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RESUMEN

Introduccion. Dentro de la fisiopatologia de la preeclampsia se han descrito
factores genéticos que aumentan la susceptibilidad a la enfermedad. Objetivo. Se
evaluo la asociacion del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP con el riesgo y
severidad de la preeclampsia. Metodologia. Se realiz6 un estudio de casos
(pacientes con preeclampsia con criterios de severidad) y controles (pacientes con
enfermedad hipertensiva descartada) en pacientes embarazadas del Hospital de la
Mujer Aguascalientes. El genotipo de cada paciente se determin6 con la técnica
PCR-RFLP, se determin¢ el equilibrio de Hardy-Weinberg y se calcul6 el OR para
preeclampsia para cada alelo y genotipo del rs1800247. Como prueba inferencial
se utilizé la X? y exacta de Fisher, considerando significativa una p<0.05.
Resultados. Se incluyeron 316 pacientes, 91 casos y 225 controles. Las pacientes
con preeclampsia tuvieron significativamente mayores niveles de acido urico
(6.1+1.8 versus 4.9+1.6 mg/dL), menores de albumina (3.1+£0.8 versus 3.5+0.6 g/L)
y mayores de proteinuria al ingreso (299.3 + 201.8 versus 149.0£188.7 mg/dL),
p<0.05. En mujeres sin obesidad, el genotipo CT se asocié con menor riesgo de
preeclampsia (OR=0.14, 1C95% 0.002-1.100, p 0.0085). Las portadoras de 1 o0 2
alelos C tuvieron menores niveles de presion arterial sistolica (118.3+14.3 mmHg
versus 133.91£23.6 mmHg) y diastdlica (79.8+12.9 versus 88.11+16.5 mmHg) que
las portadoras del alelo T (p<0.01). Conclusiones. En pacientes con indice de
masa corporal normal pregestacional la presencia de uno dos alelos C, confiere
proteccion para el desarrollo de preeclampsia y se asocia con menores cifras de
presion arterial sistolica y diastolica.
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ABSTRACT

Introduction. Within the pathophysiology of preeclampsia, genetic factors that
increase susceptibility to the disease have been described. Objective. The
association of the rs1800247 polymorphism of the BGLAP gene with the risk and
severity of preeclampsia was evaluated. Methodology. A case study (patients with
preeclampsia with severity criteria) and controls (patients with discarded
hypertensive disease) was carried out in pregnant patients at Aguascalientes
Women's Hospital. The genotype of each patient was determined with the PCR-
RFLP technique, the Hardy-Weinberg equilibrium was determined and the OR for
preeclampsia was calculated for each allele and rs1800247 genotype. As an
inferential test, Fisher's exact X2 was used, considering p <0.05 as significant.
Results. 316 patients, 91 cases and 225 controls were included. Patients with
preeclampsia had significantly higher levels of uric acid (6.1 + 1.8 versus 4.9 + .1.6
mg / dL), lower albumin (3.1 + 0.8 versus 3.5 £ 0.6 g / L) and higher proteinuria at
admission (299.3 + 201.8 versus 149.0 + 188.7 mg / dL), p <0.05. In women without
obesity, the CT genotype was associated with a lower risk of preeclampsia (OR =
0.14, 95% CI1 0.002-1.100, p 0.0085). Carriers of 1 or 2 C alleles had lower levels of
systolic blood pressure (118.3 £ 14.3 mmHg versus 133.9 + 23.6 mmHg) and
diastolic (79.8 £ 12.9 versus 88.11 + 16.5 mmHg) than carriers of the T allele (p
<0.01). Conclusions In patients with normal pregestational BMI, the presence of
one two C alleles confers protection for the development of preeclampsia and is

associated with lower systolic and diastolic blood pressure.
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INTRODUCCION

La preeclampsia constituye una de las principales causas de muerte en nuestro
pais, conocida como enfermedad de las teorias, en donde a pesar de los estudios
y estrategias que continuamente se realizan, hoy por hoy, no se conoce la causa u

origen.

El estado de Aguascalientes y en particular el Hospital de la Mujer Aguascalientes
no esta exento de enfrentarse a esta entidad patologica. En este hospital, se
atendieron 8,834 nacimientos en 2019, encontrando que la incidencia de
preeclampsia no se ha modificado en comparacién a los ultimos anos, a pesar de

todas las acciones que se toman, en torno a la enfermedad.

Debido a lo anterior surge la inquietud de seguir en la busqueda de nuevos
marcadores, que nos permitan actuar y disminuir la incidencia de la enfermedad.
Cabe mencionar que, a pesar de no impactar en la incidencia, si se ha impactado
en la disminucion de la mortalidad en el estado y se ha mejorado en los resultados

perinatales.

En el presente documento se analizo la asociacion del polimorfismo rs1800247 del
gen BGLAP con el riesgo y severidad de la preeclampsia en pacientes del Hospital

de la Mujer Aguascalientes, siendo este el objetivo principal.

La realizacion del presente estudio contribuira a estudiar si el polimorfismo de
interés en el gen BGLAP es un factor genético de susceptibilidad para preeclampsia
y/o se asocia con la severidad de la enfermedad. En caso de resultar asociado a
esto, se podria incluir como un marcador que ayude a conocer el pronostico de las
pacientes y/o que forme parte de los modelos actuales de prediccion de la
enfermedad.



CAPIiTULO 1
1.1 MARCO TEORICO

Anteriormente la preeclampsia fue definida como un sindrome multisistémico de
severidad variable, especifico del embarazo, caracterizado por una reduccion de la
perfusion sistémica generada por vasoespasmo y activacion de los sistemas de
coagulacion. Patologia caracterizada por la presencia de hipertension de inicio
reciente y proteinuria significativa de nueva aparicion, lo que ocurre con mayor
frecuencia después de las 20 semanas de gestacion, durante el parto o en el
puerperio. Aunque a menudo se acompana de proteinuria, la hipertension y otros
signos o sintomas de preeclampsia pueden presentarse en algunas mujeres en

ausencia de proteinuria. 12

Actualmente, la definicién internacionalmente aceptada de preeclampsia es la
propuesta por la Sociedad Internacional para el Estudio de la Hipertension en el
Embarazo (ISSHP). Segun el ISSHP, la preeclampsia se define como el aumento
de la presion arterial sistélica a 2140 mm Hg y / o el aumento de la presion arterial
diastélica a 290 mm Hg en al menos dos ocasiones medidas con 4 horas de
diferencia en mujeres previamente sin elevacion en las cifras de tensidn arterial y
esta acompanada por una o mas de las siguientes condiciones de inicio nuevo en o

después de las 20 semanas de gestacion: ®
1. Proteinuria

2. Evidencia de disfuncidén organica materna, que incluye: lesién renal aguda,
afectacion hepatica (alteracidén en pruebas de funcionamiento hepatico) con
o sin dolor a nivel de cuadrante superior derecho o dolor abdominal
epigastrico; complicaciones neurolégicas (eclampsia, estado mental
alterado, ceguera, accidente cerebrovascular, clonus, dolores de cabeza

severos y escotomas visuales persistentes); o complicaciones hematolégicas



(trombocitopenia - recuento de plaquetas <150 000 / uL, coagulacion

intravascular diseminada, hemalisis); o

3. Disfuncion utero-placentaria (como restriccion del crecimiento fetal,

Doppler de la arteria umbilical anormal o muerte fetal). 3

Los trastornos hipertensivos del embarazo representan la complicacion mas comun
en el embarazo, afectando aproximadamente el 15% de los embarazos y
representan casi el 18% de todas las muertes maternas en el mundo, con un

estimado de 62 000 a 77 000 muertes por cada afio. 4

En un analisis sistematico realizado por la Organizacion Mundial de la Salud, se
estima que alrededor del 73% de todas las muertes maternas entre 2003 y 2009 se
debieron a causas obstétricas directas. La hemorragia represent6 el 27.1%, los
trastornos hipertensivos 14.0% y la sepsis 10. 7% de muertes maternas. ® Se estima
que afecta a un 2% a 5% de mujeres embarazadas y es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad materna y perinatal, especialmente cuando la
condicion es de inicio temprano. Las mujeres en paises de bajos recursos tienen un
mayor riesgo de desarrollar preeclampsia en comparaciéon con aquellas en paises

de altos recursos. 3

En América Latina y el Caribe, los trastornos hipertensivos son responsables de casi
el 22 - 26%, ocupando el primer lugar de las muertes maternas, mientras que en
Africa y Asia contribuyen al 9% de muertes. ° Aunque la mortalidad materna es
mucho menor en los paises de altos ingresos que en los paises en desarrollo, el

16% de las muertes maternas pueden atribuirse a trastornos hipertensivos. ©

A nivel mundial, 76 000 mujeres y 500 000 bebés mueren cada afo de este
desorden. 3 Los estudios de paises industrializados muestran que las mujeres con
preeclampsia tienen un 35% mas de riesgo de muerte fetal. Los estudios de paises
menos industrializados muestran que la preeclampsia esta asociada con un riesgo

doble de muerte fetal y este mayor riesgo se ha mantenido relativamente constante



durante las ultimas décadas. Las mujeres con preeclampsia grave tienen un riesgo
80 veces mayor de parto prematuro iatrogénico antes de las 33 semanas y un riesgo
40 veces mayor entre las 33 y 36 semanas. Los hijos de madres con preeclampsia
tienen un mayor riesgo de puntajes bajos de Apgar, convulsiones febriles,
encefalopatia y admision a la unidad de cuidados intensivos neonatales. 7 De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la incidencia de preeclampsia
oscila entre el 2 y 10% del total de embarazos, y su prevalencia es siete veces
mayor en los paises en vias de desarrollo (2.4%) que en los paises desarrollados
(0.4%). 8

