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RESUMEN

La Preeclampsia es la principal causa de morbimortalidad materna en el pais -
causando mas del 42% de muertes- y permanece como una de las principales
mundialmente. Es por este gran impacto que genera la PE y por su caracter
complejo, que se hace necesaria una vision bioguimica, molecular y genémica
integral, que permita explicar la patogénesis de la enfermedad y provea
herramientas para su diagnostico precoz. En este trabajo se construyé un modelo
genético-metabdlico de PE, basado en wuna simulacion computacional y
correlaciones clinico-moleculares. Para validar este modelo se tomaron 100
muestras de sangre periférica de dos grupos de mujeres embarazadas que
ingresaron al servicio de Obstetricia del HUV: el primer grupo, de 50 muestras
correspondientes a mujeres diagnosticadas con PE de acuerdo con los criterios
internacionales, y el segundo grupo, formado por 50 con embarazo normal como
controles. Se midieron los niveles sanguineos de HCy y folatos mediante
inmunoensayo de fluorescencia polarizada, y el perfil lipidico, Acido Urico, PCR y
ACA mediante espectrofotometria. Se determinaron diferencias estadisticamente
significativas para los niveles de PCR, Acido Urico y ACA, siendo mayores en el
grupo de mujeres con PE. En el estudio genémico de PE, mediante una simulacién
computacional, se analizaron niveles de expresion en placenta, de genes asociados
a PE utilizando el z-score y sus interacciones proteicas. Para ello se aplicaron las
redes de interaccion, empleando el programa Cytoscape 3.2. De ésta se extrajeron
los procesos bioldgicos mas probables de la red; ademas se comparoé la cromatina
asociada a estos genes empleando recursos del NCBI y del Genome Browser
UCSC. De los resultados derivados de éste andlisis, se lograron identificar las
proteinas codificadas por los genes ENG, LEP, TGFB1, NDRG1 y BCL6 como
posibles biomarcadores de expresion en PE, ademas de confirmarse la
angiogénesis alterada y apoptosis incrementada como unos de los procesos
biolégicos mas afectados en el desarrollo de la enfermedad. Desde el enfoque
sistémico, se compararon 76 muestras de mujeres preeclampsicas y 96 de
controles, extraidas de los datos de transcripcion global de 14 mil genes
consignados en el GEO a partir de experimentos con micromatrices de DNA. Un
analisis de asociacion mostré que los z-score de los 22 genes seleccionados, se
agruparon en tres diferentes categorias, las cuales a su vez se correlacionaron no
solo con la expresion sino también, con el tiempo de gestacion de 25 a 36 semanas.
De estas 3 categorias se observo la alta expresion de LEP, postulandola como
posible biomarcador de PE. Esta investigacion logré determinar que los niveles de
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los metabolitos PCR, Acido Grico, ACA, y la elevada expresién de los genes
codificantes para LEP, ENG, TGFBL1 se convierten en marcadores tanto metabolicos
como gendémicos para identificar y definir la patogénesis de la PE. Dada la
complejidad de la PE, ademés de estos estudios gendmicos y bioquimicos, se
propone continuar con estudios epigenémicos, ya que, al tener gran componente
ambiental, se podrian generar nuevos tratamientos preventivos a nivel de dietas o
suplementos que modifiquen las marcas epigenéticas en genes sefialados como
biomarcadores.

Palabras clave: Preeclampsia, gendmica funcional, red-interaccion-proteica,
biomarcadores, LEP, ENG, PCR, ACA.
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ABSTRACT

Preeclampsia is the leading cause of maternal morbimortality worldwide and in
Colombia -causing more than 42% of the deaths-. Due to the great impact that PE
in public health, it is necessary to approach it by multidisciplinary strategies including
clinical-molecular correlation and computational simulation, in order to validate a
model of its pathogenesis and provide tools for its early diagnosis. We included in
the present study, 50 pregnant women previously diagnosed with PE according with
the international criteria, and 50 normal pregnant women as a control group; all of
them entered in the Obstetric Service of the HUV. Blood samples were taken by vein
puncture and the levels of Homocysteine “HCy” and folates were measured by
fluorescence polarization immunoassay and, by spectrophotometry, the lipid profile,
Uric Acid, C-reactive protein “CRP” and Anti-cardiolipin antibodies “ACA”.
Statistically significant differences for the CRP, uric acid and ACA levels were found
higher in the PE group. By a computational simulation, we analyzed the expression
levels of PE associated genes in placenta, using their z-score and evaluated the
protein interactions, constructing a network with the Cytoscape 3.2 computer
program. The most probable biological processes from that network were extracted,
and a comparison of the associated chromatin was made using the resources of the
NCBI and the Genome Browser UCSC. In this study we identify as potential
biomarkers of PE, the proteins encoded by ENG, LEP, TGFB1, NDRG1 and BCL6
genes, and confirmed the altered angiogenesis and increase of apoptosis as ones
of the biological processes more affected in the development of PE. Finally we
performed a systemic approach comparing 76 samples of preeclamptic women with
96 samples as a control group, both extracted from the global transcription data of
14 thousand genes, previously deposited in the GEO from DNA microarray
experiments. An association analysis showed that the z-score of the 22 selected
genes were clustered in three different categories, which were correlated not only
with the expression but also with the gestation time from 25 to 36 weeks. From these
categories, the high expression of LEP stands out, bringing it forward as a possible
biomarker of PE. This research showed the levels of the CRP, uric acid and ACA
metabolites and the high transcription of the genes LEP, ENG, TGFB1 become
markers as well as metabolic as genomics for the identification and definition of the
pathogenesis of PE. Given the complexity of PE, besides of this genomic and
biochemical studies, we propose to extend to epigenomic studies since, having a
large environmental component, could generate new preventive treatments in terms
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of diets or supplements that modify the epigenetic marks on genes identified as
biomarkers.

Key words: Preeclampsia, funtional genomics, protein-interaction-network,
biomarkers, LEP, ENG, CRP, ACA.
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INTRODUCCION

En Colombia como en otros paises en desarrollo, los problemas de salud estan
relacionados principalmente por el bajo nivel socioecondémico de la poblacién,
particularmente los procesos infecciosos y enfermedades relacionadas con una
inadecuada nutricidon; sin embargo, nuestro pais también presenta graves
problemas de salud que involucran al cancer, diabetes mellitus, las enfermedades
cardiovasculares incluyendo las trombofilias y en particular la PE?.

La PE es una de las tres principales causas de mortalidad materna en el mundo.
Puede afirmarse que es la mas importante de las enfermedades obstétricas en
muchos paises!. En Colombia, segln estadisticas oficiales del Ministerio de Salud,
ocupa el primer puesto en mortalidad materna, con 42 por 100,000 nacidos vivos?.
Esta patologia, presenta ademas complicaciones, tanto para las madres asociadas
con falla renal, coagulopatia, convulsiones, sindrome HELLP, como para el feto en
el que se asocia con retardo del crecimiento intrauterino (RCIU), sufrimiento fetal
agudo (SFA), prematurez, y muerte fetal®. Por lo tanto, el impacto econémico y
social en los paises en via de desarrollo es de gran importancia, aiun mas si
consideramos que en Colombia la mortalidad materna es 10 veces mayor a la
observada en Estados Unidos?, con una tasa de 185 muertes maternas x 100,000
recién nacidos vivos*.

A pesar de la importancia de la PE en términos de salud publica, los mecanismos
que la desencadenan estan determinados de una manera incipiente. Se propone
que es una enfermedad compleja, donde la susceptibilidad genética asociada a una
diversa contribucion de factores medio ambientales, determina la generacion de
una respuesta que conduce a la aparicion de hipertension, proteinuria y edemas,
gue son signos del desarrollo de la PE. La recurrencia de PE puede alcanzar hasta
un 65% cuando su presentacion es temprana Yy/o severa, ademas un 35% de las
pacientes quedan con hipertension crénica e inclusive pueden presentar falla renal
crénica que amerite hemodidlisis y hasta trasplante renal®.

Dada la naturaleza compleja de la PE, las estrategias de prevencion han sido
dirigidas a los factores de riesgo convencionales conocidos. Sin embargo, estas
estrategias pudieran ser mas exitosas en la medida que sean dirigidas teniendo en
cuenta la susceptibilidad genética de las poblaciones; de alli la importancia de
abordarla teniendo en cuenta, tanto los factores de riesgo convencionales como los
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no convencionales. Con un adecuado diagndstico genético y molecular que permita
identificar precozmente esta patologia seria posible instaurar un tratamiento
profilactico en su embarazo, el cual incluiria un plan terapéutico con adecuadas
dosis de acido félico, acido acetilsalicilico, calcio y selenio entre otros, desde la
consulta preconcepcional hasta la semana 36 de gestacion, lo que supone
concomitantemente un adecuado control del embarazo.

El manejo de la PE, debe ser multidisciplinario a fin de abordar desde todas las
perspectivas al paciente y su familia permitiendo un adecuado manejo meédico,
soporte nutricional, psicolégico, de rehabilitacion y un certero consejo genético. La
alta prevalencia de estas alteraciones genéticas encontrada a nivel mundial,
conjuntamente con el riesgo trombético asociado, remarca la importancia, en
nuestro pais, del presente estudio para asi poder explicar la ocurrencia de la
enfermedad en nuestro medio y plantear modelos de intervencion terapéutica y
farmacoldgica acordes con los factores de riesgo encontrados en nuestras
localidades. Teniendo como punto de partida un enfoque integral y transdisciplinario
de la enfermedad. Es por esta razén que los resultados obtenidos, validan la
hipotesis de que la PE es una patologia compleja que debe ser abordada desde lo
Bioquimico, pasando por lo molecular y genémico para llegar a construir un modelo
sistémico que incluye este abordaje transdisciplinar.

Basados en el contexto que las investigaciones en PE aportan a conocimiento de
esta patologia, y desde un enfoque clinico y sistémico, este trabajo propone
construir un modelo de interaccidn sistémica genético-metabdlico basado en
simulaciones bioinformaticas y correlaciones clinico-moleculares, como
biomarcadores de riesgo y prediccion en el desarrollo de la patologia.
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l. CAPITULO
PATOFISIOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

La PE constituye la principal causa de mortalidad materna en Colombia con mas
del 42%°5 de fallecimientos atribuibles a esta enfermedad, afecta aproximadamente
al 8% de las embarazadas del mundo entero con un incremento progresivo de su
incidencia’. Es la principal causa de morbimortalidad materno-fetal con una
mortalidad perinatal cinco veces mayor, generando un gran impacto econémico y
social en los paises en desarrollo® 8, situacion de la qgue Colombia no es ajena®. La
proporcion de mortalidad materna que ocurrio en el 2006 por cuenta de la PE, vari6
dependiendo de la base poblacional analizada de 23,8% en toda la poblacion del
pais® a 50% en las instituciones de tercer nivel!°. Usualmente se incluye a la PE
como la primera causa especifica de muerte materna en Colombia, seguida por la
hemorragia postparto. Gran parte de la documentacion que existe sobre el papel de
la PE en la mortalidad materna est4 dada por el esfuerzo que se adelanta en muchos
paises para reducir el problema; en Colombia, esto esta representado por el Plan
de Choque para Reducir la Mortalidad Materna*?.

Uno de los aspectos mas importantes PE es precisamente su condicion compleja,
lo que dificulta encontrar una causa exacta ya que hay muchos factores que
intervienen en su desarrollo. En consecuencia, su estudio ha sido y sigue siendo
abordado desde diferentes campos, pasando de la genética clasica a las ciencias
Omicas y a la integracion sistémica moderna. Es por esto que en los ultimos afios el
estudio de esta enfermedad se ha enfocado en identificar biomarcadores que
ayuden a su diagnéstico clinico temprano, puesto que esta es una enfermedad
silenciosa en su inicio y sé6lo se manifiestan los sintomas cuando el embarazo se
encuentra en una etapa avanzada. El estudio de las moléculas que forman el
“‘genoma funcional” se ha ido incrementando fuertemente a lo largo de la era post-
gendémica mediante la expansion de las tecnologias Omicas. Entre éstas, las
tecnologias protedmicas y la espectrometria de masas en particular, forman una
estrategia bien armada hacia analisis de alto rendimiento que pueden ofrecer
nuevas perspectivas en el entendimiento de patofisiologias, asi como también, en
el desarrollo de terapias moleculares para su tratamiento!?. En consecuencia, una
amplia gama de estudios han optado por investigar una enfermedad compleja como
lo es la PE a nivel prote6mico 13 14.15.16.17 Uno de éstos es el realizado por Epiney
y colaboradores®®, quienes identificaron las proteinas secretadas por células del
citotrofoblasto de un grupo preeclampsico y uno control, logrando concluir que la
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disminucién del factor Xlll -cadena A- podria estar asociado al desarrollo de PE.
Otro de los estudios enfocados en encontrar patrones diferenciales a nivel
protedmico, es el de Feng y colaboradores*®, en el que se encontrd que la proteina
alfa-1-antitripsina esta subregulada en mujeres con PE. En el 2011 Zhang y
colaboradores?® analizaron nitroso-proteomas de placentas humanas normotensas
y preeclampsicas, obteniendo como resultado la alteracion significativa que
presenta el nitroso-proteoma de placentas preeclampsicas en comparacion con
placentas control y sugiriendo su rol esencial en la patofisiologia de la PE.

I.1 Factores de riesgo de la Preeclampsia

La PE se caracteriza por un aumento de la presion arterial mayor de 140/90 mm Hg
después de la semana 20 de gestacién, con proteinuria mayor de 300mg/L en 24
horas y ocasionalmente edema especialmente facial. En algunas pacientes, hay
ademas alteracion en los mecanismos de coagulacion sanguinea y en el
funcionamiento hepatico!. Esta patologia es una de las principales causas de
mortalidad materna en el mundo!® afectando aproximadamente al 8% de las
embarazadas con un incremento progresivo de su incidencia®, mientras que en
Colombia, ésta constituye la principal causa, con mas del 42%?! de fallecimientos
maternos atribuibles.

Las teorias actuales han caracterizado al embarazo como un estado de coagulacion
intravascular diseminada crénica compensada, en el que la elaboracion de los
componentes de la coagulacién cubre o rebasa a su consumo; en este sentido, la
evidencia histopatoldgica sugiere que la reducida perfusion placentaria ocasionada
por un defecto durante la placentacion, posiblemente por un mecanismo
inmunogenético, es uno de los eventos iniciales de la PE; por esta razon, muchos
de sus factores de riesgo se correlaciona con una menor perfusion placentaria?! 22
23,24 La mayoria de los casos de PE ocurren en primigestantes saludables, y por
ello es importante establecer los factores de riesgo que pueden influir en el
desarrollo de esta patologia, Sin embargo, no hay una paciente tipica que nos
permita identificarla previo a las manifestaciones clinicas, sino mas bien existen,
desde el punto de vista epidemiolégico, factores de riesgo conocidos que
predisponen a la presencia de PE?> 26, |os cuales se describen a continuacion:

Paridad: La PE es, predominantemente, una entidad que afecta a mujeres
primigestantes, observacion hecha por Mauriceau hace cuatro siglos?’. Sobre este
particular, Hinselmann?8, realizé una revision de 6498 casos de la literatura, entre
los cuales el 74% de las preeclampsicas eran primigestantes, pudiendo calcular que
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existe un riesgo seis veces superior en este grupo de pacientes respecto a las
multiparas.

Edad Materna: Se reporta con gran incidencia en mujeres cuya edad materna es
menor de 21 afios o mayor de 35 afios?®. Torres y colaboradores®, han sefalado,
en un estudio realizado en una Unidad de Hipertension Arterial de una Sala de
Partos Venezolana, que solo ingresan pacientes con PE severa o eclampsia,
pacientes con un promedio de edad de 28 afios, con minima de 13 y maxima de 46.

Obesidad: Un incremento en el 35% del peso del feto en el embarazo aumenta el
riesgo de presentar toxemia. Se ha observado que existe mayor incidencia de PE
en primigestantes obesas?.

Condicion Socioecondmica: Esta varible afecta principalmente a pacientes de bajo
nivel socioecondmico. Esta relacion se fundamenta en la mala calidad del control
prenatal, y falta de recursos para tener una dieta adecuada, rica en calcio y folato,
los cuales podrian prevenir su evoluciéns? 33,

Hipertension Arterial Cronica: Las mujeres con HTAC son diez veces mas
propensas al desarrollo de PE34. Ademas, estas pacientes muestran que mientras
mayor sea la severidad y la evolucion de la enfermedad, el riesgo de desarrollar PE,
sera superior3>.

Embarazo Gemelar: La embarazada con gemelos tiene mas probabilidad de
desarrollar PE con relacion a la embarazada de feto Unico. El riesgo de PE se eleva
hasta 10% a 20% en los embarazos dobles, hasta 25% a 60% en los triples, y puede
llegar hasta 90% en los cuadruples®®

Historia de Enfermedad Renal Cronica, Diabetes e Hipertiroidismo mal controlados:
Se ha encontrado una incidencia superior de PE entre pacientes con diabetes
mellitus (10%), en comparacion con controles (4%)3’. Aunque el hipertiroidismo es
poco frecuente durante el embarazo (0,2%), tiene entre sus complicaciones a la
pE38.

Cambio de Paternidad: Existen varias publicaciones que aportan evidencia del
aumento en la incidencia de PE cuando se presenta un cambio de paternidad3® 4°.
Se ha reportado que una exposicion prolongada al semen del compafiero sexual,
previo al embarazo, tiene un efecto "protector” contra el desarrollo de esta patologia.
De esta manera, se observa una mayor incidencia de PE en mujeres que han
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utilizado métodos anticonceptivos de barrera, tales como diafragma y condones,
con respecto a usuarias de anticonceptivos orales o de dispositivos intrauterinos*?.

Antecedente personal o familiar de PE: Si una embarazada presenta toxemia en un
embarazo previo, las probabilidades de recurrencia son del 37% si la PE ocurrio en
el tercer trimestre, y del 64% si ocurrié en el segundo trimestre*?. En una poblacién
con incidencia de PE del 6%, una primigestante cuya hermana haya presentado
dicha enfermedad, tiene una probabilidad de presentarla del 37%. Si fue su madre
quien tuvo la toxemia, la probabilidad en la hija es de un 26%. Muchos estudios son
consistentes con la hipétesis de que la PE puede ser heredada, con un patrén
hereditario considerado por la mayoria como autosémico recesivo. No obstante, es
dificil establecer un modelo de herencia, debido a la confluencia con otros factores
de infertilidad o esterilidad, que no permiten identificar a todos los casos con
exactitud*® 44,

Los anteriores factores ademas de ser inespecificos estan presentes en muchas
mujeres durante la gestacion, aun sin riesgo de padecer PE, por tanto su utilizacion
como biomarcadores o predictores de la enfermedad se dificulta notoriamente.

|.2 Etiologia de la Preeclampsia

Isquemia/Hipoxia Placentaria: A pesar que el mecanismo de la fisiopatologia de la
PE continda sin ser aclarado, la Isquemia/Hipoxia Placentaria parece ser el factor
clave en ella*® 46 47, Una inadecuada invasion trofoblastica que lleva a una
remodelacion incompleta de las arterias espirales uterinas se considera la causa
primaria de la isquemia placentaria®®. La pobre perfusiéon y la hipoxia llevan a la
placenta a sintetizar y liberar grandes cantidades de factores vasoactivos como
sFlt-1, citoquinas, y posiblemente la ANG II, receptor autoanticuerpos tipo 1 (AT:-
AA)#S: 48,49, 50, 51 | a5 que a su vez inducen activacion/disfuncion del endotelio
materno en vasos, rifién, y otros érganos que a la larga termina en hipertension.

