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RESUMEN

La Preeclampsia es un desorden multisistémico estudiado ampliamente por ser la principal causa de mortalidad
materna tanto en Colombia como en el mundo. Se caracteriza por aumento de presién arterial mayor a
140/90mm Hg después de la semana 20 de gestacién, proteinuria >300mg/L en 24 horas y disfuncién endotelial,
entre otros sintomas. Investigaciones han demostrado 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 proposito de este estudio fue identificar genes expresados en placentas preeclampticas
por medio de la construccién de una red de expresion, utilizando valores de intensidad colectados de una
plataforma de microarreglo depositada en la base de datos Gene Expression Omnibus. Se caracterizé 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. Se encontré dominancia de las secuencias Alu, MIR, SINE y LINE, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas al comparar las regiones upstream y downstream de cada gen. La red mostré a
los genes EBI3, ENG, PVRIL4, TGFg1, INHBA, FSTL3, HTRA1 y KRT19, como expresados altamente
en placenta preecldmptica. Las categorias ontoldgicas de la red corroboraron la asociaciéon de estos genes
con Preeclampsia, sin embargo, estudios posteriores donde se determinen las causas exactas de estas altas
expresiones en placentas preeclampticas son requeridos.
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ABSTRACT

Preeclampsia is a multisistemic disorder widely studied for being the main cause of maternal mortality in
Colombia as well as worldwide. It is characterized by the increase of blood pressure higher than 140/90mm
Hg after the 20th gestation week, proteinuria >300mg/L in 24 hours and endothelial dysfunction, among
other symptoms. Researches have demonstrated the association of certain genes with this disease, and even
differential methylation patterns in some of these and in the surrounding repeated sequences have been found.
The purpose of this study was to identify genes expressed in preeclamptic placenta through the construction
of an expression network, using intensity values collected from a microarray platform deposited in the Gene
Expression Omnibus data base. The chromatin associated with these genes was characterized, by making
a chromosome walking in windows of 100Kpb around each gene, using the Genome Browser resources and
the National Center of Biotechnology Information database. It was found dominance of the Alu, MIR, SINE
and LINE sequences, however, significant differences between the upstream and downstream regions were not
found. The network showed the genes EBI3, ENG, PVRL4, TGFB1, INHBA, FSTL3, HTRA1 and KRT19 as
the highest expressed in preeclamptic placenta. The gene ontology categories of the network confirmed the
association of these genes with Preeclampsia, nevertheless, further studies that determine the exact causes of
these high expression are required.
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INTRODUCCION

La Preeclampsia (PE) es una enfermedad hiper-
tensiva especifica del embarazo y es una de las
principales causas de morbimortalidad materna
y neonatal en todo el mundo, al igual que en
Colombia (Arenas & Mesa 2008) afectando del 5
al 7% de todos los embarazos (Chelbi & Vaiman
2008). Esta enfermedad es caracterizada por pre-
sién arterial mayor de 140/90 mmHg y proteinuria
mayor de 0,3 g/1 (Chelbi & Vaiman 2008, Valencia
et al. 2011) después de las 20 semanas de gestacién
(Arenas & Mesa 2008, Xiang et al. 2013). Se ha in-
dicado que este trastorno se origina en la placenta,
debido a que la sintomatologia desaparece una vez
ésta se extrae (Hladunewich et al. 2007), ademas,
también se han reportado casos de Preeclampsia
en mujeres con embarazos molares, es decir, con
desarrollo de placenta mas no del feto (Kajii &
Ohama 1977). Involucra una invasién inadecuada
del citotrofoblasto (Enquobahrie et al. 2008), dis-
funcién endotelial materna y expresién alterada de
factores angiogénicos y anti-angiogénicos (Centlow
et al. 2011, Sundrani et al. 2013). Debido a esto se
han realizado diversos estudios, entre los cuales se
encuentra el de Tejera y colaboradores (2013), en
el que se realizaron redes de co-expresion de genes
previamente relacionados con esta enfermedad, y
se utilizé un nuevo algoritmo con el fin de priorizar
algunos genes asociados en PE.