Las estimaciones precisas de la incidencia de preeclampsia son dificiles de obtener
debido a la falta de estandarizacion de los criterios de diagndstico en las bases de
datos de la poblacion. Los informes de paises industrializados arrojaron
estimaciones entre 3 y 5%. Se han reportado estimaciones mas altas en algunos
estudios, con una incidencia de 8.4% reportada desde el estado de Washington y
tasas de 8.7% (preeclampsia leve) y 1.7% (preeclampsia severa) reportada desde
Nueva Escocia. Estas variaciones probablemente reflejan ambas diferencias en las
caracteristicas maternas entre poblaciones(como la distribucién por edad) y el
diagnostico. ’

En México, la preeclampsia constituye la principal causa de muerte materna en las
instituciones que conforman el Sistema Nacional de Salud. Se presentan 2.1
millones de embarazos cada afo y cerca de 250 000 a 300 000 tienen
complicaciones, en consecuencia, cada afio 30 000 mujeres quedan con secuelas
obstétricas que las convierten en discapacitadas. Sin embargo, aunque el 85% de
las defunciones maternas son prevenibles, en promedio, aun fallecen anualmente
1000 mujeres. La presencia de complicaciones durante el embarazo como edema,
proteinuria y trastornos hipertensivos, son la segunda complicacion mas frecuente,
de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI);
entre este grupo de morbilidad materna, son prevalentes, la preeclampsia (40%),
sindrome de HELLP (3%) y eclampsia (1%). °



Tabla 1. Clasificacion de los estados hipertensivos del embarazo 3.10

Estado hipertensivo

Caracteristicas

Hipertension Crénica (Preexistente)

e Con comorbilidades
o Con preeclampsia sobreagregada

Se define como hipertensién que estaba presente antes del
embarazo o que se desarrolla antes de la semana 20 de
gestacion

Se considera con preeclampsia sobreagregada cuando hay
desarrollo de uno 0 més de los siguientes después de las 20
semanas:

Hipertensién resistente, o
Proteinuria nueva o que empeora, 0
Una o mas condiciones adversas 0
Una / més complicaciones severas

Hipertension Gestacional

e Con comorbilidades
e Con preeclampsia sobreagregada

Se define como la hipertension que se desarrolla por primera
vez a las 20 semanas de gestacion.

La preeclampsia sobreagregada puede aparecer muchas
semanas después del inicio de la hipertension gestacional y se
considera cuando hay desarrollo de uno 0 méas de los siguientes:

e Nueva proteinuria, 0
e Una o mas condiciones adversas o
e Una/mas complicaciones severas

Preeclampsia

Se define por hipertensién gestacional y uno o mas de los
siguientes:

e Nueva proteinuria, 0
o Evidencia de disfuncion organica materna
e Disfuncion Utero-placentaria

Otros estados hipertensivos

o Estado hipertensivo transitorio
o Efecto hipertensivo de bata blanca
e Efecto hipertensivo enmascarado

La presion arterial elevada puede deberse a estimulos
ambientales o al dolor del parto.

Presion arterial elevada en la oficina pero es consistentemente
normal fuera de la oficina verificado por monitoreo ambulatorio
de la presién arterial

Presion arterial consistentemente normal en la oficina pero que
se eleva fuera de la oficina verificado por monitoreo ambulatorio
de la presién arterial




La preeclampsia se puede subclasificar en: 3

1. Preeclampsia de inicio temprano (con parto a <34 + 0 semanas de
gestacion)

2. Preeclampsia con embarazo prematuro (con parto a <37 + 0 semanas de
gestacion)
Preeclampsia de inicio tardio (con parto 234 + 0 semanas de gestacion)
Preeclampsia con embarazo de término (con parto a 237 + 0 semanas de

gestacion).

En la actualidad el Colegio Americano de Ginecologos y Obstetras (ACOG) integra
la clasificacion de preeclampsia con y sin criterios de severidad, y es recomendable
que, en la mujer con embarazo y trastorno hipertensivo, sea clasificada en base a
la presencia o ausencia de criterios de severidad de acuerdo a lo establecido por

dicho colegio. 2

El espectro clinico de la preeclampsia varia desde una forma leve a severa. En la
mayoria de las mujeres, la progresion a través de este espectro es lenta, y el
diagnostico de preeclampsia sin datos de severidad debe ser interpretado como una

fase de la enfermedad. 2

En otros, la enfermedad progresa mas rapidamente, cambiando de a una forma con
datos de severidad en dias o semanas. En los casos mas graves, la progresion
puede ser fulminante, con evolucion a eclampsia en cuestion de dias o incluso
horas. Por lo tanto, el objetivo mas importante es la prevencion de la

morbimortalidad materna y perinatal. ?



Tabla 2. Criterios diagnésticos de preeclampsia 6

Criterios diagnésticos para preeclampsia
Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia

Criterios diagnésticos para preeclampsia
Sociedad Internacional para el Estudio de la
Hipertension en el Embarazo

Presion sanguinea:

1. Presion arterial sistélica de 140 mm Hg o mas o
presion arterial diastdlica de 90 mm Hg o més en
dos ocasiones con al menos 4 horas de
diferencia después de 20 semanas de gestacion
en una mujer con presion arterial normal

2. Presion arterial sistolica de 160 mm Hg o0 mas o
presion arterial diastélica de 110 mm Hg o mas.
(La hipertension severa se puede confirmar
dentro de un corto intervalo (minutos) para
facilitar oportunamente terapia antihipertensiva).

Proteinuria:

1. 300 mg o més por recoleccion de orina de 24
horas (o0 esta cantidad extrapolada de una
recoleccion programada), 6

2. Relacion proteina / creatinina de 0.3 mg / dL o
mas 0

3. Lectura de la tira reactiva de orina de 2+ (se usa
solo si no hay otro métodos disponible)

En ausencia de proteinuria, hipertension de inicio
reciente con el nuevo inicio de cualquiera de los

siguientes:
1. Trombocitopenia: recuento de plaquetas
menor que 100,000 x 10°/ L

2. Insuficiencia renal: concentraciones séricas de
creatinina superiores a 1.1 mg / dL o una
duplicacion de la concentracion sérica de
creatinina en ausencia de otra enfermedad renal

3. Funcion hepatica alterada: concentraciones
sanguineas elevadas de transaminasas
hepaticas a dos veces la concentraciéon normal

4. Edema pulmonar
5. Cefalea: de nueva aparicion que no responde a

la medicacion y no se explica por diagndsticos
alternativos o sintomas visuales

Hipertension gestacional acompanada de 21 de

los siguientes condiciones de nueva aparicion en

o después de las 20 semanas de gestacion:

Proteinuria:

1. Proteina de orina de 24 h =300 mg / do orina
puntual

2. Relacion proteina/ creatinina =0.30 mg / mg

3. Tira reactiva de orina prueba =1 +

Otras disfunciones de drganos maternos:
1. Dafio renal agudo: Creatinina 290 pmol / L; 1
mg / dL

2. Afectacion hepatica: Alanina aminotransferasa
elevada o aspartato aminotransferasa> 40 Ul /
L. Lo anterior con o sin dolor a nivel de cuadrante
superior derecho o dolor epigastrico.

3. Complicaciones neuroldgicas: Incluyendo
eclampsia, alteracion estado mental, ceguera,
accidente cerebrovascular, 0 mas cominmente
hiperreflexia cuando se acompafia de clonus,
grave dolores de cabeza y escotomas visuales
persistentes.

4. Complicaciones hematoldgicas:
trombocitopenia con un recuento plaquetario
<150 000 / pL, coagulacion intravascular
diseminada, hemdlisis.

5. Disfuncion utero-placentaria: Restriccion del
crecimiento fetal, Doppler anormal de la arteria
umbilical o nacimiento de un nifio muerto.




Gen BGLAP

El Gen BGLAP o proteina gamma-carboxiglutamato 6sea es un tipo de gen
destinado a la codificacion de proteinas propio del ser humano. También conocido
como OC; BGP; OCN; este gen codifica una proteina 6sea (osteocalcina) altamente
abundante secretada por osteoblastos que regula la remodelacion ésea y el
metabolismo energético. La proteina codificada contiene un dominio Gla (gamma
carboxiglutamato), que funciona en la union al calcio y la hidroxiapatita, el
componente mineral del hueso. Los niveles séricos de osteocalcina pueden

correlacionarse negativamente con el sindrome metabdlico. '
Osteocalcina

El hueso es un tejido dinamico en constante remodelacion (reabsorcion y formacion)
y con una alta capacidad de regeneracion. Ademas de proporcionar apoyo al
cuerpo, proteccion para ciertos érganos y permitir la locomocion, el hueso produce
moléculas que actuan de manera autocrina, paracrina y endocrina. Una de esas
moléculas es la osteocalcina, cuya funcién endocrina se descubrié hace 10 afos.
Debido a su extensa secrecidon durante la mineralizacién 6sea, se sospechaba que
la osteocalcina era exclusiva de la fisiologia 6sea. Sin embargo, a través de estudios
realizados en ratones, se aclaré el papel de la osteocalcina en la modulacion

metabdlica. 12

La osteocalcina es una proteina pequena (49 aminoacidos) codificada por el gen
BGLARP sintetizado por los osteoblastos, y esta presente en dos formas: carboxilada
y subcarboxilada o no carboxilada. Solo la osteocalcina no carboxilada puede
sefalar como hormona, mientras que la osteocalcina carboxilada no. La
osteocalcina no carboxilada y la osteocalcina carboxilada se pueden medir en
plasma por separado o como la osteocalcina total, que incluye las dos formas
independientemente de su grado de carboxilacion, asi como fragmentos
reconocibles liberados cuando se produce la resorcién 6sea. Solo el 10-30% de la

osteocalcina secretada alcanza la circulacion sistémica, mientras que la fraccion



restante se incorpora a la matriz 6sea. En el hueso, la osteocalcina carboxilada
representa el 15% de las proteinas no colagenas de la matriz y contiene tres
residuos de acido y-carboxiglutamico. Por otro lado, la osteocalcina no carboxilada
representa un tercio de la osteocalcina total. La concentraciéon sérica de
osteocalcina total se han considerado un marcador bioquimico de osteogénesis que

refleja el nimero y la actividad de los osteoblastos. '2

La osteocalcina (también conocida como proteina Gla 6sea) constituye también una
de las proteinas no colagenas mas abundantes del hueso, siendo sintetizada por
los osteoblastos bajo el control transcripcional de un elemento de respuesta a la
vitamina D en el promotor de su gen. Posterior a su sintesis, la mayor parte se
incorpora a la matriz extracelular del hueso, pero pequefias cantidades se liberan a
la circulacion considerandose un marcador de formacién ésea. Su modificacion
postraduccional mediante una gamma-carboxilacion dependiente de vitamina K le
permite unirse fuertemente a los iones de calcio de la hidroxiapatita. Sin embargo,
la fraccién infracarboxilada, con menos de 3 residuos carboxilados, tiene una menor
afinidad por el hueso. Asi, una mayor proporcién de osteocalcina infracarboxilada
se encuentra en la circulacion pudiendo actuar a otros niveles del organismo 3. El
descubrimiento de la interaccion de la osteocalcina con el receptor de la familia G
del receptor C acoplado al grupo C de 6 miembros (GPRCG6A) fue lo que permitio
conocer las varias funciones que este péptido cumple en la regulacién corporal y la
homeostasis. Dentro de las funciones mas importantes de esta molécula se

encuentran: 12

e La modulacion de la memoria a nivel cerebral

e Actua a nivel testicular, teniendo relacién con la fertilidad

e Esta relacionada a la acumulacién de grasa en el higado

e Libera incretinas a nivel intestinal (secrecion de insulina por el pancreas y la

disminucién en los niveles de glucosa en sangre)