La molécula que prominentemente se postula como clave en la patogénesis de la
PE es sFlt-1. 52 53,54,55, 56,57, 58, 59, 60, 61, 62 Mychas evidencias cientificas sistentan la
hipétesis que la isquemia placentaria contribuye a la disfuncion de las células
endoteliales en la vasculatura materna induciendo una alteracion en el balance de
factores antigénicos/antiangiogénicos circulantes como por ejemplo VEGF, PIGF, y
sFlt-1. Investigaciones recientes sugieren que concentraciones elevadas de sFlt-1
pueden presagiar los sintomas clinicos de la PE*": 57:63. 64 otros estudios indican
que la hipoxia y pobre perfusion placentarias pueden dar inicio al desbalance de
factores antigénicos®> . Sin embargo auln no es claro por que la deficiencia en la
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perfusion placentaria inicia los sintomas preeclampsicos como son la hipertension,
disfunciéon endotelial e incrementa las concentraciones de sFlt-1, o por qué el
inadecuado desarrollo placentario es seguido de cambios patolégicos en la
expresion y secrecion de sFlt-154,

La hipertension asociada y en general los sintomas de la PE, desaparecen después
del parto o la extraccién prematura de la placenta®’. Esto en combinaciéon con la
evidencia de PE en embarazos molares, es decir, desarrollo de placenta mas no de
feto, sugiere que la placenta juega un papel central en la enfermedad. La principal
hipotesis sobre el evento inicial de la PE es la reducida perfusion de la placenta que
ocasiona una extensa disfuncion del endotelio vascular de la madre. Otros
numerosos factores incluyendo genéticos, inmunologicos, comportamentales,
ambientales, han sido implicados en la patogénesis de la PE ¢ 69, El principal evento
descrito hasta ahora es la interaccién entre la isquemia/hipoxia placentaria y la
disfuncién cardiovascular que es ampliamente reconocida como fundamento del
sindrome de la PE.

Los trabajos previos sobre esta enfermedad del embarazo sugieren que las
alteraciones patologicas mas precoces aparecen en la circulacion Utero-placentaria,
lo cual origina una isquemia placentaria que es considerada como el estadio | de la
enfermedad’®. En el estadio I, la placenta isquémica secreta varios factores
circulantes los cuales provocan la lesién de las células endoteliales en la madre con
el aparecimiento del cuadro clinico de la PE™: 71, Existen muchos argumentos que
sugieren que la isquemia placentaria desempefia un papel central en la PE"2 73 74
1) El examen histologico de las placentas de pacientes con PE muestra numerosos
infartos placentarios y un estrechamiento esclerosante de las arteriolas’®; 2) las
biopsias de las placentas de estos pacientes revelan una invasion trofoblastica
inadecuada de las arteriolas deciduales maternas que origina vasos endurecidos’®
3) los factores de riesgo maternales para la PE incluyen condiciones médicas que
predisponen a las pacientes a una insuficiencia vascular tales como la hipertension
arterial cronica, la diabetes, el lupus y las enfermedades trombosantes adquiridas o
hereditarias’’; 4) los embarazos miltiples o la mola hidatiforme que aumentan la
masa placentaria pero con una disminucion relativa del flujo sanguineo, aumentan
el riesgo de PE’®; los modelos animales de PE se basan en la creaciéon de una
isquemia placentaria y asi alterar el flujo sanguineo’®.

Durante el desarrollo placentario normal, el citotrofoblasto invade las arteriolas
espirales maternas y las remodela completamente para formar vasos de gran
capacidad y de débil resistencia’®. Esta invasién endovascular del citotrofoblasto
implica el reemplazo no solamente del endotelio, sino también de la tinica muscular
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media. En la PE existe solo una invasion superficial por el citotrofoblasto de las
arteriolas uterinas espirales lo cual conduce a una perfusion placentaria reducida y
a una insuficiencia placentaria’. EI mecanismo primario que conduce a una débil
invasion/diferenciacion trofoblastica en la PE es desconocido, sin embargo factores
genéticos, inmunolégicos y ambientales (como la hipoxia y la malnutricion)
desempeiian un papel importante. Los trabajos extensos del grupo de Fisher
sugieren gue las diferencias de tension en Oz serian el primun novens regulador de
la capacidad invasiva del citotrofoblasto®. Se considera que el remodelaje de las
arteriolas espirales comienza al final del primer trimestre y se complete entre la 18
y 20 semanas. A pesar de que la edad gestacional en la cual cesa la invasion
trofoblastica de las arteriolas es desconocida, los estudios histolégicos han
mostrado que la invasion trofoblastica disminuye en la columna decidual cuando la
edad gestacional aumenta.

Disfuncién endotelial sistémica: Una disfuncion endotelial generalizada podria
explicar una gran parte de los aspectos clinicos de la PE: la hipertension arterial por
alteracién del control endotelial del tono vascular, la proteinuria por un aumento de
la permeabilidad glomerular, la coagulopatia como resultado de la expresion
anormal de los factores procoagulantes y la disfuncion hepatica secundaria a la
isquemia®! . Los resultados de muchos estudios soportan la teoria de una disfuncion
endotelial como el origen de las lesiones maternas en la PE. Ha sido reportado un
aumento de los niveles circulantes de fibronectina, del factor VIII y de la
trombomodulina, todos marcadores de lesiéon endotelial®?. La vasodilatacion
inducida por el flujo ha sido encontrada alterada en los vasos de las pacientes con
PE lo cual sugiere una disfuncién endotelial®®. Una disminucién de la produccién de
las moléculas vasodilatadoras derivadas del endotelio como las prostaciclina, un
aumento de los niveles de las endotelinas y una reactivacion acentuada a la
angiotensina |l sugieren igualmente una disfunciéon endotelial®*. Las biopsias
renales de estas pacientes han revelado edema endotelial glomerular, llamado
endoteliosis glomerular®. Por dltimo, el suero de mujeres con PE induce la
activacion de las células endoteliales de la vena umbilical in vitro®e.

Numerosos laboratorios han ensayado, desde hace varios afnos, tratar de identificar
los factores circulantes responsables de esta disfuncion endotelial. Muchos grupos
han reportado las alteraciones de las citoquinas/factores de crecimiento/moléculas
de adhesion tales como el TNF-q, IL-6, IL-1b, el Fas ligando, lipidos oxidados y la
ADMA, los cuales son liberados por la placenta y/o de otras fuentes maternas en la
PE®"- 8, Sin embargo no existe ninguna prueba de que alguno de estos factores sea
responsable de la enfermedad. Recientemente, la neuroquinina-B (cercana a la
sustancia P), se produce en las placentas preeclampsicas, y puede inducir una
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hipertension transitoria en la rata, pero sin causar proteinuria ni endoteliosis
glomerular®. La sensibilidad aumentada a la ANG I, una anomalia constante en la
PE, podria ser secundaria a una superexpresion del receptor de la bradiquinina
(B2)%. Esta superexpresion conduciria a una heterodimerisacion de los receptores
B2 con el receptor del tipo 1 de la angiotensina Il (AT1), y este receptor aumentaria
la respuesta a la angiotensina Il in vitro. Queda por demostrar que estas anomalias
son patogéneticas y no epifendmenos. Algunos resultados muy recientes muestran
una expresion y una secrecion aumentada de los sFLT-1, el cual es un antagonista
natural del VEGF, en los pacientes con PE® °2, De una manera muy interesante, la
administracion exégena sola del sFlt-1 es capaz de producir un sindrome parecido
ala PE®L

En conclusion, el sindrome materno en la PE, corresponde a un estado de
disfuncion endotelial generalizado secundario a un exceso de factores toxicos para
el endotelio los cuales son liberados por la placenta patolégica o enferma. La
comprension de los mecanismos que conducen a la isquemia placentaria en la PE
deberia aclararnos sobre la patogenia de la misma. Esta parece ser una
enfermedad en dos etapas con una etapa inicial de sindrome placentario que es
seguido por el sindrome materno (Figura 1).

FACTORES FACTORES FACTORES
GENETICOS AMBIENTALES INMUNOLOGICOS
PLACENTACION
ANORMAL

v
FACTORES TOXICOS
PARA EL ENDOTELIO

l

DISFUNCION VASCULAR SISTEMICA
ES TOXICO PARA EL ENDOTELIO

»

PROTEINURIA ANOMALIAS DE LA EDEMA
EDOTELIOSIS : COAGULACION CEREBRAL
GLOMERULAR HIPERTENSION (HELLP) (ECLAMPSIA)

Figura 1. Patogenia de la PE. Resumen de los mecanismos implicados en ella.
Tomado de 72.
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Tomando como base esta hipétesis se sugiere como factores de riesgo para
presentar esta entidad una serie de alteraciones bioquimicas y moleculares, que
pueden representar los factores ambientales genéticos e inmunoldgicos que
inducirian el Estadio | de la enfermedad. Se clasifican como factores bioquimicos
con un componente predominantemente ambiental, el incremento de triglicéridos y
colesterol LDL, la disminucion del colesterol HDL, hiperhomocisteinemia,
disminucién en los niveles de folatos, y la hiperuricemia; con un componente
predominantemente genético la presencia del polimorfismo Factor V de Leiden, el
de la Metilentetrahidrofolato reductasa G677T y de la Protrombina 20210. Factores
con componente predominantemente inmunoldgico, la concentracion aumentada
de PCRy los ACA.

En conjunto ellos no explican por si mismos el desarrollo de la enfermedad pero son
factores de riesgo asociados que permiten en un momento determinado identificar
una paciente susceptible de padecer PE. Son muchos mas los factores bioquimicos,
genéticos e inmunolégicos asociados con el desarrollo de la PE; sin embargo, solo
se incluyen en esta investigacién aquellos que han mostrado una asociacion de
forma consistente en diferentes estudios y poblaciones y que dadas las condiciones
socio-economicas de nuestro medio son factibles de medir rutinariamente.

I.3 Prevencion de la Preeclampsia

Actualmente, el Unico tratamiento contra la PE que elimina sus sintomas, es la
extraccion de la placenta. También, a mujeres que desarrollan PE severa, se les
administra sulfato de magnesio intravenoso, reduciendo asi el riesgo de
convulsiones eclampticas. La aplicacion clinica de bajas dosis de aspirina como
tratamiento preventivo ha incrementado a lo largo de la ultima década, ya que la
evidencia sobre su potencial efectividad se ha acumulado® °* %, En el 2011, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomendé el uso de bajas dosis de
aspirina (75mg/dia) a mujeres con alto riesgo de padecer PE y en la etapa inicial del
embarazo, basandose principalmente en la evidencia colectada por una revisiéon
Cochrane en el 2007%. Es por esto que las investigaciones alrededor de esta
patologia aumentan, con el objetivo final de encontrar tratamientos que la prevengan
en mujeres con riesgo de padecerla, y a eliminar sus sintomas sin la necesidad de
extraer la placenta.
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Il. CAPITULO
BIOQUIMICA DE LA PREECLAMPSIA

1.1 Introduccién

Existen ciertos factores bioquimicos con un componente predominantemente
ambiental que han sido sefalados por su relacion con el desarrollo de PE, entre
estos se tienen:

Hiperhomocisteinemia: Los niveles anormales de HCy pueden ser ocasionados por
la interaccion de factores genéticos y nutricionales. La homocisteina es un derivado
metabdlico del aminoacido metionina, por esta razén la dieta que contiene
abundante metionina requiere de niveles suficientes de folatos, cobalamina y
piridoxina para prevenir la hiperhomocisteinemia (HHcy). La HHcy primaria
constituye un padecimiento autosémico recesivo que inicia a edad temprana con el
dafio a vasos sanguineos, homocistinuria y trombosis.%”> % Las enzimas
primordialmente afectadas son: cistationina B sintetasa? 7, metilentetrahidrofolato
reductasa y metilentetrahidrofolato homocisteina metil transferasa®. Diversos
estudios han probado que la HHcy es un factor de disfunciéon endotelial y PE9%: 100
101,102,103 Esta genera una condicién protrombética y proaterogénica, debido a la
estimulacion de factores de la coagulacion, como el factor Xll y el factor V, 194 por
disminucién en la actividad de la proteina C y alteracion de la agregacion
plaquetaria. Adicionalmente, los altos niveles de HCy estimulan la peroxidacion
lipidica generando mayor cantidad de radicales libres de oxigeno, los que a su vez
provocan disminucion en la biodisponibilidad de NO, llevando finalmente a
disfuncion endotelial'®. Estudios posteriores reportaron que mujeres con P/E tenian
valores elevados de HCy, sugiriendo el papel de esta molécula en la fisiopatologia
de la PE'06. 107,

Segun van Pampus y colaboradores'®®, 11 de 58 preeclampsicas severas (19%)
antes de las 28 semanas de gestacion, presentaron niveles altos de HCy frente a 3
de 67 controles (4,5%) (p < 0,05 s). Si la PE se presenté después de las 28
semanas, 35 de 289 (10,4%) presentaron niveles altos. Rajkovic vy
colaboradores'?®, compararon los niveles de HCy plasmatica entre 20 primigravidas
preeclampsicas y 20 normales al momento del parto, demostrando diferencia con
significancia estadistica. Los mismos autores en otra investigacién con gestantes
africanas eclampsicas o preeclampsicas demostraron niveles elevados de HC frente
a normotensas con razones de disparidad de 6,03 y 4,57 respectivamente!10,
Estudio realizado en Suecia demostré que la HHcy por si misma presenta un OR
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para PE de 2,2 (95%CI 0.6-7.9)'1%; hallazgos semejantes fueron encontrados en
poblaciéon de Egipto!??, Turquial®® 14 Noruegal?®, Espafial’®, Irlandall’, Italial®,
Greciall?, Bangladesh'?9, I[ran'?!, Canada!??, Varsovial?*

De hecho, el hecho de que las mujeres de raza negra presenten un riesgo
incrementado de padecer PE comparadas con las mujeres blancas, podria ser
explicado por los mayores niveles de HCy sanguinea encontrado en las primeras?4.
Estas diferencias estan asociadas a los menores niveles de &cido fdlico
encontrados, posiblemente debidos a diferencias en la dieta, adherencia al
tratamiento suplementario de acido félico o factores de interacciébn nutricional
materna. La HHcy podria al mismo tiempo estar reflejando un pobre estado
nutricional como consecuencia de un escaso consumo de vitaminas del complejo B,
en especial acido félico'?> ?6lo cual ratifica la importancia de un adecuado aporte
de esta vitamina para evitar las consecuencias no solo a la madre-1?7 128,129, 130 gj
no también al feto y neonato por el paso transplacentario que lleva a que estos
también presente HHcy*!? lo cual se ha relacionado con malformaciones congénitas
y con bajo peso al nacer'3! 132 133 F| grado de HHcy podria también ser un
biomarcador de severidad. 9- 100, 134,135,

Hiperuricemia: La elevacion de la concentracion del acido Urico es otro componente
del sindrome hipertensivo del embarazo que ha sido reconocido desde hace
afios!3® 137 Es uno de los cambios mas consistentes y tempranos detectables en
las preeclampsicas y ha sido citado como un buen predictor de la presién arterial y
el riesgo fetal*3® 129, La determinacion de las concentraciones de acido Urico puede
ser una prueba de pesquisa mas eficiente que las diferentes pruebas para la
estimacion de la excrecion de proteinas urinarias, pues en modelos animales, la
induccion de la hiperuricemia ha demostrado que genera proteinurial#®, Los niveles
elevados de acido Urico correlacionan significativamente con morbilidad vy
mortalidad materna y fetal. La causa de la hiperuricemia y su papel en la etiologia
de la PE no son claros aun, pero recientes estudios dan cuenta del potencial rol
patogénico en la hipertension y el dafio de las células endoteliales en la PE*! lo
cual podria ser explicado por un aumento de la actividad de la Xantina oxidasa dado
el estrés oxidativo y las elevadas concentraciones de interleucinas proinflamatorias,
conllevan a un aumento de radicales libres y a la superproduccion de acido Grico#?,
cuyo efecto en el trofoblasto seria la atenuacién de la invasion e integracion de él
en la monocapa endotelial de la microvasculatura uterina y la falta de remodelacién
de las arterias espirales; lo cual seria el resultado de la induccion de apoptosis por
la hiperuricemia y su accién antioxidante!4® 144, La concentraciéon plasmatica de
acido darico mostr06 una marcada diferencia significativa de pacientes
preeclampsicas con las mujeres normotensas (P<0,05)% correlacionando
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significativamente de manera positiva con proteinuria de 24 horas y su severidad46
actividad enzimética de alanina-aminotransferasa, aspartato-aminotransferasa y
lactato deshidrogenasa (P<0,05). Se encontré una significante correlacion negativa
con el recuento de plaquetas. La asociacion de la hiperuricemia con el riesgo
incrementado para PE se da aln en ausencia de proteinurial4’.

Hiperlipidemia: Varios trabajos han estudiado la relacion entre los niveles de
triacilgliceroles (TAG) y el posterior desarrollo de PE. La gran mayoria de estos
trabajos han concluido que existe una diferencia significativa en los niveles de TAG
siendo mayor en las mujeres preeclampsicas que en las gestantes normotensas.
148,149 Ware-Jauregui*®® en Per( estudiaron 125 preeclampsicas con 179 controles
utilizando muestras pareadas por edad y edad gestacional observando unos
niveles de 300,9 £ 9,42 Vs 249,2 + 6,35 mg/dL apreciandose un aumento progresivo
del riesgo de PE con sucesivos cuartiles superiores (OR 1, 1.62, 2.21, 5 con el cuartil
inferior como referente) <0,01. Satta'®! en el Reino Unido estudi6 8 mujeres
preeclampsicas y 8 controles (pareadas por edad, edad gestacional y peso
pregestacional) obteniendo una concentracion de TAG de 3,68 mmol/L vs 1,93
mmol/L 0,004, mientras que Hubel*>? en el mismo pais obtuvo valores de 370
mg/dL vs 162 mg/dL <0.02 en 8 mujeres preeclampsicas y 9 controles.

Wakatsuki®3 en Japén en 12 mujeres preeclampsicas y 12 controles (pareadas por
edad y edad gestacional) encontr6 valores de TAG de 311,6 + 85,9 Vs 17,2 + 49,3
mg/dL <0,01. Winkler’®* en Alemania en 15 preeclampsicas y 23 controles hallé
niveles de TAG de 340 £ 100 Vs 235 + 66 mg/dL <0.05 resultados semejantes fueron
obtenidos por Williams>® en Zimbawe, Ramsay'®® en Escocia y Manten®’ en
Paises Bajos. Engquobahrie’®® en Estados Unidos estudiando 57 mujeres
preeclampsicas y 510 controles hallé 13.6% mayor concentracién de TAG; OR 4,1
con niveles >133 mg/dL <0,05.

Niveles de LDL: Las LDL Il son una fraccion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) ricas en TAG gue no son captadas facilmente por los tejidos periféricos, razon
por la cual presentan una mayor susceptibilidad a la oxidacion, a ser fagocitadas
por los macréfagos, promoviendo la formacién de LDL pequefas y densas, tipo [1115%
160 Esta fraccion de LDL favorece la sintesis de tromboxanos y aumenta el calcio
intracelular en el musculo liso de los vasos sanguineos, contribuyendo asi al
vasoespasmo y a la disfuncion endotelial'®l. Los TAG son los mayores
determinantes en la formacion de las LDL Il aportando el 40-60% de la variabilidad
del diametro de las LDL. En un estudio longitudinal Sattar y colaboradores en
estudio realizado en mujeres embarazadas sanas, encontraron que aquellas
quienes al principio de la gestacion presentaron mayores concentraciones de TAG
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circulantes, tuvieron una conversion mayor de LDL o LDL 1%, Por su parte, Ogura
y colaboradores?®® realizaron un estudio comparando mujeres preeclampsicas Vs.
embarazadas normotensas a término encontrando que, en la semanal3, el grupo
de las preeclampsicas presentaba un diametro pico de LDL significativamente
menor que el grupo control (p<0,05) asociado a mayores niveles de TAG que el
grupo sano, y que la concentracion de estas lipoproteinas disminuia
significativamente cuatro semanas postparto. Belo y colaboradores'®4, encontraron
gue las mujeres preeclampsicas presentan un diametro menor de LDL comparadas
con el grupo control, y que existe una correlacidn inversa entre los niveles de TAG
y el diametro de las LDL y concentraciones plasméticas de triglicéridos,
peroxidacion lipidica y disfuncion endotelial.

