociacion de la forma homocigota del mismo con diversas patologias
obstétricas (por ejemplo: pre-eclampsia, placenta previa y retraso del crecimiento
intrauterino) ' .

Asi mismo, se ha demostrado que las madres homocigotas para el polimorfismo
C677T tienen una mayor probabilidad de desarrollar fetos con defectos de cierre del
tubo neural (por ejemplo: espina bifida o anencefalia), especialmente cuando éstas
presentan déficit afiadido de 4cido folico.
4.3.2.3. Metaloproteinasa de la matriz extracelular (MMP-9)

Definicion: Es una enzima que en el hombre esta codificada por el gen MMP9.

Sinonimia: También conocida como colagenasa tipo IV de 92 kD, gelatinasa de

92 kD o gelatinasa B.

Simbolos: MMP9; MMP-9; CLG4B; GELB; MANDP2.

Identificador OMIM: 120361

Identificador NC-IUBMB: EC 3.4.24.35

Estructura: Basandose en consideraciones estructurales y funcionales, las MMP
constituyen una superfamilia de proteinas que pueden ser clasificadas dentro en, al
menos, tres familias diferentes: colagenasas, gelatinasas y estromalisinas®®, todas ellas
similares en cuanto a que contienen un sitio de union al zinc y que pueden ser inhibidas
mediante agentes quelantes y por inhibidores especificos de tejidos®®®. Sin embargo,
difieren en la especificidad de substrato®®’. En la figura 14 se muestra el diagrama de
cintas de la estructura molecular propuesta para la MMP-9.
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Figura 14. Diagrama de cintas de la estructura
molecular propuesta para la MMP-9. Estructura
generada por Schrodinger, Inc., GNU Image
Manipulation Program y PyMOL.

Las MMP presentan una estructura general que segin su actividad o funcién
puede variar discretamente en diferentes sitios ya sea en el dominio catalitico, en el
dominio hemopexina o en el dominio transmembrana (tabla XIV).

Aunque presentan algunas diferencias, sin embargo, las MMP tienen regiones y
secuencias conservadas. Tales regiones estructurales incluyen a la regién propéptido,
que dirige la proteina hacia reticulo endoplasmatico. También se encuentra el sitio
catalitico (especifico para su actividad), cuya caracteristica es un atomo de zinc unido a
residuos de cisteina, y a un grupo tiol (SH) responsable del estado de latencia®®® (tabla
XIV).

La region tipo hemopexina es la encargada de regular la union a su sustrato y
también a TIMPs. Los extremos amino-terminal y carboxi-terminal también
interaccionan con la union a TIMPs. La actividad de las MMP puede ser iniciada por
diversas serin-proteasas y, como ya fue descrito, por enzimas de su propia familia. Uno
de los principales activadores de las MMP es el activador de plasmindgeno tipo
urocinasa (del inglés urokinase-type plasminogen activator, uPA) que es una enzima
que convierte el plasmindgeno en plasmina y asi activar a las MMP al extraer la cisteina
del propéptido y dejar expuesto al atomo de zinc*®*>%’,
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Tabla XIV. Estructura general de las MMP®

Dominio
Hemopexina

Peptido Sefial

Propetido
Dominio

Transmembrana

Cys n++

il B 4
ﬁﬁgﬁgm } “x§

Dominio Catalitico

Region de Pliege

ACTIVIDAD MASA MOLECULAR
(kD)
Colagenasas
Colagenasa-1 (MMP-1) 52/41
Colagenasa-2 (MMP-8) 75/65
Colagenasa-3 (MMP-13) 65/55
Estromelisinas
Estromelisina-1 (MMP-3) 57/45
Estromelisina-2 (MMP-10) 57/45
Metaloelastasa (MMP-12) 53/45
Matrilisina (MMP-7) 28/19
Gelatinasas
Gelatinasa-A (72kD) (MMP-2) 72/67
Gelatinasa-B (92kD) (MMP-9) 92/84
Tipo Membrana
MT1-MMP (MMP-14) 66

MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)

Otras MMP

Estromelisina-3 (MMP-11) 55/28
MMP-19

Enamelisina (MMP-20) 57

* Copiado y modificado de s,

La MMP-9, posee avidez proteolitica por las gelatinas. Por su estructura, se
clasifica dentro de este grupo, presentando una region de union a gelatinas®’".

La tabla XV, muestra la clasificacion de cada uno de los grupos mencionados en
la tabla anterior, algunos de los sustratos donde actuan y la localizacion cromosdmica de

las mismas.
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Tabla XV. Clasificacion de las metaloproteinasas*

. Nombre N°de | Peso Molecular ) i .
Subgrupo Alternativo MMP | Latente  Activa Colageno y Otros Sustratos Cromosoma
-Colagenasa 1 55 45 -LIL IO VIL VIIL X. Agrecan. gelatina.
Intersticial. proteoglicanos unidos a proteinas. a2- 11q22-q23
macroglobulina (c2-M). MMP-2, MMP9.
-Colagenasa de 8 75 58 -LILIIL V. VIL VIII X. Agrecan. elastina.
Colagenasas neutro filos fibronectina, gelatina, laminina, o2- 11921-q22
antiplasmina, ot1-AT.
LILIL IV, IX X, XTIV, Agrecan,
-Colagenasa 3 13 60 48 gelatina, PAT-2, perlecan. fibronectina, 11q223
MMP-9.
-Gelatinasa A 2 72 66 SLILIL IV, V., VIL X, XTI, XTV. Gelatina,
agrecan, elastina, fibronectina, laminina,
, i i , 16ql13
decorin. proteoglicanos umdos a proteina,
laminina, osteonectina, decorin hialurodasa-
o versican, 01-AT, MMP-1_ 9 v 13.
Gelatinasas -
-Gelatinasa B 9 92 86 IV, V, VIL X, XIV. Gelatina. agrecan
elastina'. fibronef:tina.. proteoglicanos umdos 20q112-q13.1
a proteina, osteonectina, o.1-AT,
plasmindgeno.
-Estromelisina 1 3 57 45 SILIOL IV, V. IX, X, XT. Agrecan, elastina. 11a23
fibronectina. gelatina, laminina, e
antirombina, MMP-7, & 9y 13.
Estromelisi -Estromelisina 2 10 57 44 I IV. V. Agrecan. e_lqsti.nﬂ, fibronectina. 11a22.3-023
Stromefisma gelatina, caseina, laminina, MMP-1, MMP- Qes2q=
8.
-Estromelisina 3 11 51 44 -01-AT, a2-M, caseina, agrecan, 274112
fibronectina, laminina. cHaRts
-MT1-MMP 14 66 56 -LIL I IV, Agrecan. elastina. 14ql1-q12
fibronectina. gelatina, laminina,
vitronectina, l-AT, a2-M. MMP-2. 13.
-MT2-MMP 15 72 60 -I, ITIL,IV. Fibronectina, gelatina, laminina, 16q12.2-g21
. agrecan. perlecan. tenascina. MMP-2.
MMPs de tipo -MT3-MMP 16 64 52 -LIII, IV. Gelatina. caseina, fibronectina. 8q21
memhrana MMP-2.
-MT4-MMP 17 57 53 -IV. Gelatina. 12q24
-MT5-MMP 24 63 28 -Proteoglicanos. 20q11.2
-MT6-MMP, 25 34 28 -Gelatina, MMP-2 12q14
Leucolisina
-Matrilisina 1 28 19 -IV, X Agrecan. elastina, fibronectina, IV, 11g21-g22
gelatina, laminina, decorin, o01-AT MMP-1,
2.9: MMP-9/TIMP-1.
-Metaloelastasa 12 54 45 -Gelatina, laminina, fibronectina, elastina, 11922 2-q223
Otras de macrofagos caseina, fibrina(ogeno).plasminégeno.
-RASI-1 19 54 45 -Gelatina 12ql4
-Enamelisina 20 54 22 -Amelogenina 11922
-Endometasa 23 ND ND |-ND 1p36
humana 26 28 19 -Gelatina tipo L ND

* ND: No determinado. Copiado de M Villalonga, 2000.

Funcién, caracteristicas y genética: El gen humano de la MMP-9 ha sido
mapeado en el cromosoma 20 20q11.2—q13.1% y varios polimorfismos de este gen han
sido identificados. Varios polimorfismos en el promotor del gen MMP9 se han
implicados en la regulacion de su expresion y en la susceptibilidad a wvarias
enfermedades. Se han identificado 5 variantes de secuencias pero funcionalmente, solo
dos son relevantes: SNP -/562C/T y un micro satélite ubicado en la posicion /31bp. El

38



—1562C/T polimorfismo (rs3918242) le has sido demostrado su efecto funcional sobre
la trascripcion génica. Un cambio de C a T en dicha posicion crea dos alelos diferentes,
y los genotipos CT y TT que promueven una actividad alta del promotor del mismo,
incrementado el riesgo de enfermedades inflamatorias®’. Este SNP, —1562C/T, genera la
pérdida de unidon de una proteina nuclear a dicha regiéon y produce una actividad
transcripcional incrementada en el macrofago. En estas células el genotipo CC permite
una baja actividad del promotor mientras que los genotipos C7'y 77 resultan en una alta
actividad transcripcional™.

En un estudio prospectivo en hombres de mediana edad, conformado por 465
casos y 1076 controles®’, se demostro una asociacion entre el la concentracion sérica de
MMP-9 y la incidencia de enfermedad coronaria en la poblacién general.

Otros estudios mas recientes y detallados han sido realizado en una poblacion
suiza de mediana edad donde se encontr6 no solo una asociacion de las concentraciones
séricas de MMP-9 y enfermedad cardiovascular sino también con factores psicosociales
tales como depresion’’'. Observaciones en sujetos sanos, muestran una relacion
inversa entre marcadores de la formacién de oxido nitrico y dicha MMP??.

En pacientes con enfermedad coronaria arterial ha sido reportado recientemente
concentraciones elevadas de MMP-9. También se ha asociado esto incremento en los
niveles con un aumento de la mortalidad de esta enfermedad””.

Por otra parte, dicha asociacion fue confirmada a nivel molecular, estudiando el
polimorfismo funcional —1562C/T del gen MMPY, observando que los portadores del
alelo T tenian mayor mortalidad cardiaca’”.

Otros estudios” postulan que las concentraciones de MMP-9 podrian servir
como biomarcadores en el sindrome coronario agudo. Igualmente se ha descrito la
asociacion de estos con arterioesclerosis y periodontitis cronica®®.

Estudios moleculares de genotipado del polimorfismo funcional —1562C/T del
gen MMP9 han demostrado que portadores del alelo 7 también tiene riesgo
incrementado de enfermedad arterioesclerdtica grave’’. Otros datos disponibles
muestran una posible asociacion de la MMP-9 con la patogénesis y el tratamiento de la
enfermedad hipertensiva, encontrando concentraciones elevadas de la misma en mujeres
con hipertension gestacional™.

Las MMP no se pueden almacenar en muchos tipos celulares (los neutrofilos y
macrofagos son excepciones) y tampoco sintetizarse y secretarse sin que haya una senal
clara que son necesarias. Las células endoteliales activadas expresan moléculas de
adhesion VCAM-1 que promueven la infiltracion de monocitos circulantes y de
linfocitos T*°. La adhesion de linfocitos T a las células endoteliales a través del
receptor VCAM-1 induce la produccion de MMP-2. Esta metaloproteasa facilita la
degradacién de la matriz extracelular’®®. Degradacion necesaria para la migracion de
los linfocitos T y de los monocitos circulantes de la capa endotelial y la membrana
basal. Este contacto de dichas células con el colageno tipo I y la laminina incrementa la
expresion de MMP-9 por estas células. La interaccion de estas células con el colageno
induce una serie de reacciones bioquimicas que favorecen la producciéon de MMP-9, -1
y -3 por células musculares lisas.

En la tabla XVI, se detallaran los factores tanto activadores como represores
involucrados en la produccion de las MMP.
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Tabla XVI. Algunos factores involucrados en la produccién de metaloproteinasas”

Factores activadores

Factores que actuan en la superficie de la célula
Iondforo del calcio A23187
Fusion celular
Tipos de colageno en el sustrato
Concavalina A
Cristales de urato
Hierro
Fagocitosis

Agentes quimicos
AMP
Colchicina
Lipopolisacaridos
Mitomicina C
Prostaglandina E

Agentes fisicos que actuan en la célula
Shock térmico
Radiacion UV

Citocinas y/o factores de crecimiento
Factor de crecimiento epidérmico
Factor de crecimiento de fibroblatos-3
Interferones o, fy v
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de necrosis tumoral-a

Otros
Transformacion virica, oncogenes, agentes autocrinos

Factores represores

Acido retinoico

Glucocorticoides

Adenovirus-5

Estrégenos y progesterona

*Copiado y modificado de a5,

Algunos resultados sugieren que el alelo MMP9-1562T esta asociado a un riesgo
reducido de pre-eclampsia y por lo tanto protege contra la mala adaptacion de la arteria
espiral y una menor degradacion de la decidua.

La concentraciones elevadas de MMP-9 han sido asociadas con este alelo T del
polimorfismo mencionado, siendo esencial para el desarrollo de una adecuada interfase
materno-fetal en fases tempranas de la gestacion ya que facilitaria la apoptosis y
degradacion del trofoblasto*.

Otros autores han estudiado estos polimorfismos y otros relacionados con la
patologia hipertensiva del embarazo, comparando grupos sanos con gestantes con
hipertension gestacional y pre-eclampsia; encontrando diferencias significativas entre
grupos. La presencia del alelo 7'y el genotipo CT del -1562C<T fueron mas frecuentes
en sujetos con hipertension gestacional pero no lo fueron cuando se compar6 el mismo
grupo sano con gestantes con pre-eclampsia, ni cuando se compard la frecuencia
haplotipica de gestantes hipertensas o con pre-eclampsia comparadas con el grupo de
gestantes sanas. Estas observaciones parecen indicar que el polimorfismo C/562T esté
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asociado con hipertension gestacional pero no con pre-eclampsia y ayudarian a explicar
las concentraciones séricas elevadas de MMP-9 observadas en hipertension gestacional.

Otros han estudiado otro aspecto de la gestacion, la implantacion embrionaria
como tal, y los efectos que esta puede conllevar si la pobre implantacion generara un
intercambio materno fetal disminuido y como consecuencia un retraso del crecimiento
intrauterino. En este aspecto también las metaloproteasas han sido objeto de estudio. La
MMP-2 y la MMP-9 estan involucradas, ya que se ha demostrado su implicacion en
implantacion temprana, siendo objeto tanto el CI1562T MMP9 como el MMP 2 -1306
en el feto por medio del estudio del liquido amniético’’,

Los polimorfismos de secuencia de metaloproteasas han sido asociados con muchas
enfermedades. Hay una correlacion positiva entre la presencia de algunos
polimorfismos en ellas, es el caso de la MMP9 C1562T y enfermedad inflamatoria.

El cambio de citosina (C) por timina (T) en la posicion 1562 del gen altera la
unién de proteinas nucleares, que permite un incremento de la actividad transcripcional
en macréfagos, donde el promotor del gen responde a estimulos de varios citocinas y
factores de crecimiento. Estudios en modelos murinos indican una asociacion directa
entre la expresion de MMP-9 con la morfogénesis epitelial, e igualmente se conoce la
gran expresion de la MMP-2 en células mesenquimales durante el desarrollo de
estructuras organicas donde la expresion de estas enzimas puede solaparse durante el
crecimiento epitelial. Por lo tanto es posible que existan redundancias funcionales entre
ambas metaloproteasas (la redundancia genética es un mecanismo que asegura un
correcto funcionamiento en procesos claves del desarrollo y parece un fendomeno
frecuente en etapas tempranas del desarrollo y organogénesis)>>> >3 336337,

La gelatinasa B o MMP-9 es MMP con actividad proteolitica contra proteinas
del tejido conectivo, ha sido implicada como elemento importante durante el proceso de
remodelamiento del tejido conectivo asociado a aterogenesis y ruptura de la placa.

Estudios de la interaccion DNA-proteina indican que el alelo T tiene casi dos
veces mas actividad del promotor que el alelo C, lo cual parece ser debido a una uniéon
preferencial de una proteina represora de transcripcion que se une al promotor
codificado por el alelo C ****.

Hasta el momento algunos datos relacionados con esta variante genética
funcional y ateroesclerosis indican que este SNP influye en la actividad del promotor
del gen de la gelatinasa B y es alelo especifico. Cuando se estudia este polimorfismo en
relacion al riesgo cardiovascular se ha encontrado que pacientes con el genotipo 77
tienen riesgo para desarrollar la entidad y ademas lo relacionan con individuos con altas
concentraciones apolipoproteinas y fibrindgeno, entre otros factores’®.

Durante el embarazo se secreta la hormona estriol, la cual afecta Ilas
concentraciones de MMP-9 de las células del sistema inmunitario.

Se han realizado estudios con estriol en modelos murinos con encefalitis
autoinmunitaria experimental (del inglés experimental autoimmune encephalomyelitis,
EAE), encontrando que las concentraciones de MMP-9, en el sobrenadante de
esplenocitos estimulados con autoantigenos, fueron reducidas. Por lo tanto se concluy6
que el estriol actia a través de receptores alfa de estrogenos para reducir las
concentraciones de MMP-9 de las células inmunitarias. Los estrogenos regulan la
sintesis de MMP-2 y MMP-9 en varios tejidos, su expresion, actividad y
concentraciones de estas enzimas son regulados por hormonas sexuales encontrando las
concentraciones mas elevadas en pacientes tratados con estrogenos > 2.

El 17B-estradiol disminuye la actividad del inhibidor del activador del
plasminogeno-1 (del inglés plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1 e incrementa la
actividad de la plasmina y las metaloproteasas. La actividad enzimatica de la MMP-9 en
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respuesta a 17B-estradiol ha sido evidenciada en estudios que han reportado que el 17f-
estradiol incrementa la expresion de genes inflamatorios en algunos tipo de células
epiteliales tales como las del lecho corneal implicandose en el papel inflamatorio
etiologico del sindrome de ojo seco.

El 17-estradiol regula la expresion uterina de la MMP-9 y su actividad in vivo
es un mecanismo complejo. Esta regulacion estrogénica de la actividad de la MMP-9
juega un papel importante en la remodelacion del tejido uterino®’. Diferencias entre
sexos y las variaciones en la gravedad de enfermedades inflamatorias dentro estos
grupos, sugieren la modulacion de las hormonas sexuales femeninas en la respuesta
inflamatoria. Los estrogenos actuan en la transcripcion de genes y modulan la respuesta
inflamatoria. Se han descrito tanto efectos anti-inflamatorios como pro-inflamatorios.

Por otra parte se han realizado estudios que evaltian las concentraciones de
MMP-9 sérico durante el primer trimestre del embarazo y su relacion con pre-eclampsia
y parto pre-término; encontrdndose concentraciones aumentadas de esta en pre-
eclampsia correlaciondndolo con la presencia de un proceso inflamatorio subyacente.
4.3.2.4. Antigeno leucocitario humano G (HLA-G)

El éxito de un embarazo humano, donde el feto reside en el interior del tero
materno por nueve meses desafia los preceptos de la inmunologia. Sin embargo son
muchos los datos e informacion que tenemos de ello y de las condiciones responsables
del privilegio inmunoldgico de esta situacion bioldgica, donde tanto la madre como el
feto contribuyen al desarrollo y mantenimiento del mismo y aportan las caracteristicas
propias de la interfase materno-fetal.

Una de las caracteristicas principales de esta situacion, es la capacidad tinica que
tienen las células placentarias en seleccionar la expresion de genes especificos del
MHC. Es esta capacidad unica para la seleccion de moléculas especificas HLA la que
seria responsable de un reprogramamiento de la respuesta inmunitaria materna local en
el utero y que caracteriza el embarazo semialogénico propio de la especie humana. Este
estudio se ha dirigido hacia una de las moléculas expresadas en el utero, el antigeno
leucocitario humano, HLA-G.

Definicion: Proteina del MHC humano de clase 1. Heterodimero que consiste en
una cadena pesada y otra ligera (B-2-microglobulina), la cadena pesada se ancla en la
membrana citoplasmatica.

Esta codificada por el gen HLA-G.

Sinonimia: No tiene

Simbolos: HLA-pG; MHC-G

Identificador OMIM: 142871

Identificador NC-IUBMB: No tiene

Estructura: Las moléculas HLA de clase I tanto clasicas como no clésicas
presentan una gran homologia estructural *”* (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-G, HLA-
E y HLA-F) hallandose constituidas por dos cadenas polipeptidicas: una cadena pesada,
glicosilada, de mayor tamafio, con una masa molecular de 45 kD, que se encuentra
asociada, mediante interacciones no covalentes a una cadena ligera, la p2-
microglobulina que tiene una masa molecular aproximado de 12,5 kD*’*. La p2-
microglobulina, polipéptido idéntico al componente sérico normal, es idéntica en todos
los individuos de la misma especie y los genes que la codifican no se encuentran en el
MHC, situandose en el cromosoma 16, en el hombre y en el cromosoma 2 en el raton>’*
37 La cadena pesada, por el contrario, es altamente variable entre individuos de la
misma especie, siendo la responsable del polimorfismo antigénico de las moléculas
HLA de clase I'”°. Se distinguen tres zonas bien definidas, una zona extracelular de
mayor tamafo en la que se encuentran los determinantes antigénicos de la molécula, una
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pequeia region transmembrana, hidrofoba, y finalmente una region intracitoplasmatica
de unos 35 aminoacidos. La zona extracelular se halla organizada en tres dominios de
aproximadamente unos 90 residuos cada uno, denominados al, a2 y a3 mantenidos por
la existencia de puentes intracatenarios® ™=’ (Ver figura 15).

