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RESUMEN
La preeclampsia es uno de los desérdenes mds serios del embarazo que afecta al 4-5%
de las mujeres en estado de gravidez. Se ha sugerido que los factores genéticos tales
como polimorfismos de genes del sistema Renina-Angiotensina pueden desempefiar un
papel importante en la regulacién de la presion arterial en preeclampsia. En este trabajo
se analiz6 la frecuencia de los polimorfismos ACE I/D y AGT M235T en poblaciones
abiertas maya y mestiza. Asi mismo se determind si los polimorfismos ACE I/D, y AGT
M235T son un factor de riesgo de preeclampsia en mujeres indigenas mayas
embarazadas. El andlisis del polimorfismo ACE I/D se realizé6 mediante PCR directo el
cual nos permitié discernir entre el alelo de insercion de 597pb y de la delecién de
319pb. El polimorfismo AGT M235T se analiz6 por discriminacién alélica por PCR
Tiempo Real utilizando sondas especificas para cada alelo marcadas con fluorocromos
distintos. Las distribuciones genotipicas y alélicas se compararon por X° y se probé el
equilibrio de Hardy —Weinberg por anlisis de X* para las frecuencias de los genotipos
ACE y AGT. Al analizar la frecuencia del polimorfismo ACE I/D en poblacién abierta
se observé un incremento en el alelo de insercién en la poblacién maya respecto a la
poblacién mestiza. En relacidn con trabajos en que se han reportado estudios similares
en diferentes poblaciones, las frecuencias alélicas y la distribucién genotipica del
polimorfismo ACE I/D que se reportan en este estudio, tanto en poblacién mestiza
como en poblacién maya difieren de los presentados en los estudios realizados en
poblaciones sanas: caucdsica, china, polinesa y turca. Respecto a la frecuencia del
alelo M235T del AGT en poblacién abierta maya y mestiza no se encontraron
diferencias significativas en las frecuencias alélicas mientras que en las frecuencias
genotipicas se observd una disminucién de individuos homocigotos para el alelo MM en

poblacién maya respecto a la poblacién mestiza. En relacién con estudios similares



reportados en distintas poblaciones, las frecuencias alélicas y la distribucién genotipica
del polimorfismo M235T del AGT que se reportan en este estudio tanto en poblacién
mestiza como maya difieren de los presentados en los estudios realizados en
poblaciones sanas caucdsica, china y turca. En el presente estudio el alelo de Insercion
de la Enzima Convertidora de Angiotensina se encontré asociado con el desarrollo de
preeclampsia esto contrasta con lo reportado en poblacién china, italiana y coreana
donde el alelo de la delecion se ha encontrado asociado a preeclampsia. En nuestros
resultados, el alelo M235 del gen del Angiotensindgeno se encontré incrementado en las
mujeres con preeclampsia mostrando diferencias significativas, sin embargo las

frecuencias alélicas no muestran diferencias significativas.



1. INTRODUCCION

1.1 PREECLAMPSIA

La preeclampsia es considerada uno de los desérdenes mds serios del embarazo,
constituye una enfermedad sistémica con repercusion en multiples 6rganos maternos,
afectando el sistema cardiovascular, renal, hematolégico y hepético; ademds de
comprometer el flujo sanguineo uteroplacentario (Sibai, 1996). Afecta al 4-5% de las
mujeres en estado de gravidez a nivel mundial. Dicho sindrome representa la principal

causa de morbilidad y mortalidad materna, fetal y neonatal.

En México, también es la complicacién mds frecuente del embarazo, la incidencia es de
47.3 por cada 1 000 nacimientos y es ademds, la primera causa de ingreso de pacientes
embarazadas a las unidades de terapia intensiva (debido a hemorragia masiva, para
recibir soporte hemodindmico) (Estrada et al., 2002), segin la Secretaria de Salud
(2001) la mortalidad por complicaciones del embarazo ocupa el 15° lugar en la
mortalidad hospitalaria en general. Ademads, la tasa de preeclampsia se ha incrementado
40% en el periodo entre 1990 y 1999 (Roberts et al., 2003) y constituye hasta 40% de

los partos prematuros iatrogénicos (Haddad, 2002).

Dentro de las caracteristicas clinicas de la enfermedad se incluyen hipertension y
proteinuria, las que se revierten al momento del nacimiento (Roberts y Cooper, 2001).
Por tal motivo, la preeclampsia se define por la presencia de una presion arterial
diastdlica de = 90 mmHg y la sistélica de = 140 mmHg, acompaiiada de proteinuria
considerada como una excrecion = 0.3g de proteinas en 24 horas, el equivalente a un

valor = 30mg/dl (= 1 + por tira reactiva) en una muestra al azar, pudiendo presentarse



ademds edema generalizado (National High Blood Pressure Education Working Group

de 2000).

La hipertensioén que sobreviene en la preeclampsia es causada por un aumento de la
resistencia vascular periférica. El gasto cardiaco suele ser menor que en el embarazo sin
hipertension. El flujo renal y la tasa de filtracién glomerular (GFR) descienden en la
preeclampsia de un 62-84%. Una reduccién de la GFR del 50% duplica la creatinina
sérica. Un aumento de la creatinina sérica del 0.5-1 mg/dl o del nitrégeno ureico sérico
(BUN) de 8-16 mg/dl representa una disminucién de la GFR del 50%. El 4cido trico
aumenta antes que haya una elevacién mesurada de la creatinina o BUN. Como en la
preeclampsia no hay aumento de la produccién de dcido trico la hiperuricemia indica
una disminucién de la depuracién renal. La hiperuricemia (>5.5 mg/dl) es un marcador
para diferenciar la preeclampsia de todas las demds causas de hipertension durante el

embarazo. Hay aumento subito de peso con edema, sobre todo en cara y manos.

El aumento de la permeabilidad vascular a las proteinas podria ser secundario a la lesién
de las células endoteliales de causa indeterminada. En la preeclampsia hay disfuncién
generalizada de las células endoteliales con caida en la sintesis de prostaciclina (PGL),
aumento de fibronectina celular plasmética y activacién del factor de Von Willebrand.
La sobreproduccion de endotelina (vasoconstrictor y agregante plaquetario) ha sido
considerada un posible factor en la preeclampsia. Los lipidos peroxidados circulantes
inhiben selectivamente la enzima prostaglandina sintasa, desviando la via de la
ciclooxigenasa hacia la sintesis de tromboxano A, un vasoconstrictor y agregante

plaquetario (Pridjian y Puschett, parte II, 2002) (Haddad, 2002).