Un estudio realizado en 1991 por Lorentzen y colaboradores'®®, determino que las
concentraciones de TAG en suero de mujeres preeclampsicas eran mayores que
en el suero de controles sanas. Ellos demostraron su papel en la disfuncion
endotelial al observar en células endoteliales cultivadas, sometidas al suero de
mujeres preeclampsicas, una menor liberacibn de prostaciclina, conocido
vasodilatador. Por otro lado, Hubel y colaboradores®, estudiaron las
concentraciones de las diferentes variables del perfil lipidico y niveles de
malonildialdehido (MDA) (un metabolito de la peroxidacion lipidica) en mujeres
nuliparas con PE y gestantes sanas, encontrando en las primeras un aumento
significativo de los niveles de TAG comparado con las segundas y una correlaciéon
positiva entre los niveles de TAG y los de malonildialdehido, formulando la hipotesis
de que esta elevacion de TAG es potencial desencadenante de peroxidacion
lipidica. Estos hallazgos fueron corroborados por Var y colaboradores, y por
Cekmen y colaboradores, quienes encontraron niveles significativamente mayores
de MDA en preeclampsicas comparadas con controles (p=0,0003 y p<0,001,
respectivamente)t67. 168,

Algunos de estos autores han ido mas alla en la busqueda de una explicacién
fisiopatologica del papel de esta elevacion de TAG, existiendo una tendencia
elevada a implicar a los TAG como responsables de un proceso similar al que se
observa en la enfermedad aterosclerética'®®. Asimismo, han comparado las
acciones de esta fraccion lipidica con las observadas en la diabetes mellitus y la
enfermedad coronaria”o' 171,172, 173,174, 175,176, 177.

Por otro lado, también existen factores bioquimicos con componente
predominantemente inmunoldgico que han sido encontrados como implicados en la
patologia de la PE. Entre estos se encuentran:
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PCR: La proteina C reactiva ultrasensible, es un reactante de fase aguda, es una
globulina clasificada como un miembro de la superfamilia de las pentraxinas con
una masa molecular de aproximadamente 118000 daltons compuesta de cinco
subunidades polipeptidicas globulares ciclicas idénticas no glicosiladas cada una
con un peso de 23 kDa, organizadas simétricamente alrededor de un poro central.
La secuencia gendmica de la PCR humana esta ubicada en el cromosoma 1, la
subunidad precursora estd compuesta por 206 aminoacidos al igual que una
secuencia sefial de 18 aminoacidos!’®. Las subunidades o promotores de la PCR
estan asociados por enlaces no covalentes en una configuracion anular con una
simetria ciclica pentamérica. Cada promotor tiene un “pliegue de lectina”
compuestas por dos hojas beta. La cara opuesta del pentamero es la cara efectora,
donde el complemento C1qg se une a los receptores Fc gamma, una vez se han
unido los ligandos, esto conlleva a la activacion de la via clasica delcomplemento,
la unién de C3 (molécula de adhesion principal del sistema de complemento) y el
complejo de ataque a la membrana C5-C9. La unién de la PCR también trae consigo
la unién del factor H y convertasas de C57°.

La PCR no solo se une a los residuos de fosfatidilcolina, también se une a una gran
variedad de ligandos autélogos y extrinsecos. Los ligandos aut6logos corresponden
a lipoproteinas plasmaticas, membranas celulares lesionadas, un gran niamero de
fosfolipidos diferentes, ribonucleoproteinas y células apoptoticas. Los ligandos
extrinsecos son principalmente los glicanos, fosfolipidos, otros constituyentes de los
microorganismos, como la capsula y otros elementos de las bacterias, hongos y
parasitos!®. Esta molecula es producida principalmente en el higado, normalmente
esta presente como un pequefio constituyente de suero o plasma a niveles menores
de 1mg/dL. También es producida por las células de musculo liso de las arterias
coronarias en respuesta a estimulos inflamatorios'8?,

En general puede elevarse en plasma o suero en procesos infecciosos, condiciones
inflamatorias como: artritis reumatoide, enfermedad cardiovascular y enfermedad
vascular periférica; cuando hay inflamacién aguda, infeccion o injuria de tejido se
induce un marcado incremento en la sintesis hepatica, que puede elevar los niveles
séricos hasta 100 veces o0 mas dentro de las primeras 24-48 horas y mantenerlos
elevados durante varios dias antes de retornar a lo normal. Lo anterior sugiere la
gran contribucién que tiene la PCR en la defensa del huésped y en la respuesta
inmune innata!®?. Aunque su funcién in vivo durante la inflamacién no ha sido
precisada, hay considerable evidencia que indica su papel en el reconocimiento y
eliminacién de patdégenos extrafios como también de sustancias enddgenas
potencialmente toxicas relacionadas con dafio tisular. Puede activar la via clasica
del complemento, estimular la fagocitosis y unirse a receptores de
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inmunoglobulinas. Se deposita en los sitios en donde existe un proceso inflamatorio,
como en la intima de las arterias en sitios de aterogénesis; también puede ser
sintetizada por los macrofagos, inducida por el factor de necrosis tumoral y las
interleucinas 1y 6183,

Dicha proteina desde hace varios afios se ha utilizado como marcador de
inflamacion con procedimientos no muy sensibles que han sido Gtiles en detectar
procesos inflamatorios sistémicos que detectan niveles > 10.0 mg/L. Actualmente,
mediante un método ultrasensible, ¥ se pueden detectar niveles de PCR
requeridos para la prediccion del riesgo cardiovascular. 85 18 Con dicho método,
la Asociacion Americana de Cardiologia (AHA) 8" recomienda la siguiente
interpretacion: < 1,0 mg/L riesgo bajo: 1,1 a 3,0 mg/L riesgo moderado; 3,1 a 10,0
mg/L riesgo alto.

Los resultados de la PCR dentro de los rangos mencionados, han demostrado
sensibilidad y especificidad para detectar eventos vasculares, no sélo en los vasos
coronarios, también en la circulacion periférica y en el cerebro'®, Su empleo en
diferentes protocolos de investigacion la ha confirmado como un marcador sensible
y especifico que permite identificar precozmente individuos con riesgo
cardiovascular'®®. Numerosos estudios han permitido recaudar la evidencia
suficiente para demostrar que los niveles elevados de PCR y otras citoquinas
proinflamatorias alteran la funcién endotelial aumentando el riesgo de hipertension
inducida por el embarazo'®®, de Jonge y colaboradores encontraron un OR de 2,78,
95% (CI) 1,66-4,66]'%t. Igualmente aumentando el riesgo de PE? 19, 194
constituyéndose en un marcador de riesgo importante que predice
concomitantemente la severidad de la enfermedad!®® 1% con la ventaja adicional
que permite ser medido en etapas tempranas del embarazo'®’.

Se ha podido determinar que los niveles plasméaticos de PCR se relacionan con
otros factores ambientales de riesgo para la PE como la dieta'®®, y de forma inversa
con los niveles séricos de folato reafirmando la funcién protectora de este!®.
También correlaciona como factor de riesgo con otras condiciones que afectan
directamente al feto como bajo peso al nacer?® y posteriores patologias en el
neonato?0t: 202,

En el area Andina se ha estudiado la correlacion positiva entre los niveles de PCR
y PE, encontrdndose una alta significancia sin poder dilucidar si estas
concentraciones elevadas son una causa o una consecuencia de la enfermedad?®3,
En Colombia Garcia y colaboradores disefiaron e implementaron un estudio para
dilucidar este interrogante y poder concluir si concentraciones elevadas de
marcadores de inflamacion y una funcién endotelial alterada preceden y estan
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envueltas en el desarrollo de la hipertension inducida por el embarazo, demostrando
que las gestantes que desarrollan esta alteracion presentan desde temprano en el
embarazo una vasodilatacion mediada por flujo alterada, asociada a niveles
elevados de PCR e IL-6, alteraciones que se encuentran mucho antes de que se
presenten las manifestaciones clinicas. Constituyéndose entonces en un método
atil en la deteccién temprana de riesgo para desarrollar HIE2%4,

AAF: Entre los hallazgos encontrados en las investigaciones inmunolégicas,
sobresalen los que relacionan la presencia de anticuerpos antifosfolipidos con la
presentacion temprana y con graves complicaciones de la enfermedad?®®. Dos
clases de AAF estan asociados a un prondéstico adverso de la gestacion?°®.
Anticoagulante Lapico. (AL) por definicion constituyen un grupo de
inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA o Mixtos) las cuales interfieren con una o mas de
las pruebas de coagulacion dependiente de fosfolipidos (TTPa, tiempo de veneno
de Russell, TP diluido, etc). A pesar de este alargamiento en las pruebas de
coagulacion, los pacientes paraddjicamente tienen un incremento en el riesgo
trombotico tanto venoso como arterial. De hecho el AL constituye una de las
principales causas adquiridas del estado trombofilico. La presencia de AL también
se ha asociado a abortos recurrentes y trombocitopenia. La presencia de este
anticuerpo antifosfolipidos (AL), tiene mayor implicaciones en el riesgo trombatico
comparativamente a la presencia de anticuerpos anticardiolipina®’.

Se han encontrado anticuerpos antifosfolipidos que interfieren con la inactivacion
del factor Va por la PCa y reaccionan con el complejo PCa:fosfolipidos o
PS:fosfolipidos. También se ha encontrado que lipidos como la fosfatidiletanolamina
(FEA) parecen incrementar la actividad de la PCa, por lo que los anticuerpos anti-
FEA disminuirian la actividad inhibitoria de la PCa sobre el factor Va. Por lo que los
anticuerpos anti-cardiolipina producen interferencia en la regulacién antitrombdética
de la hemostasia al disminuir la funcion de la PS y la respuesta del factor Va a la
PCa. A este fendémeno se le ha denominado "PCRa adquirida" 2°8. En un estudio
muy completo sobre las enfermedades maternas asociadas a la PE severa
temprana, Fields encontr6 que 27 mujeres preeclampsicas de 95 (29,4 %)
presentaron ACA positiva. 2°° Los estudios de Branch?®, Van Pampus?!!,
Yasuda?'? y Kupferminc?®3, sugieren relacion entre ACA y PE. Mientras que otros
autores no han confirmado dicha asociacién con suficiente solidez: Faden?!4,
Katano?'®, Rajah?2®.

Se propone entonces que la PE es una enfermedad compleja, donde la
susceptibilidad genética asociada a una diversa contribucién de factores medio
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ambientales, determina la generacion de una respuesta que conduce a la aparicion
de hipertension, proteinuria y edemas, signos del desarrollo de la PE®”.

Ho: Las concentraciones plasmaticas de HCy, folato, lipidos, PCR, acido Urico y
ACA no se asocian al riesgo de padecer PE

H1: Si existe asociacion entre las concentraciones plasméticas de HCy, folato,
lipidos, PCR, acido arico, ACAy el riesgo de padecer PE.

[1.2. Objetivos

1. Establecer los niveles sanguineos de lipidos, HCy, folatos, acido urico, PCR
y ACA en pacientes con diagndstico de PE y compararlas con un grupo
control.

2. Establecer la asociaciéon de los pardmetros anteriormente medidos con PE
mediante un modelo multifactorial: Anélisis de Componentes Principales.

I1.3. Metodologia
[1.3.1 Tipo de estudio

El estudio llevado a cabo es de tipo epidemioldgico, en el cual se hizo una seleccion
de muestra en funcion de las mujeres con PE (casos) y en las mujeres sin PE
(controles), ejecutando una serie de analisis estadisticos para comparar estos dos
grupos; este tipo de disefio se le denomina estudios de casos y controles. A
continuacion se definen los grupos de casos y controles.

Definicién de caso: Se tomaron como casos las madres gestantes que ingresaron
al servicio de Obstetricia del Hospital Universitario del Valle y a quienes se les
diagnostic6 PE de acuerdo con los criterios internacionales (ver Criterios de
Inclusion). Estas pacientes aceptaron voluntariamente participar de la investigacion
para lo cual firmaron el consentimiento informado.

Criterios de Inclusion: Pacientes embarazadas con una edad gestacional superior a
las 20 semanas. Quien presento tension arterial mayor a 140/90 y proteinuria en 24
horas mayor a 300mg/L o que al analizarle una muestra espontanea de orina
presentaran proteinuria superior a 30mg/dL o proteinuria mayor o igual a una cruz
medida con tira reactiva.
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Criterios de Exclusion: Embarazo gemelar, hipertension cronica, anomalias
cromosomicas del feto, Antecedentes de PE, aborto recurrente, trombosis venosa
profunda, accidentes vasculares y diabetes gestacional

Definicién de control: Madres gestante que ingresaron al servicio de Obstetricia del
Hospital Universitario del Valle sin presentar signos ni sintomas de padecer
enfermedad vascular ni PE. Los controles tuvieron similaridad con los casos en
cuanto a sus caracteristicas socio-demograficas, obstétricas, control prenatal, tipo
de servicio de la EPS de las cuales fueron remitidas y antecedentes prenatales,
esto, a fin de minimizar las variables de confusion. Las madres ademas, aceptaron
voluntariamente participar de la investigacion para lo cual firmaron el
correspondiente consentimiento informado.

El presente proyecto de investigacion incluyendo sus protocolos fue aprobado por
el Comité Institucional de Revision de Etica Humana de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle (Acta de Aprobacion 003-08) y por el Comité de Etica en
Investigaciones del Hospital Universitario del Valle (Acta de Aprobacion 15042011).
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas éticas segun la
Declaracion de Helsinki de 1975 en la version revisada de 1983.

11.3.2 Muestreo:

Calculo de tamafio de muestra
El tipo de muestreo usado fue el muestreo empleado para disefios de estudio de
casos y controles, el cual esta dado por la siguiente ecuacion?’:

Z a\/zp(]'_ p)"‘ Zl—ﬂ\/ pl(l_ p1)+ pz(l_ pz)

1-=
n=—2=2

(pl_p2)2

Donde:
P1: Frecuencia de la exposicion entre los casos (18,3%)

P> : Frecuencia de la exposicién entre los controles (3%)

Zl—ﬁ : Nivel de confianza del estudio el cual es del 95%
2
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Zl_ﬂ .. Poder estadistico del estudio el cual es del 80%

P+P
2

Relacion entre casos y controles de 1:1, para lo cual el tamafio de muestra seria
de 43 casos y 43 controles para un total de una muestra total de 86.

Previendo las posibles deserciones y ocasionales pérdidas de muestras o de datos
se increment6 el tamafo de la muestra a 50 casos y 50 controles.

Tipo de muestreo: Se realiz6 un muestreo aleatorio simple, el cual se basd en
escoger de forma aleatoria a las mujeres embarazadas con PE y sin PE (casos y
controles respectivamente) por un lapso de tiempo hasta completar el tamafio
muestral deseado teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

Muestras: Las muestras se recolectaron sangrando de vena periférica, 10c.c. en
tubo seco para las determinaciones bioquimicas posteriores, y 10c.c. en tubo con
citrato de sodio como anticoagulante para la extraccion de ADN. Después de
separar el coadgulo se extrajo el suero por centrifugacién, se separ6 en alicuotas,
congelando a -20°C hasta su uso.

A los sueros se les realiz6 medicién de los niveles de HCy vy folatos mediante
inmunoensayo de fluorescencia polarizada desarrollado por Axis Biochemical ASA
de Oslo, Noruega y Bio-Rad Hércules, California, comercializado y distribuido por
Abbott Laboratories empleando un analizador inmunoensayo en el equipo
IMMULITE de la casa SIEMENS®. El perfil lipidico, las concentraciones de PCR,
acido arico y anticuerpos antifosfolipidos se midi6 mediante pruebas quimicas de
espectrofotometria y se leyeron en un equipo BTS 370 Automatic Plus autoanalizer
de Bio System® (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el analisis de las
muestras de sangre.

11.3.3 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se realiz6 una plataforma de captura de
datos en Epidata 4.1. Se realizé un control de la calidad de estas bases de datos
con el fin de detectar posibles errores de digitacion o medicion de las variables antes
mencionadas, posteriormente se transfirieron a la base de datos SPSS version 15
(SPSS Inc, 2005). El analisis estadistico considero:
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Analisis Univariado: La distribucion de las variables cuantitativas se evaluo a través
de sus respectivas medidas de tendencia central y de variabilidad. Se llevé a cabo
un andlisis de pruebas de normalidad a través de prueba de Kolgomorov que
permitiendo establecer si las distintas variables en estudio tenian una distribucién
normal, a través del calculo de la prueba del Chi cuadrado. Ademas se determind
la diferencia entre el grupo de estudio y el grupo control teniendo en cuenta una
significancia estadistica menor a 0,05. En las variables cualitativas se llevé a cabo
analisis de proporciones, analisis de independencia y tablas de contingencias que
establecieron las diferencias significativas entre casos y controles.

Andlisis multivariado: Un modelo de regresion logistica se llevd a cabo para
establecer el grupo de variables que aportan a la variable respuesta (paciente
preeclampsica). Esta regresion se realizd mediante el método de seleccién de
variables (Método backward o forward). Adicionalmente se ejecutd un ACP, utilizado
para reducir la dimensionalidad de los datos la cual determina factores subyacentes
explicativos tras un conjunto de datos que expliqguen la variabilidad de dichos
datos?'8,

[I.4 Resultados y Discusion
[1.4.1 Datos descriptivos de casos y controles

El total de la poblacién fue de 102 mujeres distribuidas en 51 casos (PE) y 51
controles). En los casos el promedio de edad fue 21,71+ 0,75 afios y en los
controles de 18,65+2,96 afios sin diferencias estadisticas. El nimero de embarazos
incluyendo el actual para los casos fue de 1,2+0,75 y para los controles de 1,0+0
sin diferencia estadisticamente significativa. La edad gestacional para los casos fue
de 36,75+3,4 semanas y para los controles fue de 39,04+1,13 con diferencia
estadisticamente significativa (Prueba Kolmogorov; p<0,005). En cuanto a los
neonatos, se encontr6 un peso al nacer para los hijos de los casos de
2'676,565+782,88 g, y para los hijos de los controles de 3°175,67+359,79 g, con
diferencia estadisticamente significativa. (Prueba Kolmogorov; p<0,005). La talla al
nacer fue de 47,7+5,69 cm para los casos y de 50,78+2,22 cm para los controles
con diferencia estadisticamente significativa (Prueba Kolmogorov; p<0,005). El test
de Apgar presentd como resultado 8,43+1,04 para los casos y 8,86+0,53 para los
controles sin significancia estadistica (Test de Apgar; p>0,005). Los resultados
obtenidos confirmaron otros estudios previos que reportaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a edad gestacién, peso del neonato al
nacer, talla al nacer.
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[1.4.2 Evaluacion de los parametros bioquimicos

Un resumen de lo obtenido con respecto a los componentes bioquimicos
analizados, discriminando para casos y controles se consigna en la Tabla 1. En esta
se presentan los valores de las medias y sus desviaciones estandar de los niveles
plasmaticosde diferentes metabolitos que fueron analizados en este trabajo. En los
niveles plasmaticos de Colesterol, HDL, LDL, TG, Folatos y HCy, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Figura 3). Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas para las concentraciones plasmaticas de
acido urico, PCR y ACA (Figura 4). Estos resultados premiten postular que en la
muestra analizada, las PE presentaban un cuadro clinico de inflamacion como
evento desencadenante de uuna alteracion metabolica, particularmente con
relacion al acido Urico que por ser un metabolito de las rutas metabdlicas finales de
las purinas, puede conllevar a la formacion de uratos lo que a su vez potencialmente
pueden inducir dafio endotelial y dafio renal. Este hecho puede ser la base para
explicar el inicio del proceso de inflacion a nivel del endotelio y la proteinuria por
dafio renal, factores que potencialmente inducirian la hipertension arterial.