Interviene en la adaptacion del musculo al ejercicio



e Tiene efectos sobre la proliferacion de células B, la liberacion de insulina y

secrecion de adiponectina.

Tejidos diana de osteocalcina

Se ha demostrado que la activacion directa de GPRCG6A por la osteocalcina modifica
la proliferacién de células B y la secrecion de insulina. 45 En adipocitos cultivados
derivados de roedores, se ha demostrado que ucOC aumenta la expresion de
adiponectina al aumentar el AMPc a través de la activacion de GPRC6A. Esto ocurre
gracias a la sefalizacion intracelular de ERK, que conduce a la expresion de Ppary

y a la posterior produccién de esta hormona sensibilizante a la insulina.

En el musculo esquelético, la osteocalcina se une al GPRCG6A, favoreciendo la
absorcion y el catabolismo de la glucosa y los acidos grasos durante el ejercicio. En
linea con esto, estimula la liberacién de interleucina-6 por el musculo, una molécula
gue modula la secrecion de osteocalcina no carboxilada en el hueso, aumenta la
produccion hepatica de glucosa y estimula la liberacion de acidos grasos del
adipocito. Durante el ejercicio aerdbico, los niveles circulantes de osteocalcina no
carboxilada se duplicaron cuando la insulina alcanza su punto mas bajo. Por
contrato, en ratones de edad avanzada, la osteocalcina es necesaria y suficiente
para mantener la masa muscular. Por lo tanto, la osteocalcina participa en la

adaptacion del cuerpo al ejercicio y ayuda a mantener la masa muscular. 7

Se ha establecido en base a varios experimentos, que la osteocalcina es una
hormona derivada del hueso que favorece la fertilidad en ratones machos al
promover la maduracion de las células de Leydig y la produccion de testosterona.
Esto demuestra que para al menos un género hay un regulador endocrino de
reproduccion por el esqueleto. También se demuestra la existencia de diferencias
importantes en la regulacion de la fertilidad entre ratones machos y hembras. Por lo
anterior el hueso no se ve clasicamente como un 6rgano endocrino y mucho menos

como una reproduccion reguladora. Los resultados en varios estudios fueron
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sorprendentes debido a la ausencia de regulacion de la fertilidad en las hembras.
Por otro lado, se esperaban porque la regla de retroalimentacion que se aplica a la
mayoria de las regulaciones endocrinas sugeria que dado el hecho de que las
hormonas esteroides sexuales regulan la masa ésea en ambos sexos, tal regulacion
de retroalimentacion podria existir. En términos mas amplios, la existencia de esta

funcion aumenta la importancia de la osteocalcina como hormona. '8

Osteocalcina y aparato cardiovascular

Uno de los hilos de investigacion en relacion a la osteocalcina ha sido su interaccion
con el sistema vascular y su supuesto papel en el proceso de calcificacion vascular
o aterosclerosis. La osteocalcina no solo es producida por el hueso, sino que
también se expresa por las células del musculo liso vascular que muestran un
fenotipo similar a los osteoblastos. Se ha demostrado que la osteocalcina estimula
la mineralizacién y diferenciacion de las células del musculo liso vascular, en
particular a través de la activacion de HIF-1a, suponiendo que la osteocalcina
aumenta la utilizaciéon de glucosa en las células del musculo liso vascular y

promueve la diferenciacion osteocondrogénica que resulta en calcificacion. °

Las células progenitoras endoteliales pueden diferenciarse en células endoteliales
y desempeniar un papel en la angiogénesis. Se ha planteado la hipotesis de que las
células progenitoras endoteliales positivas para osteocalcina estan involucradas en
el mecanismo de calcificacion al mediar |la reparacion vascular anormal. Se cree
que esto se debe a la activacion de genes osteogénicos dentro de las células
progenitoras endoteliales. Las células progenitoras endoteliales se consideran parte
de la respuesta inicial al dafio del vaso sanguineo; sin embargo, en lugar de
promover la reparacion normal, expresan un "transcriptosoma osteogénico" que
promueve la calcificacion. Esto esta respaldado por analisis de expresidon génica de
células CD34 + que muestran la expresion de proteinas relacionadas con la
mineralizaciéon 6sea como Runx2 y BMP-2. Se ha demostrado que OC se expresa
mediante placas ateroscleréticas y VSMC, que ya se han diferenciado como parte

11



del proceso de calcificacion, por lo que estudiar la asociacion entre las células que
expresan osteocalcina y la calcificacion podria proporcionar una direccion adicional

para futuros estudios. 292"

El mecanismo detras de la calcificacidn sigue sin resolverse y, por lo tanto, el papel
de la osteocalcina, si lo hay, es dificil de identificar. Se ha planteado la hipotesis de
que las placas ateroscleréticas pueden promover inicialmente la secrecién de
osteocalcina, pero eventualmente el mayor nivel de osteocalcina puede suprimir la

progresion de la aterosclerosis o calcificacion. 22

El 37% de los estudios realizados en Asia informaron relaciones negativas entre la
osteocalcina y la calcificacion o la aterosclerosis, en comparacion con el 6% de los
estudios europeos. Los estudios en ambas poblaciones utilizaron una combinacion
de puntos finales que miden la calcificacion o la aterosclerosis, o que demuestra
que esta variacion no afecté esta comparacion. En 10 estudios que tenian un
tamano de muestra> 300, 1 informé un resultado positivo, 7 informaron resultados
negativos, y los dos restantes no encontraron resultados significativos, por lo que
se puede concluir que la etnia puede desempefiar un papel en los resultados

contradictorios de los estudios previamente mencionados. 23

Se realizé un metanalisis proporcionando datos adecuados sobre la concentracion
de osteocalcina el cual confirmé los resultados del componente cualitativo de esta
revision sistematica. La gran heterogeneidad informada nuevamente cuestiona la
confiabilidad de las mediciones de concentracion de osteocalcina en suero o
plasma, la precision de los métodos de medicidn de osteocalcina total y sus formas
carboxiladas y subcarboxiladas, y la necesidad de estudios bien definidos con el
objetivo principal de evaluar el papel de osteocalcina en calcificacion vascular y
aterosclerosis. La heterogeneidad presente en el metanalisis puede explicarse aun
mas por la variedad de poblaciones de estudio (enfermedad renal, diabetes o
intolerancia a la glucosa, mujeres posmenopausicas e hipertension) y los diferentes

meétodos empleados para distinguir entre aquellos con y sin calcificacion vascular o
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aterosclerosis diferentes grados de gravedad en el mismo. Se concluyo, que no se
puede establecer una asociacion clara entre la osteocalcina y la calcificacion
vascular o la aterosclerosis de la investigacion publicada actualmente disponible. %

Osteocalcina y preeclampsia

Durante el embarazo normal, se producen cambios importantes en la homeostasis
del calcio materno y el metabolismo 6seo, a fin de satisfacer la demanda de calcio
del feto para el crecimiento esquelético y la mineralizacion. Los requerimientos de
calcio fetal se pueden cumplir mediante la movilizacién de calcio del esqueleto
materno a través del ajuste del metabolismo del calcio materno mediado por
hormonas. ?° Los cambios difasicos resultantes en la histologia 6sea materna
(pérdida temporal de hueso esponjoso al inicio del embarazo restaurada por la
gestacion a término) son consistentes con los cambios bioquimicos sanguineos
correspondientes: marcadores de resorcion O0sea aumentados en el primer

trimestre, seguidos de marcadores de formacién 6sea elevados a término. 252

Se piensa que el recambio 6seo materno durante la gestacion aumenta en los
trastornos hipertensivos del embarazo, incluida la preeclampsia y la hipertension
inducida por el embarazo, lo que probablemente conduzca a una mayor reduccién
de la densidad mineral 6sea materna . Sin embargo, los mecanismos exactos que
subyacen el efecto del embarazo normal y los trastornos hipertensivos del embarazo

sobre el esqueleto materno no se comprenden completamente. 7

La osteocalcina se sintetiza en el esqueleto por los osteoblastos y 10 a 30% de ella
se libera a la circulacion, la osteocalcina sérica generalmente refleja la sintesis de
osteocalcina por los osteoblastos y la formacién de hueso. Estudios han demostrado
gue los niveles de osteocalcina en suero eran mas altos en preeclampsia que en el
embarazo normotensivo y que habia una correlacion significativa entre la
osteocalcina y la deoxipiridinolina urinaria en preeclampsia. Se puede concluir que