Respecto a la glucemia, la hiperglucemia reduce la sintesis de PGI, por las células
endoteliales; la preeclampsia aumenta el antagonismo a la insulina observado en el
embarazo normal. En la preeclampsia hay hiperlipidemia en niveles mds altos respecto a
las embarazadas normotensas, ademds en la preeclampsia severa la vitamina E esta
disminuida.

En la preeclampsia hay espasmo arterial en muchos tejidos, especialmente en rifiones,

cerebro e higado.

El primer registro de la enfermedad se obtuvo de un papiro egipcio de hace 3000 afios
(Roberts y Cooper, 2001). Por medio de la compilacion de estudios realizados en
distintos paises (Chelsey, 1978) se puso de manifiesto que la preeclampsia puede ocurrir
en diversas condiciones ambientales. Esto llevé a postular que estos padecimientos no
pueden ser ocasionados Unicamente por factores ambientales, sino que también existen

factores genéticos predisponentes.

1.1.1 FACTORES DE RIESGO

Preconcepcionales y/o Enfermedades Crénicas

-Factores relacionados con el conyuge

Nuliparidad, cambio de pareja (primipaternidad) (Wilson et al., 2003; Dekker, 1999),
inseminacion artificial, donacién de ovocito, anticoncepcidon con métodos de barrera
(proteccidn), conyuge que haya sido padre de un embarazo con preeclampsia con otra
mujer (Dekker, 1999; Esplin et al., 2001), cényuge hijo de madre con preeclampsia

(Roberts et al., 2003; Esplin et al., 2001).



- Factores no relacionados con el conyuge

Historia previa de preeclampsia (Roberts et al., 2003; Esplin et al., 2001); edad materna
(menores de 15 afios, mayores de 40 afios; el riesgo de preeclampsia en un segundo
embarazo aumenta 1.3 veces por cada 5 aios que aumenta la edad materna); intervalo
entre embarazos, el riesgo aumenta 1.5 veces por cada 5 afos de intervalo entre
embarazos (Dekker, 1999; Skjerven et al., 2002). Embarazos gemelares, anormalidades
congénitas estructurales, Hydrops fetalis, anomalias cromosémicas (trismomia 13,
triploidia), Mola hidatidiforme, infeccion de vias urinarias (Dekker, 1999; Haddad,

2002).

-Presencia de enfermedades subyacentes

Hipertension crénica, enfermedad renal, obesidad, resistencia a la insulina, bajo peso al
nacer , diabetes gestacional, diabetes mellitus tipo 1, resistencia a la proteina C activada,
deficiencia de protefna S, anticuerpos antifosfolipido, esferocitosis (Dekker, 1999;

Pridjian y Puschett, parte I, 2002).

-Factores exégenos
Fumar (disminuye el riesgo), estrés (incluido laboral), exposicién in utero a

dietilestilbestrol (Dekker, 1999; Haddad, 2002).

-Historia familiar
-La incidencia de preeclampsia es mds comun en hermanas (36%) e hijas (26%) de

mujeres preeclampticas (Chesley y Cooper, 1986).



1.1.2 ETIOPATOGENIA DE LA PREECLAMPSIA

1.1.2.1 PATOLOGIA

Dentro de la patologia de la preeclampsia se ha propuesto el modelo de dos etapas:
alteracion de perfusion placentaria [etapa 1], y disfuncién endotelial o sindrome
materno [etapa 2] (Haddad, 2002; Roberts et al., 2003).

La disfuncién endotelial ha sido identificada como la via final en la patogénesis de la
preeclampsia (Myers y Baker 2002; Wilson et al., 2003; Dekker, 1999), pero no parece
ser causada por la hipertensién (Roberts et al., 2003), sino por dafio téxico. La invasién
deficiente del trofoblasto hacia las arterias espirales es responsable de la mal adaptada
circulacidn ttero/placentaria (Myers y Baker 2002; Wilson et al., 2003; Pridjian y

Puschett, parte II, 2002; Haddad, 2002; Roberts et al., 2003)

La invasion del trofoblasto y la subsecuente remodelacion de las arterias espirales
resultan en didmetros de las arterias espirales de s6lo 40% respecto a los hallados en
embarazos normales (Wilson et al., 2003; Pridjian y Puschett, parte II, 2002),
normalmente, las arterias espirales son remodeladas por el trofoblasto mediante
invasion de sus paredes causando pérdida de la capa muscular y la ldmina eldstica
interna (Haddad, 2002; Roberts et al., 2003) (estas y otras anormalidades de la
placentacién parecen ser caracteristicas derivadas de genes paternos) (Wilson et al.,
2003; Pridjian y Puschett, parte II, 2002; Esplin ef al., 2001). Esto convierte al sistema

placentario normal de alto flujo y baja resistencia en un sistema de bajo flujo y alta



resistencia que resulta en isquemia placentaria, que se cree es el desencadenante de este
cuadro clinico, a través de sustancias liberadas por el ttero o la placenta isquémica que
afecta la funcién endotelial, ya sea por liberacion de sustancias vasoconstrictoras o
inhibicién de las influencias vasodilatadoras (Haddad, 2002;

Cotran y Collins, 2000). Las células endoteliales activadas o danadas por radicales
libres de oxigenos, peroxidacion de lipidos, quimiotaxis de células inflamatorias y
agentes vasopresores (desequilibrio prostaciclinas/tromboxano A,) causa
vasoconstriccién y promueve la trombosis y fibrosis, la coagulacién vascular
diseminada, la hipertension y la lesién de miltiples érganos (Cotran y Collins, 2000). El
estrés oxidativo se ha propuesto como la liga entre las dos etapas del modelo de dos

etapas de la preeclampsia.