Tabla 1. Medias, desviacion estandar y significancia estadistica de las variables
bioquimicas determinadas.

Pardmetro bioquimico Preclampsicas Controles
Colesterol Total 242,14+46,44  232,96+29,88
HDL 52,41+6,27 54,43+7,35
LDL 170,76+28,41  165,08+18,33
TG 261,14+30,30 254,86+20,12
Folatos 7,61+1,87 8,24+2,27
HCy 5.59+1.63 4.98+1.54
Acido urico* 5.14+1.09 3.891+0.76
PCR* 4.51+1.33 2.35+0.60
ACA* 18.05+5.00 11.25+3.46

(*). Estadisticamente significante.
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Figura 3. Concentraciones plasmaticas de A) colesterol total, B) HDL, C) LDL, D)
TG, E) Folatos y F) HCy, metabolitos que no presentaron diferencia estadistica al
comparar los casos de PE con el grupo de mujeres control.

Con base en lo que se describié anteriormente, las concentraciones plasmaticas
de acido urico, PCR y ACA, a diferencia de las otras variables bioquimicas medidas,
si mostraron diferencias significativas entre los casos y controles (Figura 4). En este
sentido, las concentraciones elevadas de 4cido Urico no solamente se constituirian
en un marcador de riesgo para la PE, sino que por sus efectos en el metabolismo,
podria ser considerado un marcador precoz de riesgo de la enfermedad, semejante
a lo previamente demostrado para la PCR 21°.
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Figura 4. Concentraciones plasmaéticas de A) Acido urico, B) PCR, y C) ACA,
componentes que si presentaron diferencia estadistica al comparar controles y
casos.

[1.4.3 Analisis de Componentes Principales

El ACP permitio reducir nueve variables colineares a tres componentes principales
gue explicaban el 66,41% de la varianza total acumulada en los datos originales de
acuerdo con la prueba de esfericidad de Bartlett (Tabla 2). Esta asociacién se
muestra graficamente en el biplot que agrupo los dos primeros componentes del
analisis (figura 5).
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Tabla 2. Tabla de pesos de los componentes en el ACP. En rojo se sefiala el mayor
peso por cada variable, destacando asi, a qué componente pertenecen.

Parametro bioquimico Componente 1 ~ Componente 2 Componente 3

Colesterol 0,31 0,48 0,12

HDL -0,03 0,43 -0,12

LDL 0,34 0,42 -0,03

TG 0,28 0,42 -0,19

Folatos -0,31 0,22 0,58

HCy 0,32 -0,24 -0,56

Ac. Urico 0,35 -0,23 0,24

PCR 0,45 -0,23 0,28

ACA 0,43 -0,15 0,38

El primero de los componentes, cuyo porcentaje de varianza explico
aproximadamente un 32% del total, fue el clasificado como involucrado en procesos
inflamatorios e inmunes. Estaba compuesto por las variables HCy, acido urico, PCR
y ACA (Tabla 3), que como se habia planteado anteriormente, estan directamente
involucradas en la etiologia de la enfermedad??°. El factor inmunolégico ha sido
referenciado ampliamente como uno de los principales hallazgos en la etiologia de
la enfermedad, el cual al activarse induciria procesos inflamatorios generalizados y
particularmente la inflacion endotelial que desencadena la activacion de la cascada
del 6xido nitrico y la generacion de una serie de mensajeros proinflamatorios entre
los que se incluyen la interleucina 4, interleucina 6, interferén y otros marcadores de
inflamacion, lo que a su vez contribuye al establecimiento de la hipertension
arterial??t 222,

El segundo componente claramente definido, cuyo porcentaje de varianza explico
aproximadamente el 20% del total, correspondié a metabolitos lipidicos como el
colesterol, LDL, TG y HDL (Tabla 3), los cuales también poseen una interrelacién
directa con el metabolismo del endotelio y el mantenimiento de su homeostasis,
ademas de su capacidad para generar especies reactivas de oxigeno
potencialmente nocivas para el endotelio y que generar un desbalance en la
regulacion del metabolismo lipidico, conllevando a ateroesclerosis, dafio endotelial,
e hipertension arterial. Estas variables metabdlicas, interactian con los marcadores
proinflamatorios mencionados anteriormente, lo cual demuestra la naturaleza
multifactorial de la generacién de la PE.
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Tabla 3. Funciones de cada componente principal segun valor dado por el ACP.

Componente 1 Componente 2 Componente 3
HCy Colesterol
Ac. Urico HDL Folatos
PCR LDL
ACA TG
alggg;:;gggsa _Proceso_s, de Metabolismo Meta_bolismo
inflamacién e o dietay
cada inmunes lipidico epigenética
componente

5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Componente 2

'3 1 " " " 1 " " " 1 " " 1 " " 1 " " " 1
-3,7 -1,7 0,3

Componente 1

Figura 5. Biplot Bidimensional ACP

En el tercer componente, cuyo porcentaje de varianza explicé aproximadamente el
13% del total, fue conformado por la concentracién plasmatica de folatos, metabolito
ampliamente analizado en mdltiples estudios de asociacion en donde lo relacionan
como factor de riesgo no solo para la PE, sino también para otras anomalias como
las aneuploidias, los defectos del cierre del tubo neural, cardiopatias congénitas,
labio hendido entre otros. Cambios en el ciclo del folato pueden resultar, entre otras,
en complicaciones del embarazo como abortos y PE??3, El metabolismo normal de
folatos tiene un rol crucial en la homedstasis del cuerpo, ya que regula cambios en
aminoacidos como la HCy y metionina, la sintesis de purinas y pirimidinas, y la
metilacion del ADN; éste ultimo, dada la capacidad de los folatos para transportar
grupos metilo. Los procesos de metilacion, permiten involucrar en la etiologia de la
Preclampsia, no solo factores metabolicos, sino también procesos epigéneticos
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asociados a una potencial remarcacion por impronta en genes codifcantes para una
serie de proteinas claves en los procesos metabdlicos involucrados en la
homesotasis endotelial. Ademas, estos, regularian la expresion genicay la actividad
de genes especificos en diversos tejidos incluyendo el trofoblasto y el
sincitiotrofoblasto indispensables para los procesos angiogénicos y de placentacion.
Este resultado refuerza la recomendacion que se hace a mujeres en embarazo,
para el consumo de &cido félico??*.

Recientemente se ha analizado mas detalladamente la contribucion de
modificaciones epigenéticas en el desarrollo de PE?%°. La placenta, situada en la
interface entre madre y feto, esta expuesta a una variedad de cambios ambientales,
incluyendo fumar, deficiencias nutricionales, excesos en la dieta, entre otros,
haciendo biologicamente probables algunas alteraciones a nivel de metilacién del
ADN?2?6, Numerosos articulos han sugerido la relacién de esta marca epigenética
con PE??7. 228 y recientemente una ayuda para estas investigaciones surgié con la
publicacion del metiloma de placenta humana por Schroeder y colaboradores??°.
Uno de los trabajos mas actuales es el realizado por Anton y colaboradores?3° en el
que revelaron una metilacion diferencial en genes de muestras de placentas
preeclampsica prematuras y control, agrupados en grupos funcionales de adhesion
celular—-CDH11, COL5A1, NCAM1y TNF-, lo que podria segun los autores, explicar
la migracion e invasion alterada de las células del trofoblasto. De estos genes,
CDH11 tuvo la alteracibn mas alta, con un incremento del 18,3% en placenta
preeclampsica comparada con el control; a este gen se le ha atribuido un rol en la
fijacion de trofoblastos a la decidua materna. Otro de los trabajos actuales,
relevantes en este campo, es el de Yuen y colaboradores?3! en el que sugieren que
la hipoxia caracteristica de PE altera el perfil epigenético de las células del
trofoblasto. Ellos proponen que la expresion del factor de transcripcion AP-1 es
desencadenado por la hipoxia y que esto puede a su vez interactuar con ADN
metiltransferasas para marcar sitios especificos de metilacion en el genoma, o que
la metilacion del ADN ocurre como consecuencia a la desacetilacion de histonas,
suprimiendo la expresion de genes asociados responsables de la diferenciacion
sincitiotrofoblastica.
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Il CAPITULO
GENOMICA DE LA PREECLAMPSIA

1.1 Introduccién

Uno de los aspectos méas importantes PE es precisamente su condicidon compleja,
esto es lo que mas dificulta encontrar una causa exacta ya que hay muchos factores
gue intervienen en su desarrollo. En consecuencia, su estudio ha sido y sigue siendo
abordado desde diferentes campos, pasando de la genética clasica a las ciencias
omicas. Es por esto que en los ultimos afios el estudio de esta enfermedad se ha
enfocado en identificar biomarcadores que ayuden a su diagndéstico clinico
temprano, puesto que esta es una enfermedad silenciosa en un principio y sélo se
manifiestan los sintomas cuando el embarazo se encuentra en una etapa avanzada.
El estudio de las moléculas que forman el “genoma funcional” se ha ido
incrementando fuertemente a lo largo de la era post-gendmica mediante la
expansion de las tecnologias 6micas. Entre éstas, las tecnologias prote6micas y la
espectrometria de masas en particular, forman una estrategia bien armada hacia
analisis de alto rendimiento que pueden ofrecer nuevas perspectivas en el
entendimiento de patofisiologias, asi como también, en el desarrollo de terapias
moleculares para su tratamiento!?. En consecuencia, una amplia gama de estudios
han optado por investigar una enfermedad compleja como lo es la PE a nivel
protedmico 13 14.15.16,17 Uno de éstos es el realizado por Epiney y colaboradores?®,
quienes identificaron las proteinas secretadas por células del citotrofoblasto de un
grupo preeclampsico y uno control, logrando concluir que la disminucién del factor
XIll -cadena A- podria estar asociado al desarrollo de PE. Otro de los estudios
enfocados en encontrar patrones diferenciales a nivel protedbmico, es el de Feng y
colaboradores?®, en el que se encontré6 que la proteina alfa-1-antitripsina se
encuentra subregulada en mujeres con PE. En el 2011 Zhang y colaboradores?°
analizaron nitroso-proteomas de placentas humanas normotensas Yy
preeclampsicas, sefialando la alteracion significativa que presenta el nitroso-
proteoma de placentas preeclampsicas en comparacion con placentas control y
sugiriendo su rol esencial en la patofisiologia de la PE.

Como se mencioné anteriormente, uno de los principales objetivos de las
investigaciones en este campo es establecer marcadores para diagndstico clinico
temprano. En este sentido, los trabajos de Carty y colaboradores?®?, en el que se
analizé el proteoma urinario de mujeres con PE y normotensas, obtuvieron 10
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biomarcadores para la semana 28 de embarazo. Por otro lado, también se han
detectado cambios en el proteoma de suero humano al comparar mujeres
preeclampsicas con controles como lo concluyen Liu y colaboradores?33, quienes
encontraron una expresion diferencial de 51 proteinas, 20 sub-reguladas y 31 sobre-
reguladas, donde la hormona CSH fue una de las mayormente expresadas en
muestras preeclampsicas, sugiriendo su potencial biomarcador para diagnostico de
PE. Esta es una hormona que normalmente se encuentra en baja abundancia
secretada por el sincitiotrofoblasto de placenta humana, éste se eleva en el suero
materno en relacion con el crecimiento del feto y la placenta; CSH segun ha sido
reportado, tiene actividad lipolitica, lo que podria explicar el efecto adverso de
acidos grasos libres en la circulacion materna de mujeres con PE, ya que éste como
se menciond anteriormente, se encontr6 en altos niveles en muestras
preeclampsicas. Ademas, las apolipoproteinas, que estan implicadas en el
metabolismo de lipidos, también se vieron diferencialmente expresadas, sugiriendo
su relacién con la enfermedad y siendo consistente con estudios previos. En cuanto
a los procesos biolégicos predominantes de estas proteinas identificadas, se
encontré que 17 de ellas estaban relacionadas con el proceso de coagulacion y 15
con fase aguda de respuesta, sugiriendo un rol importante en el desarrollo de PE.

Una de las hipotesis que va tomando fuerza en el estudio de la etiologia de esta
enfermedad es la que sugiere un defecto a nivel mitocondrial subyacente al
deterioro de la diferenciacion e invasion del trofoblasto hacia la decidua materna,
conllevando al desarrollo de PE. Shi y colaboradores?®* encontraron en su estudio
proteémico de mitocondrias 26 proteinas expresadas diferencialmente al comparar
placentas de mujeres normotensas y preeclampsicas. La mayoria de estas
proteinas se encontraron relacionadas con procesos biolégicos tales como la
apoptosis, estrés oxidativo, generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
oxidacion de acidos grasos, dafio mitocondrial y el ciclo del &cido tricarboxilico.

Avances en la relacion entre variantes naturales del genoma y PE también han sido
probados en diversos estudios. Entre los mas recientes, se encuentran los
realizados por Mrozikiewicz y colaboradores?3®® y Wang y colaboradores?3, en los
gue se evalud la asociacion entre polimorfismos en ciertos genes y la PE, en
poblaciones caucasicas y chinas respectivamente. En estos estudios se sugiere una
relacion del polimorfismo rs482843 con el genotipo mutado GG, podria generar
predisposicion a PE en poblaciones caucasicas, mientras que en poblaciones
chinas se ha encontrado su relacion con los polimorfismos rs1143627 y rs16944 del
gen IL-18.
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[11.2 Objetivos

1. Identificar aguellos genes expresados en placenta que estan asociados con
PE.

2. Analisis de genes expresados en placenta preeclampsica, mediante la
construccion de una red de expresion genética.

3. Caracterizar la cromatina asociada tanto codificante como no codificante de
los genes asociados con PE.

4. Determinar los procesos biolégicos en los que participan estos genes y
establecer si estan asociados a la etiologia de la PE.

[11.3 Metodologia

111.3.1 Mineria de datos

Se seleccionaron 7 articulos que reportaban la expresion de genes en placentay en
PE a partir de la base de datos PubMed del NCBI, publicados hasta el 2011. De
éstos se escogieron los genes diferencialmente expresados, que tenian en comun
dos o0 mas articulos. De estos se promedio el valor de z-score y el Fold change para
cada gen reportado.

Para realizar la busqueda y analisis descritos a continuacion, se utilizaron diferentes
las bases de datos consignadas en la tabla 4. De la base de datos GeneEntrez del
NCBI se obtuvo informacién de: Resumen, contexto gendmico, interacciones y
ontologia del gen. De manera similar se empled la base de datos Nucleotide, para
obtener, en formato FASTA, las secuencias del ARNm de cada uno de los genes.
Estas fueron sometidas al programa BLAT de UCSC Genome Bioinformatics, con
el fin de recopilar informacion sobre tamafio de los genes, nimero de exones y la
informacion sobre el modelo del gen (Tabla 5). Adicionalmente, se hizo una
exploraciébn gendmica, en una ventana de 100Kpb, de las caracteristicas de la
cromatina de cada uno de los genes seleccionados usando el programa BLAST del
NCBI. Los datos obtenidos sobre familias y clases de los elementos repetidos (ER)
fueron organizados en tablas dindmicas para su posterior analisis.
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Tabla 4. Bases de datos empleadas para la mineria de datos ejecutada en este

trabajo.

Bases de datos

Direccion electrénica

National Center for Biotechnology Information
NCBI

PubMed

Gene - Genes and mapped phenotypes
BioGPS (Gene LinkOut)

Nucleotide - Alphabet of Life

Nucleotide BLAST

UCSC Genome Bioinformatics

BLAT Search Genome

GeneMANIA

STRING 9.1

BioGRID

PINA2

Map Viewer NCBI

GEO NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/
http://biogps.gnf.org/#goto=welcome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
http://blast.ncbi.nim.nih.gov
http://genome.ucsc.edu/
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat
http://www.genemania.org
http://string-db.org/
http://thebiogrid.org/
http://cbg.garvan.unsw.edu.au/pina/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Tabla 5. Variables genémicas empleadas en el andlisis bioinformético.

Variable Descripcion Tipo
Locus L, o
Posicién del gen en el cromosoma. Cualitativa
Numero de genes que han sido anotados en
los contigs gendmicos. Incluye genes
Numero de genes en 100  conocidos y putativos, ubicados como L
. . Cuantitativa
Kpb resultado de alineamientos de ARNm con
los contigs.
Longitud del gen en pares de bases (pb) o
Tamario del gen Kilopares de bases (Kpb). Cuantitativa
Numero de exones
codificantes Numero de exones codificantes. Cuantitativa
Regiones de alto contenido de G + C en la
Dinucleétidos CpG secuencia analizada. Cuantitativa
. Numero de elementos repetitivos en la I
Elementos repetidos P Cuantitativa

secuencia analizada.
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111.3.2 Analisis Bioinformatico

Se efectuo un analisis bioinformatico usando los diferentes recursos del NCBI y del
Genome Browser de la UCSC, consignando la informacién obtenida en tablas
dinAmicas de Microsoft™ Excel 2010 y posteriormente haciendo las respectivas
graficas. Para corroborar que los genes seleccionados se expresaban en la
placenta, se consultd, el “Gene LinkOut”, ademas del portal BioGPS?37: 238,

Caracterizacion cromatinica: Se promediaron los valores de las variables asociadas
a la cromatina codificante: Tamafio del gen, nimero de exones codificantes, nimero
de genes en 100Kpb y nimero de dinucledtidos CpG en 100Kpb, para los 16 genes
asociados y para los genes control. Para cada familia de elementos repetidos, se
sumo el numero registrado en los 100Kpb que rodeaban cada uno de los genes,
con lo que se obtuvo el numero total de integrantes de cada familia para genes
asociados y para genes control.

Es importante resaltar que para realizar el paseo cromosémico y la red de
interaccidn protéica, se tomaron los 16 genes asociados a PE mencionados
anteriormente, y ademas se agregaron 12 genes, escogidos de la misma forma y
bajo los mismos criterios, pero teniendo en cuenta los articulos publicados de 2011
a 2014, con el fin de actualizar la informacion. Estos genes fueron: NDRG1, SPAG4,
JAG1, TREM1, HTRA4, CRH, HTRA1l, PVRL4, KRT19, SLCO2Al1l, RDH13 y
SH3PXD2A.

Paseo Cromosomico: Se colectd informacién caracteristica de cada gen, como su
namero de exones totales, nimero de dinucledtidos CpG y ubicacion en
cromosoma, a partir de la plataforma del Genome Browser de la UCSC. Ademas,
se realiz6 un paseo cromosOmico en ventanas de 10Kpb rodeando cada gen hasta
completar 100Kpb tanto upstream como downstream. Se extrajeron datos del
namero de secuencias repetidas y genes presentes en cada region utilizando el Map
Viewer del NCBI. Toda esta informacién fue organizada en tablas dindmicas y
graficas en Microsoft™ Excel 2010 para su posterior analisis.