El uso de microarreglos para estos estudios se
ha extendido ampliamente, ya que permite una
investigacion exhaustiva de los posibles cambios
en la expresion de genes asociados con la patofi-
siologia de la Preeclampsia a nivel transcripcional
(Trifonova et al. 2014). Esto, junto con las investi-
gaciones que han dilucidado el papel esencial de
la placenta en el desarrollo de la Preeclampsia,
ha generado que una gran cantidad de estudios
opten por analizar la expresion de genes en este
tejido y han logrado priorizar algunos genes como
biomarcadores de esta enfermedad (Reimer et al.
2002). En este contexto se han realizado numero-
sos trabajos, uno de los més recientes y del que
se obtuvieron los datos para este estudio es el de
Xiang y colaboradores (2013), en el que se com-
pararon los perfiles de expresion genética tanto
en placentas normales como en preeclampticas
mediante el uso de un microarreglo. Otro avance
reciente que se ha reportado es el realizado por
Schroeder y colaboradores (2013), en el que se
han revelado aspectos del metiloma de la placenta
humana. Por otro lado, también han surgido nu-
merosos articulos que utilizan la bioinforméatica
como herramienta para analizar datos obtenidos
de microarreglos (Bhan et al. 2002, Cline et al.
2007, Tejera et al. 2012), obteniendo resultados

realmente validos, asequibles y que aportan al
conocimiento que hasta ahora se tiene de la PE.

Las redes de expresién permiten visualizar no
solo la expresion de diferentes genes, sino tam-
bién realizar un analisis mas completo, teniendo
en cuenta las interacciones proteicas entre éstos.
Es por esto que el presente estudio tuvo como
proposito la identificacién y analisis de genes ex-
presados en placenta preeclamptica, mediante la
construccién de una red de expresion genética.
También se tuvo como objetivo la caracterizacion
de la cromatina asociada tanto codificante como
no codificante de los genes asociados con Preeclam-
psia, con el fin de extraer informacién que ayude a
dilucidar la etiologia molecular de la Preeclampsia.

METODOS

Meta-analisis

Para este estudio se analizaron 28 genes asocia-
dos con Preeclampsia, 16 de ellos -BCL6, CA10,
COL17A1, EIB3, ENG, FLT1, FSTL3, HEXB,
INHA, INHBA, LEP, PHYHIP, PROCR, SASHI,
SLC6AS, ST5- extraidos del trabajo de Ceba-
llos (2011), en el cudl se realizé un meta-anélisis
consultando en la base de datos de PubMed del Na-
tional Center for Biotechnology Information NCBI,
articulos cientificos donde se reportaran perfiles de
expresién (con micromatrices) de genes con asocia-
cion significativa a Preeclampsia. Ademds de estos,
para este estudio de adicionaron otros 12 genes
-NDRG1, SPAG4, JAG1, TREM1, HTRA4, CRH,
HTRA1, PVRL4, KRT19, SLCO2A1, RDH13 y
SH3PXD2A- que fueron consultados en el presente
ano 2014 en varios articulos cientificos recientes,
donde también se reportaba su expresion dife-
rencial en placentas preeclampticas con un fold
change mayor a 1,5.

Mineria de datos

Se colect6 informacion caracteristica de cada gen,
como su numero de exones totales, ntimero de
islas CpG y ubicacién en cromosoma, de la plata-
forma del Genome Browser de la UCSC. Ademés,
se realizé un paseo cromosémico en ventanas de
10Kpb rodeando cada gen hasta completar 100Kpb
tanto upstream como downstream. Se extrajeron
datos del numero 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 andlisis. Los valores
de expresién utilizados para la posterior construc-
cion de la red de expresiéon, se extrajeron de la
base de datos Gene Expression Omnibus GEO,
especificamente del estudio realizado por Xiang



y colaboradores (2013), donde se utilizé6 un mi-
croarreglo NimbleGen Homo sapiens HG18 para
obtener perfiles de expresion de genes de placentas
preeclampticas (GSE43942).