Se ha demostrado que mds de 160 sustancias aumentan durante la preeclampsia (Myers
y Baker 2002), se han estudiado virtualmente todas las sustancias que tienen relacién
con la funcién endotelial y vascular (Pridjian y Puschett, parte II, 2002), las mds
estudiadas son la leptina, P-selectina, factor activador de plaquetas, angiotensinégeno,
angiotensina II, 6xido nitrico, endotelinas, prostaglandinas, péptido atrial natriurético,
factor V de Leiden, metilentetrahidrofolato reductasa y ep6xido hidroxilasa (Wilson et
al., 2003; Pridjian y Puschett, parte II, 2002). La neurocinina B, el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), productos de peroxidacién de lipidos y membranas de
sincitiotrofoblastos también estdn muy aumentadas. La neurocinina B expresada por la
placenta es un potente vasoconstrictor venoso, cuya expresion esta destinada a
incrementar el flujo sanguineo hacia la placenta. E1 VEGF aumenta su expresion en la

placenta en condiciones de hipoxia.



1.1.2.2 ETIOLOGIA

Hay cuatro factores etioldgicos principales (hipétesis etiopatogénicas): 1)
maladaptacién inmunolégica, (Myers y Baker 2002; Wilson et al., 2003) 2) isquemia
placentaria (Myers y Baker 2002; Wilson et al., 2003; Burrow et al., 1996), 3) estrés
oxidativo (Wilson et al., 2003) y 4) susceptibilidad genética (Myers y Baker 2002;

Wilson et al., 2003; Dekker, 1999).

Mala adaptacién inmunolégica

Se han reportado fenémenos inmunoldgicos que ocurren en la preeclampsia como son:
anticuerpos contra células endoteliales, aumento de complejos inmunes circulantes,
activacion del complemento, depdsito de complejos inmunes y complemento en arterias
espirales, placenta, higado, rifién y piel.

Se ha postulado que la actividad de las células inmunes de la decidua puede liberar
mediadores que actdan sobre las células endoteliales como el TNFa e IL-1 (Wilson et
al., 2003; Pridjian y Puschett, parte 11, 2002).

Asociacion de la preeclampsia con moléculas HLA especificas: HLA-G (expresada sélo
en trofoblasto) (Wilson et al., 2003; Pridjian y Puschett, parte I, 2002).HLA-DR4 y

HLA-A23/29, B44 y DR7 (Wilson et al., 2003).

Isquemia placentaria
La isquemia placentaria se debe a la falta de relajacion (dilatacién) de las arterias
espirales. La exportacion incrementada de membranas de microvellosidades del

sincitiotrofoblasto (STBM) en mujeres preeclampticas dafia al endotelio e inhibe su



proliferacion. (Wilson et. al., 2003) La isquemia placentaria ademds causa un estrés
oxidativo importante sobre el endotelio vascular.

Los argumentos que apoyan la placentacién anormal y la consecuente isquemia como el
evento desencadenante de la preeclampsia son (Myers y Baker 2002; Wilson et al.,
2003; Pridjian y Puschett, parte II, 2002):

La hipertension en el embarazo es mds comtn en pacientes con gestaciones multiples
(es decir, multiples placentas).

Ocurre durante embarazos molares (trofoblasto excesivo) y es aliviado con la expulsién
de la placenta.

Ocurre en pacientes con embarazo abdominal, lo que excluye la importancia de factores

deciduales.

La placentacién anormal debida a fallo del trofoblasto también tiene una gran
implicacidn, incluidas mutaciones especificas, como en los genes que codifican para
metaloproteinasas que degradan matriz extracelular (Myers y Baker 2002; Wilson et al.,
2003; Dekker, 1999). Se cree que el origen de la preeclampsia podria ser la
placentacion anormal, que llevaria a isquemia placentaria y, posteriormente, a dafio
endotelial.

El factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-2) es un homélogo de la insulina
con accién mitdgena, estd presente en altos niveles en el citotrofoblasto invasor pero
estd ausente en el sincitiotrofoblasto. Por mecanismo de impronta gendmica, el IGF-2 es
expresado solamente por el alelo paterno en muchos tejidos adultos y fetales, incluidos
la placenta. En modelos fetales de ratén la inactivacién de la copia paterna del gen para
IGF-2 resulta en restriccion severa del crecimiento, hipdtesis que sustenta el papel de

este factor de crecimiento en la placentacién (Dekker, 1999).



Estrés oxidativo

Hay muchas sustancias y mediadores capaces de generar radicales libres de oxigeno y
otras sustancias capaces de dafar al endotelio. En la preeclampsia hay una fuerte
interaccion entre agentes oxidantes aunada a deficiencia de alguno de los mecanismos
encargados de hacer frente a este estrés. Hay alteraciones en enzimas como la
superdxido dismutasa, oxido nitrico sintetasa, homicisteina, alteraciones que
condicionan hiperomocisteinemia (mutacidn en 5, 10-metilentetahidrofolato reducatasa,
cistation B-sintasa etc.,), epoxido hidroxilasa, etc. La homocisteina elevada causa
generacion excesiva de peréxido de hidrégeno, inhibe la detoxificacién mediada por
oxido nitrico, mantiene la actividad del factor V, incrementa la activacion de
protrombina e inhibe la expresién de trombomodulina (Dekker, 1999). Todo esto,
aunado a anomalias en la expresion del Factor V de Leiden y el dafio endotelial son
factores protrombdticos que acentian el dafio tisular. Ademas, la dislipidemia marcada
durante la preeclampsia debido también a alteraciones genéticas, a la disminucién de la
capacidad de la albdmina para prevenir la toxicidad por 4dcidos grados libres y copar
radicales libres; aunado a dafio tisular llevan a la acumulaciéon de LDL en el

subendotelio.

Genética
Hay descritas multiples alteraciones genéticas que se han tratado de ligar a la presencia
de preeclampsia, estdn involucrados al menos 26 genes diferentes, pero la gran mayoria

de los datos obtenidos hasta el momento no son concluyentes. Estdn involucrados tanto



genes maternos como fetales (paternos) (Myers y Baker 2002; Wilson et al., 2003;
Pridjian y Puschett, parte I y II, 2002; Esplin et al., 2001; Roberts et al., 2003). Los
genes que participan en la preeclampsia pueden ser agrupados de acuerdo al papel que
juegan en la etiologia de la preeclampsia de acuerdo a las hip6tesis mencionadas; se
pueden clasificar en aquellos que regulan la placentacién, reguladores de la presién
arterial, genes involucrados en la isquemia placentaria y genes que intervienen en el
dafio/remodelacion del endotelio vascular. Las mds importantes alteraciones y mejor
definidas son las mutaciones en el factor V de Leiden, en la metilentetrahidrofolato
reductasa, genes del angiotensinégeno (alelo T235) y mutaciones relacionadas con el

TNFo (Myers y Baker 2002; Wilson et. al., 2003; Dekker, 1999).