la preeclampsia se caracteriza por un aumento en el recambio 6seo. 28
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Se piensa que el factor de crecimiento insulinico (IGF-I), la osteocalcina y la pérdida
Osea serian diferentes entre las mujeres con preeclampsia en comparacion con las
mujeres embarazadas normotensas. Las mujeres con preeclampsia parecen tener
una respuesta exagerada al IGF-l en comparacién con las mujeres que son
normotensas; sin embargo, la fuerte correlacion entre IGF-lI y osteocalcina en
mujeres con preeclampsia sugiere que el IGF-I puede mantener su papel como
regulador local de la remodelacion 6sea, como lo indican las concentraciones de

osteocalcina. 2°

1.2 JUSTIFICACION

Relevancia

Los trastornos hipertensivos del embarazo representan la complicacion mas comun
en el embarazo, afectando aproximadamente el 15% de los embarazos vy
representan casi el 18% de todas las muertes maternas en el mundo, con un
estimado de 62 000 a 77 000 muertes por cada afo. Se calcula que mueren
anualmente en el mundo 50,000 mujeres por preeclampsia, la Organizacion Mundial
de la Salud reporta que cada siete minutos muere una mujer por esta causa. En
México, de acuerdo con la Secretaria de Salud, la preeclampsia representa hasta
34% del total de las muertes maternas, por lo que constituye la principal causa de

muerte asociada a complicaciones del embarazo. 4°

Trascendencia

La realizacidn del presente estudio contribuyé a estudiar si el polimorfismo de
interés en el gen BGLAP es un factor genético de susceptibilidad para preeclampsia
y/o se asocia con la severidad de la enfermedad. El objetivo es que en un futuro,
podamos incluir como un marcador que ayude a conocer el pronostico de las
pacientes y/o que forme parte de los modelos actuales de prediccion de la
enfermedad.
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Aplicabilidad

Ya que la preeclampsia es una de las entidades patolégicas que mas
frecuentemente se presentan en la embarazada, si el marcador genético de interés
es util como prondstico o factor de riesgo, todas aquellas pacientes con embarazo
se podrian beneficiar de la genotipificacién de la variante de interés durante los

primeros trimestres del embarazo, o incluso antes de lograr un embarazo.

Factibilidad

Realizar el presente estudio es factible porque se tiene la capacidad técnica para
realizarlo, se cuenta con instalaciones, material y equipo en el Laboratorio de
Biologia Molecular y Biomateriales para realizar la genotipificacion del polimorfismo
de interés sin costo alguno para las pacientes. Asi mismo, es importante mencionar
que, se tiene acceso a pacientes en volumen suficiente y el tiempo para la

realizacion del estudio.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trastornos hipertensivos del embarazo representan la complicacion mas comun
en el embarazo, afectando aproximadamente el 15% de los embarazos y
representan casi el 18% de todas las muertes maternas en el mundo, con un

estimado de 62 000 a 77 000 muertes por cada afio. 4

La preeclampsia es la causa mas importante de morbimortalidad materna vy
perinatal, se estima que mueren al afo en el mundo 50,000 mujeres por
preeclampsia-eclampsia y en México causa hasta 34% del total de las muertes

maternas. °

Dado que se ha demostrado que factores genéticos contribuyen a la susceptibilidad
de la preeclampsia, es importante contar con el conocimiento de cuales otros

factores genéticos distintos a los encontrados hasta el momento, se asocian con
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susceptibilidad para desarrollar la enfermedad. Incluso, si estos factores se asocian

a la severidad de la enfermedad. 30

En este sentido, el rs1800247 en el gen de la osteocalcina, es un posible candidato
como marcador de susceptibilidad a preeclampsia, porque la osteocalcina es una
molécula asociada a parametros cardiovasculares incluyendo el indice de masa
corporal (IMC), la circunferencia de la cintura, la presién arterial, la glucosa y los
lipidos, que a su vez son factores de riesgo para el desarrollo de preeclampsia. Y
porque ademas, estudios recientes sugieren que se expresa en los vasos
sanguineos y se asocia con riesgo cardiovascular. Ademas, un estudio previo
encontré que el polimorfismo rs1800247 se asocié con hipertensién arterial
sistémica; especificamente, los portadores del alelo C tuvieron menor probabilidad
de hipertension en comparacion con los portadores del alelo T aun después de
ajustar por edad, sexo e IMC (odds ratio (OR) = 0.89, intervalo de confianza (IC) del
95% 0.81-0.97, P = 0.01). Asi mismo, se encontré que los portadores del alelo C
tuvieron un nivel mas bajo de presion arterial diastolica (PAD) ajustado por edad,
sexo e IMC en individuos con cifras tensionales elevadas (8 = - 0.55, IC 95% - 0.99
a-0.10, P =0.02). 3

No obstante lo anterior, se desconoce hasta el momento si el polimorfismo
rs1800247 del gen BGLAP se asocia con el riesgo de padecer preeclampsia y su
severidad, por lo que se plantea la siguiente:

Pregunta de investigacion

¢, Se asocia el polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP con el riesgo y la severidad

de la preeclampsia?
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1.4 HIPOTESIS

Hipo6tesis de trabajo (H1):
e El genotipo CC del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP se asocia con

menor riesgo y severidad de la preeclampsia.

Hipo6tesis nula (HO):
e El genotipo CC del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP se asocia con

mayor riesgo y severidad de la preeclampsia.

1.5 OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la asociacién del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP con el riesgo y la

severidad de la preeclampsia.

Objetivos especificos

» Conocer las caracteristicas demograficas, obstétricas y antecedentes de
preeclampsia.

» Describir las caracteristicas clinicas-bioquimicas de la preeclampsia
(severidad, sindrome de HELLP, eclampsia, presion arterial sistolica,
presion arterial diastolica, alanino amino transferasa, aspartato amino
transferasa, bilirrubinas, plaquetas).

+ Determinar el genotipo de las pacientes (CC, CT, TT) y las controles.

» Evaluar la asociacion de los genotipos con la severidad de la preeclampsia
y la presion arterial.

« Calcular el equilibrio de Hardy —Weinberg.

» Determinar el OR para preeclampsia segun el genotipo.
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CAPIiTULO 2. MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

2.1 TIPO, DISENO Y CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Se realizara un estudio observacional, tipo casos y controles.

2.2 POBLACION EN ESTUDIO
Mujeres en edad reproductiva del Hospital de la Mujer Aguascalientes que
ingresen al servicio de urgencias con diagnostico de enfermedad hipertensiva a

clasificar.

2.3 DESCRIPCION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
e Variable independiente: Genotipos del s1800247; alelos del s1800247.
e Variable dependiente: Preeclampsia y grado de severidad.
e Variables de caracterizacion: Edad materna, indice de masa corporal, edad
gestacional, estado nutricional, tension arterial, periodo intergenésico,
tabaquismo activo, gestas, preeclampsia en embarazo previo, diabetes

gestacional, diabetes pregestacional, sexo de feto, proteinuria.

TIPOY ESCALA DE UNI%PEDES

MEDICION

VARIABLE ~ DEFINICION OPERACIONAL  CARACTERISTICAS )
DE LA VARIABLE MEDICION

La combinacion de los 2 alelos
(1 materno y 1 paterno) del CC
Genotipos rs1800247 ubicado en la Cualitativa nominal CT Porcentaje
posicién 1T
156242184..156243317
Base purica o pirimidica
Alelos 1 5%25:; ? gi?%gz%s:;?? Tjel Cualitativa nominal 2; Porcentaje
gen BGLAP
Elevacion de las cifras
Preeclampsia S EE e Cualitativa nominal o Porcentaje
presencia de proteinuria No
>30mg/dL.
Severidad de Gravedad de la pregolgmpsia
la de acuerdo.a I(.)S siguientes Cualitativa ordinal No severa Porcentaje
. criterios. Severa
preeclampsia No severa: <2 g proteinuria
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Severa: >2 g proteinuria, 0
creatinina >1.1 mg/dL
Es una complicacion
multisistémica del embarazo
que se caracteriza por o : Si :
HELLP hemdlisis, elevacion de Cualitativa nominal No Porcentaje
enzimas hepaticas y
trombocitopenia.
Preeclampsia mas
alteraciones en el estado de
alerta o presencia de crisis Si
Eclampsia convulsivas en ausencia de Cualitativa nominal No Porcentaje
otras causas, posterior a
semana 20 o0 6 semanas
postparto.
Edad materna e cronolqglco i Cuantitativa discreta N/A Afios
cumplido.
indice de Relacion entre el peso y la
altura utilizado para clasificar Cuantitativa continua N/A Kg/m?
masa corporal
el peso.
Bajo peso: <18.5
Estado Clasificacion de las pacientes L . Kg/m? .
nutricional segun el IMC Cuaita Sl Peso normal: B "t2l
18.5-24.9 Kg/m?
Edad Semanas de vida intrauterina
. cumplidas al momento del Cuantitativa continua N/A Semanas
gestacional
parto.
Cantidad de presion que se
Ten3|_on ejerce en las paredes de las Cu:_antltatlva N/A Mm/Hg
Arterial arterias al desplazarse la discreta
sangre por ellas
Periodo Periodo comprendido desde el
interaenésico nacimiento de un producto ala | Cuantitativa discreta N/A Meses
g fecha de ultima menstruacion
Tabaqylsmo Inhalacién voluntaria de humo L, Y. Si Porcentaie
activo de tabaco No
Inglcg thal de cigarros por d~|a X Cuantitativa continua N/A Numero/pzaque
tabaquico nimero de afios/20 afos tes/Afio
NUmero de embarazos que ha T
Gestas tenido Ia paciente. Cuantitativa discreta N/A Eventos
Preeclampsia Antecedente personal de o . Si .
. . Cualitativa nominal Porcentaje
previa preeclampsia No
Dlabgtes Antfacedente persgnal de Cualitativa nominal S Porcentaje
gestacional diabetes gestacional No
Diabetes Antecedente personal de o . Si .
. . . Cualitativa nominal Porcentaje
pregestacional diabetes pregestacional No
Niveles urinarios de proteinas
Proteinuria | durante la recoleccion de orina | Cuantitativa continua N/A mg/24 horas
de 24 horas

19



2.4 SELECCION DE LA MUESTRA

Tipo de muestreo:

No probabilistico, por conveniencia de casos consecutivos.