Construccién de la red

Para la construcciéon de la red de expresion se
utilizé el programa Cytoscape 3.1 (Shannon et al.
2003). En primer lugar, se necesité una matriz
de datos base, en la cual se organizaron datos de
interacciéon de cada uno de los genes a evaluar;
estas interacciones fueron colectadas de las ba-
ses 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 preeclamptica. Los
datos introducidos a este programa no fueron los
valores de intensidad reportados en el estudio del
que se extrajeron, sino su traducciéon en niveles
de expresién con el indice Z-score. Informacién
sobre la ontologia del gen —categorias GO- de
procesos biologicos estadisticamente destacados
para los genes asociados fueron extraidas de la red
utilizando el plugin BINGO.

Anélisis estadistico

Para analizar las secuencias repetidas, realizé un
paseo cromosémico, sumando el niimero de in-
tegrantes registrados correspondientes a las se-
cuencias SINE, LINE Alu y 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 uti-
lizando el programa Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.
2007). Estos 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.

RESULTADOS

Caracterizacién de cromatina

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 encontré dife-
rencia estadisticamente significativa en el nimero
de éstas al comparar las zonas 100Kpb upstream
y downstream (Fig. 1). Esto se confirmé con una
prueba t-student (p>0,01). La caracterizacién
de todos los genes evaluados se encuentra en las
tablas 1 y 2, donde se muestran variables de la
cromatina asociada, como lo son el ntimero de
islas CpG, exones y genes presentes, también para
cada gen en zonas a su alrededor de 100Kpb.
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Figura 1. Paseo cromosémico de 100Kpb alre-
deodr de genes asociados con Preeclampsia, se
resaltan las secuencias repetidas SINE, LINE, Alu
y MIR.

Red de expresién genética

La red de expresién realizada para placenta
preeclamptica se muestra en la Figura 2. En esta
se muestra que los genes destacados por su alta
expresion fueron EBI3, ENG, PVRL4, TGFf1,
INHBA, FSTL3, HTRA1 y KRT19. También, en-
tre los genes con menor expresion se destacé BCL6
y LEP. La estructura de la red muestra dos nodos
principales, con el mayor nimero de interacciones,
el mas grande de ellos formado alrededor del gen
BCL6 y el segundo, formado alrededor de NDRG1.
La topologia de la red (Tabla 3) indicé 531 nodos
con un promedio de interaccién proteina-proteina

de 2,049.

Figura 2. Red de expresion para placenta
preeclamptica. Los circulos senalados con flechas
resaltan los genes de mayor expresiéon. Para ma-
yor claridad, dentro de cada flecha se encuentra el
nombre del gen.

En la Figura 3 se presenta un diagrama de barras




que muestra de una forma mas clara, el namero
de interacciones que present6 cada gen asociado,
siendo, como se mencioné anteriormente, el de
mayor interacciones BCL6, seguido por NDRG1 y
KRT19, y dejando de dltimo a genes como HTRA4
y SLCO2A1.

Nimero de interacciones
o
3

o

Figura 3. Numero de interacciones de tipo
protéico encontradas para cada gen asociado.

Las categorias GO para procesos bioldgicos de los
genes asociados se presentan en la Tabla 4. Se
muestran las primeras 15 categorias ontolégicas
con su respectivo ID y p-value, éstas corresponden
a los procesos bioldgicos estadisticamente mas
representativos de la red. Se destacaron procesos
como la regulacion negativa del proceso apoptético,
vascularizacion, el modelado de vasos sanguineos y
el brote de angiogénesis, entre otros, los cuales han
sido ampliamente relacionados con la patogénesis
de la Preeclampsia.