Construccién de la red de interaccion protéica: Para la construccion de la red de
expresion de genes se utilizd el programa Cytoscape 3.22%°. En primer lugar, se
construyo una matriz de datos base, en la cual se organizaron datos de interaccion
de cada uno de los genes a evaluar; estas interacciones fueron colectadas de las
bases de datos PINA2, BioGRID, GeneMANIA y STRING 9.1. Posteriormente, a la
red formada con estas interacciones, se le adicionaron los valores de expresion para
placenta preeclampsica. Estos valores de PE se extrajeron de la base de datos
Gene Expression Omnibus GEO, especificamente del estudio realizado por Xiang y
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colaboradores (2013)?4°, donde se utilizé un microarreglo NimbleGen Homo sapiens
la version hgl8del genoma para obtener perfiles de expresion de genes de
placentas preeclampsicas (GSE43942).

Los datos de expresion tejido especifica obtenidos con este recurso fueron
estandarizados, obteniendo un Z-score para cada gen aplicando la siguiente
férmula (u Promedio, o Desviacién estandar):

(Intensidad expresion del gen en tejido — p intensidad de todos los genes en tejido)

Z — score = — —
o de expresion de todos los genes en tejido

Informacién sobre la ontologia del gen —categorias GO- de procesos biolégicos
estadisticamente destacados para los genes asociados fueron extraidas de la red
utilizando el plugin BINGO. Asi mismo, los datos topoldgicos de la red fueron
recopilados de la red utilizando la aplicacién del mismo, Network Analyzer.

111.3.3 Analisis estadistico

El software empleado para el analisis estadistico fue STATGRAPHICS Centurion
XVI Version 16.1.02. Los valores de Z-score obtenidos para la expresion de los 31
genes (no se obtuvo informacién del gen control VPS29 en BioGPS) en placenta,
fueron sometidos a un Andlisis de Conglomerados utilizando como medida el
cuadrado de la media euclidiana. Para determinar si habia diferencias en la
cromatina que contiene los elementos no codificantes de los genes asociados,
comparados con genes control, lo mismo para la cromatina codificante asociada a
los genes, se uso la Prueba Kruskal-Wallis y Friedman, para determinar diferencias
significativas entre las medianas de las muestras.

En cuanto al paseo cromosémico, se sumo el niumero de integrantes registrados
correspondientes a las secuencias SINE, LINE, Aluy MIR en 100Kpb a los lados de
cada gen asociado, en intervalos de 10Kpb. Estos datos de la cromatina asociada
no codificante upstream y downstream de cada gen, fueron comparados con una
prueba t-student utilizando el programa Statistica 8.0%41. Los datos también fueron
graficados en un diagrama de barras en el software Microsoft™Excel 2010. También
se realizé un diagrama de barras con el nimero de interacciones encontradas para
cada gen asociado.
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[11.4 Resultados y discusion

I11.4.1 Mineria de datos

Las placentas estudiadas correspondieron a mujeres en tercer trimestre, asi que las
rutas que aparecen reguladas en este estudio representan el Gltimo punto de lo que
presumiblemente es una cascada de eventos, que se dan a lo largo de la
gestacion?42,

Son pocos los genes asociados a PE que tienen en comun los diversos estudios
que se han hecho sobre el tema, comparados con el numero de genes
diferencialmente expresados en cada uno de ellos. Tal discrepancia se puede deber
ya sea a las técnicas empleadas (extraccion de ARNm, plataformas de
microarreglos), a la representacion de genes en las sondas, variabilidad
experimental, o al andlisis de datos. Ademas, los resultados de una sola medicion
de expresion génica pueden no describir el panorama completo, al depender de la
vida media del ARNm, de su tasa de iniciacion y degradacion, estabilidad, y demés
factores?®. Ahora bien, tienen en comuln las funciones de cliuster de genes
diferencialmente expresados en la placenta preecldmpsica. Otro obstaculo de los
estudios de expresion génica es que las diferencias observadas pueden ser
resultado de la consecuencia mas no de la causa de la enfermedad. Sin embargo
este estudio tiene varias fortalezas, ofrece una amplia poblacién al incluir varios
estudios previamente realizados; la interpretacion de los resultados de
experimentos de micromatrices de ADN permite un acercamiento objetivo, y al
emplear los recursos de algunas de las bases de datos mas completas disponibles,
se estudiaron mas detalladamente las caracteristicas estructurales y funcionales de
cromatina asociada a los genes.

Precisamente, en dichas bases de datos, se encontraron siete articulos cientificos
gue trataban sobre perfiles de expresion de genes (con micromatrices de ADN en
muestras de Placenta) en mujeres con PE (Tabla 6). De éstos se seleccionaron 16
genes diferencialmente expresados, que tenian en comun dos o mas articulos. En
el anexo 1 se encuentra el p-value y fold change encontrado en cada articulo (los
genes estan listados en el orden en el que fueron seleccionados), la distribucion del
Fold change promedio se puede ver en la anexo 2.
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Tabla 6. NUumero de articulos cientificos encontrados en PubMed con cada filtro.

+

: . + Valores expresados en
Palabra clave PE Expression + Microarrays P
. Placenta Fold change o P-valor
profiling
Numero de
25.733 76 17 15 7
resultados

La informacién general de cada uno de los 16 genes seleccionados tanto asociados
como contro, aportada por la base de datos Reference Sequence (RefSeq) y
PubMed del NCBI, estd organizada en los anexos 3 y 4. Todos estos genes
codifican para proteinas y estan ubicados en diferentes cromosomas, con excepcién
de dos parejas de genes que estan ubicados en un mismo cromosoma.

Los datos descriptivos de cada gen, incluyendo la informacién de los 12 genes
asociados a PE adicionados al estudio para la construccion de la red y el paseo
cromosomico, actualizados a 2014, se encuentra consignada en los anexos 5y 5.1

[11.4.2 Expresion diferencial de genes seleccionados

Al organizar los valores z score de cada uno de los genes estudiados y compararlos
con el fold change promedio (Figura 6) se determiné que aquellos con mayor z-
score en placenta, se expresaron diferencialmente en mujeres con PE (Figura 7).
Cabe aclarar que al hablar de 16 genes asociados, se refiere a los obtenidos en
revision bibliogréafica hasta 2011.

Los mecanismos regulatorios comunes pueden ser responsables de la expresion
diferencial de genes con funciones relacionadas. Por ejemplo, el incremento en la
expresion de genes que participan en angiogénesis (genes FLT1, LEP) puede darse
como respuesta adaptativa a una oxigenacion reducida luego de la placentacion
anormal®*®. Algunas vias regulatorias relacionadas con PE incluyen MAPK1/ERK2
(en la que ST5 actia como quinasa, tabla 5) y rutas de sefializacién (con la
participacion de ENG, FSTL3, INHA, INHBA, LEP, tabla 5). Segun Nishizawa y
colaboradores?* la dislipidemia se asocia generalmente con PE; los genes
asociados involucrados en el metabolismo de carbohidratos son HEXB, LEP y
CA10. La respuesta inflamatoria incrementada y una mal adaptacion inmune se
asociaron con los genes BCL6, HEXB, INHA, LEP, PROCR que pueden actuar de
dos maneras en la aparicion de la enfermedad. Primero, en conjunto con la
predisposicion genética e influyen en la placentacion deficiente. Y segundo,
promoviendo la disfuncién endotelial®*°.
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Figura 6. Distribucién de los valores de Z-score y Fold change promedio para los
16 genes asociados. Se encuentran organizados segun el Z score. CA10 fue el
anico downregulated.
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Figura 7. Expresion diferencial de genes en placenta de embarazadas
preeclampsicas. A). Distribucion de los valores de Z-score de genes asociados y
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controles. B). El dendrograma del Analisis de Conglomerados que muestra uno solo,
con subgrupos en los que se destacan, por su elevada intensidad de expresién
correlacionada con PE, los genes asociados LEP, EBI3, PROCR, FSTL3, HEXB,
INHBA, ENG, INHA y COL17AL1.

Uno de los resultados mas destacados es que el gen de la leptina (LEP) fue el de
mayor z-score en placenta y se perfila como uno de los candidatos més influyentes
en la patogénesis de la enfermedad. Segin Henson & Castracane?*® se han
encontrado niveles elevados de leptina (hiperleptinemia) en madre y feto, asociados
con PE. Se ha demostrado que la transcripcion de LEP durante el embarazo se da
principalmente en el trofoblasto endocrinolégicamente activo, y modula la funcion
endocrina de la placenta al activar la liberacion de citoquinas proinflamatorias. En
ratones se ha demostrado que la leptina promueve in vitro la invasiéon del trofoblasto.
Ademas, este polipéptido aumenta la sintesis del factor de crecimiento endotelial
vascular en células del citotrofoblasto cultivadas. Interrupciones en la sefializacion
de LEP pueden inhibir la via JAK/STAT. Evidencia preliminar sugiere que la
hiperleptinemia podria ser una respuesta en compensacion a una placenta poco
perfundida, para incrementar la entrega de nutrientes.

I11.4.3 Caracterizacion de la cromatina asociada

No se encontraron diferencias significativas en la cromatina codificante asociada a
los 16 genes expresados en PE con relacién a aquella de los genes control (Prueba
de Kruskall-Wallis, P= 0,0804127) (Estadistico = 6,74699) (Figura 8, A). Sin
embargo en la cromatina de las familias de elementos repetidos CR1, L1, ERVy RTE,
si se encontraron diferencias entre la asociada a PE y la de los controles (Prueba
de Kruskall-Wallis, P=0.0341824) (Estadistico = 16.6316) (Figura 8, B).
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Figura 8. Comparacion, entre los genes asociados y los controles, de las diferentes
variables gendmicas analizadas. A) Variables asociadas a la cromatina codificante.
B) Variables asociadas a la cromatina no codificante que incluyo las familias de ER
CR1, L1, ERVYRTE.

De acuerdo con estos resultados, la expresion diferencial de los genes podria
relacionarse con la region no codificante de su cromatina asociada, particularmente
con las familias de repeticiones CR1, L1, ERV y RTE. Se ha reportado que las
inserciones de elementos LINES (L1, CR1 y RTE) pueden alterar funciones
genéticas porgue tienen secuencias funcionales, tales como promotores
transcripcionales, sefales poliadenilacién, donantes y aceptores de splicing del
ARN, y sitios de adhesién a la matriz nuclear (en humanos sélo L1 es activo)?*’. Los
efectos de L1 en la composicién del genoma y la expresion génica son numerosos.
Ademas de sus implicaciones en enfermedades genéticas y en tumorogénesis,
también es responsable de la movilizacion de retrotransposones no autonomos,
entre los que se incluyen los elementos Alu, y de la generacion de pseudogenes?#.

El nimero de familias por gen, encontradas en la region de 100Kpb alrededor, se
presenta en la Figura 9. Se determino que los genes asociados no muestraron
diferencias en el niumero de familias; sin embargo en los controles las familias
CPPED1 y MPPED2 son los mas diversos en cuanto a esta variable.
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Figura 9. Distribucién del nimero de familias por cada gen A) asociado y B) control.

La distribucion del nimero de genes por cada familia (Anexo 7), el nimero de clases
por gen (Anexo 8), la distribucion del nimero de genes por cada clase (Anexo 9), y
el nimero de integrantes de cada clase en los 16 genes asociados y control (Anexo
10), también fueron graficados.

I11.4.4 Paseo cromosémico

En cuanto a la cromatina no codificante asociada a los genes evaluados, se
encontré6 dominancia a ambos lados de cada gen de las secuencias SINE, LINE,
Alu y MIR, si embargo no se encontro diferencia estadisticamente significativa en el
ndamero de éstas al comparar las zonas 100Kpb upstream y downstream (Figura
10). Esto se confirm6 con una prueba t-student (p>0,01). Cabe resaltar que a partir
del paseo cromosdémico, y en adelante, se trabajaron ademéas de los 16 genes
colectados a 2011, los 12 genes obtenidos de la revision bibliografica actualizada a
2014.
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Figura 10. Distribucién de elementos repetidos obtenida del paseo cromosoémico de
100Kpb alrededor de genes asociados con PE, se resaltan las secuencias repetidas
SINE, LINE, Aluy MIR.

A pesar de esto, es importante tener en cuenta a estos elementos repetidos, puesto
gue recientemente se ha demostrado la importancia de la cromatina no codificante
en la funcionalidad del genoma?*°. Un ejemplo de ello, es la hipermetilacién
diferencial en elementos repetidos del ADN -como lo son las secuencias LINE-, que
ha sido reportada en molas parcialmente hidatiformes, a su vez también
relacionadas con PE?*; con esto se podria postular que la expresion diferencial de
ciertos genes en placentas preeclampsicas puede deberse, aunque sea en parte, a
las diferencias en metilacién de éstas secuencias, y no solo de las islas CpG que
han sido mucho mas estudiadas.

[11.4.5 Red de interaccion protéica de genes asociados

La proteina codificada por el gen BCL6, segun la figura 11, fue la de mayor nimero
de interacciones protéicas con 117, seguida de NDRG1 con 89, KRT19 con 42 y
FLT1 con 29. De ultimo se situaron las proteinas codificadas por los genes HTRA 4
y SLCO2A1.
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Figura 11. Numero de interacciones de tipo proteico encontradas para cada gen
asociado a PE en la red construida.

La red de expresion obtenida para placenta preecldmpsica se muestra en la figura
12. En esta se destacan los genes de elevado nivel de expresion, EBI3, ENG,
PVRL4, TGFB1, INHBA, FSTL3, HTRA1 y KRT19. También, entre los genes con
menor expresion se destac6 BCL6 y LEP. La estructura de la red mostro dos nodos
principales, con mayor niumero de interacciones; el mas grande de ellos estaba
formado alrededor del gen BCL6 y el segundo formado alrededor de NDRG1, es por
esto que a pesar de no mostrarse como altamente expresados, se postularia que
algun fallo en estos, puede ocasionar un cambio brusco en la funcionalidad de la
red.

Los pardmetros topolégicos de la red indicaron la presencia de 531 nodos, y un
namero promedio de vecinos por gen, de 2,049 (Tabla 7). La densidad de la red fue
de 0,004, valor cercano a cero, el cual indica, como también se observa en la figura
1, que la mayoria de nodos que conforman la red, no tienen una poblacion alta a
su alrededor.
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Tabla 7. Datos topologicos de la red construida en el programa Cytoscape.

Parametros topologicos Valor
Coeficiente de agrupamiento 0,013
Componentes conectados 16

Diametro de la red 8
Radio de la red 1
Centralizacion de la red 0,216
Trayectorias mas cortas 243620 (86%)
Longitud de trayectoria caracteristica 4,027
NuUmero promedio de vecinos 2,049
Numero de nodos 531
Densidad de la red 0,004
Heterogeneidad de la red 3,463
Nodos aislados 0
Numero de auto-bucles 7
Par de nodos multi-borde 35

Los genes que resultaron como mas expresados segun la red construida para
placenta preeclampsica, han sido ampliamente reportados en la literatura por su
relacion con PE?5% 252253 | g ENG es un co-receptor del factor transformante de
crecimiento B1 y B3 sobre membranas de células del
sincitiotrofoblasticas. Esta es altamente incrementada en el suero materno de
mujeres con PE y puede actuar en conjunto con sFLT1 e inducir a PE severa??®. Por
otro lado, puede reducir la sefializacién endotelial del 6xido nitrico al inhibir TGF-31,

causando la disfuncion endotelial caracteristica de esta enfermedad?28.
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Figura 12. Red de expresion para placenta preeclampsica obtenida mediante la
aplicacion del programa Cytoscape 3.2. Los circulos mas grandes y de color rojo
resaltan los genes de mayor expresion.

La respuesta inmune es uno de los temas que mas relevancia ha tenido en el estudio
de la PE, debido a que durante la placentacion, las células natural killer (NK),
linfocitos del sistema inmune innato, producen una parte importante de la respuesta
inflamatoria decidual, éstas facilitan la placentacion al secretar citoquinas que
promueven la infiltracion de las arterias espirales por el trofoblasto invasor?®4. Por lo
tanto se ha concluido que una falla en esta respuesta inmune, conllevaria al
desarrollo de la PE. Uno de los genes relacionados con esta respuesta es EBI3,
éste se expresa altamente en células placentarias, incluyendo sincitiotrofoblastos y
trofoblastos extravellosos, ademas de ser regulado positivamente en la circulacion
de mujeres embarazadas?®®. Esta informacion junto con el descubrimiento de que
el péptido EBI3 es presentado por HLA-G, ha sugerido que este gen es un
modulador inmune crucial en la relacion materno-fetal??® 253, Su expresion
diferencial mostrada en las redes construidas y previamente coincide con la
literatura, y muestra que existe una fuerte reaccion inmune como respuesta a un
cambio que el cuerpo de la madre reconoce como negativo, sin embargo no se
conoce exactamente qué causa este incremento ni su relacion exacta con la PE.
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Los genes PVRL4 y KRT19 por su parte, no han sido ampliamente relacionados con
esta enfermedad, sin embargo, en recientes estudios se han reportado como
expresados altamente en placentas preeclampsicas?°® 257, PVRL4 codifica para la
proteina receptora asociada al poliovirus 4, y su forma secretada, ha sido
encontrada en pacientes con cancer de mama. En este punto, es importante resaltar
lo que menciona Louwen y colaboradores??®, esto es, que el desarrollo de tumores,
y el embarazo comparten muchas caracteristicas, como lo son la inmunotolerancia
y la invasion. Asi, cuando se presentan desregulaciones en el proceso normal del
embarazo, se conlleva a la PE. En este contexto, se podria pensar que
efectivamente, una falla en la regulacion del gen PVRL4 aportaria al desarrollo de
esta enfermedad. Por otro lado, el gen KRT19, que codifica para una proteina de
funcién estructural, sin embargo, segun una de las categorias ontologicas en las
gue esta involucrada es la diferenciacion celular involucrada en el desarrollo de la
placenta embrionica. La desregulacion de este gen entonces, podria llevar a pensar
en un mal funcionamiento de este proceso y su relacion con el desarrollo de la PE.
Sin embargo, se necesitan posteriores estudios para encontrar mas evidencias de
la relacidn de estos dos genes con esta enfermedad.

Los genes INHBA, FSTL3 y HTRAL también han sido reportados previamente. El
primero, codifica para la proteina inhibina beta A, y hace parte de la via de
sefalizacion del factor transformante de crecimiento beta —TGFf-, el cual a su vez
estd involucrado en la regulacion del desarrollo vascular y la angiogénesis,
incluyendo el brote de angiogénesis?°8. Esta proteina también esta relacionada con
el desarrollo de diversos tipos de tumores?® 260, por lo que su estudio de asociacion
con PE deberia ser profundizado. El gen FSTL3, que codifica para una glicoproteina
secretada, al igual que INHBA, también participa en la via de sefializacion del factor
transformante de crecimiento beta —TGF[3-, y ha sido ampliamente reportado como
expresado en placenta preeclampsica®®: 262, Por (ltimo, el gen HTRA1 que codifica
para la proteina high temperature requirement A 1, esta involucrada en la invasion
y migracion del trofoblasto, y ademéas ha sido relacionado con PE por su alta
expresion en pacientes con la enfermedad?63: 264265 Es importante aclarar, de la red
construida, que la baja expresién de genes como BCL6, LEP y FLT1, que han sido
reportados en diversos estudios por su expresion en placenta preeclampsica?%® 228,
267 no implica que no estén asociados con PE, sino que en comparacién con los
otros genes, estos tuvieron un menor valor de intensidad.