Tamano de la muestra:

n=225 casos y n= 91 controles

2.5 CRITERIOS DE SELECCION:

a) De inclusién

Pacientes femeninos mayores de 18 afios

Con diagndostico de preeclampsia (casos) o sin enfermedad hipertensiva del
embarazo (controles)

Que acepten participar en el estudio mediante firma de carta de
consentimiento

Casos: pacientes con preeclampsia, atendidas en el HMA durante el periodo
de estudio.

Controles: pacientes que ingresen para resolucion de embarazo, sin

antecedentes de preeclampsia, embarazo normoevolutivo.

b) De no inclusién

Pacientes con preeclampsia agregada a hipertension cronica
Pacientes con hipertension crénica

Pacientes con hipertension gestacional

Pacientes con diabetes gestacional, DM1 o DM2

c) De eliminacion

Pacientes con muestra de sangre inadecuada o insuficiente
Pacientes cuyo material genético sea inadecuado o insuficiente

Pacientes con informacion clinica incompleta.
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2.6 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Instrumentos

Se realizo recoleccion de variables a través de cuestionarios en hojas de Excel en
los cuales se ingresaron las mismas; el médico de guardia al detectar el ingreso de
una paciente con diagnostico de enfermedad hipertensiva a clasificar mayor de 18
afnos se encargo de realizarlo, previa firma de consentimiento informado en el cual

se explica la confidencialidad de la informacion obtenida y los fines de la misma.

Logistica

Todas las pacientes ingresaron provenientes del area de urgencias o de consulta
externa, siendo ingresadas posteriormente si se detectaron cifras tensionales
mayores de 140/90 las cuales fueron corroboradas en al menos 2 ocasiones en
ambas extremidades superiores por parte del personal de enfermeria, ya sea con
baumandmetro digital o de mercurio. En el area de tococirugia se recibieron dichas
pacientes las cuales ingresaron con diagnostico presuntivo de enfermedad
hipertensiva a clasificar y pasaron de inmediato a cargo del residente de segundo
afno; el cual, es el encargado de verificar que se trate de embarazo mayor a 20
semanas. Posteriormente el personal de enfermeria realizd6 una nueva toma de
cifras tensionales con un baumandémetro de mercurio, para luego obtener un acceso
venoso del cual se obtuvieron 3 tubos de muestra de sangre periférica y 2 tubos
extras a las pacientes mayores de 18 afos que acepten participar en nuestro
protocolo de estudio firmando previamente consentimiento informado, asi como una
muestra de orina obtenida con sonda de Nelaton y técnica de asepsia. Una vez que
se obtuvieron estas muestras, se solicito un perfil toxémico y las 2 muestras
tomadas para el protocolo, fueron llevadas de inmediato al laboratorio, en donde se
centrifugaron y separaron en suero y células sanguineas. El suero obtenido se
mantuvo en refrigeracion para posteriormente ser trasladado al laboratorio de
biologia molecular de la Universidad Autonoma de Aguascalientes donde se
realizaron estudio de PCR.
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El residente a cargo proporcion¢ indicaciones al personal de enfermeria donde se
especificé la administracion de una carga de cristaloide de 300 ml, asi como
revaloracion de cifras tensionales posterior a la misma, reporte de tensién arterial

horaria en hoja de enfermeria, asi como diuresis horaria y control de liquidos.

Posterior a esto el médico residente de cuarto afo procedio a llenar el formato de
Excel en el cual se encontraban las variables a estudiar. Una vez completadas 6
tomas de cifras tensionales posterior a la carga de cristaloides junto con los estudios
de laboratorio se procedio a clasificar la enfermedad hipertensiva, buscando la
presencia de cifras tensionales de 140/90 en al menos 2 ocasiones o una cifra
aislada de 160/110 mm/Hg, asi como presencia de proteinuria (>30mg/dl) en el
examen general de orina en ausencia de infeccion de vias urinarias. Las pacientes
que clasificaron como preeclampsia, iniciaron al dia siguiente recoleccion de orina

de 24 horas; las pacientes que se descartaron, entraron al grupo de controles.

Procedimientos

1. Extraccién de ADNg
Se realizé la extraccion de ADN a partir de sangre completa utilizando el método de
Miller (Miller et al, 1988) modificado. Se extrajeron 3-5 ml de sangre periférica en un
tubo con EDTA al 10%. Se centrifugd a 5 000 rpm/5min para lograr separar la capa
leucocitaria del suero y los eritrocitos, a continuacion se transfirieron 600ul de esta
capa a un tubo para microcentrifuga de 1.5ml estéril. Se agregd 1 ml de buffer TTS
(TrisHCI-Triton-Sacarosa) y sé homogenizo. Enseguida, la muestra se centrifugd a
12 mil rpm/2 min/4°C y se decanto el sobrenadante. El lavado con buffer TTS se
repiti6 hasta que tanto el boton celular como el sobrenadante se observaran
hialinos. Decantando el sobrenadante obtenido, se agregaron 570 pyl de NaCl 5§ mM
(homogenizando 2 min sin decantar) + 30 yl de SDS al 10% (homogenizando 15
min sin decantar) + 200 pl de NaCl saturado (homogenizando 20 min sin decantar).

Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 12 mil rpm/25 min/4°C. Simultaneamente,
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se prepararon tubos cénicos de 15 ml estériles con 2 ml de etanol absoluto frio; en
los que se vertio el sobrenadante obtenido después de los 25 min de centrifugacion
y se mezclé suavemente, esperando observar una hebra blanquecina de ADN. Se
almacend el tubo a -20°C toda la noche. Al dia siguiente, se trasfirio la hebra de
ADN con micropipeta a tubo para microcentrifuga de 1.5ml estéril, tratando de
eliminar la mayor cantidad de etanol posible. Se lavé con 1.5 ml de etanol al 70%,
mezclando por inversion durante 2 min y centrifugando después a 9 mil
rpm/10min/4°C. Se elimino el sobrenadante y se dejé secar el boton a temperatura
ambiente. Deshidratado el ADN, se agregaron 300 uyl de agua inyectable y se

almacend a -20°C.

2. Amplificaciéon por PCR
A partir del ADNg extraido de las diferentes muestras, se realizé una amplificacion
por PCR de la regidén del gen BGLAP que incluye la region polimérfica para -180
C/T, con base en los primers y las condiciones reportadas por Villafan-Bernal et al.
2014. La secuencia de los primers fueron 5’- CCGCAGCTCCAACCACA -3’ para el
forward y 5’- CAATAGGGCGAGGAGT -3’ para el reverse. La condiciones a las

cuales se llevd a cabo la reaccidon se muestran en tabla 3.

Tabla 3. Parametros de los reactivos y condiciones de la amplificacion por PCR del segmento de

interés del gen BGLAP

Componentes de la reaccion Condiciones térmicas
Reactivo Concentracion Volumen Etapa de la PCR Temperatura Tiempo
Buffer PCR 10x 1.25 Desnaturalizacion 95°C 2 min
inicial
MgCl, 50 mM 1.25 yl Desnaturalizacion, 94°C 30 seg
dNTP’s 100 mM 0.5ul hibridacion y 65°C
Primers (FWD 10 pmol 0.15ul clu elongacion 72°C
y REV) (30 ciclos)
TagqPol 5U 0.06 pl
ADN 1ng 1l Extension final 72°C 2 min
H20 - 8.14 ul
Volumen total por reaccién 12.5 Terminacién 4°C 0
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La comprobacién de la amplificacion del fragmento del gen BGLARP se realiz6 a partir
de una electroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 6% (29:1). La corrida
electroforética se realiza a 120 V por aproximadamente 2 horas con un marcador
de peso molecular de escalera de 50 pb. Se reveld por solucion de nitrato de plata.

3. Genotipificacion por RFLP
De la amplificacion por PCR se obtuvo una banda de 253 pb correspondiente a la
parte de interés del gen BGLAP donde se encuentra el polimorfismo -180 C/T. Se
realizé una digestion enzimatica con 5 U de la enzima Hind Il (New England
BioLabs, Beverly, MA) durante 60 min a 75°C. El sitio de restriccion cohesivo de la
enzima Hind Ill es 5'- A| AGCTTY TTCGA| A -3'; la flecha es la posicién -180 en la
secuencia del gen. La presencia del alelo polimérfico T crea el sitio de restriccion
para Hind Ill, por lo cual el amplicon se digiere y genera 2 fragmentos de ADN de
21y 232 pb. Mientras que la presencia del alelo silvestre C ocasiona que el sitio de
corte se pierda y el fragmento no sea digerido, conservando su longitud de 253 pb.
Mediante el gel de electroforesis de poliacrilamida al 6%, bajo las mismas
condiciones que se mencionan en la seccion anterior se pueden observar los

fragmentos resultantes y se pueden interpretar los genotipos (Figura 1).

1. Amplificacién de 2. Verificacion de la
segmento de interés (PCR) amplificacién

(Poliacrilamida 6%)
Sentido: 5-~CCGCAGCTCCAACCACA-3'
Antisentido; 5 CAATAGGGCGAGGAGT -3'

Condiciones:

Desnaturalizacién inicial = 94°C a 4 min

Amplificacién= 35 ciclos
-Desnaturalizacién 94 °C, 30 s
-Alineacién 62°C,30s
-Extensién 72°C, 30's

Extension final 72°C, 60s

3. Digestion con Hind 111

4. Lectura del patrén
(Corte)

de restriccion
(RFLP)

Figura 1. Proceso de genotipificacion del polimorfismo rs1800247.
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Figura 2. Verificacion de los fragmentos de interés y genotipos del polimorfismo rs1800247. Gel de

poliacrilamida al 6 %, que muestra las bandas esperadas para cada genotipo.

Genotipo CC carril 5, genotipo CT carriles 3,4,6 y genotipo TT carriles 2y 7.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se llevé a cabo con el paquete estadistico SPSS v. 25.0 para
Mac. El analisis descriptivo consistio en frecuencias y porcentajes para variables
cualitativas nominales u ordinales. Para las variables cuantitativas se utilizé la

media, la desviacion estandar y el rango.