La molécula HLA-G pertenece a la familia de moléculas de histocompatibilidad
no clésicas y se caracterizan por un limitado polimorfismo y una distribucion celular y
tisular restringida al trofoblasto fetal y células del epitelio timico®’’. Esta molécula
puede presentarse en siete isoformas distintas, codificadas por ayuste alternativo, cuatro
de ellas son proteinas unidas a membrana (HLA-GI1, -G2, -G3 y -G4), y otras tres
isoformas que son proteinas solubles (HLA-G5, -G6 y -G7)*’%*"7. Otras caracteristicas
estructurales de estas moléculas es que son: (i) reconocidas por ciertos receptores
inhibidores, tales como KIR2DL4, ILT-2 y ILT-4 y, en consecuencia poseen, capacidad
de inhibir la lisis mediada por células NK y ciertas células T; (ii) estdn relacionadas con
la induccion de tolerancia materno-fetal®”” .

Figura 15. Diagrama de cintas de la estructura
molecular propuesta paras HLA-G. Estructura
generada por Schrodinger, Inc., GNU Image
Manipulation Program y PyMOL.

Funcion, caracteristicas generales del HLA-G y genética: Los genes que
codifican las moléculas HLA estan ubicados en el cromosoma 6 region telomerica 6p21,
aunque esta region contiene de 20 a 25 genes HLA clase I, relativamente pocos estas
transcritos o traducidos, la mayoria son pseudogenes o fragmentos génicos. La
expresion de genes de clase I estd subdividida en clase Ia, (en donde se incluye el HLA-
A, -B y-C) y la clase IIb (que incluye HLA-E, -F y -G). Aunque la estructura gendmica
del HLA-G es similar a otros genes de clase I, es Unica en la mayoria de sus otros
aspectos. El gen HLA-G, cuya representacion grafica podemos observar en la figura
16, tiene ocho exones, que codifican una sefal peptidica (exon 1), los dominios 1, 2, 3
(exones 2, 3 y 4 respectivamente), el dominio transmembrana (ex6n 5) y el dominio
intra celular (ex6n 6 y 7) como otros genes de clase 1. Sin embargo, un codén de parada
prematuro en el exén 6 genera una cola citoplasmatica que revela un motivo criptico*’,
resultado en una expresion prolongada y en un recambio lento de esta en la superficie
celular y posiblemente en la presentacion ineficiente de péptidos exdgenos. Otra de sus
caracteristicas es que codifica multiples isoformas, observadas en la figura 17, como
resultado de un ayuste alternativo. Presenta las isoformas G1, similar estructuralmente a
otros genes de clase I excepto por la cola citoplasmatica truncada, la isoforma G2 que
resulta al eliminar el ex6én 3 y homodimeros para formar una estructura similar al HLA
de clase II (HLA clase II-/ike); estas dos isoformas son expresadas como proteinas
solubles (HLA-G5 y HLA-G6, respectivamente) debido a la inclusion de una secuencia
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del intron 4 el mRNA maduro, resultando en proteinas secretadas con 21 aminoécidos,
seguidas del dominio 3. El HLA-G3 resulta de eliminar el exén 3 y 4. El HL- G4 y -G7
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no son abundantes en placenta*”’.
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Figura 17. Isoformas del HLA-G producidas por ayuste alternativo del mRNA primario
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El conocimiento actual sobre la molécula HLA-G se basa en una serie de
experimentos in vitro que muestran que el HLA-G puede inhibir células NK y la lisis
mediada por células T mediante una interaccion directa con receptores de estas células
[las caracteristicas principales de estos receptores son: (i) colectivamente se les
denomina receptores de las células NK parecidos a inmunoglobulinas (del inglés killer
cell immunoglobulin-like receptors, KIR); (ii) el locus KIR contiene una familia de
genes polimorficos y altamente homdlogos que mapea dentro del complejo del receptor
leucocitario (del inglés leukocyte receptor complex, LRC); (iii) El LRC también codifica
la familia de receptores leucocitarios parecidos a inmunoglobulinas (del inglés leukocyte
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Ig-like receptor, LILR), la familia de receptores inhibidores asociados a leucocitos (del
inglés leukocyte-associated inhibitory receptor, LAIR) y el receptor Fca]. Por otra parte
se ha demostrado que la IL-10 es capaz de activar la expresion del HLA-G**. Ademas
HLA-G, tanto unido a la membrana como soluble, induce cambios en el perfil secretor
de citocinas por parte de células mononucleares activadas de sangre circulante*”.

Polimorfismos en la region 3’'UTR y 5'UTR del gen HLA-G han sido descritos
y asociados con la expresion del HLA-G, el cual podria afectar su funcion pudiendo ser
importante en ciertas complicaciones del embarazo. El polimorfismo en el exén § de la
region 3'UTR del HLA-G, 14bp eliminacion/insercion, esta presente tanto en el gen
HLA-G como en el transcrito. (Ver figura 18). Los alelos del HLA-G que contienen la
secuencia /4bp han sido asociados con concentraciones bajas de su mRNA de la
mayoria de sus isoformas en muestras de trofoblasto del primer trimestre’®. En la
poblacion caucésica la frecuencia de este polimorfismos es similar, encontrando que la
frecuencia para el alelo que incluye la secuencia /4bp es <4,5% vy el alelo con la
secuencia eliminada -7/4bp es <55%, sin embargo en poblacion africana el alelo con la
secuencia eliminada -14bp es dominante®”

Genomic DNA
|
| -14 bp +14 bp 3'UTR polymorphism
| HLA-G*010101 HLA-G*010102 HLA-G*010103
!
mRANA isoforms g; fg:z{g;;) bp)
G2(/G4) (-92 bp)
G1 G1 (+14 bp) G1 (+14 bp)
G2/G4 G2/G4 (+14 bp) G2/G4 (+14 bp)
G3 G3(+14 bp) G3 (+14 bp)
G5 G5 (+14 bp) G5 (+14 bp)
G6 G6 (+14 bp) G6 (+14 bp)

Figura 18. Expresion de las isoforma del mRNA del HLA-G y su relacion con los
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Figura 19. Sitos de variacion descritos®® > en la region HLA-G 3 'UTR, los cuales
tendrian implicacion en la expresion del HLA-G. Tomada de ***
5. Modelos experimentales de pre-eclampsia

La pre-eclampsia continua siendo una importante causa de morbimortalidad
materna y fetal alrededor de la cual existen varias teorias que explican su causa, sin
embargo su etiologia permanece desconocida. Los limitados progresos alrededor de los
nuevos tratamientos para reducir su incidencia y la severidad de la misma ha conducido
a producir modelos animales que asemejen o reproduzcan los desordenes hipertensivos
del embarazo, especialmente pre-eclampsia. Sin embargo, la mayoria son incompletos a
la hora de compararlos con el espectro completo de la enfermedad en humanos'*.

Estos modelos experimentales han sido organizados atendiendo los mecanismos
patogénicos especificos que se creen juegan un papel en la enfermedad.

Dichos mecanismos son la isquemia uterina, los dafios en el sistema del oxido
nitrico, la resistencia a la insulina, la actividad alterada del sistema nervioso autébnomo y
del sistema renina angiotensina, la activacion de una respuesta sistémica inflamatoria y
la activacion de proteinas circulantes que interfieren en la angiogenesis. Igualmente se
han realizado modelos de enfermedad renal como aspecto importante de la pre-
eclampsia. El objetivo de dichos modelos ha sido ayudar a dilucidar y entender la
etiologia de la entidad e igualmente establecer estrategias preventivas y terapéuticas en
pro de la enfermedad'*’. La pasada década ha significado un avance en el entendimiento
de la pre-eclampsia y el desarrollo de modelos experimentales animales viables de la
enfermedad ha contribuido significantemente en sus avances. Aunque muchos de estos
modelos presentan importantes caracteristicas de la enfermedad, contintan siendo
pobres al reproducir al completo la enfermedad como se desarrolla en los humanos.

Tabla XVIa. Modelos murinos que desarrollan un cuadro similar a la pre-eclampsia

MODELO RESULTADO

Raton KO de la NOS Inhibicidn crénica de la eNOS

Ratones deficientes de COMT Generar ausencia de 2ME, para correccion exdgena.

Ratén BPH/5 Cepa susceptible a desarrollar un sindrome
hipertensivo inducido por el embarazo

Basados en la angiogénesis. Administracién ex6gena de sFLT1 para generar una
angiogénesis defectuosa, alterando la placentacion.

Modelos inmunoldgicos de pre-eclampsia Raton (CBA/J x DBA/2J)F1 generan un balance
angiogénico alterado.

Adriamicina como inductor de pre-eclampsia Generar una nefropatia secundaria.

Relacionados con el sistema renina/angiotensina  Sobreexpresion de angiotensinogeno.

Modelos inducidos por la insulina Hiperinsulinemia crdnica inducida.

Basados en las especies reactivas de oxigeno Inyeccién de una dosis minima de lipopolisacaridos.

Alteracién del sistema nervioso simpatico Aumentar la actividad del SN simpético a través de

un estrés crénico inducido.

Tomado de 140, 421,430-

En la figura 20 se comparan la placenta murina y la placenta humana. Aunque
ambas arquitecturas son similares, existen también importantes diferencias. Las
placentas comparten una forma discoidal, cambios hemocoriales, tipos celulares
analogos y una capa celular basal. En ambas especies los vasos fetales se encuentran
recubiertos por una capa discontinua de citotrofoblasto, el cual esta rodeado de dos

capas continuas de sincitiotrofoblasto en el raton y una sola capa del mismo en los
humanos. En ratones la invasion es un poco menor y en su mayoria se limita a la
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decidua materna que se encuentra mas cerca del feto. A pesar de la falta de
remodelacion, es evidente la fase temprana de invasion trofoblastica. En los seres
humanos, las células endovasculares del trofoblasto, la remodelacion de las arterias y
venas espirales uterinas maternas por el reemplazo de estructuras endoteliales
vasoactivas y células intersticiales trofoblésticas, invaden por lo menos un tercio del

miometrio uterino>®> 3%,

i Shallow Trophoblast
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Figura 20. Arquitectura placentaria murina (MOUSE) y humana (HUMAN)).
Tomado de*", a su vez con el permiso de la Universidad de Misuri (The Curators of the
University of Missouri).
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I1I. HIPOTESIS

Con este trabajo se espera encontrar: (i) un genotipo COMT de baja actividad en
aquellas pacientes que presentan pre-eclampsia; (i1) un genotipo MTHFR homocigoto
para el alelo 7 que genera la variante termolabil de la enzima generando susceptibilidad
para hipermocisteinemia.

Por otra parte se estudiard la distribucion del genotipo MMP9 en la poblacion
normal y con pre-eclampsia ya que existen diferentes estudios referentes a la presencia
del alelo T'y su asociacion a enfermedades. Entre ellas se ha planteado que aumenta el
riesgo para enfermedades inflamatorias y vasculares. De igual forma sera estudiado el
genotipo materno en HLA-G.

Planteando por tanto como hipdtesis del estudio la existencia de genotipos
maternos de riesgo en cada uno de los genes considerados que generarian como
consecuencia la expresion anormal de enzimas y/o moléculas que podrian contribuir a
una placentacion anomala que alteraria el flujo sanguineo de la unidad materno-fetal,
pudiendo evolucionar al desarrollo de un estado hipertensivo del embarazo,
especificamente, pre-eclampsia.
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I1I. OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio fueron:

(1) Analizar los aspectos epidemiolédgicos de la pre-eclampsia. Relacionar dichos
factores con la patologia con el fin de crear un perfil de estudio para su deteccion precoz
durante el embarazo.

(i1) Estudiar nuevos polimorfismos genéticos relacionados con pre-eclampsia.
Para ello se seleccionaron los polimorfismos de los genes COMT, MTHFR, MMP9 y
HLA-G.

(ii1) Determinar si hay asociacion entre los polimorfismo genético COMT ValMet
MTHFR C677T y MMP9 -1562 C>T en pacientes con pre-eclampsia.

(iv) Clarificar la asociacion del polimorfismo materno del HLA-G 14bp con el
desarrollo de pre-eclampsia; quedando pendiente el complementar dicho genotipado en
el feto.

(v) Realizar estudios genéticos para determinar los cambios ocurridos y poder
ver su asociacion o la susceptibilidad para desarrollar la patologia; aportar unos
resultados que intenten dilucidar la etiologia de esta entidad; comprender los factores
vasculares y genéticos implicados, intentando relacionarlos, con el objeto de crear
dianas terapéuticas o diagnosticas eficaces.

En resumen, el proposito de esta tesis es investigar los polimorfismos genéticos
hipotéticamente relacionados con la pre-eclampsia, para averiguar si existe alguna
asociacion de susceptibilidad o resistencia con esta entidad. Si se logra asociar un
polimorfismo concreto o varios con la enfermedad, se llevara a cabo el segundo objetivo
del estudio, que seria crear un perfil de deteccion precoz de susceptibilidad para pre-
eclampsia. A las mujeres que acudiesen a su primera cita de control del embarazo se
estudiaria este perfil inmunogénetico, con el objeto de controlar mas de cerca su
embarazo.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Diseiio del estudio. Poblacion de estudio y controles

Este estudio se ha realizado en el Hospital Universitario “Marqués de Valdecilla”
(HUMYV). El HUMYV es un hospital de aproximadamente 900 camas, situado en la
ciudad de Santander (Comunidad de Cantabria, Espafia) y que pertenece al Servicio
Cantabro de Salud (SCS). Para el proposito de este trabajo se ha considerado una
cohorte retrospectiva compuesta de 330 pacientes dividido en casos y controles,
seleccionados siguiendo unos criterios definidos de inclusion y exclusion.

La realizacion de este estudio siguid las normas de buena practica clinica de la
declaracion de Helsinki (revision de Hong-Kong en 1998)*°°. La inclusién de cada
paciente con pre-eclampsia o gestante normal se confirm6 mediante informacién verbal
del objeto del estudio y posterior consentimiento informado siguiendo los criterios de la
Comisién de Etica del HUMV que incluyen la confidencialidad de los datos, los
beneficios y posibles riesgos asumibles y la voluntariedad de la participacion.

Los criterios diagnosticos utilizados para definir la pre-eclampsia son los aprobados
por la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia >>’. Basicamente son: (i) pre-
eclampsia, hallazgo tras la semana 20 gestacion (salvo enfermedad trofoblastica o
hidrops) de HTA (sistolica >140 mm Hg y diastdlica >90 mm Hg, determinadas en dos
ocasiones separadas un minimo de 4 h) y proteinuria ( >300 mg/24h o 30 mg/dl en una
muestra aislada o 2+ en la tira reactiva de dos muestras distintas); (ii) pre-eclampsia
grave, HTA (sistélica >160 mm Hg y diastdlica >110 mm Hg), proteinuria (>2000
g/24h),creatinina sérica (>1,2 mg/dl), trombopenia (<100.000 plaquetas/ml) (o anemia
hemolitica con microangiopatia), enzimas hepaticas aumentadas, cefaleas (o
alteraciones visuales o dolor epigastrico), hemorragias retininas (o exudado en el fondo
del ojo o edema papilar) y edema pulmonar y (iii) sindrome HELLP. El sindrome
HELLP puede ser: (i) completo (plaquetas <100.000 plaquetas/ml, LDH >600 IU/ml y
GOT >72 TU/ml o (ii) incompleto (sélo uno o dos de los tres criterios anteriores) ®'.

Este trabajo se realizd con una cohorte retrospectiva compuesta de: (i) un grupo de
estudio (110 pacientes con antecedente de pre-eclampsia atendidas en el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia del HUMV entre los afios 2004 y 2008) y (i1) un grupo
control (220 gestantes controladas en diferentes 4reas de Cantabria, sin antecedentes de
pre-eclampsia ni desarrollo de la misma durante el embarazo).

Se defini6 como caso de pre-eclampsia aquella paciente embarazada con
hipertension (140/90 mm Hg) y proteinuria (>300 mg/24h) que aparecen después de la
semana 20 de gestacion. Como control aquella mujer embarazada que en el momento de
la recoleccion de la muestra y hasta el final del embarazo estuvo bien clinicamente, sin
criterios de hipertension y sin antecedentes de los mismos.

Los criterios basicos de inclusion fueron: (i) edad reproductiva (15-45 afios) y (ii)
ausencia de determinadas enfermedades (HTA, neuropatia, diabetes y enfermedades
autoinmunitarias).

2. Obtencion y manipulacion de muestras de sangre circulante

Mediante venopuncion se extrajeron dos tubos de sangre: (i) uno de ellos un tubo
de 10 ml sin aditivo y que tras la centrifugacion correspondiente se obtuvo suero que se
congel6 a -20°C y (ii) un tubo con un 8% de solucion de EDTA (el EDTA aglutina los
iones de calcio y bloquea de esta forma la cascada de coagulacion y mantienen las
células estables durante 24 horas)>>®.

3. Extraccion y aislamiento del DNA
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Se realiz6 la extraccion de DNA gendmico de muestras de sangre recogidas en
tubos de extraccion tratados con EDTA como se mencion6 en el apartado anterior. El
aislamiento fue realizado con un extractor automatico de DNA (Maxwell® 16 System,
Promega Corporation. Madison, EEUU) el cual proporciona un DNA apto para ser
analizado directamente mediante métodos de amplificacion estdndar, entre los que se
incluye la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La extraccion de DNA gendémico
se realiza a partir de 300 pl de sangre total, asumiendo un promedio de leucocitos entre
4,2 x 10°y 1,2 x 10’/ml de sangre total, segin los valores de un adulto normal y sano.
Entre los pasos automatizados que realiza dicho equipo se incluyen: (i) lisis de la
muestra en presencia de un agente caotropico y detergente; (ii) union de acidos
nucleicos a particulas de silice magnetizadas; (iii) lavado de las particulas unidas para
separarlas del resto de componentes celulares y (iv) elucion de los acidos nucleicos en
un tampon que permite afiadirlos directamente a la PCR estandar.

4. Reactivos quimicos y tampones

Reactivos quimicos: Albumina sérica bovina (BSA) adquirida de New England
Biolabs Inc. (Ipswich, MA, EEUU).

Los siguientes reactivos fueron de Merck Chemicals (Darmstadt, Germany): 2-
Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS, comercialmente conocido también
como Trizma™), acido 2-({2-[bis(carboximethil)aminometil } -(carboximetil)amino),
Acético (acido 2-({2-[bis(carboximetil)amino]etil } (carboximetil)amino)acético 6 acido
etilendiaminotetraacético, EDTA), (285,35)-1,4-bis(sulfanil)butano-2,3-diol (ditiotritiol,
DTT), fosfato monopotésico (KH,PO,), cloruro de sodio (NaCl), acetato de magnesio
[Mg(CH3CO0),Mg.4H,0], acetato de potasio (CH3;COOK) y 1,2,3-propanotriol
(glicerol).

Tampones: Tampon 10X TRIS-borato-EDTA (TBE) (890 mM TRIS, 890 mM
acido borico, 20 mM EDTA, pH 8,0). El tampon TRIS-acetato (TAE) (50 mM
CH;COOK, 20 mM TRIS-acetato, 10 mM (CH3;CO0O),Mg.4H,0, 1 mM DTT, pH 7,9,
25°C)(tampon NE Buffer 4) y el tampon utilizado para el almacenamiento de las
enzimas de restriccion y dilucion de la BSA (20 mM KH,PO,4, 50 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA, 5% glicerol, pH 7,0, 25°C), fueron adquiridos a New England Biolabs Inc.
(Ipswich, MA, EEUU).

S. Seleccion de variantes genéticas de estudio: cebadores v endonucleasas de
restriccion

Los cebadores utilizados para la amplificaciéon de cada uno de los segmentos
génicos en estudio, fueron disenados y seleccionados utilizando la base de datos y
recursos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) de los EEUU, disponibles en Internet
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Tras su disefio se encargd su construccion a Thermo Fisher
Scientific (Waltham. MA, EEUU). Los cebadores utilizados son los descritos en la tabla
XVIL
Tabla XVII. Cebadores utilizados

GENY DIRECCION DEL
POLIMORFISMO VECTOR CEBADOR
MMP 9 -1562 C>T Forward 5’- GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3’
Reverse 5’- CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3"
COMT Val 158 Met Forward 5’- GCC CGC CTG CTG TCA CC-37
Reverse 5’- CTG AGG GGC CTG GTG ATA GTG-3"
MTHFR C677T Forward 5’- GCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTCAGG-3’
Reverse 5’- CAAAGAAAAGCTGCGTGATGAGAAAGAG-3’
HLA G + 14bp Forward 5’- GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’
Reverse 5’- GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3’
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Una enzima de restriccion o endonucleasa de restriccion es aquella que puede
reconocer una secuencia caracteristica de nucleédtidos dentro de una molécula de DNA y
cortarlo en ese punto concreto, llamado sitio de restriccion. Se utilizaron las enzimas
que se describen en la tabla XVII, adquiridas a New England Biolabs Inc (Ipswich, MA,
EEUU).