Tabla 1. Caracterizacién de genes asociados en ventanas de 100Kpb alrededor de cada gen

Gen Locus No. No. No. No. No. Islas Islas
Exo- Genes Genes Rep. Rep. CpG CpG
nes regiéon region region regiéon region region

100- 100+ 100- 100+ 100- 100+
NDRG1 8q 16 0 0 170 173 0 149
24,22

SPAG4 20q 12 2 5 191 209 194 138
11,22

JAGI 20p 26 2 2 132 134 0 255
12,2

TREM1 6p 4 6 3 147 154 0 241
21,1

HTRA4 8p 9 1 2 185 201 7 152
11,22

CRH 8q 2 3 4 205 173 50 0
13,1

HTRA1 10q 9 0 0 147 182 301 0
26,13

PVRL4 1q 9 5 7 257 202 88 313
23,3

KRT19 17q 6 6 6 151 173 0 104
21,2

SLCO2A1 3q 14 2 4 188 115 172 93
22,1
-3q
222

RDH13 19q 7 6 10 224 196 130 657
13,42

SH3PXD2A  10q 14 1 2 153 154 286 110

24,33

1pl.



Tabla 2. Caracterizacion de genes asociados en ventanas de 100Kpb alrededor de cada gen (Continuacién

Tabla 1)

Gen Locus No. No. No. No. Islas Islas
Exo- Genes Genes Rep. Rep CpG CpG
nes region region regioén region regién region

100- 100+ 100- 100+ 100- 100+
BCL6 3q 10 1 0 142 144 49 0
27,3

CA10 17q 10 2 1 199 217 72 61
21,33
-q22

COL17A1  10q 56 0 0 130 125 200 244
24,33
-10q
25,1

EBI3 19p 5 3 6 297 271 578 482
13,3

ENG 9q 15 1 6 271 193 0 301
34,11

FLT1 13q 30 1 1 145 133 1908 514
12,2
-13q
12,2

FSTL3 19p 5 6 6 159 241 160 56
13,3

HEXB 5q 14 1 0 129 138 971 125
13,3

INHA 2935 2 0 0 111 158 0 26

INHBA p 3 2 1 140 143 272 255
14,1

LEP 7q 3 2 1 132 103 131 53
32,1

PHYHIP 8p 5 4 7 158 140 0 44
21,3

PROCR 20q 4 7 3 231 232 593 476
11,22

SASH1 6q 20 2 3 149 165 0 44
24,3

SLC6AS Xq28 13 2 4 148 135 593 476

SThH 11p 20 5 6 140 146 158 285

15,4

1pl.



Tabla 3. Datos topolégicos de la red construida en el programa Cytoscape.

Tabla 4. Categorias GO para procesos biolégicos de genes asociados, dada por la herramienta BINGO del

programa Cytoscape

Medidas topolégicas Valor
Coeficiente de agrupamiento 0,013
Componentes conectados 16
Didmetro de la red 8
Radio de la red 1
Centralizacion 0,216
Trayectorias mds cortas 243620(86 %)
Longitud de trayectoria caracteristica 4,027
Ntumero 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

GO-ID Descripcion p-value

0048519 Regulacion negativa del proceso apoptotico 2,5332E-39
0048523 Regulacion negativa de la via de senalizacién del 1,9388E-37

receptor del TGFS
0048518 Regulacion positiva de la fagocitosis 6,7524E-37
0048522 Regulacién positiva de la divisién celular 1,2989E-35
0048513 Desarrollo de érganos 1,7822E-30
0050793 Regulacion de la diferenciacion celular 4,7293E-30
0048856 Brote de angiogénesis 4,5991E-28
0048731 Modelado de vasos sanguineos 1,0080E-27
0009892 Regulacién negativa de la cascada de JNK 4,1256E-27
0050789 Regulacion negativa de la senalizacién TOR 1,6664E-26
0031324 Regulacién negativa del proceso biosintético de la interleucina-6  2,3670E-26
0010604 Regulacién positiva de la autofosforilacién de proteinas 4,8049E-26
0010605 Regulacién negativa de la actividad quinasa JUN 9,7457E-26
0032502 Vasculogénesis 1,0442E-25
0030154 Proceso apoptotico involucrado en la morfogénesis 2,8501E-25
DISCUSION LINE-, que ha sido reportada en molas parcial-