El analisis inferencial se realizo con Chi-cuadrada (X?) para variables cualitativas,
especificamente para comparar si existen diferencias significativas en variables
cualitativas por genotipos. Para determinar si existen diferencias significativas en
variables cuantitativas entre genotipos se utilizo la prueba ANOVA. Una p<0.05 se

considero significativa.
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Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron por conteo directo. El
equilibrio Hardy-Weinberg se estimé utilizando la prueba de ajuste X?, comparando
las frecuencias entre los grupos de casos y controles. Se estimo6 un Odds ratio (OR)
con su correspondiente intervalo de confianza a 95% (IC95%) para determinar la
susceptibilidad para preeclampsia por genotipo.

2.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Se cuenta con consentimiento informado en donde se plasma que el paciente no
pone de ninguna manera en riesgo su salud al proporcionarnos muestras de sangre
periférica, el cual debera estar firmado por testigos y por el mismo paciente con
datos completos y legibles con el compromiso de mantener la confidencialidad de
los datos. Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas,
el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud
clasificandose como riesgo minimo; asi mimos se tomara en cuenta la declaracion
de Heissinki de 1964 (AMN), enmendada en Tokio en 1975; asi mismo se tendra

aautorizacion por el Comité Local de Bioética e Investigacion.

2.9 RECURSOS PARA EL ESTUDIO

- Recursos humanos: Personal médico, enfermeras, quimicos, pacientes
embarazadas o en puerperio.

- Recursos materiales: Hojas de maquina, plumas, computadoras personales,
tubos de muestras, refrigeradores, hieleras para adecuado transporte de

muestras, vehiculo de transporte.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Comparacion de caracteristicas demograficas, obstétricas y antropomeétricas
entre grupos

Se incluyeron un total de 316 pacientes, 91 casos (con preeclampsia) y 225
controles. Al comparar las caracteristicas demograficas entre grupos, solamente se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la edad materna, siendo
mayor entre las pacientes con preeclampsia que entre los controles (25.6+7.1
versus 23.1+5.5 anos; p=0.001). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en
caracteristicas antropomeétricas ni en obstétricas entre grupos (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de caracteristicas demograficas y

obstétricas entre casos y controles

A Casos Controles
Caracteristica (n=91) (n=225) Valor de p
Edad Materna 25.67.1 231155 0.001
Peso pregestacional 65.2+15.3 62.9+13.8 0.211
Peso al final del
76.7£14.3 75.4+14.5 0.468
embarazo
Talla 1.59+0.06 1.58+0.07 0.473
Edad gestacional 38.1+2.7 38.0+2.8 0.611
Gestas 2.141.2 2.141.2 0.625
Paras 1.48+0.9 1.74+1.1 0.123
Cesareas previas 1.45£0.7 1.3940.7 0.582
Abortos 1.29+0.7 1.21£0.5 0.619

Comparacion de antecedentes de importancia entre grupos
Posteriormente, se evaluaron los antecedentes de importancia entre grupos,

encontrando que entre los casos el antecedente de preeclampsia en embarazos

previos fue significativamente mayor (12.1% versus 4.9%; p=0.023) y que hubo
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mayor porcentaje de mujeres con antecedente de hipertension en el embarazo

actual entre los casos que entre los controles (4.4% versus. 0.4%; p=0.011).

Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
casos Yy controles en el porcentaje de madres con preeclampsia, de hermanas o
abuela con preeclampsia (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de antecedentes de importancia entre grupos

Antecedente Casos Controles Valor de p
(n=91) (n=225)

Madre de paciente con preeclampsia 7.7(7) 4.0(9) 0.175

Hermana de paciente con 3.3(3) 3.1(7) 1.000
preeclampsia

Abuela de paciente con 1.1(1) 0.9(2) 1.000
preeclampsia

Preeclampsia en embarazos previos 12.1(11) 4.9(11) 0.023

Diabetes gestacional en embarazos 1.1(1) 0.9(2) 1.000

previos
Enfermedad hipertensiva en 4.4(4) 0.4(1) 0.011

embarazo actual

Comparacion caracteristicas clinicas y paraclinicas entre grupos

Al comparar las caracteristicas clinicas y paraclinicas entre casos y controles, las
pacientes con preeclampsia tuvieron significativamente mayores niveles de presion
arterial sistolica y diastdlica al ingreso a tococirugia antes y después de una carga
inicial de liquidos que se les administra de forma rutinaria 3 mL/Kg de peso (Tabla
6). Asi mismo, las pacientes con preeclampsia tuvieron significativamente mayores
niveles de acido urico (6.1£1.8 versus 4.9+.1.6 mg/dL), menores de albumina
(3.1£0.8 versus 3.5+0.6 g/L) y mayores de proteinuria al ingreso (299.3 + 201.8
versus 149.0+188.7 mg/dL), p<0.05 (Tabla 6).
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Sin embargo, no hubo diferencias significativas en otros parametros clinicos y

bioquimicos entre grupos (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de caracteristicas clinicas y paraclinicas

entre casos y controles

e Casos Controles
Caracteristica (n=91) (n=225) Valor de p
N. de cigarros/dia 27509 50+4.4 0.349
Peso estimado 1997.4 + 879.0 2171.1 + 10141 0.466
A" s ptclcaiequierda 156.5 + 17.0 121.5+ 18.4 <0.001
precarga
SR ¢ stolica derecha 154.1 +19.9 1205 + 16.8 <0.001
precarga
Presion diastélica izquierda
100.9 + 14.5 774 +11.1 <0.001
precarga
Presion diastolica derecha 1014 + 171 795 +13.4 <0.001
precarga
HERRLs stolica izquierda 148.4 + 19.2 121.3 + 15.2 <0.001
postcarga
Presion sistdlica derecha
1449+ 20.9 115.2 +19.7 <0.001
postcarga
Presion diastolica izquierda 9736 + 19.7 70.9+197 <0.001
postcarga
Presion diastolica derecha 93.7 +14.0 745 +10.4 <0.001
postcarga
Hemoglobina 129+1.8 126 +15 0.222
Plaquetas 204.9+80.9 232.9+75.7 0.006
Creatinina 0.70£0.39 0.60 +£0.24 0.058
Acido Urico 6.1+1.9 49+16 <0.001
Albumina 31+0.38 35+0.7 0.005
DHL 439.9 +512.8 466.8 + 547.7 0.779
TGO 51.0+0.8 41.20 £119.095 0.739
TGP 43.0 +£147.7 33.2+83.7 0.662
Bilirrubina total 04+0.3 04+04 0.718
Bilirrubina directa 0.2+0.1 0.20+0.1 0.600
Bilirrubina indirecta 02+0.2 02+0.3 0.586
Proteinuria 299.3 +201.8 148.9 + 188.7 0.006
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Frecuencia de genotipos en casos y controles

Posteriormente, se evalué la frecuencia de cada genotipo entre casos y controles,
encontrando que, el alelo T fue el mas frecuente y el alelo C fue poco frecuente. Al
comparar los genotipos entre casos y controles, el genotipo CC estuvo presente en
el 3.4%(n=2) de los casos y en el 1.9% de los controles (n=3; p=0.642), mientras
que el genotipo CT estuvo presente en el 13.6% de los casos y en el 17.6% de los

controles (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas en casos y controles

Casos Controles
Valor de P
% (n) % (n)
Alelo
T 89.8(106) 89.3(284)
(s 10.2(12) 10.7(34) _
Genotipos
cc 34(2) 1.9 (3)
CT 13.6 (8) 17.6 (28) 0.642
TT 83.1 (49) 80.5 (128)

Equilibrio de Hardy —~Weinberg

Se calculo el equilibrio de Hardy-Weinberg, como un indicador de la probabilidad de
que la frecuencia genotipica se deba al azar, encontrando que solo el 6.4% podria
deberse al azar y que la frecuencia de los genotipos parece ser estable de una
generacion a otra (Tabla 8), por lo que los resultados podrian ser los mismos de

generacion a generacion.
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Tabla 8. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Genotipos Observado Esperado
cC 5 24
CT 36 411
T 177 174.4
Var frecuencia alélica: 0.89 218
Valor de Chi- cuadrada 3.41080838
Valor de P 0.064771

OR para preeclampsia segun el genotipo

Posteriormente, se calculo el riesgo para preeclampsia por genotipo considerando
como referencia el genotipo TT y como potenciales factores de riesgo o proteccion
los genotipos CT y CC. Esto, se realizé por separado en pacientes con obesidad y
con peso normal, dado que se ha encontrado que la osteocalcina se asocia con el
IMC y que por si misma la obesidad es un factor de riesgo para preeclampsia. Se
encontré que, en individuos con obesidad, el genotipo CT tendia a asociarse con
mayor riesgo de preeclampsia (OR=2.67, 1C95% 0.50-14.29). Mientras que, en
individuos con peso normal, el genotipo CT se asocido marginalmente con menor
riesgo de preeclampsia (OR=0.14, 1C95% 0.002-1.100), con un valor de p para la
interaccion de 0.0085 (Tabla 9).

Tabla 9. Asociacion del rs1800247 con preeclampsia en pacientes con

y sin obesidad (n=155)

Obesidad Controles Preeclampsia OR (95% Cl)
TIT 20 10 1.00
CIT 3 4 2.67 (0.50-14.29)
ciC 0

Sin Obesidad Controles Preeclampsia OR (95% ClI)
T 67 30 1.00
CIT 16 1 0.14 (0.02-1.10)
ciC 3 0 0.00
Valor de p para la interaccién: 0.0085
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Al determinar el riesgo de preeclampsia por genotipo, en presencia o0 ausencia de
obesidad. Se encontro que las portadoras del genotipo CT con peso normal tuvieron
significativamente menor riesgo de preeclampsia OR=0.05 (IC95% 0.00-0.58,
p<0.001). (Tabla 10).