El modelo més sencillo de herencia que explica mejor la frecuencia de la preeclampsia
en poblaciones de bajo riesgo (3-6%) es la presencia de homocigozidad tanto en la
madre como en el feto para un mismo gen recesivo (Pridjian y Puschett, parte II, 2002;
Dekker, 1999). También es muy probable la teorfa de impronta gendémica como la
explicacion sobre el modo de herencia de la preeclampsia (Pridjian y Puschett, parte II,
2002). Ademds, se ha demostrado que mutaciones especificas en el factor V de Leiden y
de la cadena larga de la enzima 3-hidroxiacil-coenzima A (LCHAD, deficiencia de) se
asocian con riesgo elevado de sindrome de HELLP (Wilson et al., 2003; Pridjian y

Puschett, parte 11, 2002).

Otros aspectos etiopatogénicos
El aumento de la resistencia vascular periférica y elevacion de la presion arterial pueden

deberse a un desequilibrio en la sintesis de prostaglandinas de accién contrapuesta. En



la preeclampsia hay caida de los metabolitos urinarios de la PGI, con aumento de la
excrecion urinaria de metabolitos del tromboxano.

Con el inicio de la preeclampsia desaparecen la insensibilidad a la angiotensina y la
noradrenalina durante el embarazo. También se ha demostrado una menor sintesis de
PGI, que precede la aparicion de hipertension y coincide con el aumento de sensibilidad
a la angiotensina II. La menor sintesis de PGI, podria provocar caida en la produccién
de renina y aldosterona.

En el embarazo hay compresion de la vena cava inferior con reduccién del volumen
minuto cardiaco durante el dectbito dorsal, la consiguiente caida del flujo sanguineo
renal aumenta la secrecién de renina y sirve como prueba endégena de sensibilidad a la
angiotensina.

La preeclampsia se asocia a dep6sitos de fibrina en el rifién y el higado, la
trombocitopenia con anemia hemolitica microangiopatica y, en la preeclampsia
fulminante, con coagulopatia por consumo, la coagulacién intravascular diseminada
desempefia un papel importante en esta entidad. Estas alteraciones estdn determinadas
por la disfuncién celular endotelial (Pridjian y Puschett, parte I, 2002). Una disminucién
en la sintesis de PGI, en las células endoteliales sin reduccion concomitante de la
sintesis de tromboxano en las plaquetas podria predisponer a la agregacion plaquetaria

generalizada y a la coagulacién intravascular.

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

El sistema Renina-Angiotensina (RA) (fig.1) ha sido sugerido para desempefar un

papel en la fisiopatologia de la preeclampsia. Los datos que apoyan esto incluyen 1)



niveles mds bajos de todos los componentes circulantes del sistema RA, y la activacién
de los componentes celulares y del tejido del sistema RA al mismo tiempo, y 2)
hipertensioén asociada a embarazo debido a la sensibilidad aumentada de los receptores
de angiotensina II (AIl) en una amplia variedad de tejidos (Roberts y Cooper, 2001;

Roberts y Lain, 2002)

Se ha sugerido que los factores genéticos tales como polimorfismos de genes del
sistema RA pueden desempefiar un papel importante en la regulacion de la presiéon

arterial en preeclampsia (Chou et al., 2004).

1.3 ANGIOTENSINOGENO

El angiotensindgeno (ASlfa 2 globulina) es una glicoproteina que contiene en su
extremo amino el decapéptido angiotensina I, es producido en el higado, es el precursor
de la hormona vasoactiva angiotensina II, la cual juega un papel muy importante en la
regulacion de la presidn sanguinea, del volumen de los fluidos corporales y en la

remodelacién vascular (Campbell, 1987; Powell et al., 1989) (fig. 1).



Angiotensindgeno
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser-O

Angiotensina I-----------------mmommomm oo
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-Leu

Angiotensina ll-----------------
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Renina

Enzima Convertidora de Angiotensina

Figura 1.Sistema renina-angiotensina. En el camino cldsico del sistema renina angiotensina, la renina es
secretada por el aparato yuxtaglomerular del rifion y funciona transformando el sustrato de la renina
(angiotensinégeno) en angiotensina I. La renina rompe la unién leucil-leucil y provoca la liberacién de un
decapéptido denominado angiotensina I (Al). Estd demostrado que la angiotensina I es basicamente
inactiva y que su actividad bioldgica es el resultado de su conversién en angiotensina II (AII) por la
Enzima Convertidora de Angiotensina, que es el presor mas potente elaborado en el organismo.

L 777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 -

1.3.1 POLIMORFISMO M235T DEL GEN DEL ANGIOTENSINOGENO Y SU

ASOCIACION CON PREECLAMPSIA

El gen de angiotensindgeno de humano consta de 5 exones y 4 intrones, mide

aproximadamente 12 kb y se encuentra en el cromosoma 1q 42.3. En el gen del

B {Comentario [I1]:




angiotensinégeno (AGT), se conocen muchas variantes pero fundamentalmente dos han
sido asociadas a hipertension arterial, aquellas que presentan metionina o treonina

(M/T) en los codones 174 6 235 (Staessen et al., 1999). El polimorfismo M235T se trata
de un cambio 704 T/C en el exén 2 (Brand et al., 2002) (fig.2). Se ha demostrado que el
alelo T de este polimorfismo se asocia a mayores niveles circulantes de
angiotensindgeno (Staessen ef al., 1999). Los incrementos de los niveles plasmaticos de
angiotensindgeno, el sustrato proteinico sobre el que actda la renina para generar
angiotensina I han sido reportados en sujetos hipertensos y en nifios de familiares

hipertensos (Gareth et al., 2001).

Ex6n2 704 T/C =======p Met235Thr

B hi6n

Figura 2. Estructura del gen AGT humano. En la figura se muestra el gen del AGT que contiene 5 exones,
el polimorfismo Met235Thr es causado por una substitucién T/C en la base 704 en el exén 2 del gen.