Tabla XVIII. Enzimas de restriccion utilizadas, sitios de corte y respectivo gene donde
actlian

ENZIMA ORIGEN BACTERIANO RECONOCIMIENTO GEN
Nla III Neisseria lactamica 5" CATG_3’ COMT
3" _GTACS’
Sph I Streptomyces 5" GCATG C3 MMP 9
phaeochromogenes 3"C_GTACGS’
Hinf'I Haemophilus 5"G_ANTC 3’ MTHFR
influenza 3"CINA G5’

6. Método de genotipado: SNP
6.1. Amplificacion de los productos purificados mediante PCR- RFLP

Los polimorfismos de los cuatro genes se realizaron por PCR-RFLP. Las
condiciones generales de las PCR y termociclacion se describen a continuacion.

En primer lugar se prepar6 una mezcla de los componentes necesarios para que
tengas lugar una PCR. Se la denomina mezcla maestra para PCR (en inglés PCR Master
Mix, PCR-MM). Una PCR-MM contiene: (1) Tampon de PCR 5X; (i1)) MgCl,; (iii)
dNTPs; (iv) los cebadores (tanto forward como reverse de cada fragmento a amplificar);
(v) Tag- polimeresa y (vi) H,O estéril.

La PCR se lleva a cabo en unj volumen pequefio (10-200 pl) en un aparato
denominado termociclador (96-well GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EEUU).

Se realizaron los calculos respectivos para cada amplificacion con el fin de
alcanzar un volumen total de 25 pl de esta reaccion para la PCR. A continuacion se
procedid a preparar un gel de agarosa al 2%. Luego con el volumen restante se continu6
con la digestion usando las respectivas enzimas de restriccion. La condiciones
generales para la digestion requirié para un volumen final de 20 pl: producto de PCR
10 pl, tampdén de PCR 10X 2 pl, BSA acetilada (10 pg/ul) 0.2 ul, H,O 7,3 ul, enzima
de restriccion 0,5 pl. Se incubaron a 37°C toda la noche y luego se procedié a la
realizacion de los respectivos geles de agarosa a porcentajes de acuerdo a los tamaiios
de bandas esperados (2-3%).

El genotipado para COMT empez6 con la amplificacion del segmento génico en
estudio por PCR utilizando los cebadores especificos para este gen (tabla XVII), y las
condiciones puestas a punto en el que en el Servicio de Inmunologia del HUMV. Se
utilizaron los siguientes reactivos: 5 ng/ml de DNA, 2,5 mM dNTP, 25 mM MgCl, y las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial (5 min, 94°C) y 35 ciclos de una
extension inicial (30 s a 94°C, 30 s a 52°C y 30 s a 72°C), seguido de una extension
final (5 min a 72°C). Se obtuvo un amplificado de 109bp y la restriccion para su
digestion realizada con la enzima de restriccion Nla III gener6 bandas de 86/23bp

52



(homocigotos Val/Val), bandas de 68/18bp (homocigotos Met/Met) y bandas de
86/68/23/18bp (heterocigotos Val/Met).

Para la genotipificacion de MMP-9 se realiz6 la misma técnica, utilizando los
cebadores propios de amplificacion para este gen descritos en la tabla XVII. La mezcla
contenia: 5 ng/ml de DNA, 2,5 mM dNTP, 25 mM MgCl, y las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial (1 min 95°C), 30 ciclos constituidos en la fase de extension
inicial (30 s a 94°C, 30 s a 58°Cy 30 s a 72°C) seguido de una extension final (10 min
a 72°C), obteniéndose un amplificado de 460bp y la digestion realizada con la enzima
de restriccion Sph I generd unas bandas de 258bp y 202bp en caso de la variante
polimorfica alelo 7, mientras que para el alelo C, corresponde la banda no digerida.

Igualmente, el genotipo para el gen MTHFR se realiz6 utilizando los cebadores
propios de amplificacion para este gen (tabla XVII). La mezcla fue de 5 ng/ml de DNA,
2.5 mM dNTP, 25 mM MgCl, y las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial (5
min a 94°C), 35 ciclos constituidos por una fase de extension inicial (30 s a 94°C, 30 s a
60°C y 30 s a 72°C), seguido de una fase de extension final (10 min a 72°C)
obteniéndose un amplificado de 198bp. El alelo silvestre 677C y el alelo mutado 677T
originan fragmentos de 198 y 175 pares de bases respectivamente, cuando los productos
de la PCR son digeridos con la enzima Hinf I. Se procedié al genotipado de acuerdo al
tamafio de banda: CC 198bp, 77 175bp + 23bp y CT 198 +175bp.

El polimorfismos /4bp del exén 8 del gen HLA-G fue detectado a través de un
analisis de PCR que contenia: 200 ng de DNA afiadidos a un volumen final de 25 pl que
contenian: 10 mol/l de Tris-HCI (pH 8.8), 50 mol/l KCl, 1.5 mol/l MgCl,; 0.2 mol/l de
cada dNTPs; 10 pmol de cada primer y 0.75 IU de Tag-polimerasa. Las condiciones de
termociclacion fueron las siguientes: 35 ciclos (30 s a 94°C, 60 s, a 64°C y 2 min a
72°C) precedidos de una desnaturalizacion inicial (2 min a 94°C) y luego seguida de
una extension final (10 min a 72°C). El producto de PCR del exon 8 fue analizado en un
gel de agarosa al 3%. El tamafo de los amplicones para el polimorfismo de /4bp en el
exon 8 region UTR del HLA-G fue de 224bp para el alelo +7/4bp y 210bp para el alelo -
14bp.

7. Analisis estadistico de los datos
7.1. Estadistica descriptiva

Una vez que se han recogido los valores que toman las variables de nuestro
estudio, se procede al analisis descriptivo de los mismos. Para variables categoricas,
como el sexo o el estadiaje, se quiere conocer el numero de casos en cada una de las
categorias, reflejando habitualmente el porcentaje que representan del total, y
expresandolo en una tabla de frecuencias. Para variables numéricas, en las que puede
haber un gran numero de valores observados distintos, se ha de optar por un método de
analisis distinto, ya sea medidas de tendencia central o medidas de dispersion®”® .
7.2. Analisis estadisticos

Los métodos estadisticos interferenciales no paramétricos son procedimientos
matematicos para probar la hipdtesis estadistica que, al contrario de la estadistica
paramétrica, no hacen ninguna asuncion sobre las distribuciones de frecuencia de las
variables que son determinadas®®. Por otra parte, los métodos estadisticos deductivos
paramétricos son los procedimientos matematicos para probar la hipdtesis estadistica
que asumen que las distribuciones de las variables determinadas tienen ciertas
caracteristicas®".

En la tabla XIX, se resumen cada uno de los test utilizados segun la variable a
tener en cuenta.
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Tabla XIX. Andlisis estadistico segun tipo de variable

CUALITATIVO NOMINAL
FACTOR DE CUANTITATIVO
ESTUDIO 2 categorias >2 categorias ordinal
Cualitativo
(2 grupos)
Independientes ~ Z de comparacion de x2 Ude
proporciones Mann-Whitney  t de Student-Fisher
%2 - - Preueba de Welch
Apareados Prueba de McNemar Q de Cochran Prueba de los t de Student-Fisher
signos
Prueba exacta de Fisher Prueba de los
Rangos asignados
Wilcoxon
Cuantitativo
(>2 grupos)
Independientes 2 x2 Prueba de Analisis de la
Kuskal-Wallis varianza
Apareados Q de Cochran Andlisis de la Correlacion de Correlacion de
Varianza Spearman Pearson
Cuantitativo t de Student-Fisher Andlisis de la Correlacion de Regresion lineal
Varianmza Spearman

*Copiado y modificado de:
http://scientific-european-federation-osteopaths.org/es/metodologiadelainvestigacioncientifica

El tamafio de la muestra (indice o ratio paciente/control fue 1/2) y se calculd
teniendo en cuenta las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
seleccionados para el estudio, teniendo en cuenta a la informacion existente para la
poblacién espaiiola o la de otras poblaciones similares a esta®®".

Para los fines estadisticos se ha considerado la pre-eclampsia como una variable
dependiente. Las variables independientes con la que se ha comparado la variable
dependiente han sido: (i) los polimorfismos genéticos de los genes COMT, MMP 9,
MTHFR y HLA-G; (ii) las variables clinicas de la madre (edades cronologica y
gestacional, gestaciones previas, grupo sanguineo, paridad (definiéndola como
primipara o multipara), abortos, tipos de parto (refiriéndose a parto espontaneo,
inducido o cesarea), presentacion de la pre-eclampsia (es decir, si esta era leve,
moderada o severa segun criterios clinicos), otros antecedentes personales (menarquia,
tabaquismo, anticonceptivos orales, transfusiones, cirugia, alergias, infecciones graves
sistémicas y presencia de Streptococcus agalactiae) y familiares; (iii) las variables
relacionadas con el bienestar fetal (sexo, peso, grupo sanguineo, indice Apgar y pH
arteria umbilical) y (iv) puerperio y su evolucion (normal, complicado o grave).

Una informacién més detallada de los andlisis estadisticos utilizados se recogen
en el ANEXO 2.
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V. RESULTADOS

1. Descripcion de las poblaciones consideradas

Se estudiaron un total de 330 pacientes, distribuidas en 110 casos y 220 controles.
El 74,8% de las participantes del estudio tenian 35 afios o menos y solo un 19,6% eran
mayores de 35 afios. La edad media del grupo en general fue de 31,9 afios (31,7 £ 4,4
anos las controles y 32,1 £ 4,8, las pacientes con pre-eclampsia). No hubo diferencia
significativa por edad, observando que el grupo de casos presentd una edad promedio de
32+4,8 afios, frente al grupo control que oscilo en 31 + 4,4 afios.

La tabla XX muestra la distribucion por rangos de edad que es muy semejante entre
grupos, siendo mas frecuente en ambos grupos el rango comprendido entre los 31 a 35
afios, con un proporcion de 35.4% en los casos, y un 40.5% en los controles.

Tabla XX. Distribucion por edades del grupo control y de las pacientes con pre-
eclampsia

RANGO DE CONTROLES PRE-ECLAMPSIA
EDAD (n=220) (n=110)

15-20 2 1

21-25 10 6

26-30 70 37

31-35 82 39

36-40 32 23

41-45 6 4

n= nuamero de casos

No se tuvo en cuenta el indice de masa corporal como variable a recoger durante
la revision de las historias clinicas.

Al considerar el tabaquismo se dividié a las dos poblaciones en tres grupos: no
fumadoras, fumadoras y ex fumadoras.

Refiriéndonos al numero de gestaciones anteriores, definimos como
primigestantes aquellas pacientes que nunca habian presentado otro embarazo.

La edad de la menarquia vario entre 12,2 y 12,3 afios, en los casos y en los
controles, respectivamente.

De las variables referentes al producto de la gestacion y al bienestar del mismo,
observamos que de los 319 recién nacidos de los cuales se obtuvieron datos clinicos,
51,4% fueron varones y 48,5% fueron hembras mostrando una discreta tendencia entre
las mujeres con pre-eclampsia a alumbrar varones aunque esto no fue estadisticamente
significativo.

Entre las variables de bienestar fetal que se revisaron en este estudio, se
considerd principalmente el peso del recién nacido, la puntuacioén obtenida tras realizar
el test de Apgar y el pH en la arteria umbilical al nacimiento. También se registro el
peso medio de los recién nacidos de mujeres con pre-eclampsia y controles (ver en el
apartado 2).

Por otra parte, solo en el grupo de pacientes con pre-eclampsia, se tuvo en
cuenta la edad gestacional media de comienzo de la pre-eclampsia, que resultd ser de
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34,6 + 3,8 semanas en nuestro grupo de estudio. La tabla XXI muestra el numero de
casos en cada uno de los rangos de edad gestacional considerados.

Tabla XXI. Rango de edad gestacional de comienzo de la
pre-eclampsia en el grupo de estudio

EDAD GESTACIONAL PRE-ECLAMPSIA
(semanas) (n=110)

20-25 7

26-30 15

31-35 41

36-40 47

n= numero de casos

2. Variables clinicas y factores de riesgo

Analizando las variables clinicas y los factores de riesgo para pre-eclampsia se
estudié el comportamiento de los algunos de los factores de riesgo asociados a esta,
tales como, edad, nuliparidad, historia personal o familiar de pre-eclampsia,
antecedentes de infecciones sistémicas maternas, utilizacion de anticonceptivos orales,
grupo sanguineo materno, abortos previos, habito tabaquico, edad de menarquia y
variables de bienestar fetal relacionadas a esta.

Como factores de riesgo para los estados hipertensivos del embarazo
(especificamente para pre-eclampsia), los antecedentes personales son muy importantes
a la hora de ayudar a determinar qué poblacion podria ser susceptible de evolucionar a
uno de estos estados. Dentro de estos antecedentes personales maternos pueden
incluirse:

(1) Los antecedentes de infecciones sistémicas (como meningitis, tuberculosis o
infecciones urinarias en la madre antes del embarazo) con el fin de observar si los casos
pudiesen tener alguna susceptibilidad para la adquisicion de algunas de estas donde el
sistema inmunitario juega un papel principal como sistema encargado de combatir las
mismas y a su vez relacionarlo con pre-eclampsia. Sin embargo no existe ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre pacientes y controles (Tabla XXII).

(i1) Otras variables dentro del grupo de antecedentes personales (grupo sanguineo
materno, habito tabaquico, antecedente de haber recibido transfusiones sanguineas,
antecedentes de alergias y otras enfermedades diferentes a las mencionadas en los
criterios de exclusion, enfermedades autoinmunitarias, HTA y diabetes mellitus y
antecedentes quirdrgicos). Desde el punto de vista del habito tabaquico, la distribucion
general de los porcentajes en ambos grupos mostré que un 70,66% eran no fumadoras,
un 25,8% fumadoras y un 3,4% ex fumadoras. En lo que respecta a los casos, el 74,54%
pertenecieron al primer grupo frente a un 64,25% de los controles; el grupo de
fumadoras presenta una distribucion de un 18,18% de casos mientras que de controles
fue de un 28,05%; y respecto al tercer grupo, el 2,72% de los casos fueron ex
fumadoras frente a un 3,61% de los controles, hecho no estadisticamente significativo
(Tabla XXII). Del total de mujeres que participaron en el estudio un 11,71% y un
11,76% de las pacientes con pre-eclampsia y las controles, respectivamente presentaron
antecedentes de alguna enfermedad de base diferente a las referenciadas en los criterios
de exclusion, pero no fue estadisticamente significativo (Tabla XXII). Treinta y cuatro
presentaban antecedente de alergias (ya sea a medicamentos, a alimentos o de caracter
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estacional) lo que representa que el 9,9% de los casos tenia antecedentes de alergias
frente al 10,40% en el grupo control, sin significancia estadistica (ver en la Tabla XXII).
Por otra parte, un 21,62% de las pacientes tenia antecedentes quirtrgicos destacables
(apendicetomias y amigdalectomias principalmente) mientras que solo un 10,40% de las
mujeres control relataban dichos antecedentes; es decir, unas 2,5 veces mas en las
pacientes que en las mujeres sanas (p<0,0036) (Tabla XXII).

Tabla XXII. Distribucion de los antecedentes personales en el grupo de estudio

CRITERIO CON- PRE- OR (95% CI) p
TROLES ECLAPSIA
(n) (n)

Infeccion sistémica

No 203 87 1 -

Si 10 9 2,1 (0,82-5,37) 0,1136
Tabaquismo

No 142 82 1 -

Si 6 20 0,57 (0,32-1,02) 0,0595

Ex fumadora & 3 0,64 (0,16-2,52) 0,5302
Transfusiones

No 204 109 1 -

Si 5 1 0,37 (0,04-3,26) 0,3547
Alergias

No 189 98 1 -

Si 23 11 0,92 (0,43-1,97) 0,8349
Antecedente quirdrgico

No 187 78 1 -

Si 23 24 2,50 (1,31-4,74) <0,0036
Enfermedad de base

No 183 75 1 -

Si 26 13 1,22 (0,59-2,50) 0,5874

El ntimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos estaban
disponibles en las historias clinicas. OR=coeficiente de probabilidad; Cl=intervalo de confianza.

Los antecedentes obstétricos que se definen como factores de riesgo para pre-
eclampsia son varios. Se han incluido como variables a estudiar dentro de este grupo la
historia personal de abortos, infecciones durante los embarazos positivos para
estreptococos del grupo B y uso de anticonceptivos orales. Las diferencias entre
pacientes y controles de estas variables consideradas no fueron estadisticamente
significativas: (i) Primigravidez (aunque se ha encontrado un porcentaje mayor de
pacientes primigestantes dentro del grupo de pacientes con pre-eclapsia, 64 con pre-
eclampsia, 58,18%, que en el grupo control, 107 en el grupo control, 49,32%, esta
diferencia no fue una variable estadisticamente significativa; (ii) historia de abortos (el
22,7% de las participantes habian tenido al menos un aborto en de sus antecedentes
obstétricos; mostrando una distribucion parecida entre ellos, en los casos el 23,63% de
estos habian tenido dicho antecedente obstétrico positivo frente a un 21,71% de las
controles); (iii) el antecedente en el uso de anticonceptivos, presento una distribucion en
la cual el 21,71% y el 22,52% de las mujeres sanas y de las pacientes, respectivamente,
habian hecho uso de ellos y (iv) respecto a las infecciones por Streptococcus agalactiae
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del grupo B, tampoco se observéd una diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos, a pesar de que se presentaba mas en las mujeres con pre-eclampsia (ver en la
tabla XXIII).

Tabla XXIII. Distribucion de los antecedentes obstétricos en el grupo de estudio

CRITERIO CON- PRE- OR (95% CI) p
TROLES ECLAPSIA
(n) (n)
Primigravidez
No 107 46 1 -
Si 107 64 1,39(0,872-2,217) 0,16
Abortos
No 165 84 1 -
Si 48 26 1,06(0,616-1,836) 0,82
Anticonceptivos orales
No 161 72 1 -
Si 48 25 1,16(0,666-2,036) 0,59
Infecciones por S. agalactiae
No 184 84 1 -
Si 26 16 1,34(0,685-2,650) 0,38

El numero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos estaban
disponibles en las historias clinicas. OR=coeficiente de probabilidad; Cl=intervalo de confianza.

Otras variables que fueron estudiadas durante el embarazo de cada gestante que
participaron en el estudio fueron: el tipo de embarazo (es decir, si fue un embarazo
unico o multiple), el sexo y grupo sanguineo del feto, tipo de parto y evolucion del
puerperio. En este caso, el andlisis estadistico si ofrecid diferencias significativas. Las
pacientes que desarrollaron pre-eclampsia, tuvieron 9,2 veces mas embarazos multiples
que las controles (p<0,0008). Igualmente la cesarea y la induccion del parto fue 15,7 y
19,2 veces mayor en las pacientes con pre-eclampsia, lo que fue estadisticamente
significativo (p=0,0000). La evolucién del puerperio de las mujeres con pre-eclampsia
tendi6 de forma estadisticamente significativa hacia su complicaciéon y gravedad
(aproximadamente dos veces mas que en circunstancias normales), a l1a diferencia de lo
que ocurri6 en el grupo control que tendi6 a la normalidad. El comportamiento de las
otras variables mencionadas tampoco mostro diferencias significativas entre los grupos.

La tabla XXIV muestra la distribucion, tanto en casos como en controles, de
estas variables.
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Tabla XXIV. Distribucion de las variables relacionadas con las caracteristicas del
embarazo y el parto.

CRITERIO CON- PRE- OR (95% CI) p
TROLES*  ECLAMPSIA
(n) (n)
Embarazo miltiple
No 207 101 1 -
Si 2 9 9,22(1,89-44,8) 0,0008
Sexo del feto
Masculino 106 56 1 -
Femenino 103 52 0,95 (0,599-1,522) 0,8484
Tipo de parto
Espontaneo 144 13 1 -
Cesarea 45 64 15,75 (6,95-35,70)  0,0000
Induccion 19 33 19,23 (7,21-51,33)  0,0000
Puerperio
Tendente a la normalidad 142 55 1
Complicado 50 38 1,96 (1,153-3,337) 0,0113
Grave 16 13 2,09 (0,939-4,683) 0,0644

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos estaban
disponibles en las historias clinicas. OR=coeficiente de probabilidad; Cl=intervalo de confianza.

Respecto al peso, se observa que los recién nacidos de madres normales
presentan un peso medio aproximado de 3129 g mientras que los recién nacidos de
madres con diagnostico de pre-eclampsia presentaron un peso medio al nacer de 2619 g
(»=0.000) (ver tabla XXV) lo que indica que es una variable a tener en consideracion.
(es importante recordar que el peso del recién nacido es el resultado de un proceso de la
gestacion y por tanto se ve afectado por cualquier desequilibrio que durante el mismo
pueda ocurrir).

Por otra parte la puntuacién obtenida, mediante la prueba de Apgar, tras el
primer minuto en los recién nacidos controles e hijos de madres con pre-eclampsia fue
de 8,69 = 1,07 y 8,49 £ 1,05, respectivamente, diferencia que no fue estadisticamente
significativa. Sin embargo, el resultado de la prueba de Apgar a los 5 minutos, es de
9,24 + 0,76 y 8,84 + 0,49 en los controles y en los nacidos de madres con pre-eclampsia,
lo que si fue significativo (p=0,0000) (ver Tabla XXV).