Tabla 10. Riesgo de preeclampsia por genotipo en pacientes

con y normopeso (n=155)

Controles Preeclampsia OR (95% CI) para preeclampsia
T | O 20 10 1.00 (Ref)
N 67 30 0.90 (0.37-2.14)
Controles Preeclampsia OR (95% ClI) para preeclampsia
CTt | O 3 4 1.00 (Ref)
N 16 1 0.05 (0.00-0.58)
Controles Preeclampsia OR (95% ClI) para preeclampsia
cic | O 0 1 1.00 (Ref)
N 3 0 0.00 (x-x)
Valor de p para la interaccién: 0.0022

O=obesidad; N=normopeso

Comparacion de parametros clinicos y bioquimicos por genotipo en pacientes
con peso normal

Dado que el alelo C es protector en pacientes con peso normal, se compararon los
parametros clinicos y bioquimicos por genotipos CC+CT versus TT para determinar
si existian diferencias significativas entre pacientes con y sin estos alelos,
encontrando que las portadoras de 1 o 2 alelos C (CC ¢ CT) tuvieron
significativamente menores niveles de presién arterial sistdlica, y presion arterial

diastdlica que las portadoras del alelo T (Tabla 11).
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Tabla 11. Comparacion de parametros clinicos y bioquimicos

por alelo/genotipo

T CC+CT (media £ DS) TT (media £ DS) Valor de p
n= n=

Presion sistolica izquierda 129.1 4 20.1 137.14 250 0.182
precarga

Presion sistolica derecha 125.6 4 20.2 134.2 + 265 0.168
precarga

Presion diastolica derecha 824 +120 90.00 + 19.3 0.059
precarga

Presion diastolica izquierda 798 +12.9 88.11 + 16.5 0.038
precarga

Presion sistolica izquierda 1183+ 14.3 133.94 236 0.003
postcarga

Presién sistdlica derecha 116.8 +20.7 1285+ 23.8 0.074
postcarga

Presion diastélica izquierda 7754124 9114279 0.011
postcarga

I iastolica derecha 75.56 + 11.015 85.6 + 16.9 0.010
postcarga

Hemoglobina 128+1.2 126 £1.8 0.554

Plaquetas 226.8 + 86.3 2141+ 774 0.599

Creatinina 1.00+0.6 06+0.3 0.175

Acido Urico 4.92 +0.833 5.90 + 1.762 0.055

Albuimina 3.34 +0.605 3.18 £1.178 0.605

DHL 366.7 + 172.7 577.5 + 868.7 0.227

TGO 235457 86.3 +320.0 0.308

TGP 37.9+483 76.2 + 247.5 0.443
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Bilirrubina total 0.36 £0.19 0.46 £0.6 0.461
Bilirrubina directa 0.15+0.11 0.19+0.15 0.560
Bilirrubina indirecta 0.21+ 01 0.28+05 0.509
Proteinuria 300.0 £ 190.3 416.2 £ 173.1 0.262
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CAPITULO 4. DISCUSION

En el presente estudio, se analizo la asociacion del polimorfismo rs1800247 del gen
BGLAP con el riesgo y la severidad de la preeclampsia, encontrando diversos

hallazgos que merecen discusion.

En primer lugar, los casos tenian mayor edad que los controles. De hecho, la edad
es considerado un factor de riesgo previamente conocido para preeclampsia
intimamente relacionado con multiples complicaciones y comorbilidades en la mujer
embarazada. Varios estudios han examinado la asociacion entre la edad materna
avanzada y la presencia de resultados adversos del embarazo, dentro de los cuales
se incluyen aborto espontaneo, muerte fetal, preeclampsia, diabetes gestacional,
parto prematuro, entre otros. Khalilv y cols. estudiaron la relacion de la edad
materna con las complicaciones previamente comentadas y concluyeron que la
edad materna debe combinarse con otras caracteristicas maternas y antecedentes
obstétricos al calcular un riesgo individualizado ajustado de complicaciones
adversas del embarazo. Ademas, encontraron que la edad materna avanzada es un
factor de riesgo para preeclampsia y parto por cesarea, entre otros 2. Por su parte
Lamminpaa y cols. observaron que las mujeres de edad materna avanzada
presentaron preeclampsia en un porcentaje mayor que las mujeres jovenes (9,4%
vs 6,4%), tuvieron una mayor cantidad de partos pretérmino y fueron mas propensas
a tener un indice de masa corporal > 25, asi como una mayor incidencia de diabetes
gestacional e hipertension arterial cronica. Concluyeron que las mujeres con edad
materna avanzada tenian 1,5 veces mas probabilidades de tener preeclampsia en
comparacién con las mujeres menores de 35 afos. Sin embargo, el principal
hallazgo del presente estudio fue que entre las mujeres preeclampticas, los
resultados adversos del embarazo fueron mas comunes en las mujeres con edad
materna avanzada. En otras palabras, la edad materna parecia ser un factor de
riesgo obstétrico independiente para el inicio temprano de preeclampsia y el
crecimiento fetal alterado 2. Aun no existen estudios que confirmen esta asociacion

pero se cree que el mecanismo detras de este riesgo, puede estar relacionado con
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el envejecimiento de los vasos sanguineos uterinos 34. Durante nuestro estudio se
encontré que las pacientes con preeclampsia presentan una edad materna mayor
que las pacientes control, sin embargo, en promedio la edad de las pacientes con
preeclampsia no se encuentra dentro de los parametros internacionales de edad
materna avanzada, aun asi, se observd mayor prevalencia. Lo anterior podria
hablarnos de la importancia que tiene la interaccion de otros factores de riesgo
(peso, comorbilidades) para el desarrollo de la enfermedad, lo cual es mencionado
por otros autores.

En segundo lugar, el antecedente de preeclampsia en embarazos previos fue
significativamente mayor entre los casos y hubo mayor porcentaje de mujeres con
antecedente de hipertension en el embarazo actual. En este sentido, Hernandez y
cols., realizaron un gran estudio en 763,795 mujeres embarazadas en el que
demostraron que el riesgo de preeclampsia fue de 4.1% en el primer embarazo y
1.7% en embarazos posteriores en general. Sin embargo, el riesgo fue del 14.7%
en el segundo embarazo para las mujeres con antecedentes de preeclampsia en su
primer embarazo y del 31.9% para las mujeres que tuvieron preeclampsia en los
dos embarazos anteriores. El riesgo de preeclampsia para mujeres embarazadas
sin antecedentes de preeclampsia fue del 1.1%. 3. En este sentido, nuestro estudio

es similar a lo encontrado por Hernandez y cols.

En tercer lugar, las pacientes con preeclampsia, como se esperaba tuvieron
significativamente mayores niveles de acido urico y proteinuria al ingreso, asi como
menores niveles de albumina. En la preeclampsia, los niveles de acido urico estan
constantemente elevados, aunque las razones de tal elevacién se entienden de
manera incompleta. Claramente, la disminucion de la filtracion glomerular, el
aumento de la resorcion y la reduccion de la secrecion en el tubulo proximal juegan
un papel importante; sin embargo, estas adaptaciones renales no pueden explicar
completamente el grado de hiperuricemia, y otros mecanismos, como la isquemia
placentaria, el dafio tisular y el estrés oxidativo, los cuales parecen estar

involucrados pero aun no estan demostrados . Bainbridge y cols. demostraron,
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haciendo uso de una monocapa de células endoteliales microvasculares uterinas
en un modelo de co-cultivo trofoblasto-endotelial que el acido urico, de manera
dependiente de la concentracion, fue capaz de atenuar la invasion del trofoblasto 7.
En otro estudio, Mulla y cols., observaron que las células trofoblasticas aisladas en
primer trimestre del embarazo exhibieron secrecion aumentada de IL-13, cuando se
incubaron con acido urico, lo que sugiere que el acido urico activa el inflamasoma
3. Una revision sistematica sobre el acido urico y preeclampsia realizada por
Thangaratinam y cols. encontré que, el acido urico sérico es un mal predictor de
complicaciones maternas y fetales en mujeres con preeclampsia 3°. Sin embargo,
Hawkins y cols., en un estudio posterior concluyeron que el riesgo de resultado
materno adverso y el resultado fetal adverso aumenté con el aumento de la
concentracion de acido urico y tension arterial elevada, no exclusivamente en la
preeclampsia. En las mujeres con hipertension gestacional, la hiperuricemia
corregida en la gestacion se asocio con un mayor riesgo de parto pretérmino, pero
no con resultado materno adverso. En toda la cohorte de mujeres embarazadas
hipertensas (aquellas con preeclampsia o hipertension gestacional) el riesgo de
resultados maternos adversos y resultados fetales adversos aumento
concordantemente con una elevacién en los valores de acido urico “°. Por lo tanto,
los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran concordancia con la literatura,
encontrando claramente valores en promedio mas elevados de acido urico en
aquellas pacientes con preeclampsia en comparacion a los controles; cabe destacar
que el promedio de acido urico en las pacientes con preeclampsia del estudio, se
encuentra fuera de los parametros normales establecidos para embarazadas, los

cuales son considerados como hiperuricemia.

En relacién a la proteinuria Maynard y cols., demostraron que el aumento de sFlt1
circulante en pacientes con preeclampsia esta asociado con una disminucion de los
niveles circulantes de VEGF y PIGF libres, lo que resulta en una disfuncion
endotelial in vitro que puede ser rescatada por VEGF y PIGF exdgenos. Ademas, la
administracion de sFIt1 a ratas prefiadas induce hipertensidén, proteinuria y

endoteliosis glomerular, la lesion clasica de la preeclampsia. Estas observaciones
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sugieren que el exceso de sFIt1 circulante contribuye a la patogénesis de la
preeclampsia y al grado de proteinuria #!. Otro de los parametros estudiados
estadistica significativos fue el valor de proteinuria el cual se encuentra en un valor
promedio representativamente mas alto en relacién a lo encontrado en las pacientes
control, demostrando la importancia de dicho parametro para el diagndstico la

preeclampsia.

