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RESUMEN

Antecedentes: Investigaciones han determinado que hay varios parametros
bioquimicos relacionados con la preeclampsia que permitirian encontrar
antecedentes para la sospecha del inicio de la enfermedad. Pese a esto no se
rechaza la idea de que el genoma juega un papel importante en el desarrollo de la
patologia. Objetivo: Establecer la relacion entre los marcadores bioquimicos
involucrados en la prediccion de la preeclampsia severa con el polimorfismo
rs4680 del gen catecol-O-Metil transferasa en circulacion fetal. Metodologia: este
fue un estudio de casos y controles. Para el efecto se utilizaron muestras
sanguineas de cordon umbilical (arteria y vena) criopreservadas de mujeres
complicadas con PE severa (40 casos: arteria, n=20 y vena=20) y sus respectivos
40 controles (arteria, n=20 y vena, n=20). Se extrajo ADN y luego se amplifico el
polimorfismo rs4680. Ademas, se midieron los niveles de varios marcadores
bioguimicos vinculados a la preeclampsia en arteria y vena umbilical. EI anélisis
se realizo utilizando el paquete estadistico epiinfo™ 7. Resultados: se encontraron
niveles menores de factor de crecimiento placentario y mayores de proteina A
asociada al embarazo y beta gonadotropina coriénica humana libre (en vena y
arteria umbilical) en casos en comparacion con los controles. Hubo una tendencia
no significativa de niveles menores de factor de crecimiento placentario (pg/ml)
en vena umbilical y mayores de proteina A asociada al embarazo y gonadotropina
corionica humana libre segun las variantes génicas del polimorfismo rs4680.
Conclusion: los niveles de marcadores bioquimicos mostraron diferencias en
relacion con las variantes génicas del polimorfismo rs4680, aunque estas fueron
no significativas posiblemente debido al tamafio muestral. Se requiere de mas

investigacion en este particular.

PALABRAS CLAVE: marcadores bioquimicos, preeclampsia, homocisteina,
polimorfismo, rs4680.



ABSTRACT

Background: Investigations have determined that there are several biochemical
parameters related to preeclampsia (PE) that would allow raising antecedents for
the suspicion of the onset of the disease. Despite this, the idea that the genome
plays an important role on the rise or decrease of these biochemical indicators is
not rejected. Objective: To establish the relationship between the biochemical
markers involved in the prediction of severe preeclampsia with the rs4680
polymorphism of the catechol-O-methyl transferase (COMT) gene in the fetal
circulation. Methodology: this was a case-control study. For this purpose, blood
samples of cryopreserved umbilical cord (artery and vein) of women complicated
with severe PE were used (40 cases: artery, n = 20 and vein = 20) and their
respective 40 controls (artery, n = 20 and vein, n = 20). DNA was extracted and
then the rs4680 polymorphism was amplified. In addition, the levels of several
biochemical markers linked to PE in the umbilical artery and vein were measured.
The analysis was carried out using the epiinfo ™ 7 statistical package. Results:
Lower levels of Placental Growth Factor and higher levels of protein A associated
with pregnancy and free B-human chorionic gonadotropin (in vein and umbilical
artery) were found in cases compared to controls. There was a non-significant
trend in the umbilical vein of lower levels of Placental Growth Factor (pg / mL)
and higher protein A associated with pregnancy and free B-human chorionic
gonadotropin levels according to the genetic variants of the rs4680 polymorphism.
Conclusion: The levels of biochemical markers showed differences in relation to
the gene variants of the rs4680 polymorphism, although these were not
significant, possibly due to the sample size. More research is required in this

regard.

KEYWORDS: biochemical markers, preeclampsia, homocysteine,

polymorphism, rs4680.



INTRODUCCION

Durante el embarazo se presentan ciertas complicaciones que ponen en peligro
la vida del feto y de la madre, como por ejemplo el aborto espontaneo, diabetes
gestacional, poco liquido amniotico (oligohidramnios), enfermedades cardiacas,
hipertension arterial y problemas renales; entre estas enfermedades también se

manifiesta la preeclampsia (PE).

La PE se define como la presencia de hipertension arterial elevada, con dos
lecturas > 140/90 (presion arterial sistdlica > 140 mmHg o diastdlica > 90
mmHg), y proteinuria superior a 0,3 g/dia después de la vigésima semana de
embarazo en pacientes anteriormente normotensas; afecta de 3-5 % de todas las
gestantes, con una incidencia de 3-7 % en nuliparas y 1-3 % multiparas, por lo
que es una de las complicaciones mas frecuentes durante el embarazo (Jimenez &

Martinez, 2013).

Entre los factores de riesgo asociados a su aparicion se encuentran las mujeres
cuyas madres tuvieron preeclampsia, y las primigestas (con el 85% de los casos),
sin embargo esta incidencia disminuye considerablemente en los posteriores
embarazos (Willians & Morgan, 2012).

La PE es un trastorno genético complejo, que se produce como resultado de
polimorfismos en diferentes loci, que tienen individualmente efectos pequefios
que contribuyen colectivamente a la susceptibilidad de un individuo a la
enfermedad, aunque diferentes variantes pueden resultar ser asociados con los

subconjuntos de la enfermedad (Willians, et al., 2012).



El gen catechol-O-methyltransferase (COMT) esta localizado en el locus
22q11.2, que codifica una enzima clave en la degradacion de catecolaminas
involucrada en la homeostasis metabdlica y vascular, incluyendo dopamina,
epinefrina, norepinefrina y estrogenos; consiste en dos promotores y seis exones
(Jiménez, Martinez, & Vargas, 2013). El polimorfismo rs4680 es causado por el
cambio de G por A; Este polimorfismo da como resultado una sustitucion del
aminoéacido valina por metionina en el codon 108 y 158 en las isoformas solubles
y unidas a la membrana de COMT, respectivamente (Roten, Johnson, & Moses,
2011).

Los marcadores bioquimicos de preeclampsia poseen un amplio rango de valor
predictivo entre el 10 o 80 %, las combinaciones entre ellas ha mejorado
notablemente la deteccidn, en especial de preeclampsia temprana sin embargo la
OMS no ha definido el mejor marcador ni las estrategias de screening que
permitan identificar mujeres con alto riesgo de desarrollo de preeclampsia
(Norofia, 2014).

Reyna, (2010) “Muchos estudios han considerado mas de 200 posibles
marcadores con poco éxito. A pesar de que se han realizado esfuerzos para
detectar las manifestaciones tempranas de la enfermedad, de los cambios
fisiopatoldgicos tempranos y sus marcadores bioquimicos”. Entre los diferentes
marcadores que han sido propuestos como predictores de la preeclampsia se
encuentran: factor de crecimiento placentario, proteina A asociada al embarazo,

homocisteina,.



CAPITULO I. EL PROBLEMA

1. 1 Planteamiento del problema.

Segln datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) diariamente
mueren 830 mujeres aproximadamente por causas relacionadas al embarazo vy el
parto. Un 99 % de la mortalidad materna corresponde a los paises en vias de
desarrollo. Las mujeres de escasos recursos economicos son las mas vulnerables a
este gran problema de mortalidad materna. En comparacion con otras mujeres, las
jévenes adolescentes corren mayor riesgo de complicaciones y muerte a

consecuencia del embarazo (OMS, 2015).

Una de las complicaciones mas graves en el embarazo es la preeclampsia (PE)
que es considerada como una enfermedad multisistémica y multifactorial que se
presenta en la etapa del embarazo y que esta relacionada con el sindrome de
hipertensién arterial, ademas de ser una de las causas principales de muerte
materna y fetal. Investigaciones expresan que factores genéticos, sistémicos y
ambientales juegan un papel importante en el desarrollo de esta condicion (Wang,
Wu & Qiu, 2013).

Varias investigaciones han propuesto ciertos parametros bioquimicos que estan
involucrados con la PE y que permitirian establecer precedentes para la sospecha

del comienzo de la enfermedad.

1.1.1 Problema.

¢Existe una relacion entre los marcadores bioquimicos y el polimorfismo
rs4680 del gen catecol -O- metil transferasa (COMT) en la prediccién de la

preeclampsia severa?



1.2 HipOtesis

La relacion entre los marcadores bioquimicos y el polimorfismo rs4680 del gen
catecol-O-Metil transferasa son significativamente predictores en el desarrollo de

la preeclampsia severa.

1.3 Objetivo general

Establecer la relacion entre los marcadores bioguimicos involucrados en la
prediccion de la preeclampsia severa y el polimorfismo rs4680 del gen catecol-O-

Metil transferasa (COMT) en circulacion fetal.

1.4 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia del polimorfismo rs4680 del gen catecol-O-Metil

transferasa como predictor de la preeclampsia severa.

2. Analizar la concentracion de los marcadores bioquimicos en muestras de

vena y arteria de mujeres preeclampticas y pacientes sanas.

3. Relacionar las concentraciones de los marcadores bioquimicos y el
polimorfismo rs4680 del gen COMT.



1.5 Justificacion

La preeclampsia es una condicion que ocurre solamente durante el embarazo.
Algunos sintomas pueden incluir la hipertension arterial y nivel elevado de
proteina en la orina que ocurre después de la semana 20 de gestacion; la
preeclampsia es a menudo preludiada por la hipertensién gestacional, mientras
que la alta presion arterial durante el embarazo no indica necesariamente la
presencia de esta enfermedad, en donde puede ser una sefial de otro problema

(American pregnancy, 2015).

Aproximadamente, 800 mujeres mueren al dia a nivel mundial debido al
embarazo o a complicaciones relacionadas con el parto. EI 99 % de estas muertes

ocurre en paises en vias de desarrollo (Conde, Belizan, & Lammers, 2014).

Con el presente estudio se pretende dar a conocer la relacion que mantienen los
niveles de concentracion de los marcadores bioquimicos y el factor genético (gen
COMT- rs4680) en el desarrollo de la patologia, a su vez de qué manera estan
vinculados y poder ser una herramienta de diagndstico preventivo para el

desarrollo de la preeclampsia.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En un estudio realizado en Noruega dio a conocer sus registros basicos de 438-
597 unidades madre-hijo y 286-945 unidades padre-hijo, entre 1967 y 2003 se
encontrd: 1) que las hijas de mujeres que habian tenido preeclampsia durante el
embarazo tenian un riesgo mayor de esta patologia; 2) que los hombres nacidos de
un embarazo complicado con preeclampsia tuvieron un moderado aumento de
riesgo de inducirlo en el embarazo; 3) que las hermanas de hombres o mujeres
afectados y que nacieron de embarazos no complicados por preeclampsia,
tuvieron también un incremento en el riesgo; y, 4) que los hombres y mujeres
nacidos de embarazos complicados con preeclampsia tuvieron mayor probabilidad
de inducir preeclampsia en sus propios embarazos (0 de sus parejas) (Sanchez,
2006).