Varios estudios han descrito la existencia de asociacién entre polimorfismos del AGT y
preeclampsia, con resultados contradictorios. En uno de ellos se encontr6 que hay
asociacion principalmente entre PE y la variante (M235T), donde se produce la
sustitucién de una metionina por una treonina en la posicién 235 y que inicialmente se
asocio con hipertensién (Ward, 1993). En otro estudio realizado en pacientes

caucdsicas, el 20% de las mujeres con el polimorfismo (M235T) desarrollaron PE,



comparado con menos del 1% en pacientes que presentaban el genotipo normal o
“protector” (Arngrimsson et al., 1993), este trabajo fue replicado en poblacién japonesa
(Kobashi, 1995) confirmando la asociacién entre el polimorfismo M235T y
preeclampsia. En concordancia con estos hallazgos, un trabajo reciente concluyé que el
ser portador homocigoto para esta variante es un potente factor de riesgo independiente
para preeclampsia, (Kobashi, 2001). Sin embargo, otros estudios realizados en
poblacién china y australiana, (Guo 1997), japonesa (Suzuki, 1999) e hispdnica
(Morgan, 1995) no han reportado asociacién con ninguna variante de este gen. Bashford
et al., (2001) determinaron que el polimorfismo del exon 2 del AGT no se encontraba

asociado con el desarrollo de preeclampsia.

1.4 ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE) acttia en dos importantes sistemas
reguladores cardiovasculares: el sistema renina-angiotensina y el sistema calicerina-
cinina que intervienen en la homeostasis vascular (Rigat et al., 1990). Tiene como
principales funciones convertir la angiotensina I en el péptido vasoactivo angiotensina
II, a la vez que convierte a la bradicinina en fragmentos inactivos (Berglund, 1998)
(Fig.1). La bradicinina tiene mdltiples acciones benéficas dependientes de su interacciéon
con un receptor membranal especifico (receptor BK), que estimula la liberacién de
oxido nitrico, junto con la prostaciclina. Ambos agentes humorales son vasodilatadores
antiagregantes plaquetarios y antiproliferativos (Sun ef al., 1995). La angiotensina I y la
bradiquinina forman parte del sistema renina-angiotensina-aldosterona, el cual es

estimulado cuando el rifién detecta una disminucién del flujo sanguineo. ACE se



encuentra como una enzima unida a membrana en células endoteliales y diferentes tipos
de células epiteliales y neuroepiteliales, asi como en forma circulante en fluidos

bioldgicos como plasma y liquidos amnidticos o seminales.

1.4.1 POLIMORFISMO I’'D DEL GEN DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE

ANGIOTENSINA Y SU ASOCIACION CON PREECLAMPSIA

El gen que codifica a ACE tiene 21 Kb, contiene 26 exones, estd localizado en el brazo
largo del cromosoma 17 (17q23) y codifica para las dos formas enzimadticas, la unida a
membrana y la circulante. La forma unida a membrana (de mayor tamaiio) se expresa en
células endoteliales y en el borde en cepillo de células epiteliales, mientras que la forma
circulante se expresa sdlo en células germinales. Se ha identificado un polimorfismo de
insercién/delecién (I/D) de un fragmento de 287 pb que contiene una secuencia de

repeticiones Alu en el intrén 16 del gen que codifica a ACE (fig. 3).
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Figura 3. Estructura del gen ACE humano. En la figura se muestra el gen de la ACE el cual contiene 26

exones, la posicién del polimorfismo ACE I/D se encuentra en el intrén 16 del gen ACE, se trata de una

insercién/delecion de 287pb.

Los niveles de ACE en plasma permanecen estables en un individuo, pero se observan
amplias variaciones entre diferentes sujetos (Rigat et al., 1990). El alelo de delecién
para ACE estd asociado con mayores niveles de ACE circulante (Rigat ef al., 1990;
Nakai et al., 1994), es significativamente mds frecuente en pacientes con infarto al
miocardio (Cambien, 1992), en los que tienen historia parental de infarto al miocardio
(Tiret, 1993), en pacientes con cardiomiopatias (Raynolds et al., 1993), estd asociado
con un elevado riesgo de hipertrofia ventricular izquierda (Schunkert et al., 1994), con
enfermedad de arterias coronarias en algunas poblaciones y con enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (Van Suylen y col, 1999.)

Con respecto a la asociacién de ACE con preeclampsia, Rasmussen et al., (1983),
encontraron que las actividades de ACE en suero eran més bajas en pacientes con
preeclampsia que en mujeres con embarazo normal. Otros estudios muestran que una
insercidn en el intrén 16 fue mas frecuente en mujeres chinas, italianas y coreanas con

la enfermedad (Zhou et al., 1999; Mello et al., 2003; Chou et al., 2004). Sin embargo,



este polimorfismo no se asocié con el riesgo de sufrir preeclampsia en mujeres

finlandesas (Heiskanen et al., 1999).

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para genética de poblaciones. El
modelo de Hardy-Weinberg se utiliza para calcular las frecuencias genotipicas a partir
de las frecuencias alélicas. Siendo las frecuencias alélicas iguales para ambos sexos.
Estas frecuencias se mantienen constantes de generacion en generacion. El equilibrio de
Hardy-Weinberg, es también conocido como equilibrio panmictico, fue estudiado a
principios del siglo 20 por diferentes autores, pero fueron Hardy, un matemadtico y
Weinberg, un fisico quienes lo establecieron. El concepto de equilibrio en el modelo de
Hardy-Weinberg se basa en las siguientes hip6tesis:

1. La poblacién es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad de
aparearse y el apareamiento es al azar, (panmixia).

2. La poblacioén es suficientemente grande (para minimizar las diferencias existentes
entre los individuos).

3. La poblacién no estd sometida a migracion, mutacion o seleccién (no hay pérdida ni
ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de generacién en
generacion.

Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas se mantienen en equilibrio.

En una poblacién con un nimero infinito de individuos (por ejemplo una poblacién
suficientemente grande), panmictica (sus habitantes eligen pareja al azar) y en la que no
hay ni mutacién ni seleccidn, las frecuencias genotipicas pueden calcularse a partir de

las frecuencias alélicas (Kalmes y Huret, 2002).