Estas variables, peso y prueba de Apgar, representan muestras del bienestar fetal
que no solo indican el estado inmediato del recién nacido, sino también una los efectos
de un hipotética noxa crénica que actuo6 en el medio en el que se encontraba.

Otra de las variables que nos muestra el bienestar fetal es el pH de la arteria
umbilical, que en nuestro estudio resultd ser similar en ambos grupos de mujeres (en
torno a 7,2). También en la tabla XXV se resumen estas observaciones.
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Tabla XXYV. Variables de bienestar fetal en mujeres con pre-eclampsia y en controles

CRITERIO n= 330 MEDIA + SD 95%CI
Peso del recién nacido (g)*
Controles 189 3129 +471,12 3125-3260
Pre-eclampsia 106 2619 + 663,27 2491-2746
Apgar (1min)
Controles 189 8,69 + 1,07 8,53-8,84
Pre-eclampsia 104 8,49 + 1,05 8,28-8,69
Apgar (5 min)*
Controles 189 9,24 +0,76 9,13-9,35
Pre-eclampsia 104 8,84 + 0,49 8,74-8,94
pH arteria umbilical
Controles 146 7,275+ 0,08 7,26-7,28
Pre-eclampsia 65 7,276 £ 0,06 7,25-7,29

El numero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos estaban
disponibles en las historias clinicas. SD=desviacion estandar, Cl=intervalo de confianza, *p=0.0000.

3. Polimorfismos genéticos en pre-eclampsia

Se ha estudiado la distribucion de los genotipos y alelos de los genes
considerados en mujeres con pre-eclampsia y en controles.

Se consider6d igualmente la distribucion de cada uno de los cuatro genes
estudiados y sus respectivos genotipos y la relacion con las variables clinicas. Este tipo
de analisis solo se presenta en la poblacion control a manera de reajuste, para
determinar el comportamiento de dichas variables y asi catalogarlas como variables de
confusion, o poder determinar si son un factor de riesgo para la entidad en estudio. Por
otra parte permite plantear si dicha variable se asocia o no al SNP o si por el contrario es
una posible consecuencia de este; estableciendo de forma general su asociaciéon o no
con el SNP o realizando una descripcion general de la misma respecto al genotipo
evaluado.

3.1. Metaloproteinasa 9 de la matriz extracelular (MMP-9)

El polimorfismo referente al gen MMP9, mostr6 un significado estadistico claro

(p=0.0004) entre casos y controles respecto a la distribucion entre grupos del mismo.

En la Tabla XXVI, una tabla de 2x2, se observa que los genotipos homocigotos
salvaje CC fueron mas frecuentes en la poblacion sana que en la poblacion de las
pacientes con diagnostico de pre-eclampsia. Por su parte el genotipo mutante 77 fue
mas frecuente (mas de 3,5 veces) en las pacientes con pre-eclampsia, que en las
controles (p<0,0001), lo que indicaria que el genotipo mutante para este polimorfismos
esta asociado a pre-eclampsia en nuestra muestra. Esta tabla muestra la distribucion y
frecuencia genotipica del polimorfismo -/562C/T en ambos grupos de estudio. En ella
analizamos las frecuencias genotipicas tanto en casos como en controles, es decir, la
proporcidon de individuos pertenecientes a cada genotipo en la poblacion considerada,
observandose que la frecuencia genotipica de homocigotos salvajes CC en el grupo de
casos fue de 0,69 (69% de la muestra) frente a un 0,80 (80%) del mismo genotipo en los
controles. La proporcion de homocigotos mutados 77 fue de 0,12 (12%) en los casos
mientras que en los controles fue de 0,01 (1%); por su parte, la proporcion de
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heterocigotos para este genotipo en casos fue de 0,18 (18%) frente a un 0,17 (17%) en
los controles.

Tabla XXVI. Distribucion de los genotipos y alelos de MMP9 en mujeres con pre-
eclampsia y en controles.

GENOTIPO CON- PRE- OR (95% CI) P
MMP9Y  TROLES  ECLAMPSIA

ALELOS  n=204 n=110

cC 164 (0,80) 76 (0,69) 1,00 -

T 4(0,01) 14 (0,12) 7,55 (2,31-24,64)  <0,0001
CT 36(0,17)  20(0,18) 1,19 (0,65-221)  0,5608
Alelo C 0,885 0,78*

Alelo T 0,095 0,21%

n= numero de sujetos del estudio (frecuencia genotipica), OR=coeficiente de probabilidad,
Cl=intervalo de confianza, CC= homocigoto salvaje, TT= homocigoto mutado, CT=heterocigoto.
* Numero de casos: alelo C: 96; alelo T: 34.

El cociente de probabilidad que se muestra en la tabla anterior indica que el
comportamiento de este genotipo un la poblacion estudiada es propio de un patréon
recesivo. Igualmente, se observa el calculo de las frecuencias alelicas (proporcion de los
diferentes alelos de cada locus en la poblacidon) que indica, que la proporcion del alelo C
en el grupo de casos fue de 0,78 frente a un 0,885 en los controles, mientras que el alelo
T mostrd una proporcion de 0,21 en los casos frente a un 0,095 en los controles, ambos
resultados dejan claro el comportamiento polimorfico de ambos loci. (Tabla XXVI).

En este contexto, ninguna de las variables (continuas) estudiadas, ya sean las
relacionadas con la madre (edad materna, edad en que se presentd la menarquia) o las
relacionadas con el bienestar fetal (peso al nacer, valor de las pruebas de Apgar y pH
arterial), resultd estar estadisticamente ligada a un genotipo en particular; es decir, no
estan asociadas al SNP -7562C/T de MMP9. Permitiéndonos establecer que no fueron
un factor de riesgo para el desarrollo de pre-eclampsia en nuestra muestra (Tabla
XXVID).
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Tabla XXVII. Variables continuas y genotipo MMP9 en la poblacion estudiada.

CRITERIO GENOTIPO CONTROLES
CLINICO  MMP9
n media + SD

Edad (anos) CC 161 31,50 £4,36

T 4 29,75+ 7,13

CT 35 32,85 +£4,35
Menarquia  CC 141 12,26 £ 0,95
(afios) T 4 13.00 + 0,00

CT 33 12,09+ 1,18
Peso del cc 149 3179,4 + 489,79
recién nacido 7T 4 3107,5 +£228,67
(2) CT 36 3256,9 + 409,24
Apgar del cc 150 8,60+ 1,10
recién nacido 7T 4 9,000, 00

CT 35 8,70+0,73
pH arteria CcC 117 7,27 £ 0,08
umbilical T 1 7,26 £ 0,00

CT 18 7,28 £ 0,09

El numero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos estaban
disponibles en las historias clinicas. SD=desviacion estandar.

Igualmente se analizaron otras variables clinicas (categoricas) y su relacién con
el polimorfismo -1/562C/T del gen MMP9, en donde cabe notar el comportamiento del
valor de p en la tabla 2x2 de dos de las variables, infecciones estreptococicas del grupo
B y el antecedente en la historia de tratamiento con anticonceptivos orales, en las que p
es 0,05 y 0,016, respectivamente. Esto podria indicar que la presencia del alelo T
estuviese relacionada a una mayor susceptibilidad a dichas infecciones; aunque no
podemos atribuir este resultado como factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad (Tabla XXVIII).
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Tabla XXVIII. Frecuencias genotipicas de MMP9 en funcién de
las variables clinicas categoricas en la poblacion control

CRITERIO GENOTIPO MMP9
CLINICO ccC TT CT
Infeccion por S. agalactiae*

No (n=172) 142 2 28
Si (n=26) 18 2 6
Anticonceptivos orales**

Si (n=152) 127 1 24
No (n=40) 31 3 6
Primigravidez

No (n=102) 78 2 22
Si (n=100) 84 2 14
Aborto

No (n=156) 126 3 27
Si (n=45) 35 1 9
Infecciones sistémicas

No (n=191) 152 4 35
Si (n=10) 9 0 1
Tabaquismo

No (n=134) 103 3 28
Si (n=56) 48 1

Ex fumadora (n=8) 7 0 1
Transfusiones

No (n=193) 153 4 36
Si (n=5) 5 0 0
Puerperio

Tendencia a la normalidad (n=136) 108 3 25
Complicado (n=46) 40 1 5
Grave (n=15) 11 0 4
Alergias

No (n=177) 140 4 33
Si (n=23) 20 0 3
Antecedentes quirurgicos

No (n=176) 139 4 33
Si (n=22) 19 0 3
Tipo de parto

Espontaneo (n=138) 108 4 26
Cesarea (n=41) 34 0 7
Induccion (n=18) 16 0 2
Enfermedad de base

No (n=174) 139 3 32
Si (n=23) 18 1 4

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no
todos los datos estaban disponibles en las historias clinicas.*p = 0,05; **p= 0,016
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3.2. Catecolmetiltransferasa (COMT)

La comparacion de la distribucion de los genotipos asociados al gen COMT
entre mujeres con pre-eclampsia y sus controles correspondientes fue estadisticamente
significativa (valor de p=0,0056). Sin embargo se observa el comportamiento de la
distribucion de estos genotipos en la tabla XXVIII, donde el genotipo homocigoto
mutante asociado a baja actividad de la enzima, Met/Met, se presenta en un 18% de los
casos frente a un 16% de los controles aunque presenta un valor de p=0,1952; el
genotipo heterocigoto Val/Met muestra una p=0,0014. Estos datos no se analizan dado
el desequilibrio de ligamiento en que se encuentra dicho gen en esta poblacién de
estudio.

Tabla XXIX. Distribucion de los genotipos COMT 'y de los alelos en mujeres con pre-
eclampsia y en controles.

GENOTIPO CON- PRE- OR (95% CI) p
COMT Y TROLES ECLAMPSIA

ALELOS n=204 n=110

Val/Val 38 (0,18) 37 (0,33) 1,00 -
Met/Met 33 (0,16) 20 (0,18) 0,622 (0,30-1,28) 0,1952
Val/Met 133 (0,65) 53(0,48) 0,409 (0,23-0,72) 0,0014
Alelo Val 0,57 0,505*

Alelo Met 0,42 0,485*

n=numero de personas estudiadas (frecuencia genotipica), OR=coeficiente de probabilidad,
Cl=intervalo de confianza, Val/Val=homocigoto salvaje, ~Met/Met=homocigoto mutado,
Val/Met=heterocigoto, p general del genotipo COMT=0,0056. * Numero de casos: alelo Val: 90; alelo
Met:73.

Se calcularon las proporciones de los diferentes alelos de cada locus en las
poblaciones estudiadas. La frecuencia alélica del alelo Val en el grupo de mujeres con
pre-eclampsia fue de 0,57 y de un 0,505 en los controles. Por otra parte, la frecuencia
alélica del alelo Met fue 0,42 en los casos frente a un 0,485 en los controles (Tabla
XXIX) ambos resultados dejan claro el comportamiento polimorfico de ambos loci.

El andlisis de las variables continuas y su relaciéon con el genotipo COMT
muestra que ninguna de las variables analizadas tiene un valor estadisticamente
significativo para ser considerada como factor de riesgo o que muestre algin tipo de
asociacion con dicho genotipo (tablas XXX y XXXI).
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Tabla XXX. Correlacion entre las variables clinicas continuas y el genotipo COMT en
la poblacion estudiada.

CRITERIO GENOTIPO CONTROLES
CLINICO COMT
n media + SD
Edad (anos) Val/Val 36 31,75+ 3,85
Met/Met 33 30,78 £ 4,58
Val/Met 131  31,96+4,53
Menarquia Val/Val 31 12,29 + 1,03
(afos) Met/Met 27 12,03 +£ 0,85
Val/Met 120 12,29 +1,01
Peso del Val/Val 34 3194,4 + 384,10
recién nacido Met/Met 29 3121,3 +456,45
(2) Val/Met 126 3164,5 +494,05
Apgar del Val/Val 33 8,81 £0,40
recién nacido Met/Met 29 8,82 +0,50
Val/Met 127  8,62+1,25
pH arteria Val/Val 23 7,27 £ 0,06
umbilical Met/Met 24 7,28 £0,1
Val/Met 99 7,27+ 0,08

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos
estaban disponibles en las historias clinicas, SD=desviacion estandar
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Tabla XXXI. Frecuencias genotipicas de COMT en funcién de variables
clinicas categoricas

CRITERIO GENOTIPO COMT

CLINICO Val/Val Met/Met Val/Met
Primigravidez

No (n=102) 16 20 66
Si (n=100) 21 13 66
Aborto”

No (n=156) 31 21 104
Si (n=45) 6 12 27
Infecciones sistémicas

No (n=191) 35 30 126
Si (n=10) 2 3 5
Infeccion por Streptococcus agalactiae

No (n=172) 32 31 109
Si (n=26) 4 2 20
Tabaquismo

No (n=134) 26 21 87
Si (n=56) 10 10 36
Ex fumadora (n=8) 1 1 6
Transfusiones

No (n=193) 36 31 126
Si (n=5) 0 1 4
Anticonceptivos orales

No (n=152) 25 27 100
Si (n=45) 10 5 30
Puerperio

Tendencia a la normalidad (n=136) 28 22 86
Complicado (n=46) 7 5 34
Grave (n=15) 1 5 9
Alergias

No (n=177) 34 29 114
Si (n=23) 3 3 17
Antecedentes quirargicos

No (n=176) 33 28 115
Si (n=22) 4 4 14
Tipo de parto

Espontaneo (n=138) 26 21 91
Cesarea (n=41) 10 6 25
Induccion (n=18) 1 5 12
Enfermedad de base

No (n=174) 35 28 111
Si (n=23) 2 4 17

El numero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos
estaban disponibles en las historias clinicas.*p=0,096, segun las prueba exacta de Fisher.

66



3.3. Antigeno de histocompatibilidad humana G (HLA-G)

Puesto que algunas investigaciones®”>'! han comunicado la presencia del alelo
+14pb del gen HLA-G asociado a pre-eclampsia, esto fue también considerado en
nuestra poblacion. La tabla XXXII muestra la distribucion de los genotipos del HLA-G
y las frecuencias genotipicas y alélicas. Los valores de p no fueron significativos en
ningin caso. Los genotipos+14pb/+14pb y +14pb/-14pb, representan el 66% de los
Casos.

Tabla XXXII. Distribucion de los genotipos HLA-G 'y de los alelos en mujeres con
pre-eclampsia y en controles.

GENOTIPO CON- PRE- OR (95% CI) )
HLA-GY TROLES  ECLAMPSIA

ALELOS n=204 n=110

+14bp/+ 14bp 38(0,18)  18(0,16) 1,00 -
~14bp/-14bp 66 (0,32)  37(0,33) 1,18 (0,59-2,36)  0,6333
+14bp/-14bp 100 (0,49)  55(0,50) 1,16 (0,60-2,28)  0,6531
Alelo +14bp 0,425 0,41%

Alelo -14bp 0,565 0,58*

n=numero de sujetos estudiados (frecuencia genotipica), OR=coeficiente de probabilidad,
Cl=intervalo de confianza. * Numero de casos: alelo +14 bp: 93; alelo -14bp: 92.

Al calcular las frecuencias del alelo +/4bp y del alelo -14bp, se observa que las
frecuencias son muy similares en mujeres con pre-eclampsia y en controles: el primero
de ellos se presenta en el 41% de las mujeres con pre-eclampsia y en las controles se
encuentra en un 42%; por otra parte, la proporcion del alelo -7/4bp en los casos es de
58% frente a un 56% de las controles; es decir ambos menores de la unidad, datos que
dejan claro el comportamiento polimorfico de ambos loci (Tabla XXXII).

El andlisis de las variables continuas al relacionarlas con los genotipos del
polimorfismo /4pb del gen HLA-G muestra que ninguna de las variables (con excepcion
tal vez del peso del recién nacido) tiene un valor estadisticamente significativo para ser
considerada factor de riesgo para padecer la pre-eclampsia o muestren algun tipo de
asociacion con el genotipo del HLA-G (Tabla XXXIII). En lo que respecta a esta
significancia estadistica del mayor peso del recién nacido con el genotipo homocigoto
-14pb/-14pb del  HLA-G estudiado (p=0,01), podemos tal vez atribuir dicho
comportamiento al hecho que la pre-eclampsia ejerce efectos sobre el bienestar fetal,
infiriendo tal vez que las mujeres sanas que no poseen el alelo de riesgo descrito como
asociado a la entidad, tendrian un efecto protector sobre el bienestar fetal, especialmente
en lo que respecta al peso del producto.
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Tabla XXXIII. Variables continuas y su relacion con los genotipos de HLA-G

CRITERIO GENOTIPO CONTROLES
CLINICO  HLA-G
n media = SD

Edad (afios) +14bp/+14bp 37 31,59 + 3,53
-14bp/-14bp 66 31,46 +4,59
+14bp/-14bp 97 31,95+ 4,64

Menarquia

(afos) +14bp/+14bp 32 12,43 + 1,04
-14bp/-14bp 27 12,18 £ 0,99
+14bp/-14bp 120 12,22+0,98

Peso del

recién nacido

() +14bp/+14bp 36 3136,8 + 543,67
-14bp/-14bp 63 3330,3 + 362,45
+14bp/-14bp 90 3118,6 + 490,77

Apgar del

recién nacido +/4bp/+14bp 36 8,66 + 0,90
-14bp/-14bp 64 8,82+0,40
+14bp/-14bp 89 8,60=+1,38

pH arteria

umbilical +14bp/+14bp 27 7,28 £0,10
-14bp/-14bp 47 7,27 £ 0,08
+14bp/-14bp 72 7,27 £ 0,08

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos
estaban disponibles en las historias clinicas. SD=desviacion estandar.

*oy—

‘p=0.01

La tabla XXXIV muestra las frecuencias genotipicas +14/+14bp, -14/-14bp y

+14/-14bp del gen HLA-G en la poblacion control en funcion de las variables
categoricas o criterios clinicos considerados.
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Tabla XXXIV. Frecuencias genotipicas en HLA-G en funcion de las variables
categoricas

CRITERIO GENOTIPO HLA-G
CLINICO +14/+14bp  -14/-14bp  +14/-14bp
Primigravidez

No (n=102) 15 36 51
Si (n=100) 22 30 48
Aborto

No (n=156) 30 51 75
Si (n=45) 7 15 23
Infecciones sistémicas

No (n=191) 34 64 93
Si (n=10) 2 2 6
Infeccion por Streptococcus agalactiae

No (n=172) 30 58 84
Si (n=26) 6 7 13
Tabaquismo*

No (n=134) 27 46 61
Si (n=56) 5 18 33
Ex fumadora (n=8) 4 0 4
Transfusiones

No (n=193) 37 62 94
Si (n=5) 0 2 3
Anticonceptivos orales

No (n=152) 27 47 78
Si (n=45) 9 17 19
Puerperio

Tendencia a la normalidad (n=136) 23 47 66
Complicado (n=46) 11 13 22
Grave (n=15) 3 5 7
Alergias

No (n=177) 34 55 88
Si (n=23) 3 10 10
Antecedentes quirurgicos

No (n=176) 32 58 86
Si (n=22) 4 6 12
Tipo de parto

Espontaneo (n=138) 25 44 69
Cesarea (n=41) 11 10 20
Induccion (n=18) 1 11 6
Enfermedad de base

No (n=174) 33 58 83
Si (n=23) 3 6 14

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los datos
estaban disponibles en las historias clinicas. *p=0,018 seglin la prueba exacta de Fisher.
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3.4. Metil-tetra-hidrofolato-reductasa (MTHFR)

Cuando se consideran los genotipos de MTHFR en relacion con la pre-eclampsia
(Tabla XXXYV), si se observan diferencias significativas. La frecuencia genotipica de
homocigotas salvajes CC en el grupo de casos fue de un 52 % de la muestra frente a un
45% del mismo genotipo en las controles. Sin embargo, la proporcion de homocigotos
mutados 77 fue 23% y 11% en los casos y en las controles, respectivamente (p=0.0717)
y las proporciones de las heterocigotas en los casos y en los controles fue de 23% y
42%, respectivamente (p=0.008). El comportamiento del cociente de probabilidad que
se observa en la tabla XXXV de este genotipo muestra un tipo de patron recesivo para el
mismo.

Tabla XXXYV. Distribucion de los genotipos y alelos de MTHFR en mujeres con pre-
eclampsia y en controles.

GENOTIPO CON- PRE- OR (95% CI) P
MTHFR TROLES  ECLAMPSIA

Y ALELOS n=204 n=110

cC 93 (0,45)  58(0,52) 1,00 -

T 23(0,11) 26 (0,23) 1,812 (0,93-3,49)  0,0717
CT 87(0,42)  26(0,23) 0,479 (0,27-0,835)  0,0080
Alelo C 0,66 0,635*

Alelo T 0,32 0,345*

n=nimero de sujetos observados (frecuencia genotipica), OR=coeficiente de probabilidad,
Cl=intervalo de confianza, CC=homocigoto salvaje; TT=homocigoto mutado; CT=heterocigoto.
* Numero de casos: alelo C: 74; alelo T: 22.