Mostello, (2002) encontré6 que el antecedente de un embarazo con
preeclampsia conferia mayor riesgo de esta patologia en el segundo embarazo y
que este riesgo era inversamente proporcional a la edad gestacional del primer
embarazo: OR ajustado 15,0; (IC 95 % 6,3 a 35,4) si el primer embarazo alcanzo
solo 20 a 33 semanas, OR ajustado 10,2 (IC 95 % 6,2 a 17,0) si fue de 33 a 36
semanas y OR ajustado 7,9 (IC 95 % 6,3 a 10,0) si fue de 37 a 45 semanas
(Sanchez, 2006).

En otro estudio realizado en Finlandia, se encontr6 una recurrencia de
preeclampsia del 15 % en gestantes que la presentaron en su primer embarazo. Se
pudo evidenciar también que si no se desarrollaba preeclampsia recurrente, no
existian problemas con el peso fetal, distrés fetal o prematuridad; no obstante, la

tasa de cesareas fue mayor (Sanchez, 2006).



El gen COMT ha demostrado interactuar con metilenetetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), que modula la disponibilidad de S-adenosilmetionina
(SAM), un cofactor COMT. Las variaciones en MTHFR se han asociado con
preeclampsia. Al explicar la variacion alélica en ambos genes, se ha aclarado el
papel de la COMT. EIl alelo de la variacion estd vinculada a la actividad
enzimatica y cuatro Unico nucleétido polimorfismos (SNP) (rs6269, rs4633,
rs4680, y rs4818) forma haplotipos que caracterizan la actividad del gen. Se probé
la asociacion entre los haplotipos COMT y el polimorfismo MTHFR 677 C — Ty
el riesgo de preeclampsia en 1103 diadas materno-fetales. Un estudio realizado en
Chile demostré que el haplotipo materno ACCG COMT se asocié con menor
riesgo de preeclampsia (P = 0,004), y este riesgo aumentd linealmente desde
haplotipos de actividad baja a alta (P = 0,003). En muestras fetales, se hall6 que el
haplotipo ATCA COMT fetal y el alelo T menor MTHFR fetal interaccionan para
incrementar el riesgo de preeclampsia (p = 0,022). Se encontré un nimero mayor
de esperado de pacientes con preeclampsia con los alelos de riesgo fetal solo (P =
0,052) y los alelos de riesgo fetal en combinacion con un alelo de equilibrio
materno (P <0,001). Esta distribucion no aleatoria no se observo en los controles
(P =0,341 y P = 0,219, respectivamente). Estos hallazgos demuestran un papel
tanto materno y fetal COMT en preeclampsia y resaltar la importancia de incluir

la variacion alélica en MTHFR (Romero, Gomez, Kusanovic, & Eaves, 2011).

En el estudio de casos y controles que incluyé a 187 pacientes con
preeclampsia (casos) y 189 sujetos normales (controles), el genotipo AA vy las
variantes de frecuencias alélicas Met de Vall58Met en el COMT fueron
significativamente mayores en pacientes con preeclampsia que aquellos en el
grupo de control (ambos p <0,05). El cociente de probabilidades para el riesgo de
preeclampsia era de 2.395 [95% intervalo de confianza (IC): 1.061-5.408] en
mujeres homocigotas para el alelo variante COMT (y 2 = 4.649, p = 0.031).
Ademas, mostrd que las mujeres obesas homocigotas para la variante del alelo
COMT (Met / Met) tenian niveles de presion arterial diastolica méas altos durante
el embarazo que las homocigotas de tipo salvaje (Val / Val) (p =0.034) (Liang,
Fan, Liu, & Zhang, 2012).



2.2 Preeclampsia

La preeclampsia es una enfermedad multisisttmica y multifactorial,
caracterizada por la aparicion de hipertension y proteinuria por encima de las 20
semanas de gestacion. Se estima que afecta entre un 2-7 % de los embarazos, y a
pesar de ser una de las principales causas de mortalidad y morbilidad materna y
neonatal, su etiologia y patogénesis aun no se conocen con exactitud (Azpitarte,
2013).

2.2.1 Etiologia

Segun Dulay, (2012) la etiologia es desconocida; sin embargo, los factores de

riesgo son:

e Nuliparidad

e Hipertensidn cronica preexistente

e Trastornos vasculares (p. €j., trastornos renales, vasculopatia diabética)
e Diabetes preexistente o gestacional

e Edad materna avanzada (> 35) o muy joven (p. ej., < 17)

e Antecedentes familiares de preeclampsia

e Preeclampsia o malos resultados en embarazos previos

e Embarazo multifetal

e Obesidad

e Trastornos tromboticos
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2.2.2 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la preeclampsia eventualmente compromete factores
maternos como factores feto/placentarios. Las alteraciones precoces que se
producen en el desarrollo de los vasos placentarios dan lugar a una hipoperfusion
relativa de ésta, seguida de hipoxia e isquemia, que produce liberacién de factores
antiangiogénicos hacia la circulacion materna, provocando una disfuncion
endotelial sistémica, que causa la hipertension y otras manifestaciones clinicas

propias de la enfermedad (Lagos, Arriagada, & Iglesias, 2013).

Otro de los posibles mecanismos que se ha propuesto en la fisiopatologia de la
preeclampsia son los factores inmunolégicos, la hipdtesis plantea que la
interaccion entre las células del trofoblasto y las natural killers (NK) controlarian
la implantacion placentaria. La alteracion ocurriria cuando las células del
trofoblasto  expresan una inusual combinacion de antigenos de
histocompatibilidad, clase I: HLA-C, HLA-E y HLA-G, mientras que las NK
expresan una variedad de receptores: CD94, KIR y ILT, encargados de reconocer
las moléculas de clase I, para infiltrarse en la decidua materna, estando en

estrecho contacto con las células trofoblasticas (Lagos, et al., 2013).

Aunque la mayoria de los casos de preeclampsia son esporadicos, se cree que
los factores genéticos juegan un rol importante en la susceptibilidad a esta
patologia. Por ejemplo, las primigestas con antecedentes familiares de
preeclampsia, ya sea madre 0 hermana, tienen entre dos a cinco veces mas riesgo
de presentar preeclampsia que las mujeres primigestas sin estos antecedentes
(Lagos, et al., 2013).
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2.3 Tipos de preeclampsia

2.3.1 Preeclampsia leve

Se le detecta preeclampsia leve a una embarazada cuando su presion arterial
esta entre los 140/ 90 mmHg y 159/ 109 mmHg (Elembarazo, 2017).

El tratamiento que se sigue para la preeclampsia leve no supone ningun tipo de
trastorno neurolégico, es de reposo en casa, llevando una dieta blanda, sin
consumir sal que afecta negativamente a la tension y tomando el medicamento
recetado previamente por el médico que no afecte a la salud del bebé
(Elembarazo, 2017).

2.3.2 Preeclampsia severa

La preeclampsia severa supone, a diferencia de la preeclampsia leve, sintomas
neuroldgicos, y se detecta cuando la presion arterial de la embarazada es mayor a
160/ 110 mmHg (Elembarazo, 2017).

En este caso, tras ser detectada, requiere de un ingreso en el hospital para tener
controlada a la embarazada y evitar las convulsiones, por lo que se le administra
medicacion para ello. A partir de este momento tendra un seguimiento mas
estricto de su embarazo y su estado de salud para evitar posibles problemas en la

gestacion (Elembarazo, 2017).
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2.4 Factores de riesgo

Los factores de riesgo de PE han sido clasificados o divididos de diferente
manera por varios autores. Unos los dividen en genéticos y medioambientales,
mientras que otros en preconcepciones o cronicos y vinculados con el embarazo.
En otros estudios epidemioldgicos se ha encontrado que son clasificados en
modificables y no modificables, visién que pudiera ser mas operativa y préactica,
ya que acepta o da la opcién de cambiar algunos de ellos, en este caso, los que se
consideran modificables. También se acepta la division en placentarios y

maternos (Cruz, Pilar, Yanes, & Isla, 2007).

2.4.1 Factores de riesgos maternos preconcepcionales.

Edad Materna: Multiples conjeturas han tratado de explicar este riesgo
incrementado. Se ha planteado que las mujeres mayores de 35 afios padecen con
mayor frecuencia enfermedades crénicas vasculares, y esto facilita el surgimiento
de la PE. Por otra parte, se ha dicho que en el caso de las pacientes muy jovenes
se forman con mayor frecuencia placentas anormales, lo cual le da valor a la teoria

de la placentacion inadecuada como causa de la PE (Cruz, et al., 2007).

Raza negra: la PE aparece con mayor frecuencia en las mujeres de esta raza, lo
cual ha sido explicado por el hecho de que la hipertension arterial cronica es mas
frecuente y severa en estas personas. Ademas, la obesidad y la diabetes mellitus
tipo 2 también son mas prevalentes en la poblacion afronorteamericana de los
EE.UU (Crugz, et al., 2007).

Historia familiar de preeclampsia: en estudios familiares observacionales y
descriptivos se ha encontrado un incremento del riesgo de padecer PE en hijas y

hermanas de mujeres que sufrieron esta patologia durante su gestacion. Se plantea
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que las familiares de primer grado de consanguinidad de una mujer que ha
padecido PE, tienen de 4 a 5 veces mayor riesgo de presentar la misma cuando se
embarazan. lgualmente, las familiares de segundo grado tienen un riesgo de
padecerla de 2 a 3 veces mayor, comparado con aquellas mujeres en cuyas

familias no hay antecedentes de esta enfermedad (Cruz, et al., 2007).

Historia personal de preeclampsia: se ha observado que entre un 20 y 50 % de
las pacientes que padecieron PE durante un embarazo anterior, sufren una

recurrencia de la enfermedad en su siguiente gestacion (Cruz, et al., 2007).

Presencia de algunas enfermedades cronicas.

Hipertension arterial crdnica: es conocido que un alto indice de enfermedad
hipertensiva del embarazo se agrega a la hipertension arterial preexistente, y que
en la medida en que es mayor la tension arterial pregestacional, mayor es el riesgo
de padecer PE (Cruz, et al., 2007).

Obesidad: se asocia con frecuencia con la hipertension arterial, y provoca una
excesiva expansion del volumen sanguineo y un aumento exagerado del gasto
cardiaco, que son necesarios para cubrir las demandas metabolicas incrementadas,
que esta le impone al organismo, lo que contribuye a elevar la tension arterial
(Cruz, et al., 2007).