Los resultados obtenidos en este estudio sobre la
cromatina asociada a los genes evaluados, aun-
que no presentaron diferencias significativas en
las regiones upstream y downstream, indican la
presencia de diversas secuencias repetidas, entre
ellas, las que se encontraron en mayor cantidad,
LINE, Alu, MIR y SINE. Es importante tener
en cuenta estos elementos repetidos, puesto que
recientemente se ha demostrado la importancia
de la cromatina no codificante (Kellis et al. 2014)
en la funcionalidad del genoma. Un ejemplo de
esto es la hipermetilacién diferencial en elementos
repetidos del ADN -como lo son las secuencias

mente hidatiformes, a su vez también relacionadas
con Preeclampsia (Perrin et al. 2007); con esto
se podria pensar que la expresién diferencial de
ciertos genes en placentas preeclampticas puede
deberse, aunque sea en parte, a las diferencias en
metilaciéon de éstas secuencias, y no solo de las
islas CpG que han sido mucho mas estudiadas.

Los parametros topoldgicos de la red indicaron la
presencia de 531 nodos, y un nimero promedio de
vecinos por gen, de 2,049. 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 poblacién alta a su alrededor. Sin embargo, se



presentan dos nodos con gran cantidad de interac-
ciones, BCL6 y NDRGI1, los cuales a pesar de no
mostrarse como altamente expresados, se podria
pensar que algtun fallo en estos puede ocasionar
un cambio brusco en la funcionalidad de la red.
Los genes EBI3, ENG, PVRL4, TGFB1, INH-
BA, FSTL3, HTRA1 y KRT19 fueron los mas
expresados segun la red construida para placenta
preeclamptica, éstos han sido ampliamente repor-
tados en la literatura por su relacién con PE (Bell
et al. 2013, Toft et al. 2008, Van Der Hoorn et
al. 2010). El gen ENG codifica para la endoglina,
el cual es un co-receptor del factor transforman-
te de crecimiento 81 y 83 sobre membranas de
células del endotelio y 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 (Louwen et al.
2012). Por otro lado, puede reducir la sefializacién
endotelial del 6xido nitrico al inhibir TGF-41,
causando la disfuncién endotelial caracteristica de
esta enfermedad (Louwen et al. 2012).

La respuesta inmune es uno de los temas que mas
relevancia ha tenido en el estudio de la PE, debido
a que durante la placentacién, las células natural
killer (NK), linfocitos del sistema inmune innato,
producen una parte importante de la respuesta
inflamatoria decidual y facilitan la placentacién al
secretar citoquinas que promueven la infiltracién
de las arterias espirales por el trofoblasto invasor
(Reyna-Villasmil et al. 2009). 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,
Epstein-Barr virus Induced gene 3, éste se expresa
altamente en células placentarias, incluyendo sinci-
tiotrofoblastos y trofoblastos extravellosos, ademés
de ser regulado positivamente en la circulacién
de mujeres embarazadas (Devergne et al. 2001).
Esta informacién 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 relacién materno-fetal (Louwen et
al. 2012, Van Der Hoorn et al. 2010). Su alta
expresion mostrada en la red construida coincide
con la literatura, y muestra que existe una fuerte
reaccién 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 relacién exacta con la PE.