Las categorias GO para procesos bioldgicos de los genes asociados se presentan
en la tabla 8. Se muestran las primeras 15 categorias ontoldgicas con su respectivo
ID y p-value (correccion de Bonferroni), éstas corresponden a los procesos
bioldgicos estadisticamente mas representativos de la red. Se destacaron procesos
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como la regulacién negativa del proceso apoptotico, vascularizacién, el modelado
de vasos sanguineos y el brote de angiogénesis, entre otros, los cuales han sido
ampliamente relacionados con el desarrollo de un embarazo normal, sugiriendo que
cualquier fallo en estas funciones podria conllevar al desarrollo de PE.

Tabla 8. Categorias GO para procesos biologicos dadas para la red de interaccion
proteina-proteina. Se anota el numero de proteinas asociadas a cada proceso
bioldgico.

No. proteinas P-value

GO-ID Descripcion asociadas Bonferroni
48519 Regulacion negativa del proceso apoptoético 6462 9,57E-36
Regulacién negativa de la via de sefalizacion del
48523  receptor del factor de crecimiento transformante 5889 7,33E-34
beta
48518 Regulacion positiva de la fagocitosis 8527 2,55E-33
48522 Regulacién positiva de la division celular 6464 4,91E-32
48513 Desarrollo de érganos 3647 6,74E-27
50793 Regulacién de la diferenciacion celular 2914 1,79E-26
48856 Brote de angiogénesis 6805 1,74E-24
48731 Modelado de vasos sanguineos 5603 3,81E-24
9892 Regulacion negativa de la cascada de JNK 3559 1,56E-23
50789 Regulacion negativa de la sefializacion TOR 27452 6,30E-23

Regulacién negativa del proceso biosintético de la

31324 ) ) 3158 8,94E-23
interleucina-6
10604 Regulacion positiva de Ja autofosforilacion de 3758 1,82E-22
proteinas
10605 Regulacién negativa de la actividad quinasa JUN 3103 3,68E-22
32502 Vasculogénesis 7984 3,95E-22
30154 Proceso apoptético involucrado en la 4709 1,08E-21

morfogénesis

Explicando un poco mas a fondo algunos de los procesos biolégicos que se ven
alterados en PE, se tiene que la apoptosis, que como se menciond anteriormente,
se ve regulada negativamente en un embarazo normal, en una mujer con PE se ve
aumentada. Segun la teoria sugerida por Reister y colaboradores?®®, este aumento
se deberia a que la mala invasiéon del trofoblasto a la decidua materna, lo cual
atraeria y activaria macrofagos de la madre, que liberarian TNF-a, estimulando la
apoptosis en las células del trofoblasto invasor. Esto explicaria también la
acumulacion de macrofagos observada en mujeres con PE. Por otro lado, el proceso
biosintético de la IL-6 se ve alterado en el desarrollo de ésta enfermedad; se da un
aumento de éste factor soluble el cual es influenciado por el TNF-a y la IL-1. Al darse
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este incremento, potenciado por los factores solubles TNFa soluble y la IL-8, se
presenta permeabilizacion vascular que permite la filtracion de liquido intersticial y
proteinas, lo que conlleva al desarrollo de edemas y proteinuria, caracteristicas de
la PE?%°,

La regulacion de la via de sefalizacion del receptor de TGFB también se ve afectada
como se muestra en las categorias GO obtenidas de la red. Esto se explicaria
porque la endoglina soluble se una al TGFB1, impidiendo que éste se una a la
endoglina ubicada en la membrana de las células endoteliales y conllevando a la
baja produccion de NO endotelial. Este proceso genera acumulacion de plaguetas
y posterior vasoconstriccion, causando la alta presion arterial de la madre, que
surgiria como una compensacion para lograr transferir al feto los nutrientes y
oxigeno necesario para su crecimiento?’°.
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IV. CAPITULO
BIOLOGIA SISTEMICA DE LA PREECLAMPSIA

IV.1 Introduccién

Dado que a la fecha no existe una técnica definida efectiva y eficiente de tamizaje
gue permita detectar precozmente a las mujeres con alto riesgo de presentar PE, y
a fin de instaurar un manejo precoz que impida o minimice los efectos negativos
concomitantes?’t: 272 y al mismo tiempo, ayude a investigar como la expresion de
genes maternos Yy fetales contribuyen al mecanismo fisiopatolégico no dilucidado de
la enfermedad?’3, se han desarrollado nuevos métodos de estudio e investigacion.
Estos métodos incluyen la gendmica funcional 274, proteémica?’®, lipidomica?®’®,
metabolémica?’’, técnicas de microarreglos de mRNA?’8, epigenética®’®. Estas son
técnicas suplementarias de tipo tradicional que pueden acceder a la madre y al feto
las cuales han permitido identificar agentes metabdlicos y genéticos relacionados
con el curso clinico y relacionados con el proceso preeclamptico?®, haciendo uso
de herramientas bioinformaticas.

Entre los principales factores que han favorecido el desarrollo de esta disciplina, se
encuentra el impresionante volumen de datos sobre secuencias generadas por los
distintos proyectos genoma (tanto el humano como el de otros organismos); los
nuevos enfoques experimentales, basados en biochips que permiten obtener datos
genéticos a gran velocidad, bien de genomas individuales (mutaciones,
polimorfismos), o de enfoques celulares (expresion génica); asi como el desarrollo
de Internet y la World Wide Web, que permite el acceso mundial a las bases de
datos de informacion biolégica. El término Bioinformatica es relativamente reciente,
y aparecio en la literatura a principios de 1990, cuando comenzaba a estructurarse
el llamado "Proyecto Genoma Humano" y el NCBI de los Estados Unidos, daba sus
primeros pasos. En los primeros momentos, su vinculacién con la Informatica
Médica (IM) se debi6 solamente a la similitud sintactica, asi como al indispensable
uso de las computadoras por parte de ambas disciplinas?8.

El campo de la bioinforméatica tiene como reto principal ofrecer una respuesta a la
avalancha de datos procedentes de la genomica. Mientras, que hace unos afnos, los
resultados de los experimentos podian interpretarse sobre el cuaderno de
laboratorio, hoy se necesitan bases de datos y técnicas de visualizacion sélo para
almacenarlos y comenzar a estudiarlos. Esta evolucion6 desde un conjunto de
técnicas hacia una verdadera ciencia, al aportar el componente de andlisis, para
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entender la gendmica e integrar sus datos que permitieran crear modelos predictivos
para los sistemas biol6gicos?®2.

No obstante, con el advenimiento del nuevo milenio, el procesamiento de la
informacion genética (bioinformatica) y de la informacién clinica (informatica
meédica) amenaza con fundir ambas disciplinas en una sola, que algunos autores
han definido como Informatica Biomédica. En la medida que se genera informacion
sobre el genoma humano y ésta se vincula con el conocimiento médico de las
enfermedades, esta definicibn ha comenzado a hacerse realidad. Los datos que
maneja la bioinformética tienen cada vez méas presencia en la practica médica; por
tanto, conseguir la unificacion de la informacion clinica con la informacion molecular
representa el desafio mas importante de esta disciplina durante el presente siglo?83,
Por tanto, los avances que se han producido en el conocimiento del genoma
humano han tenido y van a tener en los préximos afios un gran impacto tanto en
biomedicina, como en las ciencias de la computacion, sobre todo en el ambito de la
informatica aplicada a la integracion de la informacion genémica en la investigacion
epidemioldgica tradicional®®* 285, ya que a raiz de los nuevos enfoques derivados de
la gendémica y la postgendmica, resultara dificil concebir la investigacion y préactica
de la medicina si no es integrando la informacién genética, protedmica y otras
disciplinas relacionadas, bajo el nombre comun de "6micas", con los datos clinicos,
de manera que se espera una considerable repercusién de la aplicacion de la
bioinformética en la investigacion asi como su aplicacion en el campo de la
medicina?®®, Se demanda por tanto, cada dia mas, programas disefiados
especificamente para integrar los resultados de distintas procedencias
(secuenciacion del ADN, genotipado, microarrays, bases de datos hospitalarias,
etc.). Esta disciplina, relativamente genérica y extensa, esta enfocada
principalmente hacia los aspectos de desarrollo, innovacion y produccién en los
sistemas de informacién médicos?87 288,

Las principales aplicaciones de la bioinformatica son la gestion, la simulacion, la
mineria de datos y el analisis de la informacion generada en el PGH, con aplicacion
también en la prediccion de estructuras proteicas, estudios de secuencias y otras
actividades derivadas de la investigacion en biologia?®®. El término simulacion hace
referencia a la experimentacion con un modelo a partir de una hipoétesis de trabajo,
para comprender la estructura intima del sistema o realizar una prediccién. Por
mineria de datos se entiende el conjunto de técnicas para la induccion de
conocimiento Util a partir de masas ingentes de datos. Debido a que en sus origenes
a través de la bioinformética principalmente se desarrollaban bases de datos
gendmicas y prote6micas y se construian herramientas software para el andlisis y
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presentacion de dichos datos, se la sigue considerando como un campo de apoyo
mMas que como una "ciencia” en sentido real . Quizas, abunde aun mas en esa idea
de "campo de apoyo", la consideracion por parte del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), de que el fin Gltimo de esta disciplina es facilitar
el descubrimiento de nuevas ideas biologicas, asi como crear perspectivas globales
a partir de las cuales se puedan discernir principios unificadores en biologia®®. En
el aspecto metodologico, la bioinforméatica, a diferencia de la informatica médica,
utiliza una aproximacion en sentido ascendente, es decir desde la informacion
gendmica a las funciones fisiolégicas, teniendo en cuenta a su vez la regulacion del
fenotipo a través de la interaccion gen-ambiente. El desarrollo de esta disciplina es
cada vez mas importante en el estudio de problemas biomédicos?®l: 292, Segln
Kanehisa y Bork, el fin Gltimo de la bioinformatica es extraer conocimiento a partir
de una gran cantidad de datos para obtener una representacion de las células y
organismos asi como predecir sistemas de gran complejidad, como son las redes
de interaccion en los procesos celulares y el fenotipo de los organismos. En su
esquema de representacion cronoldgica acerca del desarrollo de la bioinformatica,
los autores consideran que en estos momentos ésta aborda el entendimiento de las
funciones del organismo a nivel molecular y celular, investigando la comprension de
los principios basicos de mayor complejidad de los sistemas bioldgicos?3.

En este contexto, surge la biologia de sistemas con su enfoque holistico, que
permite comprender de manera integrada el funcionamiento de procesos bioldgicos,
ha sido utilizada en investigaciones sobre enfermedades complejas como la PE?%4,
Avances en este campo que emplea la bioinformatica se han destacado, puesto que
con ayuda de ésta, se logran complementar los estudios de laboratorio, analizando
la gran cantidad de datos obtenidos de éstos, asi como también, construyendo
redes que agrupan genes asociados con PE y Heat Maps que muestran su
expresion diferencial obtenida de micromatrices de ADN?%. Algunos de estos
trabajos, son los realizados por Tejera y colaboradores?®®, Triche y colaboradores?®’
y Walentin y colaboradores?®® en los que el principal objetivo fue encontrar genes
candidatos para PE mediante el uso de herramientas computacionales. Este tipo de
estudios, han logrado priorizar algunos genes como lo son NDRG1, LYN e INHBA,
asi como también, confirmando genes ampliamente relacionados con la
enfermedad como LEP, FLT1 y ENG.

Todos estos avances en gendmica, proteGmica y bioinformatica han permitido

identificar factores de riesgo importantes en la etiopatogenia de la PE y permiten
relacionarlos con genes especificos y dan luces acerca de posibles métodos y
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tecnologias para la identificacion temprana de la enfermedad o del riesgo de
padecerla 2%

IV.2 Objetivos

1. Asociar los perfiles de expresion de genes asociados a PE con la
patofisiologia de la enfermedad, empleando datos depositados en
plataformas bioinforméticasde micromatrices de ADN.

2. Identificar genes candidados a biomarcadores de la PE con base en su
expresion diferencial en placentas Preeclampsicas y control, utilizando
recursos bioinformaticos.

IV.3 Metodologia
IV.3.1 Mineria de datos

Con el objetivo de determinar genes biomarcadores de expresion diferencial en
placenta durante la PE, se analizd la expresion global de genes a partir de varios
experimentos de micromatrices de DNA consignados en la base de datos Gene
Expression Omnibus GEO del NCBI.

De una exploracion de las micromatrices asociadas a la expresion de genes en
placentas preeclampsicas, se seleccionaron para analisis, siete que cumplieron con
el requisito de inclusién de tener placentas preeclampsicas en mujeres de diferentes
edades y condiciones de severidad de la patologia con controles de placentas de
mujeres normales equivalentes en edad. En total se analizaron un total de 76
placentas provenientes de mujeres preeclampsicas con edades que variaron de 20
a 30 afios de edad, diagnosticadas como preecldmpsicas por examen clinico
complementado con pruebas bioquimicas Adicionalmente se incluyeron en el
analisis 96 mujeres normales seleccionadas con los mismos criterios de edad e
historia clinica sin signos de PE (tabla 9).

Se incluyeron en el andlisis los valores de expresion de 14,653 genes de las
plataformas de micromatrices de DNA incluidas. De estos se seleccionaron 330
genes cuyos valores de incremento de expresion (fold change) fueron mayores que
1,5. De los 330 genes seleccionados de acuerdo con el criterio de incremento >1,5,
fueron sometidos a un analisis de exclusion, del cual se seleccionaron 22 de ellos
con la mayor frecuencia en las muestras de placentas tanto preeclampsicas como
de los controles.
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Tabla 9. Numero de plataformas y de muestras de preeclampsica y controles
extraidas de la base de datos GEO

Plataformas Muestras Total
PE Control

GSE30186 6 6 12
GSE10588 17 26 33
GSE24129 8 8 16
GSE?25906 23 37 60
GSE43942 5 7 12
GSE4707 10 4 14
GSE44711 8 8 16
Total 77 96 173

IV.3.2 Anélisis de Chi-cuadrado

Se realiz6 un andlisis de Chi cuadrado con el fin de comparar las muestras de
placenta Preeclampsica y normal. Se incluyeron las diferentes variables obtenidas
de la informacion consignada en cada una de las micromatrices: Fenotipo, origen
del estudio, sexo del feto y edad gestacional. Este andlisis se ejecutd con el
programa SPSS 20.0.

IV.3.3 Anélisis Multivariado

El ACP se ejecut6 con el programa SPSS 20.0, con el fin de jerarquizar la expresion
de cada uno de los genes expresados en placenta preeclampsica y los controles; el
namero de componentes seleccionadas se estim6 considerando una varianza =
60%, la sedimentacion y el criterio del valor propio. Ademas se llevé a cabo un ACJ
con la expresion de 22 genes asociados a PE en 76 placentas preeclampsicas y 93
controles, empleando el programa Cytoscape 3.2.

IV.4 Resultados y discusion
IV.4.1 Analisis Chi-cuadrado

A partir de un analisis de Chi cuadrado en el que se incluyeron diferentes variables
obtenidas de la informacion consignada en cada una de las micromatrices, se
determinaron diferencias significantes en el fenotipo (PE vs control), y en la edad
gestacional (Tabla 10). Estas dos variables son de importancia para seleccionar
aguellos genes que tienen expresion diferencial en las placentas preeclampsicas en
comparacién con las normales.
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Tabla 10. Andlisis de Chi cuadrado de diferentes variables de linea base, valoradas
tanto en mujeres preeclampsicas como en los controles normales

Variable Chi cuadrado Valor de P

Fenotipo ! 43,46 3,64E-10°
Origen del estudio 2 10,38 0,58 NS
Sexo del feto 2 2,55 0,28 NS
Edad gestacional * 21,41 0,00 S

1. PE o control. 2. micromatrices GSE30186, GSE10588, GSE24129, GSE25906,
GSE43942, GSE4707, y GSE44711. 3. Hombre o mujer con base en la expresion de
los genes, UTY y USPYY ligados al cromosoma Y. d. En tiempo de gestacion de 25-
30 semanas; de 31-33 semanas; de 34-36 semanas, 0 de 37-40 semanas. S.
estadisticamente significante. NS. No significante.

IV.4.2 Anélisis de asociacién

Un analisis de asociacion mostro que los z-score de estos 22 genes se agruparon
en tres diferentes categorias, las cuales se asociaron no solo con la expresién sino
con el tiempo de gestacion de 25 a 36 semanas (Figura 13). De acuerdo con lo que
se muestra en la figura 13, los genes del grupo PE1, que incluyo placentas de 25 a
33 semanas tuvieron como biomarcador de elevada expresion al gen que codifica
para la Leptina; en PE2, que incluyd las placentas preeclampsicas de mujeres entre
las 34 y 36 semanas, los genes de elevadas expresion fueron Leptina, LEP (Z-
score=2.51) y el semejante a Folistatina 3 proteina de secrecién, FSTL3 (Z-
score=1,84); ya en PE3, que incluyd la franja de edad de 37 a 40 semanas de
gestacion, el gen de mayor expresion de el de Leptina (Z- score=1,09).

70



ARHGAP31
ERO1L
PNCK

LEP
SLC2A3
SSH1

HK2

PVRL4
SLC6A8
SPAG4
FSTL3
LEP
INHA
ENG

FAM184A
WDR60
HTRA4
ENG
LEPTIN

Figura 13. Clasificacion en tres grupos de la expresion de diferentes genes cuya
expresion fue elevada en los experimentos con micromatrices de ADN. En esta
situacién se determinaron los genes biomarcadores en tres tipos de placentas
preeclampsicas.

IV.4.3 Andlisis de Componentes Principales

Con base en la prueba de esfericidad de Bartlet y el criterio de valor propio se
determind la aplicabilidad de una ACP efectuado sobre 22 genes en 76 muestras
de placentas de mujeres con PE redujo de R’ a R® el niimero de componentes
incluyo representaron el 68,49% del total de la varianza (Tabla 11).

Tabla 11. Contribucién del porcentaje da la varianza del resultado del ACP de sesis
componentes varianza total

Componente % _de la % acumulado
varianza
1 33,30 33,30
2 11,12 44,41
3 7,99 52,41
4 5,85 58,26
5 5,55 63,80
6 4,68 68,49
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La distribucion de los 22 genes cuyos valores de z-score se obtuvieron de 76
placentas preeclampsicas se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Valores de contribucion de la varianza de cada uno de los genes
asociados con PE en cinco componentes principales que incluyeron el 63,80% de
la varianza total calculada

Gen Ci1 C2 C3 C4 G5

ARHGAP31 -0,20 0,44 0,41 0,53 -0,28
ENG 0,86 -0,01 -0,18 -0,03 -0,03
ERO1L 0,76 -0,07 -0,03 -0,21 0,05
FSTL3 0,90 0,13 0,08 0,08 0,05
FAM184A 0,34 -0,19 0,63 -0,24 -0,28
HK2 0,82 0,20 0,03 -0,01 0,08
INHA 0,91 -0,14 -0,20 0,07 -0,03
HTR4 0,06 -0,38 -0,04 0,18 0,33
LEP 0,88 -0,03 0,04 0,16 -0,16
PNCK 0,70 0,31 0,20 -0,00 -0,12
PVR 0,26 0,51 0,01 -0,18 0,21
SLC22A3 -0,37 -0,27 0,38 0,40 0,16
SLC6A18 0,18 0,10 -0,47 0,60 -0,26
SPAG4 0,90 -0,09 -0,03 0,03 -0,05
SSH1 -0,30 0,28 0,53 -0,07 -0,12
WDR60 0,53 -0,25 0,45 -0,08 -0,11
AQP1 0,06 -0,39 0,39 0,06 0,62
BCL6 0,85 -0,11 -0,02 -0,01 0,04
ISG15 0,20 0,66 0,29 0,19 0,19
PRL 0,23 0,64 -0,16 -0,13 0,45
RBP4 -0,09 0,63 0,00 -0,11 0,02
SSX2IP -0,35 0,05 -0,07 -0,46 -0,34
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De acuerdo con el analisis gréafico de Biplot, los genes PCNK, NK2, FSTL formaron
un grupo de coexpresion a parte de otro conformado por los genes ISG15, PRL y
PVR (Figura 14, A). Esta distribucion fue diferente a la obtenida del analisis de los
mismos genes en 93 placentas de mujeres controles sin Preeclampsia,
observandose un grupo de genes conformado por PVR, AQP1, REP4 y PNCK
(Figura 14, B).
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Figura 14. Distribucién en dos componentes del plano cartesiano de 22 genes A)
Asociados a PE cuyos valores de z-score se obtuvieron de 76 placentas de mujeres
con PE y B) Placentas control.