Diabetes mellitus: en la diabetes mellitus pregestacional puede existir
microangiopatia y generalmente hay un aumento del estrés oxidativo y del dafio
endotelial, todo lo cual puede afectar la perfusion uteroplacentaria y favorecer el
surgimiento de la PE, que es 10 veces mas frecuente en las pacientes que padecen
esta enfermedad (Cruz, et al., 2007).
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Resistencia de la insulina: se ha reunido evidencia para considerar la
resistencia a la insulina como un factor de riesgo de PE; sin embargo, el embarazo
por si mismo esta asociado con una reduccion y sensibilidad de la misma, por lo
que es dificil precisar a partir de qué grado la resistencia a la insulina comienza a

ser anormal durante la gestacion (Cruz, et al., 2007).

2.5 Epidemiologia.

La mortalidad materna es un indicador de la calidad en la asistencia y en el
cuidado de la salud de la gestante. Se considera muerte materna temprana todo
deceso ocurrido desde el inicio de la gestacion hasta los 42 dias del puerperio,
causada por complicaciones propias de la gestacion como es la preeclampsia,
conocida como causa directa, 0 por agravamiento de situaciones clinicas
precedentes o agregadas, conocidas como causa indirecta (Piedrahita & Agudelo,
2010).

A nivel mundial, la incidencia de preeclampsia oscila entre 2-10 % de los
embarazos, la cual es precursor de la eclampsia y varia en todo el mundo. La
OMS estima que la incidencia de preeclampsia es siete veces mayor en los paises
en desarrollo que en los desarrollados (2,8 % y 0,4 % de los nacidos vivos

respectivamente (Vargas, Acosta, & Moreno, 2012).

La tasa de preeclampsia varia entre un 5 % y un 10 % en los paises
desarrollados, pero esta cifra podria elevarse hasta alcanzar un 18 % en algunos
paises en vias de desarrollo. La preeclampsia persiste como una causa principal de

morbimortalidad materna y perinatal en todo el mundo (MSP, 2013).
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En algunos paises en vias de desarrollo, la preeclampsia representa entre un 40
% y un 80 % de las muertes maternas. Ademas, la mortalidad perinatal se
quintuplica en las mujeres con preeclampsia con frecuencia debido a la restriccién

del crecimiento intrauterino y a los partos prematuros (MSP, 2013).

Alrededor de la mitad de las mujeres con preeclampsia severa se presentan en
el centro de salud antes de las 34 semanas de gestacion, con un peso fetal
estimado de menos de 2000 g. Aproximadamente la mitad de las que se presentan
antes de las 34 semanas de gestacion requieren que se determine la finalizacion de
su embarazo por razones fetales o maternas dentro de las 24 horas del ingreso al
hospital. La mitad restante contard con un promedio de nueve dias mas antes de

que reciban indicacion de nacimiento (MSP, 2013).

La preeclampsia es frecuente con una prevalencia estimada en un 2,3 % de

todos los embarazos en los paises en vias de desarrollo (MSP, 2013).

2.6 Sintomas

En muchas ocasiones la primera manifestacion de la enfermedad es la
elevacion de las cifras tensionales que generalmente es asintomatica y es indagada

en el control prenatal (Camacho & Berzain, 2015).

Una vez confirmado el diagnostico de hipertension, se realizard un andlisis de
orina para descubrir si hay presencia de proteinas (Santos, 2011). La proteinuria
es considerada patoldgica cuando la concentracion de proteinas es mayor a 300
mg en orinas de 24 Hs. La magnitud de la proteinuria reviste especial importancia
para evaluar severidad y progresion de la preeclampsia (Avena, Joerin, Veronica,
Dozdor, & Bres, 2007).
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En muchos casos, la preeclamsia lleva asociadas alteraciones que pueden
afectar al feto, especialmente una insuficiencia de la placenta que ocasionara un
crecimiento intrauterino retardado (CIR), es decir, que el bebé crece por debajo de
lo que indica su edad gestacional. Si no se trata, la preeclampsia grave puede
dafar los rifiones, el higado y el cerebro de la mujer. En casos muy graves,
aparecen convulsiones y entonces se denomina eclampsia, enfermedad peligrosa
que puede desembocar en un coma. Afortunadamente, mediante la identificacion
de la preeclampsia y el seguimiento de los protocolos adecuados, muy rara vez se

Ilega a esa situacion (Santos, 2011).

2.7 Tratamiento

El tratamiento de la preeclampsia consiste en terminar el embarazo. Si el feto
estd a término, saludable y el cuello uterino es favorable, se indica inducir el
parto; pero, si hay sufrimiento fetal o restriccion del crecimiento intrauterino, no
gueda otra alternativa que la cesarea. Cuando el feto es inmaduro, la condicién del
feto y de la madre es la que sefialard el camino a seguir. Se terminara
inmediatamente el embarazo si la hipertension severa persiste luego de
tratamiento por 24 a 48 horas, si hay trombocitopenia, enzimas hepaticas
elevadas, disfuncion renal progresiva, signos premonitorios de eclampsia, ascitis
materna determinada por ecografia o evidencia de sufrimiento fetal (Pacheco,
2006).

Embarazos de > 37 semanas: No hay evidencia que la prolongacion del

embarazo genere beneficios perinatales; al contrario, el riesgo materno se
mantiene o empeora si no se interrumpe la gestacion, por lo tanto, la conducta
adecuada es iniciar la interrupcion del embarazo en pacientes con trastornos
hipertensivos y embarazos con edades gestacionales > 37 semanas. La via de
terminacion es la vaginal y se hace cesarea por indicacion obstétrica (Berzain

Rodriguez & Caamacho Terceros, 2015).
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Embarazos de 34-36 semanas con 6 dias: No hay investigaciones clinicas

aleatorizadas que prueben cual es la mejor conducta en pacientes con trastorno
hipertensivo grave a esta edad gestacional. La recomendacion de la OMS es un
poco cautelosa y controversial al sefialar que si hay estabilidad materna y se ha
controlado la hipertension se puede retrasar la interrupcion; es obvio que esta
conducta conlleva a evitar las serias complicaciones neonatales observadas en
nacimientos prematuros. Es necesaria la realizacion de investigaciones clinicas
aleatorizadas a estas edades gestacionales para determinar los beneficios y dafios
de la no interrupcion en pacientes con estabilidad materna y fetal (Berzain
Rodriguez, et al., 2015).

Embarazos con 24-34 semanas: En estos embarazos hay pocos estudios

clinicos aleatorizados. Toda paciente con trastorno hipertensivo grave y estas
edades gestacionales deben recibir el esquema de corticoides para maduracion
fetal con betametasona (12 mg Intramuscular al inicio y repetir en 24 horas) o
dexametasona (6 mg Intramuscular cada 6 horas, por 4 dosis) y programar la
interrupcion luego de las 24 horas después de la Gltima dosis (Berzain Rodriguez,
etal., 2015).

El manejo conservador consiste en prolongar el embarazo luego de la
administracion de los corticoides. Se puede dar en pacientes sin crisis
hipertensivas, sin sintomatologia, sin complicaciones, sin restriccion del
crecimiento fetal y consentimiento firmado. El objetivo es llegar a una edad

gestacional que mejore la sobrevida neonatal (Berzain Rodriguez, et al., 2015).

Embarazo < 24 semanas: Independientemente del manejo dado, conservador o

interrupcion, la mortalidad perinatal sigue siendo alta segin la revision mas
reciente del tema. Por lo anterior se recomienda la interrupcion del embarazo con
trastorno hipertensivo grave en edades gestacionales menores de 24 semanas
(Berzain Rodriguez, et al., 2015).
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2.8 Prevencién

Segln Huertas, (2006) existen diferentes niveles y estrategias de prevencion;

asi, tenemos la prevencion primaria, que consiste en la prevencién de la aparicion

de la preeclampsia. La prevencion secundaria incluye las medidas destinadas a la

detencidn, reversion o disminucion de su progresion. Y, finalmente, la prevencion

terciaria consiste en la prevencion de las complicaciones, una vez establecida la

preeclampsia.

Cuadro 1. Estrategias de prevencion de preeclampsia.

Suplementos

nutricionales

Acidos Omega 3

Nutricion y dieta

(ingesta de sal)

Vitamina D

Farmacoldgico.
Oxido nitrico

Se ha propuesto varias hipotesis que vinculan la
preeclampsia con deficiencias dietarias especificas, tanto
antes como durante el embarazo.

El uso de suplementos de aceite de pescado durante la
segunda mitad del embarazo es otra de las estrategias
propuestas para prevenir la génesis de la preeclampsia.
Actualmente, en la mayor parte del mundo, no se
recomienda a las mujeres alterar su consumo de sal durante
el embarazo.

Algunos estudios observacionales han reportado una
asociacion entre la deficiencia de vitamina D y un mayor
riesgo de preeclampsia, pero un estudio prospectivo de

cohortes de preeclampsia no encontré asociacion.

Las mujeres con preeclampsia pueden ser deficientes de
oOxido nitrico, que media la vasodilatacion arterial e inhibe la
agregacion plaquetaria. Sin embargo, no hay pruebas que
determinen que la administracion de 6xido nitrico prevenga

la preeclampsia.
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2.9 Genoma

El genoma es un depdsito de informacion bioldgica, pero por si mismo es
incapaz de liberar esa informacion a la célula. La utilizacion de la informacion
bioldgica contenida en el genoma requiere la actividad coordinada de enzimas y
otras proteinas, que participan en una compleja serie de reacciones bioguimicas

conocida como expresion del genoma (Brown, 2007).

2.10 Gen

Es la unidad funcional de herencia. Tradicionalmente se ha considerado que un
gen es un segmento de ADN que contiene la informacién necesaria para la
produccion de una proteina que llevara a cabo una funcion especifica en la céelula.
Hay muchos elementos del genoma que tienen una funcion concreta y no
codifican para una proteina, como por ejemplo aquellos que dan lugar a ARNSs
funcionales. Si se utiliza una denominacion mas amplia de “gen” como elemento
funcional, podemos considerar que estos elementos también son genes. Muchos

genes estan compuestos por intrones y exones (Lewowicz, 2017).

2.11 Mutacién

Se define la mutacion como una alteracion en la secuencia del ADN de un
individuo que se transmite por herencia a sus descendientes. La forma inalterada
del ADN llamada tipo salvaje o silvestre, se convierte asi en otra forma, portadora
de la mutacién o tipo mutante. Las mutaciones se producen por errores en la
replicacion, por la alteracion espontanea de nucleétidos o debido a la accion de
agentes fisicos o quimicos, pero nunca como consecuencia de la recombinacién

meidtica entre cromosomas homologos (Luque & Herraez, 2006; Herrdez, 2012).
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Las mutaciones tienen lugar en todo el genoma, incluyendo las secuencias
codificantes o no codificantes, del genoma nuclear o mitocondrial, en células
germinales o somaticas. Por tanto, la mutacion es, junto con la recombinacién
meiotica, la principal fuente de variabilidad genética en todo tipo de organismos
(Lugue & Herréez, 2006; Herraez, 2012).