Se calcularon también las frecuencias alelicas (ver tabla XXXV) o proporcion de
los diferentes alelos de cada locus en las poblaciones estudiadas; encontrando que la
proporcion del alelo C en las mujeres con pre-eclampsia y en las controles fue 0,635 y
0,66 respectivamente, mientras que las del alelo 7 fueron 0,345 y 0,32 respectivamente;
datos que dejan claro el comportamiento polimorfico de ambos locs.

El analisis de las variables continuas relacionadas con la madre (edad,
menarquia) y las relacionadas con el feto (peso al nacer y pH de la arteria umbilical) no
se asocian al polimorfismo 677C/T en el gen MTHFR, por lo que no pueden ser
consideradas factores de riesgo para la pre-eclampsia (ver tabla XXXVI).
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Tabla XXXVI. Distribuciéon de los genotipos de MTHFR en
funcion de las variables contintas en pre-eclampsia y en el grupo
control

CRITERIO GENOTIPO CONTROLES
CLINICO  MTHFR
n media + SD
Edad (afios) CC 91 31,14 £ 4,64
T 21 32,52 + 3,69
CT 87 32,14 £ 4,35
Menarquia
(afios) ccC 81 12,29 + 0,92
T 18 12,27 £1,17
CT 78 12,20 + 1,03
Peso del
recién nacido
(2) cc 86 3201,8 + 456,34
T 22 3314,5 + 479,99
CT 80 3144,5 + 84,26
Apgar del
recién nacido CC 85 8,7+ 1,10
T 22 8,5+1,00
CT 81 8,6+0,98
pH arteria
umbilical cc 71 7,26 + 0,07
T 14 7,28 £ 0,07
CT 61 7,28 £0,10

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no
todos los datos estaban disponibles en las historias clinicas, SD=desviacion
estandar.

A continuacidon se muestra en la tabla XXXVII el analisis de las variables
clinicas (categodricas) y su relacion con cada uno de los genotipos del gen MTHFR.
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Tabla XXXVII. Frecuencias genotipicas en el gen MTHFR en
funcion de variables categoricas

CRITERIO GENOTIPO MTHFR
CLINICO ccC TT CT
Primigravidez

No (n=101) 50 8 43
Si (n=100) 42 14 44
Aborto

No (n=156) 71 18 67
Si (n=44) 21 3 20
Infecciones sistémicas

No (n=190) 85 21 84
Si (n=10) 6 1 3
Infeccion por Streptococcus agalactiae

No (n=171) 79 15 77
Si (n=26) 11 6 9
Tabaquismo

No (n=134) 58 15 61
Si (n=56) 26 6 24
Ex fumadora (n=7) 6 1 0
Transfusiones

No (n=192) 88 21 83
Si (n=5) 3 0 2
Anticonceptivos orales

No (n=151) 72 16 63
Si (n=45) 17 6 22
Puerperio

Tendencia a la normalidad (n=135) 63 13 59
Complicado (n=46) 22 5 19
Grave (n=15) 6 3 6
Alergias*

No (n=176) 77 18 81
Si (n=23) 14 4 5
Antecedentes quirurgicos

No (n=175) 77 21 77
Si (n=22) 13 1 8
Tipo de parto

Espontaneo (n=137) 65 15 57
Cesarea (n=41) 16 5 20
Induccion (n=18) 10 1 7
Enfermedad de base

No (n=173) 81 19 73
Si (n=23) 10 2 11

El niimero total de casos (n) en cada criterio considerado es diferente pues no todos los
datos estaban disponibles en las historias clinicas. *p= 0,058 segun la prueba exacta
de Fisher.
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VI. DISCUSION

Muchas enfermedades muestran agrupacion por familias, sin que conformen
ningun patron reconocido de herencia mendeliana. Los ejemplos incluyen varias
de las mas comunes malformaciones congénitas y muchas de las enfermedades mas
frecuentes del adulto. Estos procesos muestran una tendencia familiar muy clara, pero la
incidencia en familiares cercanos de los individuos afectados suele rondar el 2-4%, en
lugar de las cifras mucho mas altas que podriamos observar si estos
procesos estuviesen causados por mutaciones de un Gnico gen.**’

Es probable que varios factores, tanto genéticos como ambientales, estén
implicados en la apariciéon de estas enfermedades, conocidas como enfermedades de
herencia poligénica o multifactorial. La herencia poligénica por tanto es el conjunto
responsable de muchos caracteres aparentemente sencillos pero que en realidad no lo
son tanto. La mayoria de las enfermedades comunes tiene un origen multifactorial,
razén por la cual no siguen patrones hereditarios mendelianos y se les denomina
enfermedades “complejas”. Entre estas enfermedades complejas se encuentran, por
ejemplo, la diabetes, la HTA y las enfermedades cardiovasculares. La pre-eclampsia
puede considerarse también como una de estas enfermedades complejas’>>.

Cuando se plantean estudios genéticos de una determinada entidad clinica hay
un factor asociado que no suele tenerse en cuenta y que en el caso concreto de la pre-
eclampsia no estd suficientemente estudiado; el caracter antropologico o etnicidad de la
poblacion considerada. El origen étnico podria desempefiar un papel en la expresion de
la pre-eclampsia y mereceria tenerlo en cuenta en la vigilancia prenatal de las
embarazadas™”.

Un planteamiento que parecia adecuado para este estudio ha sido la buisqueda de
genes y alteracion en los mismos y/o en su expresion como elementos causales de
enfermedad. Considerando a la pre-eclampsia una afeccion del embarazo de origen
multifactorial®, el proposito de este trabajo ha sido la identificacion de SNP en
diferentes genes que directa o indirectamente estén relacionados con el embarazo, y
asociarlo a un efecto fisiopatologico consecutivo a la sobreexpresion, subexpresion o
expresion aberrante del gen implicado.

La pre-eclampsia es una entidad sobre la cual se estd realizando una exhaustiva
investigacion debido a la importante morbi-mortalidad materno-fetal>*”.  Sin
embargo, aunque no se dispone de un buen método de cribado que ayude a predecirla. si
se conocen ciertos aspectos de la misma que ayudan a su diagnostico relativamente
precoz. Desde ese punto de vista se decidio realizar un estudio buscando un componente
genético que ayudase a definir el riesgo o susceptibilidad a desarrollar un cuadro de pre-
eclampsia durante el embarazo.

La pre-eclampsia es una enfermedad de prevalencia considerable (1-3%) * y de
una morbilidad grave dependiendo de la edad gestacional a que se presenta y de la
precocidad del diagnostico.

Aunque es de destacar la baja incidencia observada en Espafia en relacién con
los paises anglosajones, se observo que la frecuencia de los estados hipertensivos
durante el embarazo era del 2,59%, de los cuales el 1,1% correspondian a pre-
eclampsia, el 0,4% a HTA cronica, el 0,3% a HTA cronica mas pre-eclampsia sobre
afiadida y el 0,5% a HTA transitoria®®*°'.

Hay una serie de factores cuya presencia se relaciona en mayor o menor grado
con el posterior diagndstico de una pre-eclampsia (V.g.: antecedentes familiares y
personales de la paciente y la historia de la actual gestacion). En un estudio realizado
sobre un total de 30.784 gestantes, se establecid una tasa de deteccion de un 33% de los
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casos de pre-eclampsia que requirieron la finalizacion de la gestacion antes de las 34
semanas, exclusivamente con la utilizacion de los datos de la historia clinica®*'. Segun
la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia®”’, entre los factores que aumentan el
riesgo de sufrir pre-eclampsia estdn: nuliparidad (triplica el riesgo de pre-ecxlapsia),
obesidad, antecedentes familiares de pre-eclampsia (se triplica el riesgo), pre-eclampsia
en una gestacion previa, HTA crénica, enfermedades previas (enfermedad renal cronica,
diabetes mellitus gestacional, embarazo multiple e historia de trombofilia. También se
ha sefialado al tabaco como otro factor de riesgo®®. La edad materna (pertenecer a los
extremos de la vida reproductiva, la adolescencia y el tener > 40 afios, el principal grupo
de riesgo) y el sobrepeso en los primeros meses del embarazo (IMC>35), son otros
factores de riesgo. Por otra parte numerosos estudios han considerado la pertenencia a
determinadas agrupaciones étnicas (afro-americanas e hispanas; aunque desde luego
estas caracteristicas no son muy antropoldgicas sino mas bien sociales) y el nivel
socioecondmico (déficit nutricionales alcanzan mayor incidencia en algunos paises en
via de desarrollo) como factores de riesgo™ **#”*°_ Sin embargo, otros estudios han
que en las més jovenes es frecuente la aparicion de HTA proteinudrica gestacional y de
eclampsia, no habiéndose encontrado que las edades extremas fuesen un factor de riesgo
significativo para la presentacion de pre-eclampsia grawe.255

En este estudio se ha encontrado que la edad materna promedio de presentacion
de pre-eclampsia es de 32,19 afios no siendo realmente una edad que la podamos
considerar de riesgo teniendo en cuenta que la poblacion de mujeres en este medio
tiende a iniciar su maternidad alrededor de esos afios. Por otra parte tampoco se puede
relacionar con pre-eclampsia en nuestra poblacion las edades extremas de la vida ya que
la tendencia entre grupos fue bastante similar. Por tanto, la edad no puede ser
considerado como un factor de riesgo para la evolucion hacia pre-eclampsia. Se acepta
que la pre-eclampsia-eclampsia es casi privativa de la primigravida de cualquier edad y
que si la edad es de >35 afios el riesgo de presentar la enfermedad es muy alto™”. Este
estudio también confirma la asociacion de pre-eclampsia y primigravidez. Otro
antecedente asociado a pre-eclampsia es la primipaternidad'®. Se ha observado en
otros estudios que las multiparas con pre-eclampsia y sindrome de HELLP tenian un
nuevo compaiero en 20-25% de los casos y solo del 3,4% entre las controles. Sin
embargo este criterio no se tuvo en cuenta en el presente estudio ya que ninguna de las
pacientes que participaron en él no habian cambiado de compaiiero sexual™'.

El antecedente de haber sufrido pre-eclampsia, especialmente temprana o en las
formas graves del sindrome, aumenta significativamente el riesgo de desarrollar el
sindrome en los embarazos siguientes'*’. En nuestra poblaciéon de estudio realmente
solo el 8% tuvo antecedentes de la entidad en algiin embarazo anterior, la mayoria de las
participantes eran primigestantes (58,1% vs 41,8%)).

La incidencia de pre-eclampsia en madres, hijas, hermanas y abuelas es 2-5
veces mayor que en hijas y hermanas politicas. Un estudio noruego, encontré que la
relacion fue mas alta en hermanas completas (OR=2,2; 1C95%=1,9-2,5), no siendo
significativo para las hermanas medias (OR=1,6; 1C95%=0,9-2,6)'*. Aunque el
comportamiento de la historia familiar en un estudio genético es importante, la
busqueda de asociaciéon entre polimorfismos genéticos y una noxa no parece
fundamental la busqueda de dicho criterio en una poblacion a estudiar ya que la
presentacion que lo describe como tal (es decir, en el 1% de la poblacion) obliga a
buscarlo haya o no antecedentes en la familia. Por este motivo este factor fue tenido en
cuenta al recoger la informacion pero sin conocer su relevancia en la misma.
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En nuestra serie, la incidencia de pre-eclampsia es mayor en aquellas pacientes
con embarazos multiples que en las gestaciones Unicas, comportamiento que es similar a
los descritos en la literatura”.

Un estudio indicé que la incidencia de pre-eclampsia en 125 primigravidas que
recibieron transfusiones sanguineas antes del embarazo fue significativamente menor
que en las controles; hecho que fue interpretado como debido a un posible factor
inmunolégico en la etiologia de la pre-eclampsia®®'. Por otra parte, la mayoria de
mujeres con grupo sanguineo AB tuvieron dos veces mas probabilidades de desarrollar
una pre-eclampsia durante su embarazo (OR=2,1) y cerca de cuatro veces mads
probabilidades de desarrollar una pre-eclampsia temprana (OR=3,8) que las mujeres con
grupos sanguineo O, A o B**. En nuestra poblacién el comportamiento de los grupos
sanguineos es diferente a lo anteriormente mencionado, ya que la distribucion del grupo
AB no mostré diferencias significativas entre ambos grupos. Sin embargo, la
distribucion de otros grupos sanguineos fue diferente entre casos y controles, resultado
que el porcentaje de mujeres del grupo O fue mayor entre las diagnosticadas de pre-
eclampsia que entre las controles, donde el principal grupo sanguineo encontrado fue el
grupo A.

Respecto al antecedente obstétrico de abortos, se ha encontrado que las mujeres
que han tenido tres o mas abortos tienen un 50% mas riesgo de desarrollar una pre-
eclampsia comparado con mujeres que nunca han tendido abortos. Igualmente no se
consideran de alto riesgo aquellas mujeres que han tenido solo uno o dos abortos.
Ademas el riesgo se incrementa en un 13% si ademdas de abortos hay antecedente de
tratamientos para la infertilidad®*®.  Otros estudios acerca de esta variable asociada a
pre-eclampsia, han establecido que no hay diferencias significativas en el riesgo de
desarrollar pre-eclampsia en mujeres con abortos espontaneos al compararlas con
mujeres sin abortos espontaneos y que, ademads, existe una sutil reduccion del riesgo de
pre-eclampsia cuando se observaron mujeres con un aborto inducido comparadas con
mujeres sin abortos inducidos (OR=0,84%; 1C95%=0,69-1,02, para mujeres con dos o
mas abortos inducidos y OR=0,36; 1C95%=0,18-0,73, para mujeres sin abortos
inducidos)*®**®. El antecedente de abortos en la serie presentada en esta tesis, sin
embargo, no puede ser considerada como variable que indique una asociacion de riesgo
para el desarrollo de pre-eclampsia.

Otras variables que se estudian son la asociacion de infecciones maternas, habito
tabaquico y anticonceptivos orales y pre-eclampsia. Al revisar la literatura, se describen
hasta 49 estudios que incluyen estos criterios, encontrando que el riesgo de pre-
eclampsia se incrementa en mujeres embarazadas con infecciones urinarias e
infecciones peridontales o antecedentes de las mismas™. Estas observaciones son de
interés ya que el polimorfismo en el gen MMP-9 se ha asociado con estas ultimas.
Respecto a la tabaquismo se establece un bajo riesgo de pre-eclampsia asociado a fumar
durante el embarazo. Al incluir el antecedente de tratamiento con anticonceptivos orales
como variable se observd que las mujeres que usaban anticonceptivos orales al inicio
del estudio tenian un menor riesgo de pre-eclampsia en comparacioén con quienes nunca
los usaron o con las consideradas como ex-usuarias®'. En el analisis de los datos de la
presente serie, esta variable tampoco ofrecid datos de asociacion con la entidad. Si
mostro, aunque sin significacion estadistica, que las mujeres sanas han tenido un menos
contacto con anticonceptivos orales en comparacion con las pacientes de pre-eclampsia.

Las pacientes con pre-eclampsia parece que han experimentado mas
intervenciones quirurgicas que las controles. Es importante subrayar que las dos
intervenciones quirtrgicas mas frecuentes en mujeres con pre-eclampsia consistian en
la extirpacion de estructuras anatomicas linfoides (amigdalas, apéndice).
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La COMT es una enzima involucrada en la degradacion de la catecolamina y el
estrogeno y podria desempefiar un papel en el desarrollo de la pre-eclampsia. El gen
COMT, tiene un polimorfismo funcional Vall08/158Met que da lugar a variantes de la
enzima COMT que cataliza la O-metilacion de las catecolaminas activas, participando
en el metabolismo de firmacos y neurotransmisores, como la L-dopa, noradrenalina,
adrenalina y dopamina. Por consiguiente, puede asociarse a diferentes condiciones
clinicas'”.

En un extenso estudio de genotipado del polimorfismo Vall08/158Met en
mujeres noruegas con pre-eclampsia y en embarazadas normales se ha encontrado que
un haplotipo de actividad baja se asocia con pre-eclampsia434. En otro estudio similar
realizado con mujeres coreanas'®®, el mayor riesgo para padecer pre-eclampsia se asocié
con mujeres homocigotas para dicha variante alélica. En el presente estudio la diferente
distribucion de los genotipos asociados al gen COMT entre mujeres con pre-eclampsia y
las controles fue significativa. Sin embargo, aunque se encontrd en desequilibrio de
ligamiento, y aunque esto muestra una asociacion con pre-eclampsia, donde el genotipo
homocigoto mutante asociado a baja actividad de la enzima se presentd en un 18% de
los casos frente a un 16% de los controles de los controles. Indicaria por tanto que una
actividad enzimatica baja de la enzima COMT estd relacionada con concentraciones
elevadas de ciertas sustancias del metabolismo donde ejerce funcion y si este balance se
perdiese por alteraciones en la expresion causadas por cambios en el genoma, tendria
repercusiones clinicas en situaciones donde tanto los catecol-estrogenos como sus
metabolitos son importantes (V.g.: la pre-eclampsia). En este estudio las pacientes con
pre-eclampsia poseen un genotipo de riesgo para esta, la homocigocidad para el alelo
Met, el cual se relaciona con tasas de actividad baja de la enzima COMT y por
consiguiente con baja concentracion de 2-metoxiestradiol, uno de los principales
productos en la funcién de esta enzima.

Se podria decir respecto al genotipo COMT Vall08/158Met que en la poblacion
estudiada existe una asociacion entre el genotipo Met/Met (Low) con pre-eclampsia ,
pero al encontrarse en desequilibrio de ligamiento y no poder explicar este
comportamiento en nuestra muestra para este SNP, no resulta oportuno tener en cuenta
este genotipo para obtener conclusiones. Por otra parte, cuando se analizd
estadisticamente si existia alguna relacion entre un genotipo y las variables clinicas, se
evidencid que ninguna de las variables continuas analizadas en relacion con el genotipo
Vall08/158Met del gen COMT fue estadisticamente significativa, pudiendo concluir
que no son un factor de riesgo para el desarrollo de la pre-eclampsia, ni se encuentran
relacionadas a este genotipo.

Otro de los polimorfismos estudiados fue la variante C677T descrita en el gen
MTHFR, que tiene varias implicaciones con diversas enfermedades donde la
hiperhomocisteinemia es importante, ya que dicha variante en su genotipo homocigoto
para el alelo 7 (alelo mutante), genera una variante termolabil de la enzima que se
relaciona con una disminucién de su actividad en un 50% de la misma, lo que se traduce
en una alta concentracion de homocisteina en sangre.

En la presente serie se encontr6 asociaciéon entre el genotipo de riesgo
(homocigotos para el alelo 7) y las pacientes con diagndstico de pre-eclampsia (23%) en
comparacion con las embarazadas normales (11%)(OR=1,812; 95%CI= 0,93-3,49;
p=0,0717).

Este polimorfismo en el gen MTHFR se ha estudiado en diversas poblaciones de
mujeres con pre-eclampsia:

(1) El 4% de las mujeres con pre-eclampsia del Norte de la India, presentran la
mutacion G/4 del FVL y el riesgo de la enfermedad es doble (OR=2.08, p=0.03). En
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cambio, el alelo mutante CT del MTHFR es protector (OR=0.59, p=0.01). Estos
polimorfismos estan asociados con pre-eclampsia leve (OR=2.149, p=0.038 y OR=
0.565, p= 0.222, respectivamente) pero no con la pre-eclampsia grave®”.

(i1)) En un estudio del polimorfismo C677T en el gen MTHFR realizado en
Hungria en mujeres con pre-eclampsia grave, sindrome HELLP y controles, se encontro
que se presentaba en un numero significativamente mayor de mujeres con el sindrome
HELLP (25,4%) que en las controles (8,2%) y en las mujeres con pre-eclampsia grave
(8,9%)(p=0.03). La frecuencia del alelo mutante 7 fue del 45,2% en el sindrome
HELLP mientras que en las controles fue del 32,2% (p=0.03) y del 30,2% en las
mujeres con pre-eclampsia (p=0.008)"*°.

(iii) En cambio, en una poblacién finesa donde se estudid el polimorfismo
C677T en el gen MTHFR en 133 mujeres con pre-eclampsia y 112 controles, la
distribucion de las frecuencias de los homocigotos CC (58,6% y 57,1%
respectivamente) y de los homocigotos mutantes 77 (9,0% y 5,4%, respectivamente)
fue similar. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
frecuencias del alelo 7' (25,2% y 24,1%, respectivamente). Esto indicaria que el
polimorfismo C677T del gen MTHFR no desempeia un papel significativo en el
desarrollo de pre-eclampsia en las mujeres de Finlandia*'’.

(iv) Aunque en pacientes italianas con pre-eclampsia la frecuencia de
homocigotas de la mutacion C677T en el gen MTHFR fue mayor que en el grupo
control (21,7% y 10,3%, respectivamente), esta diferencia no fue significativa®®.

(v) Tampoco se encontr6 asociacion de esta mutacion C6777 en el gen MTHFR
en mujeres mejicanas con pre-eclampsia®”.

(vi) No se encontraron diferencias significativas en las proporciones de los
alelos polimorficos C677T y A1298T en el gen MTHFR entre una poblacién de mujeres
negroides sudafricanas con o sin pre-eclampsia*®.