Hay varias maneras de determinar si una poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg para un determnado locus, sin embargo, cuando se dispone de una tnica
muestra de una poblacién, que representa una dnica generacion se pueden comparar las
frecuencias genotipicas observadas, con las frecuencias genotipicas esperadas (las
frecuencias genotipicas esperadas p2 + 2pq + q2 se obtienen a partir de las frecuencias
alélicas denominadas p y ¢ ) utilizando la prueba estadistica de X2 El resultado de la
prueba nos indica si las diferencias que se observan entre frecuencias observadas y
esperadas son tan pequefias que se pueden atribuir al azar, o lo suficientemente grandes
como para indicar que la poblacién no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tamarin, 1996).



2. JUSTIFICACION

Existe controversia entre los diferentes estudios realizados, entre las explicaciones
posibles a esa falta de consenso estdn; la heterogeneidad fenotipica propia de las
enfermedades multifactoriales, en las que los factores fisioldgicos, patoldgicos,
genéticos y ambientales estin comprometidos. Las diferencias étnicas contribuyen
probablemente a las frecuencias variables de los genes del sistema RA, que pueden
manifestarse como diferencias en la incidencia de estos desérdenes en los grupos de la
poblacion (Kim et al., 1997; Johanning et al., 1995), de hecho las caracteristicas raciales
juegan un rol importante por la diferente distribucion de los genes de la ACE y el AGT
(Wenzel, 1997; Sheu, 1999), debido a ello es importante la realizacién de estos estudios
en diferentes poblaciones.

En México no se han realizado estudios para estos polimorfismos en relacion con el

desarrollo de preeclampsia.



3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Analizar los polimorfismos ACE I/D y AGT Met235Thr en poblacién abierta maya y

mestiza.

Determinar la asociacién de los polimorfismos ACE I/D y AGT Met235Thr con el

desarrollo de preeclampsia en pacientes mayas.

Objetivos Particulares

Crear un banco de ADN de poblacién abierta maya.

Crear un banco de ADN de poblacién abierta mestiza.

Analizar polimorfismos en los genes que codifican para las proteinas AGT y ACE, en

poblacién mexicana maya y mestiza para conocer la frecuencia dentro de ambas

poblaciones.

Analizar polimorfismos en los genes que codifican para las proteinas AGT y ACE, en

poblacién mexicana maya con y sin preeclampsia para ver su posible asociacion con la

enfermedad.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 OBTENCION DE MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de pacientes con preeclampsia,
paralelamente, se obtuvieron muestras sanguineas de embarazadas sin preeclampsia y
que no contaran con antecedentes de ésta patologia, ambos grupos se tomaron de
pacientes que acuden a consulta al Centro de Investigaciones Regionales Hydeyo
Noguchi-Universidad Auténoma de Yucatédn. Previa autorizacion por escrito de los
mismos, a los cuales se les realizé un estudio antropolégico para corroborar su
ascendencia maya (Centro de Inv. Regionales Hydeyo Noguchi-Univ. Auténoma de
Yucatdn). En la tabla 1 se agrupan los datos de los pacientes estudiados comparados con

valores normales.

Para el polimorfismo I/D del gen de la ACE se analizaron un total de 63 muestras de
pacientes con preeclampsia y 100 controles con embarazo. Para el polimorfismo M/T
del gen del AGT se analizaron un total de 56 muestras de pacientes con preeclampsia y

91 controles con embarazo.

Adicionalmente se obtuvieron muestras de sangre periférica de poblacion abierta maya
en el Centro de Inv. Regionales Hydeyo Noguchi-Univ. Autonoma de Yucatan,asi como
mestiza en el Centro Médico Nacional Siglo XXI para comparar las frecuencias de los

polimorfismos entre ambas poblaciones.

Para el polimorfismo I/D del gen de la ACE se estudiaron un total de 53 individuos de

poblacién abierta maya y 101 de poblacion abierta de mestizos. Para el polimorfismo



M/T del gen del AGT se estudiaron un total de 97 muestras de poblacién abierta maya

y 57 de poblacién abierta de mestizos.

4.2 EXTRACCION DE ADN

Las muestras sanguineas se colectaron en tubos Vacutainer™ K3 EDTA de Sml para
evitar la coagulacién. Los tubos con las muestras se centrifugaron a 2500krpm durante
15 minutos, tras lo cual se separd la interfase de leucocitos. Posteriormente, se lisaron
los eritrocitos restantes mediante 2-3 lavados con solucién RCLB (del inglés: Red Cell
Lysis Buffer; TRIS 10 mM pH 7.6, MgCl, 5SmM y NaCl 10 mM). Una vez limpia la
pastilla, las células se homogenizaron con 60 pl de NaCl SmM. Se agregaron 30 ul de
SDS al 10%, mezclando con micropipeta. Tras una incubacién durante 5 min a
temperatura ambiente, se agregaron 205.3ul de NaCl saturado, incubando nuevamente
durante 5 min a temperatura ambiente. Enseguida se centrifugé durante 15 min a 12000
rpm a temperatura ambiente y se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo. Para
precipitar el ADN, se agregaron 2 volimenes de etanol absoluto. Se incub6 durante 5
minutos a temperatura ambiente sin movimiento y posteriormente se eliminé el
sobrenadante por absorcidon con una micropipeta. Para eliminar las sales del precipitado,
se lavd 2-3 veces con 1 ml de etanol al 75%, centrifugando en cada ocasion durante 5
min a 12 krpm. Finalmente, el ADN se resuspendié con 50 pl de agua desionizada. El
ADN obtenido se cuantifico por espectrofotometria midiendo la longitud de onda de
260 y 280. La longitud de onda de 260 se multiplica por el factor 2500 que se obtiene a
partir de la multiplicacién de la dilucién por la constante de la densidad dptica igual a

50ng de ADN, con la relacién 260/280 se determind la pureza de la muestra, sus



condiciones Optimas son de 1.8 a 2.0, los valores inferiores indican contaminacién con
proteinas mientras que los valores superiores contaminacion por ARN. Se corrobor6 su
integridad mediante corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Posteriormente las muestras se llevaron a una concentracion de

100ng/ml.