Aunque muchas mutaciones se generan al azar y existe la misma
susceptibilidad de mutacién en todas las regiones del genoma, las que ocurren
sobre el ADN codificante (3 % del total) tienen peores consecuencias. Dentro de
esta mutacion génica se debe distinguir entre la de la region del gen directamente
responsable de la informacion (region estructural), que altera el ARN o la proteina
sintetizada, y la que ocurre en las secuencias no codificantes del gen implicadas
en el control de la expresion (region reguladora), que no altera la proteina sino su
la sintesis (aumento o descenso en concentracion) (Luque & Herraez, 2006;
Herréez, 2012).

2.11.1 Clasificacion de las mutaciones

Existen diversos conceptos para clasificar las mutaciones y se evaltan bajo tres
criterios: tipo de célula, magnitud de la mutacion, y mecanismos causantes de la
mutacion (Luque & Herréez, 2006; Herraez, 2012).
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MUTACIONES

Tipo de celula Magnitud Mecanismos
: : Grandes mutaciones Mutaciones mutaciones Mutaciones
Germinal SONTELEY mutaciones "medianas" pequefias o endogenas. exogenas.
0 anomalias en puntuales.
cromosomic secuencias
as. repetidas.

Figura 1 Clasificacién de mutacion.

Fuente: (Luque & Herréaez, 2006)

2.11.2 Tipo de célula que sufre mutacion

Mutacion en células de la linea germinal

Se origina en alguna de las divisiones mitoticas o meidticas de la
gametogeénesis, a partir de células progenitoras diploides de las gonadas. La
mutacion puede no influir en el fenotipo de la célula o individuo que la sufre, ni
en la capacidad reproductora de este, pero, puesto que el genoma se transmite a la
descendencia, la mutacion se hereda, transmitiéndose a todas las células del
organismo hijo y generando en su caso, la alteracion o enfermedad hereditaria
(Luque & Herraez, 2006; Herréaez, 2012).

Las mutaciones en la linea germinal son habitualmente acontecimientos

esporadicos, minoritarios y relativamente infrecuentes en la poblacion humana.
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2.11.3 Magnitud de la mutacion.

Mutaciones a pequefia escala o puntuales.

El estudio de las mutaciones en funcion de su magnitud, longitud o grado de la
lesion permite clasificarlas en pequefia y gran escala. Las anomalias a gran escala
ocurren por duplicaciones, pérdidas o reagrupamientos que alteran una region de
millones de pares de bases y se reflejan en la estructura del cromosoma (Luque &
Herréez, 2006; Herraez, 2012).

Las mutaciones a pequefia escala, sencillas, puntuales, minimas o
micromodificaciones, implican normalmente a un solo nucleétido (y, como
consecuencia a su complementario en la otra hebra del DNA). Sin embargo,
también se incluyen aqui aquellas otras lesiones a pequefia 0 mediana escala que

afectan a varios pares de bases (Luque & Herraez, 2006; Herraez, 2012).

23



Cuadro 2. Clases y tipos de mutaciones, y su grado de incidencia.

Clases y tipos de mutaciones puntuales y medianas, y su grado de incidencia

Clase

Sustitucion

Insercién

Eliminacion o

delecion

Tipo

Transiciones y

transversiones

Sustituciones
sinbnimas y no

sindbnimas

Sustitucion  de
maltiples bases
De uno o unos
pocos
nucleétidos
Expansiones
repetidas de
tripletes

Otras
inserciones
grandes.

De uno o unos
pocos
nucleotidos
Grandes

deleciones

Incidencia
Tipo de mutacién comparativamente comun
en ADN codificante y no codificante.
las

Mas comunes las transiciones que

transversiones, sobre todo en ADN
mitocondrial.

Las sindnimas son mucho méas comunes que
las no sindénimas en ADN codificante; las
conservadoras son mas comunes que las no
conservadoras.

Infrecuente, excepto en ciertos loci repetidos
en tandem o repeticiones agrupadas.

Muy comin en ADN no codificante pero

infrecuente en ADN codificante

Infrecuente, pero puede contribuir a varios
trastornos, especialmente neuroldogicos.
Infrecuente; produce ocasionalmente
duplicaciones en tandem e insercion de
elementos transponibles.

Muy comun en ADN no codificante pero

infrecuente en ADN codificante
Infrecuente; ocurre a menudo en regiones

gue contienen repeticiones en tandem o

entre repeticiones dispersas.
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2.11.4 Cambios en la secuencia del ADN

La descripcion de los distintos tipos de mutaciones se hara atendiendo a su
causa a nivel molecular en el ADN: mutaciones por sustitucion, por insercion, y

por delecion (Lugque & Herrdez, 2006; Herraez, 2012).

\ == ', ABCDEFGXIJKLMNOPQR |
|\ SUSTITUCION

\ P o ABCORRGLIKIMIOMR
\ DELECION

\\
g
ABCDEFGHXI JKLMNOPQR
’NSEHC[ON" ABCOEFGHXIJKLMNORQ

Figura 2 Cambios en la secuencia de ADN

Fuente: (Luque & Herréez, 2006)

2.11.4.1 Sustitucion.

La mutacion consiste en la aparicion de un nucleétido (coloquialmente, una
base) en una posicién de la secuencia ocupada originalmente por otro; dicho de
otro modo, un cambio de una sola base (o nucleétido) (Luque & Herréez, 2006;
Herréez, 2012).

Segun la naturaleza purinica o pirimidica de las dos bases implicadas, se
distinguen entre transicion y transvercion (Lugue & Herrdez, 2006; Herréaez,
2012).

25



2.11.4.1.1Transiciones

Son sustituciones de una pirimidina por otra (C--T; T--C) o de una purina por

otra (A--G o0 G--A). Existen, 4 posibilidades, una para cada base original:

ransicion  par i<l par hinal

Figura 3 Sustitucion de transicion.

Fuente: (Luque & Herréaez, 2006)

2.11.4.1.2 Transversiones

Son sustituciones de una purina por una pirimidina (A 0 G; T o C) o viceversa

(T o C; Ao G). Existen 8 posibilidades, dos por cada base original:

A A
I C G
{(»'( A
(i ( CG
A \1
A L
CG LN |

Figura 4 Sustitucién de transvercion.

Fuente: (Luque & Herréaez, 2006)

26



2.11.5 Mutaciones silenciosas

Se las llama también sindnimas, neutrales, asintomaticas o con sentido, y son
muy numerosas. Se caracterizan porque, a pesar de haber cambio en la secuencia
del DNA, no se altera la secuencia de su producto proteico. Esto es posible debido
a la degeneracion del cédigo genético. Normalmente, la mutacion es silenciosa
porque afecta a la 3 base de un codon de tal forma que el nuevo triplete es
sindnimo del original, es decir, codifica el mismo aminoéacido (Luque & Herréez,
2006; Herraez, 2012).

2.11.6 Mutaciones no silenciosas

La alteracion en la secuencia de nucle6tidos afecta a la secuencia proteica, pues
codifica uno o varios aminoacidos diferentes de la secuencia original.
Dependiendo del efecto que tenga la alteracion de la secuencia proteica sobre su
funcién, se puede distinguir entre mutaciones con efecto beneficioso o positivo
(Lugue & Herréez, 2006; Herraez, 2012).

a) Mutaciones que alteran el sentido.

Contrariamente a las mutaciones silenciosas, donde la sustitucion de una base
origina un nuevo triplete que codifica el mismo aminoacido, es mas comun que
dicho cambio produzca un coddn nuevo que codifica un aminoécido diferente. Se
les llama por ello mutaciones no sindnimas, de sentido equivocado, falso o
alterado (Luque & Herréaez, 2006; Herraez, 2012).
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b) Mutaciones que cambian el marco de lectura.

El desplazamiento, desfase o cambio del marco de lectura consiste en que la
insercion o delecién de nucleétidos, aun sin afectar en gran medida a la secuencia
de bases, cambia la forma como se leen los tripletes, por lo que produce una
alteracion importante en la secuencia de la proteina (Luque & Herraez, 2006);
(Herréez, 2012).

¢) Mutaciones que no cambian el marco.

La insercion o delecion de 3 pb en el ADN (o multiplos de tres) aunque afiade
o elimina algin aminoéacido a la proteina, no cambia el marco de lectura, por lo
que el resto de la secuencia aminoacidica es normal. El efecto de estas mutaciones
es, por tanto, mucho menor y puede no afectar a la funcién de la proteina (Luque
& Herréez, 2006; Herraez, 2012).

d) Mutaciones con terminacién prematura de la proteina.

Algunas mutaciones no afectan a la secuencia de aminoacidos codificados, sino
que la sustitucion, la insercién o la delecion de uno o varios nucleotidos tiene
como efecto la aparicion de un codon de terminacion o de paro. Como
consecuencia se provoca el cese prematuro de la traduccion del ARNm y se
obtiene una proteina acortada (en su regién C-terminal) (Luque & Herraez, 2006;
Herraez, 2012).
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e) Mutaciones con terminacion retrasada.

De la misma forma que una mutacion puntual puede provocar la aparicion de
un coddn de terminacion, también puede eliminar uno existente, sustituyéndolo
por otro que codifica un aminodcido. En ese caso la traduccion del ARNmM
contina més alla del extremo 3 codificante original, hasta que se alcance un
nuevo codon de terminacion. Por tanto, se sintetiza una proteina de mayor
longitud, cuya secuencia de aminoacidos en la region C-terminal no tiene
significado funcional. Las consecuencias fenotipicas son, en general, similares a

las de la terminacion prematura (Lugque & Herrédez, 2006; Herraez, 2012).

2.11.7 Causas y mecanismos basicos de las mutaciones

El DNA estd sometido a dafios, lesiones y modificaciones de diversos tipos,
provocados por distintas causas. Estas pueden ser fortuitas o enddgenas y

provocadas, inducidas o exdgenas (Luque & Herraez, 2006; Herraez, 2012).

2.11.7.1 Mutaciones enddgenas.

Son mutaciones que se generan por situaciones o agentes propios del ambiente
intracelular, bajo condiciones normales. Estos son la fuente mayoritaria de
mutaciones. Pueden originarse por errores en la replicacion, o bien por reacciones
que ocurren de forma espontanea como consecuencia de la inestabilidad quimica
de la molécula de ADN o de la accion de subproductos del metabolismo celular
(Lugue & Herréez, 2006; Herraez, 2012).
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2.11.7.2 Otras mutaciones espontaneas.