(vil) Aunque no se pudo excluir un sesgo, un meta-analisis realizado en Grecia
para estudiar la asociacion de un polimorfismo C677T en el gen MTHFR, sugirio que el
alelo 7 podria aumentar el riesgo de hipertension diastdlica grave durante el
embarazo™'.

COMT interacciona con with MTHFR, que modula la disponibilidad de SAM,
un cofactor de COMT. Se han asociado variaciones en el gen MTHFR con pre-
eclampsia. La variacion alélica del gen COMT esta ligada a la actividad de la enzima y
cuatro SNP (16269, rs4633, rs4680 y rs4818) forman haplotipos que caracterizan la
actividad de COMT. En un estudio realizado en paralelo en madres y sus fetos en Chile
se encontrd que el haplotipo ACCG (Val) del gen COMT se asociaba con un riesgo
reducido para padecer pre-eclampsia (p=0.004). En las muestras fetales el haplotipo
fetal ATCA (Met) del gen COMT y el alelo menor 7 del MTHFR interaccionban
aumentando el riesgo de pre-eclampsia (p=0.022) ***.

Son interesantes los resultados obtenidos durante el genotipado de COMT y
MTHFR en las variantes polimorficas estudiadas. Muestran una asociacion con pre-
eclampsia, pudiéndose considerar de riesgo para la entidad: Existe cierto grado de
susceptibilidad a evolucionar durante un embarazo a pre-eclampsia si junto con otros
factores clinicos descritos en la misma, las pacientes presentasen un genotipo como el
descrito para los genes mencionados anteriormente.

Es importante resaltar que varios estudios describen muchos factores genéticos
que juegan un papel en el metabolismo del folato y la homocisteina'****'*%, como es el
caso de la mencionada MTHRF, la cistationina-f-sintetasa y otros no menos
importantes, como es el caso del polimorfismo funcional VallO8Met en el gen

COMT"™. La COMT es una enzima que cataliza la O-metilacion de varios
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componentes, tales como los catecol-estrogenos y los polifenoles de la dieta, usando
SAM como donante de grupos metilos e igualmente tiene un papel importante en la
inactivacion de dopamina. Se han asociado ciertos efectos patogénicos de la
hiperhomocisteinemia resultante tal vez de un genotipo de riesgo para esta en el gen
MTHFR, donde esta genera acumulacion de S-adenosil-L-homocisteina (del inglés, S-
adenosyl-L-homocysteine, SAH), un potente inhibidor no competitivo de
COMT'"®*1%5332 Eg biologicamente plausible que las variantes genotipicas en COMT,
modifiquen directamente la asociacion entre concentraciones elevadas de homocisteina
y el riesgo de sucesos cardiovasculares donde existe un papel importante para los
efectos propios de un cuadro inflamatorio y muchos de los mecanismos
inmunopatogénicos involucrados en el mismo, ya que existen evidencias que sugieren
que COMT es una de las enzimas claves en el metabolismo de la metionina-
homocisteina'*’. La homocisteina es un aminoacido sulfurado, el cual es convertido a
SAM, formado solo del aminoacido esencial proveniente de la dieta, metionina. Por
accion de la S-adenosil-metiltrasferasa, la metionina es convertida a SAM, el cual es
uno de los principales donadores bioldgico de grupos metilo requeridos para numerosos
procesos celulares, incluido la formacion de creatinina y la metilacion de fosfolipidos
(otra de las estructuras involucradas en la entidad). Estas reacciones son catalizadas por
varias metiltranferasas, tales como, COMT, la cual demetila la SAM a SAH, el
precursor inmediato de la homocisteina'*’*”. La hiperhomocisteinemia podria ejercer
su efecto patogénico a través de una acumulacion metabdlica de SAH, la cual es un
potente inhibidor no competitivo de COMT, el cual, a su vez, media la metilacion de
varios catecol-sustratos (catecolaminas y catecol-estrogenos). En este caso los efectos
endogenos de ambos en tejidos periféricos (es decir, el existir una inhibicion de su
metilacion por SAH) podria entonces resultar tedricamente en una elevacion en sangre o
en tejidos de los mismos y consecuentemente una mayor estimulacion sobre los
diversos sistemas donde estos actian (V.g.: el sistema cardiovascular). Las
catecolaminas endogenas son también moléculas potencialmente reactivas''®'*'. Los
resultados del presente estudio estan en concordancia con recientes estudios™. Sin
embargo, puesto que el presente estudio se enfoco en la perspectiva genémica y no en la
bioquimica, no se pudo correlacionar los hallazgos genéticos con las concentraciones y
comportamientos bioquimicos de los productos génicos. Por tanto. El que las pacientes
con un genotipo que compromete la actividad enzimatica de COMT y que a la vez
presentan un genotipo que genera la variante termolabil de la enzima MTHFR, y por
consiguiente hiperhomocisteinemia, tendrian mayor susceptibilidad a desarrollar pre-
eclampsia o incrementar el riesgo de otros eventos donde las implicaciones bioquimicas
y fisiologicas mencionadas referente a sus consecuencias patogénicas tendria lugar.

Por otra parte y en lo que concierne a este polimorfismo, el genotipo
heterocigoto Val/Met del gen dopaminérgico COMT fue el mas frecuente en la
poblacion estudiada en esta tesis. Este resultado no se tendra en cuenta pero seria
interesante analizar en profundidad en un futuro este SNP puesto que factores genéticos
que afecten la funcion de COMT podrian afectar también la funcion dopaminérgica y
tener la repercusiones clinicas donde estas ejerzan funcion. Ademas, otros estudios que
relacionen el genotipo con la bioquimica de los catecol-estrégenos y estradiol, serina de
gran importancia para contribuir a entender la etiologia de esta entidad.

La expresion de moléculas HLA no clésicas“l, tales como las HLA-G, se
considera esencial para la tolerancia inmunitaria materno-fetal’”’” y para una
placentacion correcta durante el embarazo®”>'’. Las moléculas HLA-G se expresan en
ciertas células inmunitarias y en los trofoblastos de la interfase materno-fetal
desempefiando un papel inmunoregulador. Se han llevado a cabo diversos estudios para
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conocer si existe alguna asociacion entre polimorfismos en el gen HLA-G y el desarrollo
de pre-eclampsia. Algunos de ellos han sido:

(1) En un estudio realizado en Brasil, tanto las mujeres controles como las que
tenian pre-eclampsia tenian similares frecuencias genotipicas para el polimorfismo de
una eliminaciéon de 14bp en la 3 -region no traducida del exon 8 del gen HLA-G. No
obstante, cuando se consideraron lass mujeres primiparas las mujeres con pre-eclampsia
si mostraban una mayor frecuencia del alelo que las mujeres controles®"”.

(i1) El genotipo /4bp, ya sea materno o fetal, de la region 3-UTR del gen HLA-
G no se encuentra asociado con un aumento en el riesgo de desarrollar pre-eclampsia en
mujeres noruegas-. Este grupo también estudio dicho polimorfismo con otras
implicaciones fetales. En contraste con hallazgos anteriores, no encontraron correlacion
entre el polimorfismo HLA-G 14bp y el crecimiento fetal.

(iii) Otro estudio, también realizado en Brasil, tampoco ha encontrado
asociacion entre la existencia de un genotipo 14bp en el gen HLA-G y el desarrollo de
pre-eclampsia en mujeres gestantes de Brasil**.

(iv) Tampoco se observé esta asociacion en un estudio de China*'®.

(v) Si parece que el alelo +/4bp del gen HLA-G puede definir un haplotipo
unico en el exon 8 y los fetos que son homocigotos para este haplotipo [SNP
2995(C)/SNP 3127(G)/SNP 3172(A)/SNP 3181(G)/+14bp] estan asociados con el
desarrollo de pre-eclampsia grave en primiparas danesas***.

Finalmente, el polimorfismo HLA-G 14bp en la region 3-UTR se ha se asociado
con el desarrollo de la pre-eclampsia en muchos otros estudios’*> 08310-312321415 " gjpy
embargo, en la serie estudiada en esta tesis, no se ha identificado ninguna asociacion
con el riesgo de pre-eclampsia y polimorfismo en el gen HLA-G. Seria interesante en
estudios futuros considerar la distribucion del mismo en el feto y correlacionar tanto el
genotipo materno como el fetal con las concentraciones séricas del HLA-G soluble.

La MMP o gelatinasa B tiene actividad proteolitica contra proteinas del tejido
conectivo y se ha sugerido su importancia en procesos de remodelacion tisular asociada
con la aterogenesis” "% Las MMP son una familia de enzimas dependientes de zinc
cuya actividad proteolitica contra las proteinas del tejido conectivo (colageno,
proteoglicanos y elastina) tiene un papel importante en el desarrollo y progresion de las
lesiones ateroesclerdticas. Se las ha involucrado con la migracién celular en la
vascularizacion del musculo liso y su proliferacion en este por una actividad de
degradaciéon de la matriz cicundandente®’®, e igualmente se ha establecido que el
principal lugar donde esto ocurre estd intimamente relacionado con la acumulacion de
macrofagos y otros elementos involucrados”’®*””. La MMP-9 es una de las MMP
presentes en los lugares donde la gelatina y la colegenasa IV se encuentran
principalmente (V.g.: membrana basal del endotelio y sus zonas circundantes de las
células de masculo liso de los vasos)™. La expresion de la MMP-9 esta principalmente
regulada en su transcripcion, donde el promotor del gen responde a diferentes
reguladores tales como la IL-1, el PDF, el TNF-a y el EGF***2*,

Variaciones de secuencias en la region del promotor del gen MMP-9 alteraria
por tanto su actividad en las funciones antes indicadas pudiéndolas por tanto relacionar
con noxas donde estas estan involucradas. Se ha descrito un sitio polimérfico®®>*® en
el MMP-9, el -1562, del cual resulta una sustitucion de C por T, lo cual genera un
aumento en la actividad del promotor relacionada con el alelo 7, generado un efecto
funcional del polimorfismos C-1562T sobre la actividad del promotor del MMP-9.
Sabiendo que la MMP-9 posee una actividad proteolitica frente al principal componente
de la membrana basal, se considero su posible papel durante la placentacion en el curso
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de un embarazo y su posible implicacion en las anomalias de la misma que podrian
progresar al desarrollo de una pre-eclampsia.

La etiologia de la pre-eclampsia es desconocida. Sin embargo se ha acumulado
una ingente cantidad de evidencias que indican que la raiz de la misma esta ligada a una
placentacion anormal. La patogénesis de la pre-eclampsia involucra una serie de
factores genéticos e inmunoldgicos materno-fetales. Por una parte, la mala adaptacion
inmunologica de la pre-eclampsia predice que el sistema inmunitario materno no tolera
un feto semi-alogénico. Desde otro punto de vista, se requiere una correcta placentacion
para lo que se requiere la invasion del trofoblasto, la degradacién y remodelacion de la
matriz extracelular decidual uterina y la apoptosis sin trombosis. La placentacion es
esencial para un correcto embarazo. Tempranamente, en un embarazo normal, las
células del citotrofoblasto de la placenta en desarrollo invaden los tejidos uterinos y
distorsionan las arterias espirales de la decidua y el miometrio. Sin embargo, la invasion
del citotrofoblasto, en las mujeres con pre-eclampsia, estd afectada y la arteria espiral
permanece estrechada con lo que la placenta resulta pobremente prefundida e
induciendo el aumento de vasopresores y otros factores dentro de la circulacion
materna. Se han descrito alteraciones del balance entre la actividad de las MMP en
varias condiciones clinicas que afectan al sistema cardiovascular, incluyendo los estados
hipertensivos del embarazo. Ademas las concentraciones alteradas de MMP reflejan una
habilidad invasiva anormal de las células trofoblasticas y una hiperregulacion de estas
que podria interaccionar con un incremento del estrés oxidativo y de mediadores
inflamatorios produciendo una disfuncion endotelial que se presenta en la pre-
eclampsia®™. Estas alteraciones resultan de un polimorfismo funcional en la regién del
promotor del gen de la MMP-9, el cual como hemos comentado anteriormente cambia
la expresion de esta. Interesd, por tanto, considerar si este polimorfismo estaba
asociado a pre-eclampsia. La revision de la literatura ofrece observaciones
contradictorias. En un estudio el alelo 77 es menos frecuente en pre-eclampsia
comparado con embarazos sanos”>, mientras que en otro se sugiere la perdida de
asociacion entre este polimorfismo y pre- eclamspsia®®®.

En esta serie, se han analizado las frecuencias genotipicas y alélicas del
polimorfismo funcional -71562C/T en el gen MMP9 en mujeres con pre-eclampsia y en
sus controles normales. El principal hallazgo ha sido que el riesgo a padecer pre-
eclampsia se asocia con un genotipo homocigoto mutado 77 en el gen MMP9
(OR=7,55; 95%CI=2,31-24,64; p<0,0001). Los genotipos homocigotos salvajes CC
fueron mas frecuentes, sin ser estadisticamente significativa esta diferencia, en la
poblacion sana que en los casos de pacientes con pre-eclampsia.

Sin embargo, en mujeres brasilefias, el polimorfismo -/562C/T en el gen MMP9
se asocia con hipertension gestacional pero no con pre-eclampsia®®’. Otros autores®*®
encuentran, por otra parte, que en mujeres con pre-eclampsia existe una menor
prevalencia del raro alelo T en el polimorfismo -7/562C/T en el gen MMP9 (OR=0,48,
95%CI1=0,25-0,90). La concentracion elevada de MMP9 asociada con el alelo -1562C/T
podria ser esencial en el desarrollo de una adecuada interfase materno-fetal facilitando
la apoptosis y degradacion del trofoblasto. Es dificil de explicar la disparidad de
resultados entre los reportados en la presente serie y los encontrados por otros.
Diferencias étnicas podrian explicar, al menos parcialmente®?, este hecho, ya que la
poblacion de este estudio estaba formada por mujeres caucdsicas y en el estudio
brasilefio no se indica la etnicidad de las pacientes y de las utilizadas como controles.
Merece ser recordado que es conocida la coexistencia en Brasil de numerosos y
diferentes grupos étnicos a diferencia de las relativamente homogéneas poblaciones del
norte de la Peninsula Ibérica.
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Por lo tanto en este estudio se observa una asociacion entre el polimorfismo C-
1562 T en el promotor del gen de la MMP-9 y pre-eclampsia, el cual parece regular la
expresion génica de una manera alelo-especifica en la poblacion estudiada. Podria
argumentarse que la expresion elevada de MMP-9 asociada con el alelo T potenciaria la
migracion de las células del musculo liso durante todo el proceso vascular que tiene
lugar durante el desarrollo de la placenta, estructura principalmente involucrada en la
etiologia de la pre-eclampsia. Las mujeres que posean el alelo 7 podrian igualmente
estar predispuestas a otros procesos vasculares relacionados con alteraciones de la
angiogénesis, aspecto que deja una puerta abierta a otras hipdtesis prospectivas para
investigaciones futuras donde se considere si las pacientes que desarrollan pre-
eclampsia y las que presentan un genotipo de riesgo para MMP-9, desarrollan con el
tiempo otras alteraciones vasculares (Vg.: aterogénesis).

Al realizar este estudio se ha considerado como factor fundamental en la
patogenia de la pre-eclampsia la invasion trofoblastica y el proceso de remodelacion
vascular que generan una placentacion y decidualizacion anémala que resultan en la
evolucion al cuadro clinico. Dejando establecido que el genotipo de riesgos maternos
que aumenten su susceptibilidad para el desarrollo de dicha placentacién anormal la
cual altera el flujo y permite el establecimiento de un cuadro hipertensivo del embarazo.
Para el gen COMT, un genotipo de riesgo Met/Met, generia un aumento en las
concentraciones del HIF-1 que a su vez altera la angiogénesis produciendo una
insuficiencia placentaria que afectando la invasion trofoblastica alteraria los vasos
sanguineos, se generaria hipoxia, la cual desencadenaria un cuadro inflamatorio y
activacion de elementos inmunoldgicos que se perpetuarian en un circulo vicioso.
También es conocida la correlacion entre la concentracion aumentada de homocisteina
en sangre y la actividad enzimatica de COMT y se reconoce como genotipo de riego
para MTHFR la homocigocidad para el alelo 7, el cual se expresa en una enzima
termolébil que provoca la hiperhomicisteinemia, asociada a todo este proceso vascular
patogénico de la placenta y que de cierta manera se encuentra interrelacionado con las
enzimas metil-transferasas.

Estas enzimas encargadas de la metilacion de los catecol-estrogenos en el
proceso de eliminacion en una de las vias de los estrogenos, deja expuesto otro
componente importante para una adecuada placentacion: El papel d el estriol en todo
este proceso, cuya concentracion constituye un indice informativo del desarrollo de la
placenta y el feto durante el embarazo, y ademas es un importante inhibidor de la MMP-
9 durante el mismo. Hay otros productos de la via degradativa que igualmente se ven
afectados de estar alterada la actividad de una de estas enzimas que actiian en el
metabolismos de los mismos. Todo ello indicaria la posibilidad de que coexistan
diferentes genotipos de riesgo para el desarrollo de una pre-eclampsia.

Los estrogenos, principalmente el estradiol, juegan un papel fundamental en el
endometrio lateo, junto con la progesterona, lo que crea un microambiente apropiado
que facilitaria la presencia de células NK deciduales, necesarias para la secrecion de
citocinas que, s su vez, promueven la infiltracion de las arterias espirales por el
trofoblasto. Una serie de factores patogénicos que en una paciente genéticamente
susceptible, con genotipos de riesgo, desencadenarian un cuadro perpetuando el circulo
vicioso y generando un microambiente propicio para la expresion de distintas moléculas
y funciones celulares, donde la hipoxia es clave en dicho proceso. Los estrogenos
reprimen la produccion por células del sistema inmunitario de MMP, especificamente la
MMP-9. Sin embargo, en pacientes con pre-eclampsia la concentracion de MMP-9 esta
incrementada, reforzando su contexto inflamatorio. Esto permitiria una alteracion en las
concentraciones de los distintos productos del metabolismo estrogénico que alterarian
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las concentraciones de esta, creando un microambiente hipoxico el cual genera otras
alteraciones (V.g.: disminucion de la concentraciones de IL-10, que a su vez actia sobre
la regulacion de la MMP-9, pero al estar disminuida no tiene la capacidad de actuar
adecuadamente, permitiendo el incremento de su concentracion). Si a este proceso
bioquimico le agregamos un genotipo de riesgo para el polimorfismo -7/562C<T del gen
MMP-9, caracterizado por la presencia del alelo 7" en el promotor que va ligado a un
aumento en la actividad transcripcional de la enzima, y por consiguiente con una
concentracion plasmatica elevada de esta, aumenta el riesgo de una placentacion
inadecuada, una insuficiencia placentaria y, finalmente, la presentacion clinica de la
pre-eclampsia.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, planteamos un modelo que trataria de explicar
las conclusiones de los resultados obtenidos en este estudio. En una mujer embarazada
sew deberia: (i) Confeccionar de una cuidadosa historia clinica obstétrica y
ginecoldgica: La entidad clinica conocida como pre-eclampsia se presentaria,
preferentemente, en una mujer de >32 afios, con antecedentes familiares y antecedente
personal de enfermedad periodontal, >3 abortos espontdneos, del grupo sanguineo O,
obesa, sin antecedentes de tabaquismo y con una enfermedad cronica de base (HTA,
enfermedades autoinmunitarias, dislipemia, trastornos neuropsiquiatricos); (ii) realizar
en el grupo de embarazadas con las anteriores caracteristicas un cribado para pre-
eclampsia [incluiria el genotipado para los polimorfismos genéticos de COMT
(Vall08/158Met), MTHFR (C677T) y MMP-9 (-1562C>T)]; (iii) solicitar a las mujeres
del grupo de pacientes con genotipos de riesgo las siguientes determinaciones
bioquimicas: concentracion sérica de MMP-9, de homocisteina, de estriol y de catecol-
estrégenos en orina.

Es decir si una embarazada cumpliese los criterios (1) y (i) se deberia realizar un
control y vigilancia estricta del embarazo, controlando la presion arterial, las
concentraciones de proteina en orina y realizando una vigilancia ante la aparicion de
edemas. Si fuese posible, se les realizaria las determinaciones mencionadas en el
apartado (ii1).

Para finalizar sugerimos el siguiente modelo en el desarrollo etiopatogénico de
la pre-eclampsia teniendo en cuenta aspectos inmunologicos, vasculares, metabolicos y
hormonales de la entidad.