La hipoalbuminemia ha sido considerada un parametro de importancia en el estudio
de la preeclampsia. Aditiawarman estudié el papel de la albumina y el estrés del
reticulo endoplasmico en la patogénesis de la preeclampsia y la relacién de la
albumina con los cambios de GRP78 y VEGF placentario. Encontré que la
hipoalbuminemia fue un factor estresante que indujo la respuesta endoplasmica del
reticulo al aumentar el GRP78, disminuyendo el VEGF placentario. Las respuestas
del estrés del reticulo endoplasmico dependen de los niveles de estresor (albumina)
y de la proteina de respuesta al estrés (GRP78) #2. En este trabajo se observo que
aquellas pacientes con preeclampsia presentaron niveles mas bajos de albumina
en comparacion con las pacientes control, lo que concuerda con lo encontrado en

estudios previos.

En relacion con la asociacion del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP con el
riesgo y la severidad de la preeclampsia, encontramos que: i) En individuos con
peso normal, el genotipo CT se asocid6 marginalmente con menor riesgo de
preeclampsia; ii) que las portadoras del genotipo CT con normopeso tuvieron
significativamente menor riesgo de preeclampsia; y que las portadoras de 1 o 2
alelos C (CC ¢ CT) tuvieron significativamente menores niveles de presion arterial
sistdlica, y presion arterial diastolica que las portadoras del alelo T. Lo cual
demuestra una clara asociaciéon del rs1800247 del gen BGLAP con menor riesgo y

severidad de la preeclampsia.

El rs1800247 es el polimorfismo de nucledtido sencillo mas ampliamente conocido

y estudiado del gen BGLAP. Solo un estudio previo ha reportado una asociacion
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directa de este polimorfismos con hipertensién arterial, pero no con preeclampsia
en una poblacién china 2'. En tal estudio, Ling et al. evaluaron la asociacién del
rs1800247 con hipertensién y rasgos relacionados en una cohorte de 5647
participantes. Encontraron que los portadores del alelo C tuvieron una disminucion
del 11% en el riesgo de hipertension en comparacion con los portadores del alelo
T. En el modelo codominante, los portadores del genotipo CC tenian un 20% menos
de riesgo de hipertension en comparacion con los portadores del genotipo TT.
Ademas, los portadores del alelo C se asociaron con un nivel mas bajo de presion
arterial diastdlica en la poblacion total, en individuos con cifras tensionales normales
e hipertensos recién diagnosticados 3'. Lo anterior concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo, ya que se observo que las portadoras de 1 o 2 alelos C
(CC 6 CT) con IMC normal pre-gestacional tuvieron significativamente menores
niveles de presion arterial sistdlica, y presion arterial diastdlica respecto a las
portadoras del alelo T. También, en concordancia con lo reportado por Ling y cols.
encontramos que las portadoras del genotipo CT tuvieron marginalmente menor
riesgo de preeclampsia (OR=0.14, IC95% 0.002-1.100) y que las portadoras del
genotipo CT con peso normal tuvieron significativamente menor riesgo de
preeclampsia OR=0.05 (IC95% 0.00-0.58, p<0.001).

A pesar de que el trabajo de Ling et al. 3, fue el primero en describir una asociacién
entre la hipertension y el rs1800247; este estudio, en nuestro conocimiento, es el
primero en asociar este polimorfismo con el riesgo a preeclampsia y las cifras
tensionales en pacientes con preeclampsia. Sin embargo, cdmo esta variante
influye en el inicio y la progresion de la hipertension, caracteristica en los pacientes

con preeclampsia, no esta claro.

Debido a que este polimorfismo se encuentra en la region reguladora del gen y
genera un cambio de nucledétidos de timina por citosina, posee una funcionalidad
potencial y podria alterar la expresion génica, modificando las concentraciones
séricas de osteocalcina 3'. Estudios previos han analizado la asociaciéon del

rs1800247 con los niveles circulantes de osteocalcina, pero los resultados fueron
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contradictorios 4345, Como la relacién inversa entre las concentraciones de
osteocalcina y los niveles de presion arterial 46-°° |a asociacion del polimorfismo con
hipertension podria estar mediada por su efecto sobre la expresion de osteocalcina.
Sin embargo se requieren futuros estudios funcionales para demostrar el papel
regulador de rs1800247 en la expresion génica. También es posible que esta
variante esté relacionada con uno o mas polimorfismos funcionales dentro del gen
de la osteocalcina, por lo que mostré asociacion con la hipertensién como marcador

de esas variantes funcionales.

Las fortalezas de este estudio se centran en la primicia de la asociacion del
rs1800247 con el riesgo a preeclampsia y las cifras tensionales en pacientes con
preeclampsia, asi como las mediciones demograficas, de antecedentes, clinicas y
bioquimicas completas de los pacientes. Por otro lado, algunas limitaciones también
deben abordarse. Una de ellas corresponde al reducido tamafo de la muestra.
Ademas no se logro genaotipificar a todos los participantes, por lo cual reconocemos
la posibilidad de sesgo de seleccion. Ademas, se requiere incrementar el numero
de muestra y la cantidad de participantes genotipificados en este estudio y se
necesitan estudios de replicacion en otras poblaciones para confirmar nuestras

observaciones.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En la totalidad de pacientes no se encontr6 asociacion significativa del polimorfismo
rs1800247 con el riesgo y la severidad de la preeclampsia. Sin embargo, se

encontré una interaccion significativa de la obesidad con los genotipos.

Especificamente, en pacientes con IMC normal pregestacional la presencia de uno
dos alelos C, confiere proteccion para el desarrollo de preeclampsia y se asocia con
menores cifras de presion arterial sistélica y diastélica. Por lo que, este polimorfismo
parece tener trascendencia como un factor protector para preeclampsia en mujeres
con IMC normal pregestacional, lo que pudiese implicar que sea un marcador
protector en mujeres con IMC normal antes del embarazo.

Se recomienda una valoracién prospectiva de los presentes hallazgos.
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ANEXOS

Hoja de captura de datos

Datos de identificacion

Procedencia Nombre Apellido Paterno | Apellido materno Fecha de

inclusion

Socio demograficos y Antropométricos

Edad materna Estado de Teléfono Pertenece a Peso Talla
origen alguna etnia
Edad Duracién Fumadora Madre con Gestas Parto
gestacional ultimo No. Cigarros/ dia | preeclampsia
periodo
intergenesico
Ceséreas Abortos Obito Preeclampsia DG en DM1
en embarazo embarazo
previo previo
DM2 DG actual Trombofilias Nefropatia Enfermedades | Otros
autoinmunes

Ecografia de segundo trimestre

Edad Peso estimado | Sexo del feto Liquido amniético Pool Grosor de
gestacional mayor placenta
Ecografia de tercer trimestre
Edad Peso estimado | Sexo del feto Liquido amniético Pool Grosor de
gestacional mayor placenta
DBP mm CC mm CAmm FL mm
Caracteristicas de preeclampsia
Sistdlica 1 al Sistdlica 2 al Diastélica 1 al Diastélica 2 al
. \ . ) : : : , Cefalea
diagnostico diagnostico diagnostico diagnostico
Acufenos Fosfenos Epigastralgia _Edema Reflejos
Hemoglobina Plaquetas Creatinina Acido Urico Albumina
DHL TGO TGP BT ]
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Preeclampsia sin

BD F’t:f;eé';“:r?nzn Pmtﬁg‘rgga 2 HELLP criterios de
' severidad
Preeclampsia Dias
con cntelrlos de Eclampsia UClIO Dias estancia en UCIO hospitalizacion.
severidad
Causa de Otras
Muerte materna muerte complicaciones.
materna
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del estudio

Asociaciéon del polimorfismo rs1800247 del gen BGLAP con el riesgo y severidad de la
preeclampsia en pacientes del Hospital de la Mujer Aguascalientes

Lugar y fecha

Aguascalientes, Aguascalientes de de 201 .

Justificacion y objetivo del
estudio

La realizacion del presente estudio contribuird a estudiar si el polimorfismo de interés en el
gen BGLAP es un factor genético de susceptibilidad para preeeclampsia y/o se asocia con la
severidad de la enfermedad. En caso de resultar asociado a esto, se podria incluir como un
marcador que ayude a conocer el prondstico de las pacientes y/o que forme parte de los
modelos actuales de prediccion de la enfermedad.

Procedimientos

Su participacion consistird en contestar algunas preguntas, permitir que se le tome la presion,
donar una muestra de sangre en tubo rojo y morado asi como una muestra de orina.
Posteriormente se extraera el suero de dichas muestras de sangre para Extraccion de ADNg,
Amplificacién por PCR, Genotipificaciéon por RFLP

Posibles riesgos y molestias

Usted no experimentara alguna molestia al ser entrevistado, solamente tendra dolor en el
sitio de puncidn, para la extraccion de sangre de su vena.

Posibles beneficios que
recibira al participar en el
estudio

Ya que la preeclampsia es una de las entidades patoldgicas que mas frecuentemente se
presentan en la embarazada, si el marcador genético de interés es util como prondstico o
factor de riesgo, todas aquellas pacientes con embarazo se podrian beneficiar de la
genotipificacion de la variante de interés durante los primeros trimestres del embarazo, o
incluso antes de lograr un embarazo.

Informacion sobre
resultados y alternativas de
tratamiento

No se entregaran resultados por escrito, pero si se le detecta algin problema se le ofreceran
opciones de tratamiento y se le acompafiard durante el mismo.

Participacion o retiro

El paciente conserva su derecho a seguir participando en el estudio o a retirarse del mismo
en cualquier momento que lo desee o considere conveniente, sin repercusion alguna sobre
la atenciéon médica brindada por el centro de salud.

Privacidad y Todos los datos obtenidos en el estudio serdn guardados en la més estricta privacidad y
confidencialidad manejados en forma totalmente confidencial.
Colaboradores: | José Rafael Villafan Bernal; Francisco Javier Serna Vela.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante o sobre el proyecto podra dirigirse con Dr. José
Rafael Villafan Bernal: jrvillafan@correo.uaa.mx o Dr. Francisco Javier Serna Vela. Correo electronico:

serna@issea.gob.mx

Nombre y firma del paciente que participa en el estudio

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1

Nombre, relacion y firma

Testigo 2

Nombre, relacion y firma
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