Las bases en el ADN pueden experimentar espontaneamente reacciones que
transforman su identidad, de modo que si no son corregidas por los sistemas de
reparacion se convierten en una mutacion (Luque & Herrédez, 2006; Herréez,
2012).

2.12 Polimorfismo

En términos cientificos, el polimorfismo se define como la existencia
simultdnea en una poblacion de genomas con distintos alelos para un locus
determinado. Los alelos son variaciones de la secuencia del ADN presente en una
posicion definida (locus) en un cromosoma (Checa Caratachea, 2007; Herréez,
2012).

Segun Alcoceba Sanchez, (2010) los polimorfismos pueden ir desde la
modificacion de una sola base hasta cambios en nimero o tamafio en la unidad de
repeticion. Podriamos denominarlos en funcion del tipo de cambio que se

produce:

Polimorfismos de secuencia. Se producen por el cambio de uno o mas

nucledtidos en una secuencia del ADN, sin modificacion de tamafio. Suelen ser

poco polimorficos y son tipicos del ADN codificante.

Polimorfismos de longitud. Se producen por la insercion o delecion de uno o

mas nucleotidos. Este tipo es el mas abundante en el ADN repetitivo, sobre todo

en el ADN mini- y microsatelite.
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Se puede hacer otra denominacion en base al nimero de alelos que presentan:

Polimorfismos bialélicos. Aquellos que se presentan uUnicamente con dos

variantes posibles. Ejemplo de ellos son los polimorfismos de nucledtido simple
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism), alelos nulos y polimorfismos de

insercion / delecion (Alcoceba Sanchez, 2010).

Polimorfismos multialélicos. Aquellos que presentan méas de dos variantes para

el mismo locus. Algunos ejemplos son el ADN repetitivo (minisatélites,

microsatélites) o el sistema HLA (Alcoceba Sanchez, 2010).

2.13 Catecol-o-metiltransferasa (COMT).

La COMT es una enzima clave en la degradacion de catecolaminas y
estrogenos. Se ha descubierto variantes de COMT de actividad alta y baja, debido
a modificaciones de base unica. Un polimorfismo con implicancias funcionales es

un cambio de base G por A (Pacheco Romero, Huerta, Cabrera, & Acosta, 2013).

Este polimorfismo resulta en la sustitucion del aminoacido valina por
metionina en los codones 108 y 158, en las isoformas de COMT soluble y ligada a
la membrana, respectivamente. El alelo Met(A) de este polimorfismo se asocia
con una disminucion de 3 a 4 veces de la actividad de la enzima COMT vy varias

condiciones clinicas (Pacheco Romero, et al., 2013).

La enzima es codificada por el gen COMT, en el cromosoma 22, tiene dos
alelos polimorficos (Val=Valina o H=High o G=Guanina, y Met=Metionina o

L=Low o A=Adenina) y da lugar a 3 genotipos: Val/Val (HH=actividad
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enzimatica alta), Val/Met (HL=actividad enzimatica media) y Met/Met
(LL=actividad enzimatica baja) (Huerta, et al., 2007).

2.13.1 COMT y preeclampsia.

Recientemente, uno de los genes cuya expresion mostro potencial como un gen
candidato para PE ha sido el gen de la catecol-O-metiltransferasa (COMT). El
COMT es una de las principales enzimas responsables de inactivacion de catecol-
estrdgenos, que juegan un papel importante en el manejo del embarazo y del
desarrollo fetal. EI polimorfismo consiste en una sustitucion nucleotidica de G por
A en la posicién 4680 del gen, lo que resulta en una substitucion aminoacidica de
Valina a Metionina en la posicion 158 de la proteina (Jin Hyae, et al., 2010;
Valderrama, Gallo, & Cifuentes, 2011).

Desde el afio 2008 se viene dando un gran revuelo en la gendmica de la
preeclampsia por los hallazgos con el gen de Catechol-O-methyltransferase
(COMT) (Valderrama, et al., 2011).

La concentracion de 2-ME durante el embarazo, en la circulacion materna,
aumenta paulatinamente hasta alcanzar un pico maximo entre las semanas 37 y 40
del embarazo. En preeclampsia severa, los niveles de 2-ME se suprimen. De
hecho, recientemente se describio que la ausencia completa del gen COMT en un
modelo murino, logra reproducir sintomas similares a la preeclampsia y a la
hipoxia placentaria, incluyendo: hipertension, proteinuria y pérdida fetal. Pero lo
gue es aun mas interesante, es que la administracion de 2-ME exdgeno mejora la

hipertension y la proteinuria (Valderrama, et al., 2011).
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La variabilidad en los niveles de 2-ME parece ser consecuencia de un
polimorfismo funcional en la secuencia codificante del gen COMT. La forma Met
158 tiene méas baja estabilidad y menor actividad enzimatica a temperatura
corporal. La frecuencia alélica de este polimorfismo es de 25-30 % en la
poblacion humana y hasta la fecha solo se ha establecido claramente su asociacion

con restriccién del crecimiento (Valderrama, et al., 2011).

2.13.2 Gen COMT Yy el polimorfismo rs4680.

El polimorfismo consiste en una sustitucion de Guanina por Adenina que se
traduce en una sustitucion de Valina a Metionina en la posicion 158 de MB-
COMT o en la 108 de S-COMT, razon por la cual es cominmente conocido como
COMT Vall58Met. ElI cambio de este aminoacido supone una diferencia
substancial en la funcion enzimatica debido a que Metionina es un aminoacido
hidrofilo, mientras que Valina es hidréfobo (Pelayo Teran, 2010; Jin Hyae, et al.,
2010; Valderrama, et al., 2011).

Esta variacion conduce a un cambio conformacional de la proteina COMT,
haciendo que las formas Metl58 sean menos termoestables. Esta menor
estabilidad implica que el enzima sea menos activo a temperaturas fisioldgicas y
de hecho, en muestras de tejido cerebral se ha demostrado que los sujetos con
formas Met158 homocigotos tienen una actividad de COMT un tercio menor que
aquellos sujetos homocigotos para la forma Vall58. Estos alelos son
codominantes (en sujetos heterocigotos, la mitad de las moléculas enzimaticas
seran Vall58 y la otra mitad Met158) de modo que los sujetos heterocigotos
presentan una actividad enzimética intermedia, lo cual explica la distribucion

trimodal de los niveles de actividad del enzima COMT (Pelayo Teran, 2010).
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2.13.3 Polimorfismos variantes del COMT

Las variantes polimorficas de COMT, en particular el polimorfismo Val158met
funcional bien estudiado, han atraido una atencién significativa como posibles
marcadores genéticos, dado el papel crucial que juega COMT en la modulacion de
la funcion dopaminérgica y el metabolismo de los catecolestrégenos (Nessinen,
2007).

La gran mayoria de estos polimorfismos estan fuera de la secuencia de
codificacion y son de funcion desconocida. Sin embargo, algunos polimorfismos y
haplotipos de nucleétido unico son de funcién conocida o se han relacionado con
la expresion de ARNm de COMT (Nessinen, 2007); (Jin Hyae, et al., 2010;
Valderrama, et al., 2011).

2.13.4 Otros polimorfismos del gen COMT

El polimorfismo Val158Met se considera como el mas importante en cuanto a
la variacion de la actividad del enzima, sin embargo, otros polimorfismos
conocidos del gen COMT han sido descritos como posibles reguladores de esta
actividad, aungue con una relevancia cuantitativamente menor. Algunos de estos
son rs737865 (localizado en el intron 1), rs165599 (en la region flanqueante 3°) y
rs2097603 (en la region promotora P2). Mientras que los dos primeros podrian
ejercer una funcion reguladora en la trascripcion a ARN mensajero, rs2097603 se

ha propuesto como otra posible variante funcional (Nessinen, 2007).
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2.14 Genética de la preeclampsia.

Un gran nimero de autores aceptan que el sindrome preeclampsia/eclampsia
tiene un estrecho componente familiar. Hijas de madres precldmpticas tienen una
alta probabilidad de desarrollar preeclampsia/ eclampsia, hasta un 30 % de hijas
de madres con preeclampsia presentan esta patologia durante sus embarazos
(Arenas & Mesa, 2008).

El tipo de herencia asociado a la aparicion de la preeclampsia ha sido motivo
de gran investigacion y debate. Dentro de las hipotesis establecidas esta la que
propone que la susceptibilidad podria ser heredada por un gen Gnico materno,
autosémico recesivo, 0 por un gen dominante con penetrancia incompleta (Arenas
& Mesa, 2008).

Se ha logrado establecer que la preeclampsia no esta influenciada por un
modelo genético materno exclusivo, pues se sabe hoy el impacto de los genes
fetales, encontrando que tanto madre como feto contribuyen igualmente al riesgo
de preeclampsia; en este sentido, la contribucion fetal estaria afectada por genes
paternos. En los hombres cuyas madres padecieron una preeclampsia durante su
gestacion, se tiene hasta un 100 % mas riesgo de que una mujer por ellos
embarazada desarrolle esta enfermedad durante la gestacion. Esta heterogeneidad
hace que la preeclampsia sea considerada actualmente como una enfermedad
genéticamente compleja que no sigue un patron de herencia mendeliano (Arenas
& Mesa, 2008).

Arenas et al., (2008) Afirma que varias investigaciones han informado de la
asociacion entre la preeclampsia y diferentes genes polimorficos, sin embargo, la
falta de reproducibilidad de la genética, y la falta de estudios de casos y controles,
ha llevado a la incertidumbre acerca de la naturaleza y el nimero de genes que

contribuyen al riesgo de la preeclampsia.
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Para el analisis genetico de este sindrome se utilizan dos tipos de metodologias.
La primera, por medio de estudios de ligamiento genético identificando regiones
cromosomicas en familias en las que se haya presentado la entidad a estudio. La
segunda, por medio de estudios de asociacion tratando de identificar genes

candidatos implicados en el desarrollo de la enfermedad (Arenas & Mesa, 2008).

Los estudios de asociacién genética han demostrado la asociacion de diferentes
genes con diferentes procesos fisiopatoldgicos; no obstante, cada uno de ellos esta
asociado con un tipo especial de poblacion y no se ha encontrado

consistentemente en diferentes poblaciones (Arenas & Mesa, 2008).

2.15 Marcadores bioquimicos asociados a preeclampsia.

A pesar de las décadas de investigacién no se ha logrado esclarecer qué
marcador o marcadores permiten seleccionar a aquellas gestantes con riesgo “a
priori” de desarrollar PE. De lograrlo, facilitaria la seleccidn para una supervision
mas cercana. Mas aun, la prediccion de PE en mujeres con patologias subyacentes
(diabetes, hipertensién cronica, etc.) seria de gran valor clinico. Por tanto, son
necesarios mas estudios en los que se investigue el papel de distintos marcadores,
ya que podrian ser Utiles y potenciales agentes terapéuticos de diagndstico para
una enfermedad que aun se basa exclusivamente sobre parametros clinicos

(Martinez, 2008).