Al iniciar el embarazo, durante el desarrollo placentario se promueve la

angiogénesis y aumenta el VEGF, igualmente hay una hipoxia relativa que con el
progreso del embarazo deberia disminuir. No ocurre asi por el fallo de diferentes
factores. Factores tales como: (i) la concentracion de homocisteina, donde la
hiperhomocisteinemia genera un actimulo metabdlico de SAH con la consecuente
inhibicién no competitiva de COMT; (ii) la actividad COMT, si esta disminuye, baja la
concentracion de 2-ME y aumentan catecol-estrogenos; (ii1) aumenta el HIF- 1, el cual
modula negativamente la expresion de HLA-G. Si aumenta el grado de hipoxia:
disminuye la proliferacion endotelial, disminuye IL-10, cuyo efecto anti-inflamatorio,
actia como factor protector de PE. Sin embargo, la IL-10 inhibe la hiper-regulacion de
MMP-9, que al estar disminuida por la hipoxia no realiza su funcién, aumentando la
expresion de MMP-9. Se genera, por consiguiente, un perfil inflamatorio. Por otra
parte, al existir un polimorfismo en el promotor del gen MMP-9 que genera un aumento
de la actividad trascripcional del mismo aumenta la concentracion de esta, que
aumentaria el riesgo para la enfermedad.
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La hipoxia también disminuye la capacidad de adhesion de las células NK. Se
activan genes inducidos por hipoxia, entre ellos el del VEGF que se expresa en las
células NK y que igualmente inducen sFLT-1 en mayor medida y al no haber suficiente
2-ME para contrarrestarlo, empeora el dafo endotelial. Esto hace que se genera mas
hipoxia, creando un circulo vicioso que induce una invasion trofobléastica anomala y un
fallo en la remodelacion de la arteria espiral. Esto genera también un flujo alterado que
disminuye aportes de determinadas hormonas, que alteran el aposentamiento de las
células NK. Ademas hay un aumento de fibrinoide y detritus generalizado que también
contribuye al dafio oxidativo afectando el cociente Thl/Th2 y aumentado la
concentracion circulante de IFN-y.

La principal consecuencia de todo este proceso es, por tanto una invasion
trofoblastica y una remodelacion vascular anormal que termina provocando el cuadro
clinico de pre-eclampsia.
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las conclusiones basicas del presente estudio han sido:

1. El diagnostico clinico de pre-eclampsia en esta serie se realiza principalmente en el
tercer trimestre del embarazo.

2. La edad promedio de diagnostico de pre-eclampsia en este estudio fue 32,19 afos.

3. El control prenatal determinan el diagnostico precoz del cuadro, siendo por tanto la
pre-eclampsia leve el principal tipo de la entidad que se presenta en este trabajo.

4. El polimorfismo C677T del gen MTHFR y el SNP -1562C<T del gen MMP-9 se
asociaron a pre-eclampsia.

5. El estudio en el genotipado del polimorfismo descrito en la region 3'UTR del gen
HLA -G en este trabajo no encontrd asociacion con pre-eclampsia.

Desafortunadamente, las presentes conclusiones ni son definitivas ni completan
la compleja biologia del desarrollo de la pre-eclampsia. Sin embargo si podrian
representar lo que en el futuro podria ser recomendado, deberia ser abordado o tenido en
consideracion:

1. Crear un perfil de riesgo genético en pre-eclampsia donde se estudie el riesgo para la
presentacion del cuadro y que, como minimo, podria incluir los genes MTHFR y MMP-
9.

2. Completar el perfil genético de riesgo o susceptibilidad, con estudios bioquimicos
pertinentes. Ello podria aumentar el valor predictivo del mismo.

3. Incluir en los futuros estudios genéticos realizados a las futuras madres a los
compafieros sexuales de las mismas y —en su momento y si ha lugar- correlacionarlos
con estudios genéticos, bioquimicos y celulares en la placenta y en el feto.

4. Continuar con las investigaciones orientadas al diagndstico precoz de la pre-
eclampsia y de otras complicaciones gestacionales, hasta conseguir una prueba de
cribado poblacional que nos permita hacer una correcta prevencion de esta enfermedad.
Redundaria en la mejora de los indices de morbilidad y mortalidad.

5. Un estudio adecuado previo deberia consistir en realizar un amplio cribado del
genoma comparando familias de embarazadas normales, mujeres con pre-eclampsia y
diagnosticadas con sindrome HELLP. Este esfuerzo aconsejaria un enfoque
multicéntrico.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1. Revision metodologica suplementaria
1.1. Técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de acidos nucleicos

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificaciéon de acidos nucleicos
mediante la PCR se fundamentan en el mismo principio general comun a todas: la
amplificacion de genes o secuencias de DNA polimorficas y la separacion
electroforética de los productos amplificados. **°

Aunque con la PCR-RFLP se estudia una region muy limitada del genoma,
presenta algunas caracteristicas que nos han hecho elegirla como método a utilizar en
nuestro estudio: (i) es sencilla de realizar; (ii) es facil de interpretar; (iii) es muy
reproducible y (iv) no es costosa® ®'. El RFLP fue una de las primeras técnicas que se
uso para detectar variaciones a nivel de la secuencia del DNA. Esta tecnologia se basa
en el principio de que es posible comparar patrones de bandas generados a partir de
moléculas de DNA de diferentes individuos que han sido sometidas a digestion con
enzimas de restriccion.®® Las diversas mutaciones que afectan a las moléculas de DNA
de muchas maneras, producen fragmentos de longitud variable. Estas diferencias de
longitud de los fragmentos pueden observarse una vez realizadas la electroforesis, la
hibridacion y la visualizacion.

La digestion con enzimas de restriccion de genes amplificados mediante PCR
constituye la base de la PCR-RFLP, que es igualmente sencilla y reproducible™".

1.2. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
1.2.1. Introduccion

En 1983, Kary Mullis dio a conocer la técnica de la PCR que es una permite
estudiar la sintesis in vitro de secuencias especificas de DNA con la cual la insuficiente
cantidad de DNA ya no es un problema en los procedimientos de Biologia Molecular ni
en los procedimientos de diagnostico basados en el estudio de DNA. La técnica se basa
en la replicacion del DNA realizada por la DNA-polimerasa® ®'. Esta enzima realiza la
sintesis de una cadena complementaria de DNA en el sentido 5'-3" usando un molde de
cadena sencilla, pero a partir de una region de doble cadena. Para crear esta region
doble cadena se usan los denominados iniciadores o cebadores (en inglés primers).
Estos se definen como una pareja de oligonucleétidos sintetizados de manera que sean
complementarios a cada uno de los extremos 3" del fragmento de DNA que se desea
amplificar. Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo
formado por tres etapas®™®: (i) desnaturalizacion del DNA doble cadena; (ii)
hibridacion de los iniciadores a la zona 3" especifica de cada una de las hebras y (iii)
elongacion o extension del cebador por actuacion de la DNA-polimerasa.

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de DNA se separa en dos
hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (93-97°C).
La renaturalizacion se producira cuando la temperatura disminuya.

En el segundo paso (hibridacion) los cebadores se unen a las zonas 3’
complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Ocurre por la
bajada de la temperatura (50-65° C).

En la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5°-3" mediante la enzima DNA-polimerasa, la cual incorpora los
desoxinucleotidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde.

Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador. Dicho aparato
realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas programadas de forma exacta.
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La deteccion del de PCR se realiza normalmente mediante electroforesis
dependiendo del tamafio de la amplificacion y la resolucion que deseemos utilizaremos
diferentes medios (agarosa, poliacrilamida) a distintas concentraciones.

La posterior visualizacion se puede realizar con bromuro de etidio (mediante la
lampara de luz UV), tincion de plata, fluorescencia o radioactividad.

1.2.2. Componentes y optimizacion de la PCR

Existen una serie de reglas sencillas para que el DNA molde no sea un problema
en la reaccion: (i) integridad del DNA (no puede estar fragmentado en trozos mas
pequetios de lo que queremos amplificar); (ii) origen de la muestra y proceso de
extraccion (la muestra no debe llevar agentes quelantes, EDTA, que reducen la
concentracion de iones de Mg en la disolucion) ni tampoco debe haber determinados
factores (fenol, detergentes) que inhiban la actividad de la polimerasa; (iii) cantidad de
la muestra (si se dispone de suficiente cantidad para la amplificacion de DNA genémico
de copia Unica se usan cantidades de 100-500 ng).

Para la eleccion de los iniciadores, existen una serie de normas que podemos
utilizar: (i) el contenido en G + C debe ser aproximadamente del 50% (la relacion
maxima de purinas/pirimidinas serd 60%/40%); (ii) deben evitarse zonas con largas
secuencias de una sola base; (iii) no seleccionar cebadores que en su extremo 3" tenga
una importante estructura secundaria; (iv) se recomienda que los extremos las tltimas
bases sean G o C; v) se debe evitar la complementariedad entre iniciadores (si esta
existe entre los extremos 3" pueden formarse dimeros de iniciadores); (v) normalmente
deben tener un tamafio de 18-30 bp; (vi) la temperatura de hibridacion de los cebadores
debe ser similar en ambos y serd variable en funcién de la secuencia de los mismos.
Generalmente oscila entre 45-60°C y (vii) si el primer es menor de 20 bp, la
temperatura de fusion (Tm), se calcula en base a formulas ya conocidas.

Existen diferentes tipos de DNA-polimerasa que llevan a cabo la replicacion del
DNA, siguiendo el mismo método de sintesis. Se pueden clasificar en: termolabiles
(temperatura Optima de 37-42°C), que se desnaturalizan con el calor y termoestables
(temperatura optima de 74°C) que resisten durante 40-50 min a 96°C.

Inicialmente se usé el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli la
cual posee actividad 3’-5"-exonucleasa que le proporciona la capacidad de cambiar el
nucledtido que ha sido erroneamente incorporado.

La importancia de esta actividad radica en que aumenta la fidelidad de la
replicacion del DNA original. Sin embargo, se trata de una enzima termolabil por lo que
no soporta los ciclos y temperaturas utilizados en una PCR.

Actualmente la polimerasa que se utiliza es la Tag-polimerasa. Es una enzima
termoestable aislada de la Termus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta altas
temperaturas. La Tag-polimerasa ha simplificado enormemente la técnica de la PCR, ya
que ha permitido su automatizacion .

Existen algunos recomendaciones a tener en cuenta durante la realizacion de una
PCR: (i) no usar un alto namero de ciclos, ya que la tasa de error es proporcional al
nimero de estos (normalmente el niimero de ciclos utilizado es de 25-30); (ii) la
concentracion de los trifosfatos de deoxinucleodtidos (del inglés deoxyribonucleotide
triphosphate, dNTP) debe ser igual para los 4 y debe ser la mas baja posible para que
nos permita conseguir la cantidad de DNA necesaria; (iii) disminuir en lo posible el
tiempo de cada etapa y (iv) la concentracion de Mg++ en la reaccion oscila entre 0,50 y
2,5 mM (se trata de un 16n necesario, pero su exceso hace que disminuya la
especificidad de la PCR).

Hay cuatro dNTPs: desoxiadenosina trifosfato (en inglés, deoxyadenosine
triphosphate, dATP), desoxitimidina trifosfato (en inglés, deoxythymidine triphosphate,

87


http://www.monografias.com/trabajos14/medios-comunicacion/medios-comunicacion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/natlu/natlu.shtml
http://www.monografias.com/trabajos4/leyes/leyes.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/mafu/mafu.shtml
http://www.monografias.com/trabajos54/modelo-acuerdo-fusion/modelo-acuerdo-fusion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/transf-calor/transf-calor.shtml
http://www.monografias.com/trabajos6/auti/auti.shtml

dTTP), desoxicitidina trifosfato (en inglés, deoxycytidine triphosphate, dCTP) y
desoxiguanosina trifosfato (en inglés, deoxyguanosine triphosphate, dGTP).

Se deben anadir en la solucidon de la reaccién en concentraciones iguales que
normalmente oscila entre los 20 y los 200 mM. Los dNTPs pueden captar Mg++, por lo
que las concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma
relacion. No debemos variar ninguno de ellos de manera independiente.
Aproximadamente la concentracion de Mg++ debe oscilar entre 0.5-1.0 mM veces
superior a la concentracion de dNTPs.

El amortiguador de la reaccion por lo general estd formado por: 10 mM tris-HCI,
50 mM KClI, 0.1% w/v gelatina y 1,5 mM MgCl,. Algunos autores recomiendan el uso
de adyuvantes, los cuales ayudarian en la practica a aumentar la especificidad y
fidelidad de la reaccion en cadena de la polimerasa. También se pueden usar
detergentes como el Tween-20, SDS-12 (0,1%) o Triton X10, que ayudan a estabilizar
la enzima. Existen también protocolos que incorporan polietilenglicol, glicerol,
formamida o BSA, aunque no son en ningln caso imprescindibles.

Es de gran importancia la concentracion de dos cationes que son afiadidos en
forma de sales: (i) KCl (influye en la desnaturalizacion del DNA); (ii) elevadas
concentraciones de K+ favorece la desnaturalizacion de secuencias cortas de DNA
mientras que bajas concentraciones de K+ ayudan a la desnaturalizacion de secuencias
largas de DNA; (ii1)) MgCl, (aumenta la temperatura de hibridacién del DNA) lo que
resulta fundamental para la optimizacion de la reaccion.

El tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos son factores determinantes en
los resultados de la PCR, por lo tanto modificandolos se puede optimizar la reaccion. A
continuacion se describen cada una de las etapas de un ciclo referente a tiempo y
temperatura.

1. Desnaturalizacion: Se trata de una etapa critica ya que es muy importante que
el DNA molde se desnaturalice completamente.

Para lograrlo de manera adecuada se recomiendan temperaturas de 94°C durante
30 segundos a 1 minuto. Cuando existe un alto contenido de G + C puede aumentar el
tiempo o la temperatura. Sin embargo hay que tener en cuenta que la actividad de la
enzima decrece de manera muy rapida a partir de los 95°C, por lo que a estas
temperaturas o superiores es aconsejable disminuir el tiempo de incubacion. En la
practica se suele afiadir un periodo de desnaturalizacion antes de comenzar los ciclos
para asegurarnos que se produce a lo largo de toda la muestra de DNA. Esta etapa suele
ser de 5" a 94-95°C como en el caso de los protocolo sutilizados en el Servicio de
Inmunologia.

2. Hibridacién: En este caso, la temperatura y el tiempo van a depender de 3
factores relacionados con los oligonucleotidos: la composicion de bases, el tamafio y la
concentracion. En la mayoria de los protocolos, la temperatura de hibridacion oscila
entre 45-65°C, durante un tiempo de entre 30 segundos y 1 minuto. Un aumento de
temperatura o del tiempo favorece la especificidad ya que disminuye las uniones
incorrectas de los iniciadores con la hebra molde.

3. Elongacion: En la mayoria de las reacciones, la etapa de extension se realiza a
72°C. Tedricamente esta temperatura puede variar entre 70-72°C. El tiempo de
extension depende del tamafio de la amplificacion. Se puede estimar un tiempo de 1
minuto para elongar 1 Kb. En la practica es normal que al final de todos los ciclos se
realice una ultima elongacion de 5 min a 72°C o como en los protocolos utilizados en
esta tesis donde ha sido de7 min aproximadamente.

También adquiere gran relevancia a la hora de optimizar una PCR el numero de
ciclos que se utilizan. Este nimero depende de la cantidad de DNA que existe en la
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muestra una vez que el resto de factores han sido optimizados. Es importante no realizar
un numero alto de ciclos ya que puede dar lugar a la amplificacion de productos no
deseados originados por hibridaciones no especificas. Hay que tener en cuenta que la
reaccion esta producida por una enzima que sufre el efecto meseta que describe la
atenuacion en la tasa de la acumulacién del producto. Después de un numero
determinado de ciclos la amplificacioén deja producirse de manera exponencial y llega a
una fase estacionaria. Generalmente cuando el efecto meseta se produce, la cantidad de
DNA sintetizado es suficiente para su posterior utilizacion.
1.2.3. Electroforesis

La electroforesis fue empleada por primera vez en 1937, pero su importancia
vino a incrementarse cuando en los afios cincuenta Durrum y Tiselius, la comienzan a
utilizar para el analisis de coloides y particulas microscopicas. La definimos como un
método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada con la
finalidad de separar biomoléculas segiin su tamafio y carga eléctrica a través de una
matriz gelatinosa. Su fundamento se explica como la mezcla de moléculas ionizadas y
con carga neta las cuales cuando son colocadas en un campo eléctrico experimentan
una fuerza de atraccidon hacia el polo que posee carga opuesta. Dejando transcurrir
cierto tiempo las moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (el
polo negativo) y aquellas cargadas positivamente se desplazaran hacia el d&nodo (el polo
positivo). El movimiento de estas moléculas estd influenciado por dos fuerzas
adicionales, la friccion con el solvente dificultard el movimiento y origina una fuerza
que se opone, y por el otro lado las moléculas tienen que moverse en forma aleatoria. La
suma de estas dos fuerzas genera una migracién no homogénea. Una manera de reducir
esta forma de movimiento consiste en emplear un medio que oponga mas resistencia.
Una forma comun de hacer esto es formar un gel. El gel definido como un polimero
soluble de muy alto peso molecular, atrapa las moléculas de agua y forma un tapiz, que
dificulta el movimiento de los solutos, logrando pues que la migracion electroforética
de dichas moléculas sea mas lenta, y por tanto homogeniza la migracion. Respecto a la
electroforesis es basico saber que a mayor temperatura mayor difusion habra siendo esto
debido a la energia cinética propia de las moléculas implicadas.

La agarosa es un polisacarido (originalmente obtenido de algas, como el agar-
agar, pero de composicion homogénea), cuyas disoluciones (tipicamente de 0,5-2%)
poseen la propiedad de permanecer liquidas por encima de 50°C y formar un gel
semisolido al enfriarse. La figura 1 muestra su estructura quimica y la tabla I las
concentraciones que se necesitan de esta para las separacion electroforética de
fragmentos de DNA.
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Figura 1. Estructura quimica de la agarosa

Este gel estd constituido por una matriz tridimensional de fibras poliméricas
inmersa en gran cantidad de medio liquido, que retarda el paso de las moléculas, se usa
usualmente para separar moléculas grandes de alrededor 20.000 nucledtidos.

Esta técnica es muy sensible y puede ser afectada por muchos errores durante el
proceso, como la temperatura usada durante la polimerizacion, la corrida del gel, la
velocidad de polimerizacion, el nivel del catalizador, la pureza de los reactivos, tiempo
de corrida y la preparacion de las muestras.

La temperatura no afecta la movilidad electroforética entre 4°C-30°C, por ello la
electroforesis se lleva a cabo a temperatura ambiente. Por otra parte, los voltajes
habituales a los que se realizan las electroforesis y los cambios pequefios de temperatura
que ocurre durante el proceso no afecta ni al DNA ni al gel.

Para llevar a cabo una separacion electroforética, se necesita: (i) una fuente de
alimentacion que proporciona el campo eléctrico mediante dos electrodos, uno positivo
(anodo) y otro negativo (catodo) entre los que se establece una diferencia de potencial;
(i1) una cubeta, recipiente en cuyos extremos se sitlian los electrodos y (iii) un soporte
electoforético (Figura 2).

Figura 2. Equipo para hacer una electroforesis
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Tabla 1. Concentraciones de agarosa
utilizadas para la separacion electroforética
de fragmentos lineales de DNA de diferentes

tamanos

Agarosa (%) Tamafios
separable (Kb)

0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

1,5 0,2-3

2,0 0,1-2

1.2.4. Deteccion del DNA

El bromuro de etidio (del inglés ethidium bromide, EtBr), se utiliza para la
tincion del DNA, se puede realizar antes anadiéndolo al gel o después sumergiendo el
gel en una disolucion con EtBr.

Es un agente intercalante, que se ubica entre pares de bases contiguas del DNA,
aumentando la longitud de éste, lo que reduce la movilidad electroforética del
fragmento considerado en un 15%. Esto se debe a que al introducirse entre las bandas,
la doble hélice de DNA se abre y queda menos girada, aumentado su longitud y
haciéndose menos flexible.

Existen dos formas fundamentales de visualizar DNA una vez finalizada la
electroforesis: a) mediante compuestos fluorescentes que se unen especificamente a los
acidos nucleicos y b) con tincion de plata, esto Gltimo usado normalmente en geles de
poliacrilamida.

La deteccion con EtBr es el método mas habitual para detectar DNA en los geles
de agorosa. Este compuesto tiene un rendimiento cudntico bastante bajo en medio
acuoso-polares, pero se incrementa cuando pasa a un entorno hidrofébico y cuando se
ilumina con luz UV pues las bandas solo se visualizan bajo este tipo de luz por lo que el
gel debe ser fotografiado durante la exposicion a la luz UV.
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ANEXO 2. Analisis estadistico de los datos
2.1. Tests no paramétricos utilizados en el estudio

La estadistica no paramétrica estudia las pruebas y modelos estadisticos cuya
distribucion subyacente no se ajusta a los llamados criterios paramétricos. Su utilizacion
es recomendable cuando no se puede asumir que los datos se ajusten a una distribucion

conocida, cuando el nivel de medida empleado no sea, como minimo, de intervalo™®’.