IV.4.4. Andlisis de Cluster Jerarquico

En el ACJ realizado a partir de los valores de distancia de medianas, se pudieron
diferenciar tres agrupamientos de las 76 placentas preeclampsicas con valores de
z-score diferenciales para dterminados genes. Un primer grupo incluyé aquellas
placentas en las que se registraron los valores de z-score altos para los genes
ENG, FSTL3 y LEP (Figura 15 Grupo 1), un segundo grupo en el que la expression
de estos genes fue muy baja, y un tercero el que los valores de z-score para los
genes, antes mencionados, fueron variables.
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Figura 15. Representacion en Heat Map del ACJ de los valores de z-score de 22
genes asociados a PE en 76 muestras de placentas preeclampsicas. En la escala
de colores las zonas en rojo se determinan un elevado nivel de expresion génica
mientras las zonas verdes corresponden a genes subexpresados con valores de z-
score negativos.

IV.4.5 Informacion descriptiva de muestras placentarias

Con el fin de analizar si algunas de las variables de las muestras de placentas
preeclampsicas puede explicar la distribucién obtenida en el ACP, se obtuvo
informacion sobre edad gestacional, toma de la muestra durante el trabajo de parto
y el sexo del feto. Una variable comun de las placentas clasificadas en el grupo 1,
es que todas proviene de mujeres en el tercer trimestre de embarazo, ni el sexo
fetal, ni tampoco la toma de la muestra durante el trabajo de grado fueron
significantes (Tabla 13).
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Tabla 13. Descripcion de variables relacionadas con las caracteristicas de aquellas
placentas preeclampsicas del grupo 1, donde se detecto elevada expresion de los

genes ENG, FSTL3y LEP

Edad En trabajo
Numero Muestra Lote Fenotipo Gestacional de parto Sexo fetal

2 GSM747299  GSE30186 PE 36 No M
9 GSM225499  GSE10588 PE 34 ND F
10 GSM225500 GSE10588 PE 34 ND F
13 GSM225503 GSE10588 PE 34 ND M
14 GSM225504 GSE10588 PE 34 ND M
17 GSM225507 GSE10588 PE 34 ND F
18 GSM225508  GSE10588 PE 34 ND F
20 GSM225510 GSE10588 PE 34 ND M
21 GSM225511 GSE10588 PE 34 ND F
22 GSM225512 GSE10588 PE 34 ND F
25 GSM594058  GSE24129 PE 31 No M
26 GSM594059  GSE24129 PE 31 No F
27 GSM594060 GSE24129 PE 31 No F
44 GSM635906 GSE25906 PE 37 Sl M
46 GSM635908  GSE25906 PE 38 SI M
48 GSM635914  GSE25906 PE 38 SI F
50 GSM635920  GSE25906 PE 35 SI F
51 GSM635922 GSE25906 PE 32 Sl F
56 GSM635937 GSE25906 PE 29 Sl M
57 GSM635940  GSE25906 PE 28 SI F
59 GSM635945  GSE25906 PE 34 SI M
60 GSM635947  GSE25906 PE 33 SI F
68 GSM1074813 (GSE43942 PE 35 ND F
70 GSM1089229 GSE44711 PE 32 ND M
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V. CAPITULO
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esta investigacion se logro realizar una integracion, de manera novedosa,
partiendo de la hipdtesis multifactorial de la etiologia de PE, agrupando los
principales agentes potencialmente causantes segun su funcion en el metabolismo
y los estudios mas recientes en bioinformatica. De esta forma se dio un enfoque
holistico a la etiologia de la enfermedad, proponiendo un modelo de interaccion
genético-metabdlico que podria permitir la identificacion temprana a mujeres con
alto riesgo de padecer PE. Esto, posiblemente, aplicando un protocolo de
tratamiento que permita controlar la hipertension, prevenir el dafio hepético y renal
y evitar su principales complicaciones como son la eclampsia y el sindrome HELLP,
principales causante de la mortalidad asociada a la enfermedad; ademas de poder
lograr la continuidad del embarazo a etapas tardias permitiendo que el neonato
nazca con adecuado peso y talla, previniendo otras complicaciones en su desarrollo.

Los resultados de este trabajo dan luces acerca del proceso etiolégico de la
enfermedad, puesto que se identificaron marcadores de riesgo de facil medicién en
nuestro medio como lo son la PCR y los ACA con respecto al analisis bioquimico, y
los genes LEP, ENG y FSTL3 principalmente como biomarcadores por su expresion
diferencial en placentas control y preeclampsicas con respeto al analisis
bioinformético. La integracion de todos los posibles genes involucrados en una red
de interaccion, permitié analizar desde la biologia sistémica, la asociacion de estos
genes con la patofisiologia de la PE, y destacando los procesos biolégicos que se
ven afectados con el desarrollo de la enfermedad. Finalmente, el entendimiento de
los eventos moleculares asociados a PE puede proveer la base del disefio de
nuevas estrategias de prevencion y tratamiento para mejorar los resultados en
términos reproductivos, como por ejemplo la construccién de secuencias que
neutralicen los genes involucrados en la patogénesis, como se esta haciendo con
SFLT y ENG. Asi pues, la aplicacion de las herramientas bioinforméticas se
convierte en un instrumento potente para el analisis integrado de la expresion de
genes y su papel en la patogénesis de la PE.

Hasta el momento, ha sido muy complejo discriminar entre los factores causantes y
las consecuencias de la enfermedad puesto que las rutas regulatorias y procesos
parecen entrelazarse de manera circular; los genes asociados participan en varias
vias, 0 en su defecto estan involucrados en funciones intermedias. Para ello
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posiblemente habria que tener perfiles de expresién de genes de varias etapas del
embarazo, incluso desde antes de la concepcién, para asi corroborar a cual de los
genes, o mejor de su expresion diferencial, es atribuible la etiologia de la
enfermedad. Sin embargo, el gen de la leptina (LEP) se perfila como uno de los
candidatos mas influyentes en la patogénesis de la enfermedad. Finalmente, seria
importante continuar con estudios que se enfoquen en la epigenémica de la PE,
investigando a fondo la remodelacion cromatinica que conlleva al silenciamiento o
activacion de ciertos genes. Al tener éste enfoque, de gran componente ambiental,
se podrian generar nuevos tratamientos preventivos a nivel de dietas o suplementos
que promuevan o disminuyan las marcas epigenéticas en los genes sefialados
como biomarcadores.
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ANEXOS

Anexo 1. Genes seleccionados, P -valor y Fold change de en los 7 articulos
cientificos.

. I , Herse
Fuosect  Wasnot Hoeghetah NS RSO wimed 200 tal
Gen 2007
Fold P- Significance Fold P- Fold Fold
change valor weights change valor P-valor change Fold change change
SASH1 1,56 0,041 1,77 1,58
LEP 5,52 0,0020 2,94 0,025 0,00000509 43,6 11,79 23
FLT1 2,76  0,0005 0,00001330 2,87 281
0,00007120
EBI3 2,07 0,0127 0,00015200
PROCR 1,99 0,0043 1.72 0,00007410
INHA 1,88 0,0002 4.4 2,60
BCL6 1,78 0,0154 5,5 2,60 1,84 1.69
HEXB 1,60 0,0120 0,00001180
ST5 1.80 7,5
SLC6AS8 0.39 1,65
INHBA 2,06 0,007 0,00000440 4,9 3,89 2,57
COL17A1 1,50 0,039 6,6
ENG 0,00027500 1,97
CA10 0,00004180 -1,57
PHYHIP 34 1,32
FSTL3 1,86 0,0220 4

99



Anexo 2. Distribucién de Fold change promedio para los 16 genes asociados
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Anexo 3. Informacion general sobre genes asociados seleccionados.

Simbolo Nombre en ingés Ubicacion Funciones y procesos

BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 3927 Involucrado en la regulacion de respuesta inmune, en
la regulacion negativa de apoptosis de las células B y
del crecimiento celular.

CA10 Carbonic anhydrase X 17921.33  Cataliza la hidratacion reversible del dioxido de
carbono en varios procesos fisiolégicos.

COL17Al collagen, type XVII, alpha 1 10g24.3 Componente estructural de hemidesmosomas, media
la adhesién de queratinocitos a la membrana
subyacente.

EBI3 Epstein-Barr virus induced 19p13.3 Al formar interleucina 27 (IL-27) regula las células T y

3 la respuesta inflamatoria.

ENG Endoglin 9g33-g34.1 Regulacion negativa de la proliferacién celular
endotelial y la modelacion de vasos sanguineos.

FLT1 Fms-related tyrosine kinase 13912 Interactia con el factor de crecimiento endotelial

1 (vascular Endothelial vascular y se une al factor de crecimiento de la
growth factor/vascular placenta. Juega un papel importante en angiogénesis
permeability factor y vasculogénesis. Se expresa en células endoteliales
receptor) vasculares y células del trofoblasto

FSTL3 Follistatin-like 3 (secreted 19p13 Es una proteina de unién a activina que regula

glycoprotein) positivamente la adhesion célula-célula y la
transcripcion.

HEXB Hexosaminidase B (beta 5913 Involucrado en unién a azlcar, metabolismo de

polypeptide) carbohidratos, desarrollo celular y de los sistemas
inmune y linfatico.

INHA Inhibin, alpha 2033-936 Regula negativamente la secrecion de la hormona
foliculo estimulante, regula la proliferacién celular,
apoptosis, respuesta inmune y secrecion hormonal

INHBA Inhibin, beta A 7p15-p13  Inhibe la secrecion de FSH en la pituitaria, regula
negativamente la proliferacion celular, tiene actividad
supresora de tumores. Dado que su expresion en
tejidos gonadales y extragonadales puede variar de
manera tejido-especifica, se ha propuesto que puede
ser un factor de crecimiento/diferenciacion y una
hormona. Tiene actividad de citoquina.

LEP Leptin 7931.3 Involucrado en metabolismo de carbohidratos,
desarrollo de la placenta, respuesta inmune e
inflamatoria, hematopoyesis, angiogénesis y curacion
de heridas

P HYHIP Phytanoyl-CoA 2- 8p21.3 Juega un papel en el desarrollo del sistema central

hydroxylase interacting
protein
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PROCR

SASH1

SLC6A8

STS5

Protein C receptor,
endothelial

SAM and SH3 domain
containing 1

Solute carrier family 6
(neurotransmitter
transporter, creatine),
member 8

Suppression of
tumorigenicity 5

20q11.2

6024.3

X028

22p15

Esta involucrado en la respuesta inmune, crecimiento
y proliferacién celular, respuesta inflamatoria y
coagulacion sanguinea —promueve la activacién de la
proteina C-.

Funcién de unién de proteinas y actividad supresora
de tumores.

Transporta creatina dentro y fuera de la célula, esta
involucrada en el metabolismo del nitrégeno celular,
contraccion muscular y transporte de
neurotransmisores.

Regula la cinasa MAPK1/ERK2, esta relacionada con
la morfologia y crecimiento celular, tiene funcién de
unién a proteina.
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Anexo 4. Informacidn general sobre genes control seleccionados.

Simbolo Nombre en inglés Ubicacion Funciones y procesos
Ayuda en la degradacion proteolitica de la fibrina
. . entrecruzada rompiendo isodipéptido L-gama-
A2LD1L AlG2-like domain 1 13q32.3  dlutamil-L-epsilon-lisina, un subproducto de la
qs<. degradacion de la fibrina. La reaccién catalizada por
la gama-glutamilaminociclotransferasa codificada
produce 5-oxo-L-prolina y una alquilamina libre.
Proteina relacionada con el primer sistema de grupo
ABO blood group (transferase A sanguineo descubierto, ABO. El alelo que esté
alpha 1-3-N- ' presente en el individuo determina el grupo
ABO acetylgalactosaminyltransferase; 9q34.2  Sanguineo. Individuos con los alelos A, B y AB
transferase B, alpha 1-3- expresan actividad glicosiltransferasa que convierte
galactosyltransferase) el antigeno H en antigeno A o B.
C1l70rf48 fcrigrr:énzgome 17 open reading 17p13.1  ADP-ribosa/CDP-alcohol pirofosfatasa.
_ ChacC, similar a regulador de transporte de cationes
CHAC1 ChaC, cation transport regulator 15q15.1 isoforma 1.
homolog 1 (E. coli)
ChaC, cation transport regulator
CHAC2 homolog 2 (E. coli) 2p16 ChaC, regulador de transporte de cationes
homologo 2.
CPPED1 Calcineurin-like phosphoesterase 16013.12 Contiene  dominio fosfoesterasa similar a
domain containing 1 pLo. calcineurina containing 1
Responsable de la hidrolisis de amidas de acidos
grasos primarias y secundarias, incluyendo los
EAAH Fatty acid amide hydrolase 1p35-p34 compuestos neuromodulatorios anandamida y
oleamida.
Cataliza la hidrdlisis de una amplia gama de lipidos
bioactivos, incluyendo aquellos de las tres
_ _ principales clases de amidas de &cidos grasos.
FAAH2 Fatty acid amide hydrolase 2 Xpl1.21  Esta enzima tiene una preferencia por cadenas acil
monoinsaturadas como substrato.
Proteina hipotética LOC57462.
KIAA1161 KIAAll61 9p13.3
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MMP12

MPPED1

MPPED2

PDCD11

QRSL1

TMEMG62

VPS29

Matrix metallopeptidase 12

Metallophosphoesterase domain
containing 1

Metallophosphoesterase domain
containing 2

Programmed cell death 11

Glutaminyl-tRNA synthase

Transmembrane protein 62

Vacuolar protein sorting 29 homolog
(S. cerevisiae)

11g22.3

22q13.31

11p13

10G24.33

6921

15q15.2

12q24

Esta enzima degrada elastina soluble e insoluble.
Puede que participe en la formacién de aneurisma
y estudios en ratones muestran su papel en el
desarrollo de enfisema.

Contiene dominio metalofosfoesterasa 1

Contiene dominio metalofosfoesterasa 2.

Es una proteina de unidon NF-kappa-B (NFKB1;
164011) que colocaliza con ARN U3 (MIM 180710)
en el nucléolo y es requerida para la maduracion
del ARNr y la generacién del ARNr 18S.

Glutaminil-ARNTt sintasa.

Proteina transmembrana 62.

El gen pertenece a un grupo de genes que
clasifican proteinas vacuolares (VPS) que, cuando
son funcionalmente afectados, se interrumpe la
distribucion eficiente de hidrolasas vacuolares. Esta
proteina es un componente de un gran complejo
multimérico, llamado complejo retrbmero, que esta
involucrado en el transporte retrogrado de
proteinas de los endosomas a la red trans-Golgi.
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Anexo 5. Caracterizacion de genes asociados en ventanas de 100Kpb alrededor de cada gen.

Gen Locu No. No. exones No. Genes No. Genes No. Rep. No. Rep. CpG CpG
s Exones codificantes regiéon 100- regién 100+ regién 100- regi6on 100+ region100- regiénl100+

NDRG1 8q 16 15 0 0 170 173 0 149
24.22

SPAG4 20q 12 12 2 5 191 209 194 138
11.22

JAG1 20p 26 26 2 2 132 134 0 255
12.2

TREM1 261"1 4 4 6 3 147 154 0 241

HTRA4 8p 9 9 1 2 185 201 77 152
11.22

CRH 8q113' 2 1 3 4 205 173 50 0
HTRAL 10q 9 9 0 0 147 182 301 0

26.13

PVRL4 1q 9 9 5 7 257 202 88 313
23.3

KRT19 17q 6 6 6 6 151 173 0 104
21.2

3q

22.1-

SLCO2A1 3 14 14 2 4 188 115 172 93
22.2

RDH13 19q 7 7 6 10 224 196 130 657
13.42

SH3PXD2A 23,0?3 14 14 1 2 153 154 286 110
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Anexo 5.1. Continuacion: caracterizacion de genes asociados en ventanas de 100Kpb alrededor de cada gen.

Gen Locus E)lzlgﬁe No. exones No. Genes No. Genes No. Rep. No. Rep. CpG CpG
S codificantes  regién 100- regién 100+ regién 100- regién 100+ regiénl00- regionl100+
BCL6 3927.3 10 8 1 0 142 144 49 0
CA10 179213 10 9 2 1 199 217 72 61
3-g22
10g24.3
COL17A1 3- 56 55 0 0 130 125 200 244
10g25.1
EBI3 19p13.3 5 5 3 6 297 271 578 482
ENG 9934.11 15 15 1 6 271 193 0 301
13gl2.2
FLT1 - 30 30 1 1 145 133 1908 514
13g12.3
FSTL3  19p13.3 5 5 6 6 159 241 160 56
HEXB 5013.3 14 14 1 0 129 138 971 125
INHA 2935 2 2 0 0 111 158 0 26
INHBA 7pl4.1 3 2 2 1 140 143 272 255
LEP 7q932.1 3 2 2 1 132 103 131 53
PHYHIP  8p21.3 5 4 4 7 158 140 0 44
PROCR 20q211.2 4 4 7 3 231 232 593 476
SASH1 6g24.3 20 20 2 3 149 165 0 44
SLC6A8 Xg28 13 13 2 4 148 135 593 476
ST5 11p15.4 20 19 5 6 140 146 158 285
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Anexo 6. Distribucion del numero de elementos repetidos por cada gen asociado A)
y control B). Los genes asociados no muestran muchas diferencias, mientras que
los controles CPPED1 y MPPED2 son los que mas repeticiones tienen.
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Anexo 7. Distribucién del nimero de genes por cada familia. Todos los genes A)

Alu, ERV, hAT, L1, L2, Mir,
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Anexo 8. Distribucion del nimero de clases por cada gen A) asociado y B) control.
Los genes asociados no muestran muchas diferencias, mientras que los controles
CPPED1 y MPPED2 se distinguen por ser los mas diversos en cuanto a esta
variable.
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Anexo 9. Distribucién del nimero de genes por cada clase. Todos los genes A)
asociados y B) control, contienen pocas clases en comun, la mayoria de clases son
particulares a uno o dos genes.
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Anexo 10. Numero de integrantes de cada clase en los 16 genes A) asociados y los
16 genes B) control. En ambos grupos son aproximadamente 15 las clases
numerosas, las demas tienen pocos integrantes.
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Anexo 11. Ponencias y articulos de investigacion realizados en el desarrollo del
trabajo
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COMPLEJIDAD DE LAS REDES DE INTERACCION EN GENES ASOCIADOS A
PREECLAMPSIA.

Alejandra Rodriguez?, José Maria Satizabal', Adalberto Sanchez?, Julio Montoyal?, Felipe
Garcia Vallejo?.

1. Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis. Departamento de Ciencias
Fisiologicas. Escuela de Ciencias Basicas. Facultad de Salud. Universidad del
Valle. Cali. Colombia. 2. Facultad de Ciencias. Universidad Autbnoma de
Occidente. Cali. Colombia

RESUMEN
La Preeclampsia es un desorden multisistémico estudiado ampliamente por ser la

principal causa de mortalidad materna tanto en Colombia como en el mundo.
Investigaciones previas han mostrado la asociacién de ciertos genes con esta
enfermedad, e incluso se han encontrado patrones de metilacién diferencial en
algunos de estos y en secuencias repetidas que los rodean. El propdsito de este
estudio fue cuantificar la interaccibn de genes asociados a partir de datos de
experimentos de micromatrices de ADN en placentas preeclampticas.
Procedimientos basicos: Usando el programa Cytoscape 3.1, se construyé una red
de expresion génica, utilizando valores de z score obtenidos de una micromatriz de
expresion de genes depositada en la base de datos “Gene Expression Omnibus”.
Ademas, se caracteriz6 la cromatina asociada a estos genes, realizando un paseo
cromosémico en ventanas de 100Kpb alrededor de cada gen, empleando recursos
del Genome Browser y de la base de datos National Center of Biotechnology
Information. Principales hallazgos: Se encontr6 una predominancia de las
secuencias Alu, MIR, SINE y LINE, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas al comparar las regiones upstream y downstream asociadas a cada
gen. La red mostr6 a los genes EBI3, ENG, PVRL4, TGFB1, INHBA, FSTL3, HTRA1
y KRT19, como altamente expresados en placenta preecldmpsica. Principales
conclusiones: Las categorias ontolégicas de la red corroboraron la asociacién de
estos genes con la Preeclampsia. Se puede inferir que la expresién diferencial de
genes expresados en placenta preeclampsica, se convierte en un criterio de
discriminacion diagndstica de la patologia.

Palabras clave: Preeclampsia, Bioinformatica, Micromatrices de ADN, Red de
Expresion Génica, secuencias repetidas.
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EXPRESION DE 38 GENES HSA21/DSCR EN CEREBRO HUMANO SANO
(METENCEFALO)

Juan Ramiro Orjuela Vasquez!, Dianora Fajardo Colorado, Adalberto Sanchez
Gomez?!, José Maria Satizabal Soto! Julio César Montoya Villegas®?, Felipe
Garcia-Vallejo?.

1. Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis. Departamento de
Ciencias Fisioldgicas. Escuela de Ciencias Basicas. Facultad de Salud.
Universidad del Valle. Cali. Colombia. 2. Facultad de Ciencias Basicas.

Universidad Autbnoma de Occidente. Cali. Colombia.

RESUMEN

Las neuropatologias son la causa mas comun de alteraciones en la estructura del
cerebro, deterioro cognitivo, demencia, disminucién de los diferentes tipos de
motricidad y pérdida de la memoria. Algunas, como el Sindrome de Down pueden
sumar otras patologias como enfermedades congénitas del corazén, cancer y
leucemia. Se analizaron los perfiles de transcripcion de 38 genes HSA21/DSCR a
partir de informacion consignada en la plataforma en linea Allen Human Brain Atlas,
los datos correspondieron a experimentos con microarreglos de ADN en
Metencéfalo de un cerebro sano de donante masculino de 55 afios. Para ello se
realizé un andlisis cuantitativo de la transcripcion global de los genes, un analisis de
conglomerados y un ACP (R38>R4). Se determiné una expresion diferencial y
especifica de los genes HSA21/DSCR en las diferentes estructuras analizadas; la
expresion promedio mas alta la registraron el Complejo Olivar Superior —SOC-
(genes ERG y BACE2) y el Nucleo Dentado —Dt- (genes CSTB y DSCR5), y la mas
baja la registr6 CxCb. Los patrones de expresion diferencial y especifica se
asociaron a estrictos eventos de regulacion transcripcional, mientras los altos
perfiles de expresién registrados por SOC y Dt se relacionaron con el aporte a las
funciones generales que se le atribuyen al Metencéfalo (auditiva, cognitiva y
motora), posibles alteraciones en estos perfiles de expresidn génica podrian
explicar algunas de las caracteristicas fenotipicas SD. Finalmente se sugirié
potenciar el desarrollo y uso de las herramientas bioinformaticas en el estudio de
enfermedades de importancia mundial.

Palabras clave: DSCR, Expresion, Gen, HSA21, Metencéfalo, Sindrome de Down
y Z-score
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GLOBAL EXPRESSION OF X-LINKED MENTAL RETARDATION (MRX)
RELATED GENES ALONG SEVERAL AREAS OF NORMAL HUMAN BRAIN.
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Adalberto Sanchez!, Adalberto.sanchez@corrounivalle.edu.co
Felipe Garcia Vallejo?, labiomol@gmail.com

Laboratory of Molecular Biology and Pathogenesis. Department of Physiological Sciences.
School of Basic Sciences. Faculty of Health. Universidad del Valle. Cali. Colombia.
2. Faculty of Basic Sciences, Universidad Autonoma de Occidente, Cali,

ABSTRACT

Scope of the study: Recently the analysis of the human transcriptome allow to
expand the knowledge of genomic functions of human brain, and its potential
application to the analysis of global expression in X-linked mental retardation (MRX)
related genes. These are a group of genes whose mutation or deletion results in
simple phenotypes of generalized or specific cognitive impairment in patients, such
as, low intelligence and poor social adaptability. Basic Procedures: Based upon gene
expression data from experiments of DNA microarrays available at the databases of
human brain project of the Brain Atlas of Allen Institute for Brain Sciences
(http://numan.brainmap.org/content/WholeBrainMicroarray), the expression profiles
of 22 MRX genes along substructures of the cerebral nuclei, the limbic, frontal and
temporal lobes and cerebellum were analyzed. Principal Findings: DLG3 and FACL4
were the genes with highest z-score in limbic lobe. OPHN1 had the highest level of
expression in cerebral nuclei. Frontal and temporal lobes were areas with low global
transcription. Finally in cerebellum cortex PQBP1 gene registered the highest level
of expression. Overall the results evidenced a differential expression of MRX genes
along the structures analyzed, besides registering higher levels of global
transcription in certain areas of the brain, which seem to be associated with some
learning, cognitive and memory processes. Main conclusions: Differential global
transcription which was correlated with cerebral location and its potential functional
role, lead to propose the hypothesis about the complexity of gene transcription
networks to explain not only the functioning of normal brain but also most of X- linked
mental retardation as complex diseases.

Keywords: X-linked genes. Mental retardation. Brain transcriptome. Inborn errors
of metabolism.
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METILACION CpG EN LA REGION CRITICA DEL SINDROME DE DOWN
(DSCR)

Karla Vinasco?, José Maria Satizabal!, Adalberto Sanchez?, Julio Cesar Montoya'?, Felipe
Garcia Vallejo?.
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RESUMEN

Propdsitos del estudio: La metilacién CpG en el ADN es un mecanismo epigenético
implicado en la regulacion de la expresion génica, cuyos patrones son especificos
para el tipo de tejido, y su conocimiento resulta importante para el entendimiento de
enfermedades como el Sindrome de Down (SD). Procedimientos bésicos: Se
tomaron como referencia los valores de metilacion CpG consignados en las bases
de datos del NCBI, UCSC y el proyecto Name21, para genes de la Region Critica
del Sindrome de Down (DSCR), en la corteza prefrontal, en promotores (Leucocitos
normales, fibroblastos normales, HEK293, HepG2 fibroblastos trisomicos 21) y la
metilacion génica (Hela-S3, HepG2, IMR90 y Hepatocitos). Principales hallazgos:
En la corteza prefrontal, los genes DSCR6 y RCANL1, presentaron un elevado nivel
metilacion CpG. En los de promotores de DYRK1A, KCNJ6, BACE2 y RUNX1 se
registraron los mas altos porcentajes de metilacion CpG. In toto, no se encontraron
diferencias significativas entre la metilacion de promotores en fibroblastos normales
y trisbmicos, aunque se observaron diferencias entre los genes DSCR6, CLICS6,
DSCAM y SH3BGR. Finalmente en las lineas celulares HEK293 y HelLa-S3 se
determind el mayor grado de metilacion. Principales conclusiones: Se puede
concluir que la metilacion en la corteza prefrontal para la region DSCR es diferencial
al igual que en las lineas celulares analizadas. Los niveles de metilacion obtenidos
en los genes DSCR permiten inferir que algunos rasgos fenotipicos como
cardiopatias, déficit cognitivo que son caracteristicos del SD, estarian bajo un
control por metilaciéon CpG de genes localizados en la DSCR.

Palabras clave: Epigenética, Cerebro Humano, Corteza Prefrontal, Metilacion de
ADN, Islas CpG, Lineas Celulares.
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Resumen.

La Preeclampsia (PE) se caracteriza por un aumento de la presion arterial mayor de 140/90 mm de Hg
después de la semana 20 de gestacion, con proteinuria mayor de 300mg/L en 24 horas y constituye en
la principal causa de mortalidad materna en Colombia. La mayoria de los casos de PE ocurren en
primigestantes saludables, y por ello es importante establecer los factores de riesgo que pueden influir
en el desarrollo de esta patologia. En el presente estudio se analizd, en una pobladdn de 102 mujeres
gestantes (51 casos de PE y 51 controles) de la ciudad de Cali, la asociacion de niveles sanguineos de
lipidos, homocisteina, folatos, proteina C reactiva, anticuerpos antifosfolipidos y presencia de los
polimorfismos genéticos del Factor V de Leiden; Protrombina 20210A, y de Metilentetrahidrofolato
reductasa 677, con el riesgo de padecer preeclampsia. Un andlisis de componentes principales
demostré que la mayor contribucdon de la varianza en el componente 1, fue para las concentraciones
plasmaticas de acido urico, la Proteina C reactiva ultrasensible y los anticuerpos anticardiolipinas, que
hemos denominamos componente inflamatorio. El segundo componente a los metabolitos lipidicos que
incluyeron los niveles de Colesterol, LDL, triglicéridos y HDL; éstos poseen una interrelacion directa con
el metabolismo del endotelio y el mantenimiento de su homeostasis. En su conjunto, con los resultados
obtenidos se disefid un protocolo que permite la identificacion temprana de factores de riesgo de
Preeclampsia en pacientes Colombianos a fin de instaurar un tratamiento profildctico que minimice la
morbilidad y mortalidad materna y neonatal asociada.

Palabras clave: Preeclampsia, Metabolismo lipidico, Inflamacion, Andlisis de Componentes Principales
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PERFILES TRANSCRIPCIONALES DE GENES LOCALIZADOS EN LA REGION CRITICA DEL
SINDROME DE DOWN EN EL CEREBELO Y LOS LOBULOS TEMPORAL Y FRONTAL.
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Resumen:

La modelacién in silico brinda la posibilidad de extraer y analizar informacion consignada en bases de
datos, acerca del nivel de expresion génica a lo largo de diferentes estructuras cerebrales, con el fin de
definir mas detalladamente estos eventos moleculares, ademas de determinar su implicacion en la
homeostasis cerebral. En este estudio correlacionaron los niveles de transcripcion de 38 genes
localizados en la region critica del cromosoma 21, asociada a Sindrome de Down, con la localizacion en
diferentes estructuras del cerebelo y de las cortezas temporal y frontal y su papel en el correcto
funcionamiento del cerebro. A partir de datos de expresion génica provenientes de experimentos de
microarrays de ADN disponibles en la base de datos del proyecto cerebro humano del Atlas del Cerebro
del “Allen Institute for Brain Sciences”, se construyeron los perfiles de expresion de éstos genes en la
corteza y nucleos cerebelares, y en varias zonas de las cortezas temporal y frontal. En general se
determind una baja expresion diferencial de estos genes a lo largo de las estructuras analizadas, sin
embargo el gen TIAM1 mostro el mayor nivel de expresion en la corteza cerebelar (z-score=3,00). Se
correlaciond la transcripcion diferencial con la localizacion cerebelar y su potencial papel funcional.

Palabras Clave: Cerebelo, Corteza frontal, Corteza temporal, Micromatrices de ADN, Region critica del
sindrome de Down, TIAM1.

Palabras Clave: Epigenetics,Down Syndrome Critical Region. DNA methylation. Histone modifications.
Human brain
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COMPLEJIDAD Y CONSTRUCCION DE UNA RED DE GENES
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EESULEN

Propécitos del estadie: La Proeclampaia as == desorden mreltisistémico ssmdiado amplizrgants por ser la prize
cipal camsa de mortalidad materms @nto sn Colombia como en el mends. Investigacionss previzs ban mostrado
Iz asociaciom & ciartos genes con s enfumedad, @ mcluse se han enconimde patrones de metilacion dife-
ranciz] an algmnos de eshes ¥ en secuencias repatidas que low rodean. El proposito & wete estadio fao cuant-
ficer I3 interaccion de genes awociades a partr de datos de saperimentos de micromatrices de ADM e pla-
tantas preeclinpticas. Procedimientes bizices: Usando &l programa Cytoscape 3.1, e coostraoyt mna red
de expresiom ganmicy, uilizande wvalores de = scom obtemidos de una micomaimz de axpresion de genes depo-
siads en 1z base de dados “Cene Expresuion Coonibus™, Ademss, we caectenins by comatma asodada 2 esios
panas, redlivamds wn pasen cromowdmics &n wentyms da 1KEph amededor do cads gen, empleands recursos
del (remomte Bevweer v de 12 base de datos Manomal Cemer of Blawchmology Infvmancns. Principales hallaz-
pos: 5o ancoxtt una predomizonciz de las secssncizs Al MIB, EINE y LINE, win ambargs mo e oconiTs-
mon diferencias rgnificatias al comparar las regiones upsirsam ¥ downsteam asociades 2 cada gen La red
mosie 2 los genes EBLE, ENG, PVRL4, TGFE1, INHEBA, FETL3, HTEAL v KRT1?, oo axpresados altz-
merts &n placenta presclimprica Principales conclnzienes: lu:lqg;uﬂa:nnh:\]ng:.:uhlamdmn'nhm
Iz asociacicm de estos genes com 1z Preechepaia. Se pusds inferir que la expeesicn diferencial de genes sx-
presado: an placsnt preeclaroodica, e comnierie @ wn ot e discriminacisn disgmeatica do la patologia

Palabras daves: Preochirgada, Bicinformatica, Mioomatricss de ADN, Bed de Expresitn Gamira, secnancias
Tepetidas.
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Etiologia genética y molecular
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Rezumen

La preeclampsia (PE) ez un
Tastomo que afecta la pestacicn
bumazs, consttuye la pnncipal
cauza de moctalidad mamemna en
Colombia ¥ ze asocia al naci-
miento de niSos con bajo peso al
pacer. La mayoria de loz cazos
de preeclampzia ocurren e poi-
muigestas saludables, y porelloes
importante establecer Jos factores
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Genomic study of the critical region of chromosome 21
associated to Down syndrome

Juuo Cézan Montova, MSc', Junass Soto, BSc?, Jozt Marls Satzapar, MD, MSc?,
ApziserTo Sawcuez, PnD?, Feure Garcla, PRD#

SUMMARY

JTriroducton: Provions reports haws identified a region of chromosoms 21 knowm as Dowmn ayndrome critical region
(DECR) in winch & expreazion of soms: genes wold modulate: te main chinical chamaceristics of thiz pathology. In s
TR, I:h.l.'n:l: carmuntiy Bmited information on the architecters of the DECE aociakd.

Ojectwe: To chain i silfico a detailed visiom of the chromatin stractere associated with the evaluation of genomic
cotarizhles containgd in public dam bases.

Merkods: Taking & rufersace the information consigned i the Marowal Cemier jfor Biorcolmalogy Informanon, the
Gencme Browser from the Unerersity of Califormda at Sant Croz and frop the HapMap project, 2 chromosore walk along
11 Mb of the distl portion of chromosoms 21q 2rm was perinmmed. In this distal portion, the membar of smglk mcleotids
polymorphizms (3MP), mumbar of Cpl islnds, repetifive clements, ecombmation frequeacies, and topographical state of
that chrozmiin ware mecorded.

Remits: The frequency of CpC klands and Rof gene: imcreased in $w mors diztal 1.2 b DECE that contmast with thess
localized near to the cemtromess. The highest level of recombination calcalated for women was regivkoed m e 2192212
1022 3 bands. DECE 6 and ¥ ponos showed a high parcentage of mothyiation in CpGiskands in DMA foe mermml and frisomic
fibroblasts. The DECEY mmne exhibited high kewals of open chromatin and also methryixtion in soms byiine meidues of te
istome I3 as relewant characikristics.

Cenclrrion: The axistancs ofa gemomic sonirommaent characterined by high valass of ecomibinaticn fregeancies and Cplr
medrylation in DECR € and % and also DECED genes lod = to postmlate that in nom-disjenction detectzd i Dowa syndroms,
complex genomic, epigenetic and sovizonmental relaticnskips reguiate some processes of meiods.

Eeywards: Down gmdrome; Down syrdrome crvo repion; Cemownies; Chromans arcliieosre;
Epigencocs: Non-dispmenan

Colomb Med. 2911; 42 1838

Estudie pemdmice de g region orifca del cremosoma 11 mocisda com of stadreme de Down
RESUMEM

Trdroducadn: Azalizis provios ban identiSicade wma region del cromosoea 21, conocida comoregion crifica del sidrome
da Down (DECR) sn donde s& localizm algmos gemes o expresion modularia las principales cancieristicas chinicas da
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Perspectiva y comprension
bioguimica del sindrome de
Down
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ANALISIS SISTEMICO IN SILICO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL
DE GENES LOCALIZADOS EN LA REGION CRITICA
DEL SINDROME DE DOWN (DSCR) EN EL CEREBRO HUMANO
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Resumen

Uno de los retos mas frmorteies de ese siglo en b neurdogls gendmicy &= consnar mems de
enpresion amactl de genes a lo largo de ke dsitngs estructures cerebrales con el £n de comalado-
nasios con dertas neuronatologias, Se amelteron los pesfiles de imansoipditn de acho genes HAS 21
lo=diadas an b region ot da sindrome de Dioan en diferentes estrucaras dal cerebro hmeno

normal. 3¢ tomaran como reféerenda bos valores de expeesion de ocha penes HAS? 1/TISCH prove-
mi=mes de experimenios de micromairioes de ADM de cerebros humanos nommales ¢ ogos wlones

estin dispanibles en | bese de dalos del proyerio ceetro humeno ded At dal Cerebon del Allen
Irstitute for Brain Scfences en Secttle, Washingion [hin:/Assaw brain-map.ong). Se deteming
2 expresion dierendal de esios genes HASZ1/DECR a lo krgo de s esruchrass lomlendas &n
d Kbdo frontal, & lbdo kmbico v en s nidecs centrales. En of pulamen, & nodeo cudadi,
d gire perairipompal 4 en s areas contrales =2 registraron los meyones niveles de mAnsoipdon
gioial; estas drems del cerehro perecen estar asodades oon diversos prooesos de aprendmike y de
memorte. 32 cormaacons [ trerscripcion diferencal de genes DSCR con b localmd on cesebal

51 pobencial papel fundomal.

Palabras clawes: Anakws de micromairices, perfiadon de b ecpresion genicy, biclogia oompus-
donal, cerdbro, Sndrome de Dows.

IN SILICO SYSTEMIC ANALYSIS OF THE DIFFERENTIAL EXPRESSION
OF GENES LOCALIZED IN THE DOWN SYNDROME CRITICAL REGION
(DSCR) IN NORMAL HUMAN BRAIN

Abstract

Une of the most important challkenges of the 21g Century Neuraloagy & io uld gene expression
profiles along the dfferent smachmes of human brain trying to correbie them with some neuropatho-

logies. The expression proiles of eight HAS? | genes lozfed on the Down syndrome oritical region in
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