Los marcadores bioquimicos que se han propuesto como posibles predictores
de PE, pueden clasificarse en funcion de su mecanismo fisiopatologico (Martinez,
2008).

36



Cuadro 3. Marcadores bioquimicos predictores de preeclampsia.

Relacionados con la disfuncién de la perfusion placentaria y resistencia vascular
Renina

Proteina ligadora de la agiotensina Il placentaria
Relacionados con la funcién endocrinoldgica.
Gonadotropina Coriénica humana

Proteina plasmética A asociada al embarazo (PAPP-A)
Alfa-fetoproteina

Proteina placentaria 13

Relacionados con la disfuncién renal

Microalbumina

Acido drico

Relacionados con la disfuncion endotelial y estrés oxidativo
Antitrombina 111

Apolipoproteina E

Citoquinas

Factor de crecimiento placentario (PIGF)

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

2.15.1 Marcadores bioquimicos predictores de preeclampsia

Los marcadores bioquimicos de preeclampsia poseen un amplio rango de valor
predictivo entre el 10 o 80 %, las combinaciones entre ellas ha mejorado
notablemente la deteccion, en especial de preeclampsia temprana, sin embargo la
Organizacion Mundial de la Salud no ha definido el mejor marcador ni las
estrategias de screening que permiten identificar mujeres con alto riesgo de

desarrollo de preeclampsia (Martinez, 2008).
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2.15.1.1 Factor de crecimiento placentario

Es un factor que pertenece a la familia del VEGF. De entre sus funciones se
destaca que promueve la viabilidad de las células endoteliales, produce un efecto
quimiotactico sobre los monaocitos e interviene en procesos de angiogénesis. Se
estudio por primera vez en tejido placentario y mas tarde en corazén y en pulmén
(Martinez, 2008).

La tendencia esperada de las concentraciones de PIGF en gestaciones normales
es un aumento ininterrumpido durante los dos primeros trimestres de embarazo,
con un pico maximo en 29-32 semanas de gestacion, disminuyendo

posteriormente (Martinez, 2008).

Diversos estudios apuntan a que el PIGF es un prometedor marcador predictor
de PE en el primer trimestre de gestacion para incluirlo en un futuro test de
cribado. Sus concentraciones en gestantes con PE son estadisticamente menores

respecto a gestantes que no desarrollan dicha patologia (Martinez, 2008).

Otros estudios evaltan el papel del PIGF como predictor de PE en el segundo
trimestre de gestacion y concluyen que las gestantes con PE al igual que en el
primer trimestre de gestacidn presentan concentraciones estadisticamente menores
(Martinez, 2008).

2.15.1.2 Proteina A asociada al embarazo (PAPP-A)

La PAPP-A, es generalmente utilizada en el screening para el sindrome de
Down y en la prediccion de restriccion de crecimiento intrauterino, sin embargo

se ha estudiado su utilidad como biomarcador temprano para prediccion de

38



preeclampsia asociado a estudio por ultrasonido Doppler, pues el valor predictivo
por si mismo de la PAPP-A es de apenas 8 a 21%, mientras que en protocolo

combinado su valor alcanza el 70% en el primer trimestre (Martinez, 2008).

Los niveles elevados de PAPP-A en estados de preeclampsia o HELLP no

predice la severidad de estas complicaciones (Martinez, 2008).

2.15.1.3 Homocisteina

La homocisteina es un aminodcido azufrado que interviene en el metabolismo
de la metionina y la cisteina, presente en bajas concentraciones en la sangre y en
las células humanas. El aumento en sus niveles se ha relacionado con el desarrollo
de arterioesclerosis grave y se ha considerado un factor de riesgo independiente de
enfermedad cardiovascular, incluyendo la trombosis venosa y el dafio
neurotdxico; por tanto esta alteracion podria ser un factor de riesgo para el

desarrollo de preeclampsia (Pertegal, 2015).

2.16 Técnicas moleculares

2.16.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios
ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente (lbarra,
Velasquillo, & Tamay, 2013).
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Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. En la
reaccién, si usamos como sustrato ADN gendmico, entonces tipicamente
hablamos de una PCR, pero si usamos ADN complementario (ADNCc) proveniente
del ARNm (&cido ribonucleico mensajero) se le conoce como RT-PCR (Reverse

Transcription-PCR, por sus siglas en inglés) (Ibarra, et al., 2013; Herraez, 2012).

2.16.2 PCR tiempo real (Q-PCR): fundamento.

Los primeros que sentaron las bases para desarrollar la PCR en tiempo real
fueron Higuchi y colaboradores, en 1992, al videograbar en tiempo real la
incorporacion de bromuro de etidio al ADN durante cada ciclo de la PCR
realizada bajo luz UV. Desde entonces, el objetivo de la PCR en tiempo real ha
sido detectar y cuantificar las secuencias especificas de acidos nucleicos mediante
el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion. (Ibarra, Velasquillo, & Tamay,
2013; Herraez, 2012).

Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y
cuantificar los &cidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de
templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia.
Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar cambios muy pequefios en
la expresion génica mediante la deteccion de los niveles del ARNm procedente de
células o tejidos (Ibarra, Velasquillo, & Tamay, 2013).

Los ingredientes quimicos en la PCR en tiempo real, son los mismos utilizados
en la PCR punto final, sélo que generalmente la enzima, dNTP’s, Mg +, el buffer
y el sistema reportero de fluorescencia para detectar los productos amplificados se
venden juntos en una solucion conocida como «Master mix», el agua es

proporcionada por separado y también es libre de nucleasas (Ibarra, et al., 2013).
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Los primers deben ser disefiados especialmente para garantizar una alta
especificidad y para que generen amplicones de un tamafio que oscile entre 100-
150 pb; si éstos son mas grandes, la eficiencia de la reaccion disminuye
considerablemente. Para evitar estos problemas, una alternativa es disefiar los
primers, utilizando programas informéticos disponibles, o comprarlos ya

validados de las compafiias de biologia molecular (Ibarra, et al., 2013).

2.16.3 Técnica PCR tiempo real.

En la actualidad, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase
chain reaction por sus siglas en inglés) en tiempo real es la técnica mas sensible
para la deteccion de &cidos nucleicos (ADN y ARN) (Mullis, 1990).

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la
deteccion en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno
de los ciclos con una sefial de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas
importantes como alta especificidad, amplio rango de deteccion (de 1 a 107
equivalentes gendmicos de la secuencia blanco) (Brechtbuehl K., 2001) y rapidez
en la visualizacion del producto ya que no es necesario realizar una electroforesis
posterior. Los ensayos de la PCR en tiempo real son entre 10,000 y 100,000 veces
mas sensibles que las pruebas de proteccion por ARNasa, 1,000 veces mas
sensibles que la hibridacion por Dot blot y pueden detectar diferencias de una sola
copia del ADN (Wong & Medrano, 2005).

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece
ventajas para su manipulacion, es importante recordar que la molécula de ADN
estd formada por tres componentes: un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y
una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina) que es complementaria
con la base de otra cadena de tal forma, que el ADN se estructura en una doble

hélice.
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La PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,

hibridacion y extension (Ibarra, et al., 2013).
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' S 50-60 °C
!
5 on 3
o o N )
3" P 5 Extension 72 °C

Ciclos siguientes

Figura 5 Etapas de PCR.

Fuente: (Ibarra, et al., 2013).

Desnaturalizacion. En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y
separadas a una temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende
de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, serd necesario
mas tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases
esta formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de
la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto varia de
acuerdo al modelo del equipo. Al final de esta etapa tendremos las cadenas

separadas que serviran como templado para el siguiente paso (Ibarra, et al., 2013,

pag. 72).

Hibridacién. En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado
previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se
forme el complejo templado-primers, es importante que la temperatura de
hibridacion o temperatura melting (Tm) sea la Optima; ésta generalmente oscila

entre 50-60 °C. Si el disefio de los primers es el correcto y la temperatura es la
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adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera eficiente (Ibarra, et al.,
2013, pag. 72).

Extension. En esta etapa, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-
primers y empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega
dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension
de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3°. La
temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la
enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un
tamafio dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que debera ser conocido

por el investigador (Ibarra, et al., 2013, pag. 73).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Poblacion/ Muestra/ Muestreo.

Para el presente trabajo de titulacion se realizé un estudio caso-control con un
total de 80 muestras de mujeres con PE severa (40 casos: arteria, n=20 y vena=20;
y 40 controles (arteria, n=20 y vena, n=20) que estaban crio-conservadas en el

laboratorio de Biomedicina (Anexo 1).

3.2 Tipo de estudio/ Disefio de investigacion.

El presente estudio fue de tipo descriptivo, con un disefio no experimental y de
cohorte transversal: (caso/control) que se llevd acabo en el Instituto de
Investigacion e Innovacion en Salud Integral (noviembre del 2018 a enero del
2019) de la Facultad de Medicina de la Universidad Catolica de Guayaquil
utilizando muestras sanguineas criopreservadas de cordon umbilical (arteria y
vena) de mujeres complicadas con PE. El protocolo del estudio fue aprobado
previamente por el Comité de Bioética del Hospital Enrique C. Sotomayor,
pacientes a quienes se les tomo oportunamente su consentimiento de participacion
(Anexo 2).

3.3 Métodos y técnicas de recopilacion de datos.

Proceso de la muestra

Las muestras almacenadas fueron procesadas en el laboratorio de Biomedicina
del Instituto de Investigacion e Innovacion en Salud Integral, utilizando un kit

comercial para extraccion del material genético (ADN), el kit Fast Star DNA
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Master para el gen de estudio y el andlisis bioquimico utilizando el sistema de

deteccion Elisa para cada marcador bioguimico.

3.4 Determinacion de los marcadores bioquimicos.

La deteccion y cuantificacion de marcadores bioquimicos: el factor de
crecimiento placentario (PIGF), la gonadotropina coriénica humana (HCG), la
proteina A plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A), y la homocisteina (HCY)
en plasma de vena y arteria de casos y controles se realizd con el sistema de
deteccion mediante ELISA de la casa comercial utilizando su respectivo protocolo

del fabricante.

En una microplaca pre-recubierta con anticuerpos de captura, se agrego 50 pl
de la muestra homogenizada la cual fue ligada al anticuerpo inmovilizado, luego
se procedié a realizar varios lavados para descartar el material no ligado al
anticuerpo, luego se agregd el sustrato y de acuerdo a la reaccion que genero se

leyé la absorbancia a 450 nm.