Los genes PVRL4 y KRT19 por su parte, no han
sido ampliamente relacionados con esta enferme-
dad, sin embargo, en recientes estudios se han
reportado como expresados altamente en placentas
preecldmpticas (Nishizawa et al. 2011, Sitras et al.
2009). PVRL4 codifica para la proteina receptora

asociada al poliovirus 4, y su forma secretada,
ha sido encontrada en pacientes con céncer de
mama. En este punto, es importante resaltar lo
que menciona Louwen y colaboradores (2012), esto
es, que el desarrollo de tumores, y el embarazo
comparten muchas caracteristicas, como lo son
la inmunotolerancia y la invasién. Asi, cuando se
presentan desregulaciones en el proceso normal del
embarazo, se conlleva a la Preeclampsia. 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, segin una de las
categorias ontolégicas en las que estd involucrada
es la diferenciacion celular involucrada en el desa-
rrollo de la placenta embriénica. La desregulacion
de este gen entonces, podria llevar a pensar en un
mal funcionamiento de este proceso y su relaciéon
con el desarrollo de la Preeclampsia. Sin embargo,
se necesitan posteriores estudios para encontrar
mas evidencias de la relaciéon de estos dos genes
con esta enfermedad.

Los genes INHBA, FSTL3 y HTRA1 también
han sido reportados previamente. El primero, co-
difica para la proteina inhibina beta A, y hace
parte de la via de senalizacién del factor trans-
formante de crecimiento beta “TGFf-, el cual
a su vez estd involucrado en la regulaciéon del
desarrollo vascular y la angiogénesis, incluyendo
el brote de angiogénesis (Dijke & Arthur 2007).
Esta proteina también estd relacionada con el
desarrollo de diversos tipos de tumores (Okano
et al. 2013, Oshima et al. 2014), por lo que su
estudio de asociacién con Preeclampsia deberia
ser profundizado. El gen FSTL3, que codifica para
la glicoproteina secretada follistatin like-3, al igual
que INHBA, también participa en la via de senali-
zacion del factor transformante de crecimiento
beta “TGFp-, y ha sido ampliamente reportado
como expresado en placenta preeclamptica (Guo
et al. 2012, Kleinrouweler et al. 2013). Por tltimo,
el gen HTRA1 que codifica para la proteina high
temperature requirement A 1, estd involucrada en
la invasién y migracién del trofoblasto, y ademas
ha sido relacionado con Preeclampsia por su alta
expresion en pacientes con la enfermedad (Ajayi
et al. 2008, Inagaki et al. 2012, Wang et al. 2012).
Es importante aclarar, de la red construida, que la
baja expresion de genes como BCL6, LEP y FLT1,
que han sido reportados en diversos estudios por
su expresion en placenta preecldmptica (Iciek et
al. 2013, Louwen et al. 2012, Powe et al. 2011), no
implica que no estén asociados con Preeclampsia,
sino que en comparacion con los otros genes, estos
tuvieron un menor valor de intensidad.



Las categorias GO de procesos biologicos extraidas
de la red, mostraron el dominio de procesos como
la modelacion de vasos sanguineos, regulacién
negativa de la via de sefalizacién del receptor
del TGFp1, brote de angiogénesis y regulacion
negativa de la cascada de JNK, los cuales tienen
relacién con la placentacion, y proceso de desarro-
llo del embarazo. Esto corrobora que ain pequenas
alteraciones en genes relacionados con estos proce-
sos, puede desencadenar una mala funcién y los
posteriores sintomas ampliamente conocidos de
PE.

En este estudio se confirmé la alta expresién en
placenta preeclamptica de genes ampliamente
relacionados con esta enfermedad, como lo son
ENG, FSTL3 y EBI3 entre otros, por medio de la
construccion de una red de expresiéon. En cuanto
a la caracterizacién de la cromatina asociada no
codificante de los genes evaluados, aunque no
hayan presentado diferencias significativas en las
regiones upstream y downstream, es importante
tenerla en cuenta y en futuros estudios analizar su
estado de metilacién, quizd comparando placentas
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normales y preeclampticas, ya que podria hallarse
informacion importante acerca del porqué de la
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