En este trabajo se ha utilizado: el test de y° y el test de Fisher*™.
2.1.1. Test del chi cuadrado (;(2)

La prueba del y* para una muestra permite averiguar si la distribucion empirica
de una variable categoérica se ajusta o no a una determinada distribucion tedrica. Esta
hipotesis de ajuste o de bondad de ajuste se pone a prueba utilizando un estadistico
originalmente propuesto por Pearson; para comprar las frecuencias observadas o
empiricas con las esperadas o teoricas de cada categoria, es decir, un estadistico
disefiado para comparar las frecuencias de hecho obtenidas en una muestra concreta
(frecuencia observada, n;) con las frecuencias que deberiamos encontrar si la variable
realmente siguiera la distribucion teoérica propuesta en la hipotesis nula (frecuencia

397
esperada, m;)”"":

X2: by (n,~—m,~)2 / m;

Las frecuencias esperadas m; se obtienen multiplicando la probabilidad tedrica
de cada categoria m; (Ia que corresponde a cada categoria de acuerdo a la hipotesis nula)
por el nimero de casos validos, nm. Si no existen casillas vacias y el numero de
frecuencias esperadas menores de 5 no superan el 20% total de frecuencias esperadas, el
estadistico % se distribuird segin el modelo de probabilidad y* con k-1 grados de
libertad (donde £ se refiere al nimero de categorias de la variable cuyo ajuste se esta
intentando evaluar) **’. Igualmente, es cualquier prueba estadistica de la hipétesis, si la
hipotesis nula es verdad. Determina si existe asociacion entre variables cualitativas. Si
el valor de p asociado al estadistico de contraste es menor se rechazara la hipotesis nula.
Se utiliza para analizar tablas de contingencia y comparacion de proporciones en datos
independientes.

2.1.2. Test de Fisher

La prueba exacta de Fisher permite valorar el efecto del azar. Es una prueba
estadistica de significacion usada en el anélisis de los tamafios pequefios categoricos de
muestra de datos. La necesidad de la prueba de Fischer se presenta cuando tenemos
datos que se dividan en dos categorias de dos maneras separadas. Esta prueba de
significacion estadistica es utilizada para comparar proporciones en tablas de
contingencia. Es preferible a la prueba de y* cuando el tamafio de la muestra es reducido
(de menos de 30 efectivos). Es la prueba estadistica de eleccion cuando la prueba de
no puede ser empleada por tratarse de un tamafio muestral insuficiente.’®3**

2.1.3. Frecuencias fenotipicas, genotipicas y alelicas. Formulas para su calculo

Tengamos en cuenta un ejemplo para entender las formulas™' que se describen a
continuacion: Describimos como locus A: alelos (A; y Ay) y como genotipos: AjAj;
A1Ag; AsAs,

Las frecuencias fenotipicas de una poblacion son las proporciones o
porcentajes de individuos de cada fenotipo que estan presentes en la poblacion.

Numero de individuos de un fenotipo
Numero total de individuos
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Las frecuencias genotipicas de una poblacion son las proporciones o
porcentajes de individuos de cada genotipo que estan presentes en la poblacion

Numero de individuos de un genotipo

Numero total de individuos

La suma de las frecuencias genotipicas sera 1. Por ejemplo:

Genotipos Num. de individuos Frecuencias genotipicas
AA 15 15/50 = 0,3 =>30%
AA; 30 30/50 = 0,6 => 60 %

A A 5 5/50=0,1=>10 %
Total 50 1 =» 100%

Las frecuencias génicas son las proporciones de los diferentes alelos en cada

locus, presentes en la poblacion.

La suma de las frecuencias génicas sera 1.

Genotipos Num. de individuos Num. de genes
Ay A,

AlA; 30 60 0
A1A; 60 60 60
ArAy 10 0 10
Total 100 120 80

Frecuencias del alelo A; => 120/200 = 0,6
Frecuencias del alelo A, => 80 /200 = 0,4

De forma mas general:

Genotipos Num. de individuos Frecuencias genotipicas
A]A] n l’ll/N =D
A1A2 ny nz/N =H
ArA n3 n3/N =R
Total N 1 =>100%

D+H+R=1
Relacion entre frecuencias génicas y frecuencias genotipicas:
Genes Frecuencias
Ay 2n; +ny 2D+ H
= =D+ 12H=p
2N 2D+2H+2R
Az 21’13 + Ny 2R+H
= =R+ 12H=q
2N 2D+2H+2R
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La relacion entre la frecuencia génica y la genotipica es por tanto:
p=D+1/H y q=R+1/2H

2.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben
observarse en la poblacion para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los
alelos. En condiciones habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a
los descendientes es independiente y no ocurren fenémenos distorsionadores, como la
aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la seleccion de alelos, la probabilidad de
observar una combinacién de alelos concreta (un genotipo) depende del producto de las
probabilidades (frecuencias) de cada alelo. Antes de realizar un analisis de asociacion se
debe comprobar si se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la
muestra de controles (como representantes de la poblacion general). En el caso de que
se observara una desviacion del equilibrio se deberia revisar el método de
genotipificacion, pues en ocasiones se producen sesgos al interpretar los resultados por
ser mas facil de detectar un genotipo que otros. Otras posibilidades son que los
individuos no sean independientes (V.g.: por consanguinidad) o que se dé una seleccion
de un alelo (V.g.: por estar asociado con la longevidad). Tampoco debe olvidarse que si
empleamos un grado de significacion del 5%, por azar puede observarse falta de ajuste
al esperado, aunque la condicion de transmision de alelos con independencia sea
correcta en la poblacion del estudio. En la muestra de casos es posible que no se cumpla
el equilibrio de Hardy-Weinberg; ello puede ser indicativo de que el polimorfismo
pueda estar asociado con la enfermedad.

2.3. Estudios de asociacion

Los estudios de asociacion genética buscan establecer la relacion estadistica
entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado (V.g.: rasgo, riesgo
de enfermedad, etc.). Se trata generalmente de estudios de cohortes prospectivas o de
tipo casos-controles en los cuales se establece el peso relativo del componente
gendmico con respecto a otros factores como el ambiente, en el riesgo de desarrollar la
enfermedad. Habitualmente, se utilizan como marcadores genéticos los SNPs.*”
Tienen como objetivo identificar factores de susceptibilidad a una determinada
enfermedad y comparar la frecuencia de diferentes factores de riesgo en un grupo de
individuos afectados por la enfermedad de interés y en un grupo control. ***

El andlisis estadistico en un estudio de asociacion es sencillo y puede resumirse
en una tabla de 2X2. El aspecto més dificil, como en la mayor parte de los estudios de
casos y controles, consiste en la seleccion de los controles.

Las asociaciones pueden surgir por tres razones, una de las cuales es
completamente artificial: 1) el alelo en cuestion es realmente la causa del fenotipo; ii) el
alelo no causa el fenotipo, pero esta en desequilibrio de ligamiento con otro alelo que si
lo causa. El desequilibrio de ligamiento ocurre cuando el alelo causante del fenotipo
estd fisicamente cercano al alelo en estudio. Suele observarse en poblaciones jovenes
tipicamente aisladas; iii) existe una mezcla poblacional. En una poblacion mezclada,
cualquier fenotipo comun a un grupo étnico resultard en una asociacion positiva con
cualquier alelo que también sea mas fuerte en dicho grupo étnico.

Desde sus comienzos, el proyecto genoma humano ha reconocido que la
identificacion de genes tendria profundas consecuencias para el individuo, la familia y
la sociedad. **
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En ese momento surgen interrogantes relacionados a la manera de
interpretacion y utilizacion de dicha informacion, igualmente el hecho de que tipo de
personas tendrian acceso a ella, de los perjuicios generados para el individuo entorno a
esta y sobretodo la polémica acerca del beneficio de ofrecer un estudio genético cuando
es poco lo que se podria recomendar en cuanto a cura o prevencion.

Ya se han identificado genes que causan, al menos parcialmente, numerosas
enfermedades. A pesar de que la deteccion y el diagndstico de las mismas es cada vez
mas precoz y certero, el objetivo a largo plazo de este tipo de proyectos es mejorar su
tratamiento, prevenirlas, o tal vez lograr su curacion, sin embargo este periodo
intermedio, donde la deteccion temprana es posible, pero ain el conocimiento es
limitado, y el tratamiento no estd disponible, es el que se caracteriza por los conflictos
¢éticos, morales, legales y sociales que los rodean.

2.4. Analisis de polimorfismos y haplotipos

Los polimorfismos genéticos se definen como variantes del genoma que
aparecen por mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y
adquieren cierta frecuencia en la poblacion tras multiples generaciones. Se ha estimado
que hay una variante en cada 1.000 pares de bases de los 3.000 millones que configuran
el genoma humano. Se conocen muchas enfermedades determinadas genéticamente por
mutaciones o variantes denominadas de «alta penetrancia», ya que los portadores de la
variante suelen manifestar la enfermedad con una alta probabilidad. Estas variantes
suelen ser de baja frecuencia en la poblacion general®®’.

El analisis descriptivo de un polimorfismo consiste, en estimar la prevalencia en
la poblacion de cada alelo y de cada genotipo posible. Las frecuencias genotipicas, se
estiman directamente calculando la proporcion de individuos con cada genotipo. Para
estimar las frecuencias alélicas simplemente se duplica la muestra tomando como
unidad de observacion el cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y
se calcula la proporcion de cada alelo®™.

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable
categoérica con varios genotipos posibles y se suele considerar como categoria de
referencia al grupo de individuos homocigotos para el alelo mas frecuente.

Para evaluar la asociacion de un polimorfismo con la enfermedad se construye la
tabla de contingencia correspondiente y se puede contrastar la hipdtesis de asociacion
mediante un test del y°. También se pueden calcular las disparidades o razones de
posibilidades (en inglés, odd ratio, OR) de cada genotipo respecto de la referencia para
cuantificar la magnitud de la asociacion.

Ademas, permiten evaluar facilmente si hay interacciones entre el polimorfismo
y otros factores. El riesgo asociado con cada genotipo puede depender del nimero de
copias del alelo variante, lo que permite definir varios modelos de herencia posibles
cuya verosimilitud se puede explorar mediante una adecuada codificaciéon de los
genotipos.

Los 4 modelos principales de herencia posibles, y que utilizamos en nuestro
analisis son: (i) Modelo dominante (supone que una unica copia del alelo variante es
suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de dos copias lo modifica en igual
magnitud; es decir, heterocigotos y homocigotos del alelo variante tienen el mismo
riesgo y se puede comparar la combinacién de estos dos genotipos respecto a los
homocigotos del alelo frecuente); (ii) Modelo recesivo (supone que son necesarias dos
copias del alelo variante para modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos vy
homocigotos del alelo més frecuente tienen el mismo riesgo y se compara la
combinacion de ellos respecto a los homocigotos del alelo variante); (iii)) Modelo
aditivo (supone que cada copia del alelo variante modifica el riesgo en una cantidad
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aditiva; por tanto, los homocigotos del alelo variante tienen el doble de riesgo que los
heterocigotos y se compara la combinacion ponderada, donde se da peso 1 a los
heterocigotos y peso 2 a los homocigotos del alelo variante) y (iv) Modelo codominante
(es el mas general, cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente y no
aditivo y se comparan heterocigotos y homocigotos variantes por separado respecto a
los homocigotos del alelo mas frecuente®**°.

El andlisis descriptivo de haplotipos permite identificar o estimar, para cada
individuo, la pareja de haplotipos que posee en funcion de los genotipos. Estos
haplotipos pueden analizarse en relacién con la enfermedad mediante modelos de
regresion logistica®®* **°.

2.5. Desequilibrio de ligamiento y haplotipos

El equilibrio Hardy-Weinberg hacia referencia a la independencia de alelos en
un locus entre cromosomas homologos, El desequilibrio de ligamiento (del inglés
linkage disequilibrium, LD) se refiere a la asociacion ente alelos de diferentes loci en
uno de los cromosomas homoélogos. El LD hace por lo tanto, referencia a la disposicion
no casual de alelos en dos loci, de modo que estos alelos seran heredados conjuntamente
a lo largo de multiples generaciones. En la figura 3 se ilustra este concepto.
Consideremos un locus marcador (T). En un determinado momento ocurre una nueva
mutacion en el genoma. El cromosoma en el que se produce la mutacion contiene el
background genético de la mutacién. Al transmitirse a la descendencia a lo largo de
varias generaciones, el fendmeno de recombinacion provocard que alelos en loci
marcadores que estan lejos de la mutacion se intercambien. Como resultado el
background genético asociado a una mutacion sera cada vez mas pequeio. En general
cuanto mas cerca esta el marcador de la nueva variante, mas fuerte sera el LD. Cuando
el marcador y la nueva variante estdn muy juntos, la recombinacion habra ocurrido a
una tasa tan baja que el alelo marcador y la nueva variante cosegregaran, incluso entre
familias*”'. El concepto de LD es fundamental en los estudios de asociacion genética, ya
que implica que no tenemos que llegar a genotipar la variante causal para detectar
asociacion, simplemente tenemos que genotipar muy cerca de la verdadera variante.
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Figura 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Por lo tanto es de especial interés determinar si un grupo de alelos estan en LD.
Mediante la caracterizacion de regiones con alto LD (LD en una region con multiples
SNPs puede determinarse simplemente como la media de todas las medidas de LD dos a
dos), el genoma puede dividirse en bloques de desequilibrio de ligamiento (bloques
haplotipicos). El desequilibrio de ligamiento es por lo tanto una medida de la asociacion
entre dos loci que captura como de aleatoriamente se distribuyen los alelos.

En los estudios de desequilibrio de ligamiento se genotipifican unos cientos o
miles de marcadores espaciados en millones de bases, en familias con varios parientes
afectados®™ **°. Los marcadores que se segregan en los familiares que presentan la
enfermedad, mas frecuentemente de lo esperado, son utilizados para localizar el gen
causante. Esta técnica ha sido Util para encontrar alelos relacionados en todo el genoma,
particularmente en los desordenes monogénicos o de transmision mendeliana. Sin
embargo, estos analisis de desequilibrio de ligamiento han sido menos afortunados en
encontrar genes asociados a enfermedades poligénicas y rasgos complejos.
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ANEXO 3. Base de datos del estudio

1= Caso; 2= Edad; 3= Primigesta; 4= Otra gestacion; 5= Aborto; 6= Edad gestacional; 7=Infecciones; 8= S. agalactiae; 9= Grupo sanguineo materno; 10= Proteinuria; 11= Tabaco;

12= Menarquia; 13= Transfusiones; Sindrome HELLP; 15=ACO; 16= Preeclampsia Leve; 17= Moderada; 18=Grave; 19=Eclampsia; 20= Producto; 21= Sexo; 22= Peso del recien nacido;
23= APGAR 17; 24= APGAR 57; 25=Grupo sanguineo del Feto; 26= Puerperio; 27=Alergias; 28= Antecedentes Qx; 29= Tipo de parto; 30=pH arteria umbilical; 31= Otras patologias;

32= Genotipo MMP 9; 33= Genotipo COMT; 34 =Genotipo HLA G; 35= Genotipo MTHFR.

1]2 6 8 10 |11 )12 13 [14 |15 |16 |17 18 [19 20 21 | 22 23 |24 | 25|26 27 28129 |30 31 32 |33 |34 |35
1129 1 1 11391 2 1 3 12 1) 1] 2] 1 1 1] 1| 2690 1 2| 2 2 1] 3] 3| 1
1] 27 2 11404 2 5 2 12] 1] 1 1 1 1] 1| 32200 9| 9 1 1] 3] 3| 2
1]39 1 1 1]36.0 2 4 1 12 1 1] 1 1 2| 1| 2670 5| 8 1 111 2 2| 3] 3| 2
1]28 2 1 1]33.0 3 2 1) 1 11 1 1 1] 1| 2800 9| 9 1 1] 2 3| 7,26 1] 3] 3| 3
1|31 1 1 2375 3 2 14 1 1 1 1] 1| 2970 9| 9 1 111 2 1] 1] 2| 3
1|37 1 1 21302 1 1 1 1 1] 1| 2680 7| 9 2 111 2| 7,23 1] 3] 3| 1
1] 27 1 1 2350 1 5 21 1 13| 1 11 1 1 1] 1| 350]| 9| 9 1 111 2 1] 1] 3| 2
1129 2 1 1]38.0 2 3 2| 1 12 1 2 1 1] 2| 2940 9| 9 2 11 1| 7,36 1] 1] 3| 3
1]35 2 1 1]35.0 1 3 3| 3 15| 1 2 1 2| 2| 2140 9] 9 3 112 1 1| 3] 2| 2
1|34 1 1 21303 1 3 3| 1 13| 1 1] 1 1 2] 1 2 111 2 1] 1] 3( 1
1|34 1 2 21395 1 1 1 1 12 1 1 1 1] 1| 3510 9| 9|1 2 1 1] 731 2| 3] 3| 2
1|35 2 1 1]30.0 1 1 1 13| 1 2| 1 1 11 1 8| 8 2 111 2 1| 3] 2| 2
1] 30 2 1 1]40.2 1 3 1 1) 1 1 1 1] 2| 2915| 9| 9 2 1 2| 7,09 1] 1] 3| 1
1124 2 1 1]38.0 1 4 1 1 11 1 1 1| 2| 3070 9| 9|3 1 1 3 7,3 11 3] 2| 3
1] 36 1 1 2370 1 1 1 1 12 1 1 1 1| 2| 3580 9| 9 3 1 2 1] 3] 1| 1
1128 2 1 1]39.0 1 1 3 3 1 2] 1 1 1] 1| 3000 9| 9 2 211 2| 7,35 1] 1] 2| 1
1|35 2 1 1]38.0 1 1 7 1 13| 1 1] 1 1 1| 2| 2975| 9| 9 3 1] 2 2 7,3 1] 1] 3| 1
1|34 2 1 1376 1 1 1 15| 1 11 1 1 1] 1| 2575| 9| 9 1 1 2 1] 1] 3| 1
1] 26 2 1 1]39.0 2 3 1 14 1 11 1 1 1] 1| 3820 9| 9 2 1 3| 7,27 1] 3] 1] 1
1] 36 1 2 1320 3 1 1 1 1] 1| 2155| 9| 9 1 1 2| 731 1] 2] 2| 1
1]33 1 1 11340 1 1 12 1 1 1 1] 2| 2410 9| 9 2 112 3| 7,30 1] 1] 3| 1
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1|27 2 1 11361 1 1 1 2| 1 14 1) 1] 2] 1 1 1] 1| 3485 9| 9 1 1] 2 2 1] 1| 3| 3] 3
1] 33 2 1 1[384 2 1 4 21 2 13 1] 2] 1 3 1 1] 2] 2980 9| 9| 2 3 111 1 3] 3] 1] 2
1] 30 2 1 1[325 1 1 3 3] 1 101 1] 1 1 1] 2| 3840 9| 9 1 11 1 1 1| 3| 2] 3
1]35 2 1 1370 1 1 5 2| 1 13| 1] 1] 2 2 1 1] 2| 2970 9| 9 1 111 2 1] 1) 1| 2] 3
1] 23 1 1 2372 1 1 6 1] 1 111 1 1 1] 2] 3020 9| 9| 5 1 111 3 1] 1| 2] 1] 1
1] 25 1 1 1]33.0 1 1 3 3| 1 12] 1| 1 3 1 1] 1| 1770 9| 9 2 111 3 1] 3] 2| 1] 3
1| 26 1 1 2372 1 1 1 2| 1 1] 1] 2] 1 1 1| 2| 2970 9| 9 1 1] 1 3| 7,24 1] 3] 1| 3] 1
1 1 1 2 2 1 5 3 1 1 1 1 2 g 9 1 1 2 1] 1) 3 3] 3

1= Control; 2= Edad; 3= Primigesta; 4= Aborto; 5= Infecciones; 6= S. agalctiae; 7= Grupo sanguineo materno; 8= Tabaco; 9= Menarquia; 10= Transfusiones; 11= ACO; 12= Producto; 13= Sexo; 14= Peso del Recien
nacido; 15= APGAR 17; 16= APGAR 5°; 17= Grupo sanguineo fetal; 18= Puerperio; 19= Alergias; 20= Antecentes QX; 21= Tipo de parto; 22= pH arteria umbilical; 23= otras patologias; 24= Demograficos;
25= Genotipo MMP 9; 26 = Genotipo COMT; 27= Genotipo HLA G; 28= Genotipo MTHFR

1(2 |3]4 |5 6 7 8 |9 10 11 |12 13 14 15 16 17 18 19 20 |21 22 23 24 25 26 27 |28

2133]2]|1 1 1 1 14 2 1 1 2 2 1 3 3 3
21 31]1]1 1 1 5| 2 12 1 2 1 1 3800 9 9 1 1 1 1 1 1 3 2 1
21 3]2[1 2 1 3|1 13 1 2 1 1 3530 8 9 1 1 2 1] 7,26 1 1 1 3 3 1
21 3412]1 1 1 3| 2 12 1 1 1 2 3160 7 9 2 2 1 1] 7,23 1 1 3 1 2
2136|1] 2 1 1 1] 2 14 1 1 1 2 3500 9 9 1 1 2 1] 7,36 2 1 1 3 3 3
21321 1 1 3| 2 12 2 2 1 1 2990 4 6 2 1 1 1] 7,27 1 2 1 3 3 1
213011 1 1 111 12 1 1 1 1 3000 9 9 1 1 2 1] 7,36 1 2 1 3 3 3
21 31]1]1 1 1 112 14 1 1 1 1 2520 9 9 2 1 2 1] 719 1 1 1 3 3 1
212712] 1 1 1 3|1 13 1 1 1 1 2270 9 9 1 1 1 2| 740 1 1 1 3 1 1
2/3]2[1 1 2 111 1 1 1 2 3160 9 10 2 1 1 1] 734 1 2 1 3 3 3
213011 1 1 111 15 1 2 1 1 2610 9 9 1 2 1 1] 731 1 1 3 3 1 1
2/3]2]|1 1 1 2| 2 15 1 1 1 2 3420 9 9 3 3 1 2 1 1 1 1 1 3 3
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