3.5 Extraccion y amplificacion del material genético.

Para el proceso de extraccion del ADN se procedid a la descongelacién de las
muestras almacenadas a -45°C, luego se procedio a elaborar una base de datos de
todas las muestras crio-conservadas con sus respectivos codigos ya establecidos
para cada muestra. El proceso de extraccion del material genético se realizé con el
kit de extraccion Pure Link Genomic ADN Mini Kit a partir de sangre periférica
(Anexo 3).

Una vez obtenido el material genético, se procedié con la amplificacion del
polimorfismo del gen COMT (rs4680) mediante la técnica PCR Tiempo real con
la ayuda del analizador genético (LightCycler 2.0) con un software adaptado para
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utilizacion en aplicaciones de diagnostico in vitro. La reaccién de PCR y la
mezcla del mix para la misma fue realizada en tubos eppendorf de de 0.5 ml y se
procedid a colocar un volumen de 20 ul a cada uno de los capilares de vidrio, la
mezcla para PCR se prepar0 de la siguiente manera: 10.4 ul de agua, 1 ul de
reagent mix (sonda), 2 ul FastStar DNA Master, 1,6 ul de MgCl 2,3 ul de ADN

teniendo como resultado 18 ul (Anexo 4).

Posterior a este estudio se procedid al proceso de amplificacion de la variante
G>A del gen COMT la cual permitio la amplificacion del fragmento estudiado
utilizando la técnica de PCR- tiempo real y el protocolo establecido por la casa

comercial roche (Anexo 5).

3.6 Analisis estadistico.

Para el presente estudio se procedid a utilizar el paquete estadistico SPSS
version 22.0 (IBM SPSS, Armonk, NY, EEUU) la cual nos permitié realizar la
comparacion de los cruces de las variables de estudio presentados en medias,
medianas, intervalos interquartilicos, frecuencias y la prueba de chi cuadrado para
comparar porcentajes. Cabe recalcar que se consideré un valor de p < al 0,05

como estadisticamente significativo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

RESULTADOS
4.1 Resultados obtenidos

Tabla 1: Datos sociodemograficos.

Parametros Casos Control (;’:ISZ
n=20 n=20

Edad 29.5+75 29.8+6.0 0.90
Nivel de educacion 10.8+34 10.0 45 0.52
Paridad 23%19 20+£15 0.52
Residencia rural (%0) 3 (15) 2 (10) 0.63
Edad gestacional (semanas) 37914 385+1.2 0.12
Peso del neonato (g) 2,728.5 +562.1 3,101.0 £ 4135 0.02
Apgar a los 5 min 88+05 85+20 0.67
(Poiq)ueﬁo para la edad gestacional 4 (20) 4(20) 0.90
Parto por cesarea(%o) 18 (90) 18 (90) 0.90
Presién Sistolica (mmHg) 147.1+18.0 100.0+24.1 <0.001
Presion Diastolica (mmHg) 95.2+18.8 63.1+14.3 <0.001
Peso de la placenta (g) 545.3 + 136.9 562.5 + 158.1 0.71

Los datos se presentan como media + desviaciones estandar o frecuencia (%); * valor p después de
comparar casos y controles seguin lo determinado con la prueba T de Student o la prueba de
chicuadrado de acuerdo con cada caso.

Como se observo en la tabla 1 en relacion con los casos y controles no hubo
diferencias significativas entre los grupos estudiados en cuanto a los datos socio-
demograficos. Sin embargo, la presion arterial sistolica y diastolica fue mayor en

los casos en comparacion con los controles.
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Resultados semejantes fueron encontrados por Pacheco, (2006) el autor plante6
que en Perl se encuentra una tendencia significativa entre la preeclampsia y la
hipertensién arterial. De igual manera Cruz, et al., (2007) especifica que en el
embarazo los niveles altos de presion arterial producen un mayor riesgo de

padecer preeclampsia, como se demuestra en la tabla 1.
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Tabla 2: Niveles de marcadores bioquimicos PIGF, PAPP-A, free B-HCG y

homocisteina en cordon umbilical (vena y arteria) casos / controles.

Parémetros bioquimicos Casos Control
p value *

n=20 n=20
PIGF (pg/mL)
Arteria (n=20) 25.2[4.2] 36.9 [24.9] 0.002
Vena (n=20) 23.6 [5.5] 33.9[34.7] 0.04
PAPP-A (mIU/L)
Arteria (n=20) 1,024.0 [604.7] 720.9 [440.0] 0.01
Vena (n=20) 1,027.0 £ 298.4 690.3 £401.9 0.004
B-HCG libre (ng/mL)
Arteria (n=20) 33.9+43 17.2+4.0 <0.001
Vena (n=20) 30.1+52 13.7+3.3 <0.001
Homocisteina (umol/L)
Arteria (n=20) 39717 437+£1.23 0.31
Vena (n=20) 487+1.34 432+151 0.23

Los datos se presentan como media £ desviaciones estandar o medianas [rangos intercuartiles];
* valor de p después de comparar casos y controles segin lo determinado con la prueba de

estudiante T o la prueba U de Mann Whitney de acuerdo con cada caso.

En relacion a los marcadores bioquimicos analizados se encontrd una
diferencia significativa al comparar los casos y controles de la B-HCG libre (vena
y arteria), no obstante se encontrd una tendencia en PIGF y PAPP-A al realizar la
misma comparacion. No hubo diferencias en cuanto a los niveles de homocisteina

(vena y arteria) entre casos y controles.
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De acuerdo con Martinez, (2008) donde indica que las tendencias esperadas de
las concentraciones PIGF son estadisticamente menores en gestantes con
preeclampsia respecto a gestante que no desarrollan dicha patologia. También
especifica que los niveles elevados de PAPP-A son utilizados como biomarcador

para la prediccién temprana de preeclampsia.

Reyna, (2010) realizo un estudio en Caracas-Venezuela en donde plantea que un

nivel elevado de B-HCG se asociaban con un mayor riesgo de preeclampsia.
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Tabla 3. Frecuencia de las variantes de los polimorfismos del gen COMT (vena)

en casoy controles.

PREECLAMPSIA =20 CONTROL =20
. Frecuencia Frecuencia Frecuencia  Frecuencia valor de

Genotipos o - . 1

genotipica Alélica genotipica Alélica p*
COMT (G/A)
GG 6 (30%) G=60% 6 (30%) G=57.5%
GA 12 (60%) 11 (55%) 0.24
AA 2 (10%) A=40% 3 (15%) A=42.5%

* Valor de p segln lo determinado por la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando se
compara la frecuencia del genotipo de los casos con los controles.

En la Tabla 3 se presenta la frecuencia de los genotipos del polimorfismo del
gen COMT (vena) en caso y controles. En cuanto al polimorfismo del gen COMT,
no hubo diferencias en cuanto a la variante mutada AA (10% casos vs 15%

controles).

Estudios realizados por Roten, et al., (2011) en Noruega confirmo que existe
una significancia al hacer la relacion entre el polimorfismo rs4680 del gen
COMT; otro estudio realizado en China afirma que en un estudio de caso control
de pacientes con PE el genotipo AA (mutado) fue significativamente mayor en los
casos que en el grupo control, sin embargo, en nuestro estudio no se demostrd

significancia debido al tamafio de la poblacion.
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Tabla 4. Frecuencia de las variantes del polimorfismo del COMT (arteria) en caso

y controles.

PREECLAMPSIA CONTROL

Genotipos Frecu'er_lcia Frgc_uencia Frechr_lcia Fn,ac_uencia valor de p
genotipica Alélica genotipica Alélica *

COMT (G/A)

GG 5 (30%) G=60% 7 (30%) G=57.5%

GA 14 (60%) 12 (55%) 0.48

AA 1 (10%) A=40% 1 (15%) A=42.5%

* Valor de p segun lo determinado por la prueba delchi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher cuando se

compara la frecuencia del genotipo de los casos con los controles.

En la tabla 4 hace referencia a la frecuencia de las variantes del polimorfismo del
COMT (arteria) en caso y controles en donde se observé una tendencia similar

encontrada en la tabla 3.
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Tabla 5. Niveles de PIGF, PAPP-A, B-HCG libre y HCY de acuerdo a las

variantes del polimorfismo COMT en vena y arteria umbilical.

PREECLAMPSIA CONTROL

n=20 n=20

GG GA AA GG GA AA

n=6 n=12 n=2 n=6 n=11 n=3
PIGF

272453 23.4%26 251 3624246 4174237  468+23
(pg/mL)
PAPP-A 1092.3 + 1068,9 +
oy 8839+ 1911 L0, P 917.7+530.3 637.9+3284 427.6+1363
Hilge 283431 321%51 23.69 6 11.9£26 145+28 142£59
(pg/mL)
HCY (pg/mL) 54+0.8 47416 43+1 48+24 42+11 40+1

Los datos estan presentados como medias + desviaciones estandares. Las diferencias entre grupos se midieron
con ANOVA.

La tabla nimero 5 hace referencia a la relacion entre la variante AA
polimorfismo del gen COMT vy los marcadores bioguimicos en donde se puede
observar que existe una diferencia al relacionar los casos y los controles de la p-
HCG libre, el cual fue significativo como marcador bioquimico, respecto al

ndmero de muestra

El factor genético puede permitir identificar de manera temprana y oportuna el
desarrollo de la patologia en diferentes poblaciones estudiadas. De igual manera
hay estudios en los que el genoma juega un papel muy importante vinculado con
el inicio de la enfermedad, independientemente de la fuente de la cual es
transmitido pese a la informacion obtenida. En nuestro estudio se observo que la
frecuencia del genotipo mutado (AA) en vena fue de: casos 10 % y controles del

15 % obteniendo los mismos resultados en arteria.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1 Conclusiones.

1. Los marcadores bioquimicos investigados (PIGF, PAPP-A) demostraron
una tendencia a cumplir con los niveles establecidos con la literatura a
diferencia de la B-GCH que si marco una diferencia significativa
reconociendo este marcador como predictor de la preeclampsia a
excepcion de la homocisteina en relacion con el numero de muestra, en
donde no fue significativo en nuestra poblacion como predictor de esta

patologia.

2. Se determind la presencia del polimorfismo en casos y controles en la
poblacién estudiada sin obtener una significancia entre el polimorfismo
rs4680 del gen COMT y los marcadores analizados posiblemente debido al

tamafio muestral.

3. La PE es una patologia de origen multifactorial entre los que se encuentran
el factor genético con una serie de posibles genes candidatos sumado a la
interaccion del medio ambiente que interviene en la expresion del mismo
ya que en conjunto estarian involucrados en la génesis de la patologia, las
posibles variaciones génicas jugarian un rol importante en este gen
COMT, asi como los diferentes marcadores bioquimicos considerados

también como un factor de riesgo.
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1.2 Recomendaciones.