4.3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO I/D DEL GEN DE LA ENZIMA

CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA (ACE)

Para amplificar el fragmento del intrén 16 del gen de la ACE, se utilizaron los
oligonucleétidos hace3s 5’-GCCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATGT-3’ (cadena
sentido) y hace3as 5’-GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3’ (cadena antisentido)
(Lindpaintnter et al., 1995). La reaccién de PCR se llevé a cabo bajo las siguientes
condiciones: 95°C/5min de desnaturalizacion inicial, 95°C-30seg / 72°C-60seg durante
30 ciclos, 4°C temperatura de mantenimiento. Los productos de PCR se resolvieron
electroforéticamente en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio. En caso
de heterocigocidad, se observo la amplificacion de un fragmento de 319pb
correspondiente al alelo con la delecidn y un fragmento de 597pb correspondiente al
alelo con la insercién. Los casos de homocigocidad, se observé un solo tamafio de
fragmento, respectivamente. Para cada ensayo se utilizé6 como control negativo una

reaccion sin ADN (Fig.4)
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Figura 4. Determinacién genotipica del polimorfismo ACE I/D. Electroforesis de los productos de PCR
en gel de agarosa (2%). M marcador de peso molecular de 100pb. c- control negativo. Carriles: 2, 4, 5, 7,
8, corresponden a individuos heterocigotos; 3 y 6 corresponden a individuos homocigotos para el alelo I;
9 y 10 corresponden a individuos homocigotos para el alelo D.

4.4 ANALISIS DEL POLIMORFISMO MET235THR DEL GEN DEL

ANGIOTENSINOGENO (AGT)

4.4.1 PCR EN TIEMPO REAL



El andlisis del polimorfismo Met235Thr del AGT se llevé a cabo mediante la
amplificacién por PCR en Tiempo Real (Applied Biosystems, Assay By Design). Para
la amplificacién del ADN en la regién del polimorfismo se utilizaron los
oligonucleétidos, sentido 5> GCTGTGACAGGATGGAAGACT 3’ y antisentido 5’
AGTGGACGTAGGTG TTGAAAGC 3’ La deteccién de los polimorfismos se realizé
por medio de sondas marcadas con distintos fluorocromos (VIC y FAM TagMan™),
para el alelo silvestre la sonda con la secuencia 5° CTGGCTCCCATCAGG 3’ marcado
con VIC y el alelo mutante la sonda con la secuencia 5> CTGGCTCCCGTCAGG 3’

marcado con FAM bajo las siguientes condiciones:

Master Mix* (1X) 6.5ul
SNP (sonda) (10X) 1.25ul
ADN (100ng/ul)  30ng

TE® (1X) Llevar a 12.5ul

*AmpliTaq Gold DNA Polymerasa, dANTPs con dUTP y buffer con componentes optimizados.

°10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0, y agua desionizada.

Condiciones de PCR Tiempo Real:

Desnaturalizacién inicial 10 min. 95°C
Desnaturalizacién 15 seg. 92°C
Alineamiento 60 seg. 60°C 40 ciclos

Extension 60 seg. 60°C



En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accidn posterior.
Ademads, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion
la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia
producida en la reaccién es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite
conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion
(Higuchi et al., 2003). Los termocicladores para llevar a cabo la PCR en tiempo real
incorporan un lector de fluorescencia y estdn disefiados para poder medir, en cualquier

momento, la fluorescencia emitida en cada muestra amplificada.

El sistema de deteccidén por fluorescencia (sondas TagMan™) empleado en la PCR en
tiempo real son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo
5’ que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor (apagador) en el extremo 3’ que
absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente proximas. Mientras la sonda estd intacta,
la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embargo,
durante la amplificacién de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accidn de sintesis, la
ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador.
Como donador y aceptor estdn, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida

por el primero es captada por el lector (Holland et al., 1991) (Fig. 5).
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Fiogura 5. Fundamento de la PCR en Tiempo Real. En la imagen, la sonda tiene unidos un fluorocromo
donador y un fluorocromo apagador. Cuando ambos fluorocromos estdn unidos a la sonda, el donador no
emite sefial. Pero, cuando la sonda hibrida con la secuencia de interés durante la reaccién de PCR, la
actividad exonucleasa 3' --> 5' de la Taq polimerasa separa al fluorocromo donador del resto de la sonda,
permitiendo la emisidn de una sefial fluorescente. Se monitorea la sefial fluorescente del donador que se
va acumulando en sucesivos ciclos de PCR.

4.4.2 DISCRIMINACION ALELICA

La discriminacion alélica se realizé con el programa ABI Prism 7000 SDS Software, el
cual detecta la sonda especifica para cada uno de los alelos, y los agrupa indicando si
son homocigotos o heterocigotos. En la figura 6 se observa la imagen de discriminacién

alélica realizada.
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Figura 6. Discriminacion alélica. En la imagen se muestra un ensayo de discriminacion alélica en el que
se observan agrupadas las muestras de acuerdo a la fluorescencia emitida en: homocigotos silvestres
(circulos), heterocigotos (tridngulos) y homocigotos mutantes (rombos).




4.4.3 SECUENCIACION

Se realizé una secuenciacion (Fig. 7) a partir de ADN de dos muestras de individuos
homocigotos para cada uno de los alelos para corroborar que el marcaje de los alelos
con los distintos fluorocromos fuera el correcto, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa se amplificé la region en la cual se encuentran dichos polimorfismos bajo las
siguientes condiciones:

Buffer (10X) Sul

dNTP (1X) 1.0ul

Oligo sentido (1X) 2.0ul

Oligo antisentido (1X) 2.0ul

Mg Cl 1ImM 6.0ul

Taq 0.4ul

ADN (100 ng/ml) 200ng

H,O0 estéril Llevar a 50ul

Las condiciones de PCR fueron:

Desnaturalizacion inicial 5 min. 90°C

Desnaturalizacién 30 seg. 95°C

Alineamiento 30 seg. 60°C 30 ciclos
Extension 30 seg. 72°C

Extensidn final 5 min. 72°C

El ADN resultado de la amplificacién se corrid en un gel de agarosa al 2% donde se

cortd el producto de PCR y se colocé en un tubo de 1.5ml, se cubri6 con buffer TE 1X



agitdndose a temperatura ambiente por 16 hrs. Posteriormente se recupero el buffer
agregdndosele 1ul de glic6geno y acetato de sodio para una concentracién final de 0.3M
mas etanol absoluto (doblando el volumen), se mezcl6 incubando 15 minutos a 4°C,
posteriormente se centrifugd 15 minutos a 1500 rpm desechando el sobrenadante y
lavando con 500 pl de etanol al 70%. Por ultimo se centrifugd 15 minutos a 1500rpm
desechando nuevamente el sobrenadante, el sedimento se resuspendié con 30ml de agua
estéril.