1. Se recomienda continuar con la investigacion con la finalidad de
desarrollar nuevos métodos de diagnéstico que puedan predecir la

preeclampsia.

2. Es importante que en estudios posteriores se aumente el tamafio muestral
incluyendo muestras paternas debido a que se ha demostrado que influye

en la induccién de preeclampsia.

3. Ampliar el estudio con otros genes (MTHFR, ACE, GAL-1, PSG11) que
involucren polimorfismos vinculados al desarrollo de la preeclampsia en

nuestra poblacion.
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ANEXOS
Anexo 1 base de datos de muestras para extraccion de ADN

BASE DE DATOS

CANTIDAD MARCADORES -
Codigo cewutas | suero | HomocisTena | EXT-ONA | PCR "'
CASOS VENA
000-1 200ul 1 1 1 1 1
000-2 200ul 1 1 1 1 1
000-3 200ul 1 1 1 1 1
000-4 200ul 1 1 1 p ! 3
000-5 200ul 1 1 5 | 1 1
000-6 200ul 1 1 1 1 1
000-7 200ul 1 i 1 1 1
000-8 200ul 1 1 1 1 1
000-9 200ul 1 ¥ & 1 1 1
000-10 200ul 1 1 1 e ! 1
000-11 200ul 1 1 1 A, 1
000-12 200ul 1 1 1 1 1
000-13 200ul 1 1 1 1 1
000-14 200ul 1 1 1 1 1
000-15 200ul p 1 3 1 p b
000-16 200ul p 1 1 1 1
000-17 200ul 1 1 1 1 1
000-18 200ul 3 ] 1 1 1
000-19 200ul 1 1 1 A 1
000-20 200ul 1 1 8 | 1 s |
000-21 200ul b & 1 1 1 1
000-22 200ul 1 p g 1 1 1
000-23 200ul 1 p & 1 1 1
000-24 200ul : | ; 1 1 1
000-25 200ul 1 1 1 1 1
000-26 200ul 1 1 2 S 5D 1
CASOS ARTERIA
000-1 200ul 1 1 1 1 1
000-2 200ul 1 1 14 1 o
000-3 200ul 1 1 2 3 5 5 2 X
000-4 200ul 1 1 1 5 & 1
000-5 200ul 1 1 | 1 1 1
000-6 200ul 1 1 1 1 1
000-7 200ul 1 1 1 1 1
000-8 200ul 1 1 1 2 1
000-9 200ul - 4 1 1 1 1
000-10 200ul 1 1 1 2 8 1
000-11 200ul 1 1 1 1 1
000-12 200ul B 1 1 1 1
000-13 200ul 1 1 1 2 1
000-14 200ul 1 1 1 1 > §
000-15 200ul 1 1 1 1 X
000-16 200ul 1 1 1 1 1
000-17 200ul x4 1 1 1 1
000-18 200ul 1 1 : | 1 1
000-19 200ul 1 1 i | p ! 21
000-20 200ul 1 1 1 1 i &
000-21 200ul 3 % 1 A 1 1
000-22 200ul : & 1 1 1 1
000-23 200ul 1 1 1 1 1
000-24 200ul 1 1 1 : 1
000-25 200ul 1 1 1 1 1
CONTROL VENA
000-1 200ul 1 1 1 1 1
000-2 200ul 1 1 1 ; & 1
000-3 200ul 1 1 1 1 1 £
000-4 200ul 1 2 1 1 |
000-5 200ul 1 2 s § 1 1
000-6 200ul x 1 1 1 1
000-7 200ul 1 S 3 1 1 1
000-8 200ul 1 1 5 § 2 § 1
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000-9 200ul 1 1 1 1 1
000-10 200ul 1 1 1 1 1
000-11 200ul 1 1 1 1 1
000-12 200ul 1 1 1 1 1
000-13 200ul 1 1 1 1 1
000-14 200ul 1 1 1 1 1
000-15 200ul 1 1 1 1 1
000-16 200ul 1 1 1 1 1
000-17 200ul 1 1 1 1 1
000-18 200ul 1 1 1 1 1
000-19 200ul 1 1 1 1 1
000-20 200ul 1 1 1 1 1
000-21 200ul 1 1 1 1 1
000-22 200ul 1 1 1 1 1
000-23 200ul 1 1 1 1 1
000-24 200ul 1 1 1 1 1
000-25 200ul 1 1 1 1 1
000-26 200ul 1 1 1 1 1
000-27 200ul 1 1 1 o 1
000-28 200ul 1 1 1 1 1
CONTROL ARTERIA
000-1 200ul 1 1 1 1 1
000-2 200ul 1 1 1 1 1
000-3 200ul 1 1 1 1 1
000-4 200ul 1 1 1 1
000-5 200ul 1 1 1 1 1
000-6 200ul 1 1 1 1 1
000-7 200ul 1 1 1 1 1
000-8 200ul 1 1 1 1 1
000-9 200ul 1 1 1 1 1
000-10 200ul 1 1 1 1 1
000-11 200ul 1 1 1 1 1
000-12 200ul 1 1 1 1 1
000-13 200ul 1 1 1 1 1
000-14 200ul 1 1 1 1 1
000-15 200ul 1 1 1 1 1
000-16 200ul 1 1 1 1 1
000-17 200ul 1 1 1 1 1
000-18 200ul 1 1 1 1 1
000-19 200ul 1 1 1 1 1
000-20 200ul 1 1 1 1 1
000-21 200ul 1 1 1 1 1
000-22 200ul 1 1 1 1 1
000-23 200ul 1 1 1 1 1
000-24 200ul 1 1 1 1 1
000-25 200ul 1 1 1 1 1
000-26 200ul 1 1 1 1 1
000-27 200ul 1 1 1 1 1
000-28 200ul 1 1 1 1 1
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Anexo 3 técnica de extraccion de ADN
Inserto obtenido de la casa comercial de Roche.
Técnica de procedimiento:

Para la obtencion del material genético se utilizo el siguiente protocolo de la casa

comercial Pure Link Genomic Wash Buffer.
Protocolo de ADN:

1.- Calentar el blogue térmico a 55°C.

2.- Al tubo esteril adicionar <200 ul de sangre.
3.- Adicionar 20ul de Proteinasa K a la muestra.

4.- Adicionar 20ul RNase A a la muestra, mezcle bien vortexeando brevemente e

incube a temperatura ambiente por 2 minutos.

5.- Adicionar 200ul del Buffer de Lisis/ Binding, vortexeando bien para obtener

una solucion homogénea.
6.- Incubar a 55°C por 10 minutos para promover la digestion de proteinas.

7. - Adicionar 200 ul de ethanol (96 — 100%) para lisar. Mezcle bien por vortex

por 5 segundos para que rinda una solucion homogénea.

8.- Proceder inmediatamente a la captura del ADN.

ANTES DE EMPEZAR

Adicionar ethanol 96-100% ethanol al PureLink® Genomic Wash Buffer 1 and
PureLink® Genomic Wash Buffer 2de acuerdo a las indicaciones marcadas en
cada etiqueta. Marcar las etiquetas cuando ya ha sido adicionado el ethanol.

Guardar ambos Buffer a temperatura ambiente.
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9.- Remover del paguete de tubos 1 columna

10.- Adicionar el lisado (640ul) en la columna

11.- Centrifugar la columna a 10.000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.
12.- Descartar el tubo de coleccion y colocar un tubo de coleccion limpio.

13.- Proceder a enjuagar el ADN.

LAVADO DE ADN

14.- Adicionar 500ul de Buffer Wash 1, preparado con ethanol a la columna.
15. Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10.000 x g por 1 minuto.
16. Descartar el tubo de coleccion y colocar un tubo limpio.

17. Adicionar 500 uL. Wash Buffer 2 preparado con ethanol a la columna.

18.-Centrifugar la columna a la velocidad maxima por 3 minutos a temperatura

ambiente. Descartar el tubo de coleccion

19. Proceder a la elucion del ADN.

ELUCION DE ADN
20. Coloque la columna en un tubo estéril de microcentrifuga de 1.5ml.

21. Adicione 25-200 pL of PureLink® Genomic Elution Buffer a la columna.
Observe los parametros de elusion (page 13) para elegir el adecuado volumen de

elusién que se necesita.

22. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar la columna a
méaxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente. El tubo contiene el ADN

gendmico purificado.
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23. Para recuperar mas ADN, realice un Segundo paso de elusion usando el
mismo volumen de buffer de elusién como la primera vez en otro tubo estéril de
1.5ml.

24. Centrifugar la columna a maxima potencia por 1.5 minutos a temperatura

ambiente. El tubo contiene el ADN purificado. Descartar la columna.

ALMACENAJE DEL ADN

Guardar el ADN purificado a -20°C para la aplicacion deseada.

60



Anexo 4

Condiciones de la mezcla para el PRE-MIX de PCR

Preparacion de la reaccion Ajustes
20 ul de mezcla de lareaccion. LightCycler 1.x & 2.0 instrumentos
H20 14.4 - 10.4 ul

) LightCycler 1. X Instrumento:
Reagent Mix 1.0ul  canal F1
FastStart ADN Master 20ul | jghtCycler 2.0 Instrumento: canal
MgCl, (25 mM) 1.6ul 230
ADN 1.0-5.0ul (- 50 mg)

Concentracion final MgCl,: 3.0
Mm

LightCycler FastStart ADN Master HybProbe (Digndstico Roche)
Elaborado por: Palma & Reyes 2018.
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Anexo 5

Programa LightCycler 1.x / 2.0 Instrumentos

Programa

Parametro
Modo de
analisis
Ciclos
Segment

Target
(°C)
Retener
(hh: mm:
SS)

Ramp rate
(°Cls)
Modo de
adquisicié
n

Desnatur
alization

None

1
1
95

0:10:00

20.0

None

Cicling
Quantification

45

1 2
95 60
00:0 00:0
0:10 0:15
20.0 20.0
Non Singl

e e

3
12

00:0
0:20

20.0

None

Melting cooling
Melting Curves None
1 1
1 2 3 1

95 40 85 40

00:0 00:0 00:0 0:00:30
0:20 0:20 0:00

200 200 0.2 20.0

None Nnon Conti None
e nu.

LightCycler FastStart ADN Master HybProbe (Digndéstico Roche)
Elaborado por: Palma & Reyes 2018.
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ANEXO 6

[ Materiales de PCR(Figura 7) ]
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Técnica insertada en el equipo.
(Figura 10)

Carrusel de muestras
(LightCycler) (Figura 11)
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Resultados del equipo. (Figura 12)
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