Se amplificé nuevamente bajo las siguientes condiciones:

big dye 4ul
buffer (10X) 2ul
Oligo antisentido  0.32ul
ADN purificado  60ng

H,O estéril Llevar a 30ul

Las condiciones de la PCR fueron:

Desnaturalizacion inicial 5 min. 90°C

Desnaturalizacién 10 seg. 96°C
Alineamiento 5 seg. 60°C 25 ciclos
Extension 4 seg. 60°C

Finalmente se pasé por una columna de purificacion y se centrifugé a 12.000 rpm
durante 2 minutos, se recuper? el eluido que contiene el DNA listo para ser utilizado en

reacciones de secuenciacion.






5. ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos y se

compararon las poblaciones mediante el analisis estadistico de X” (chi-cuadrada).

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado mediante el programa GenePop V 3.4
(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/), el cual calcula las frecuencias esperadas en
caso de equilibrio, y las compara con las frecuencias observadas mediante una prueba
de X°. El resultado de la prueba nos indica si las diferencias que se observan entre
frecuencias observadas y esperadas son tan pequefas que se pueden atribuir al azar, o lo
suficientemente grandes como para indicar que la poblacién no se encuentra en

equilibrio de Hardy-Weinberg.






6. RESULTADOS

Se analiz6 la frecuencia de los alelos del polimorfismo I/D de la ACE a partir de
muestras de ADN de 63 pacientes con preeclampsia (Tabla 1) y 100 de controles con
embarazo. Para poblacién abierta se analizaron 53 muestras de poblaciéon maya y 101

muestras de mestizos.

Tabla 1 Datos de la poblacion con preeclampsia comparados con valores normales.

Edad Tensién arterial (mmHg) IMC Proteinuria ~ Antecedentes de  Preeclampsia
Sistélica Diastdlica preeclampsia previa
Grupo
problema  22.5+3.8 146.7+ 4.38 96.05+3.14  28.07+3.32 Positivo 5.4% 32%
Valores
normales 110 70 22.25 Negativo

IMC=Indice de masa corporal

A partir de estas muestras de ADN se amplific6é un fragmento correspondiente al intrén
16 del gen de la ACE, generando un producto de PCR de 597 pb en caso de la insercién

y 319pb para el caso de la delecion (Fig. 4).

La distribucién del polimorfismo ACE I/D en poblacién abierta Maya fue de 0.6037
para I/I, I/D 0.2830 y 0.1132 para DD, mientras que los alelos mostraron una frecuencia
de 74.52% para el alelo 1 y 25.47% para el alelo D, en la poblacién Mestiza los
resultados muestran una distribucién de 0.3069 para I/I, I/D 0.6435 y 0.4950 para D/D,

con frecuencia alélica de 62.87% para el alelo 1 y 37.13% para el alelo D (Tabla 2).

La distribucién de los genotipos difiere significativamente (x’=18.1599777902319; 2 gl

p<0.001) entre las poblaciones de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada. Respecto a las



frecuencias alélicas las poblaciones también difieren significativamente (x’=

4.26496284101434; 1 gl p<0.05).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo ACE I/D en poblacién

abierta maya y mestiza.

Poblacién II ID DD Total I D Total
n % n % n % n n % n % n

Maya 32(60.37%) 15(28.30%) 6(11.32%) 53 79(74.52%)  27(25.47%) 106

Mestiza 31(30.69%) 65 (64.35%) 5 (4.95%) 101 127(62.87%)  75(37.13%) 202

Tabla 3. Comparacion de frecuencias del polimorfismo ACE I/D en diferentes

poblaciones.

Poblacién n I D Referencia

Mestizos 101 0.63* 0.37 Presente estudio

Mayas 53 0.74° 0.26 Presente estudio

Caucasicos 466 0.48 0.52 Rankinen et al., 2000

Turcos 85 0.39 0.61 Agachan et al., 2003

Chinos 286 0.45 0.55 Chia et al., 2003

Polineses 111 0.57 0.43 Zak et al., 2003

* Frecuencia alta comparada con poblaciones caucdsica, turca y china (p< 0.05).
b . . . L. . . .
Frecuencia alta comparada con poblaciones mestiza, caucdsica, turca, china y polinesia (p< 0.05).

La distribucién genotipica del polimorfismo I/D del gen de la ACE fue de 0.390 para

/I, I/D 0.490 y 0.120 para D/D en los controles, con frecuencia alélica de 63.5% para la

insercion y 36.5% para la delecion, en la poblacidén con preeclampsia los resultados



muestran una distribucién de 0.603 para I/, I/D 0.286 y 0.111 para D/D, con frecuencia
alélica de 74.6% para la insercion y 25.4% para la delecién (Tabla 4).

La distribucién de los genotipos difiere significativamente (x?=7.66841126852798; 2 gl
p<0.025) entre las poblaciones de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada. Respecto a las
frecuencias alélicas las poblaciones también difieren significativamente

(x’=4.36446391206055; 1 gl p<0.05).

Tabla 4. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
ACE 1/D en relacion a controles y pacientes con preeclampsia.

I 1D DD Total I D Total
Poblacion n % n % n % n n % n % n
Control 39(39.0) 49 (49) 12 (12) 100 127 (63.5) 73 (36.5) 200
Preeclampsia 38 (60.3) 18(28.6)  7(11.1) 63 94 (74.6)  32(25.4) 126

Tabla 5 Frecuencia genotipicas polimorfismo ACE I/D en poblacién Maya con y
sin preeclampsia comparada con otras poblaciones.

Poblacién I D Referencia



Maya Presente estudio

Control 0.64 0.36

Preeclampsia 0.74 0.25

Coreana Hyunah et al., 2003
Control 0.65 0.35

Preeclampsia 0.45 0.55

Italiana Mello et al., 2003
Control 0.47 0.43

Preeclampsia 0.27 0.73

Para el polimorfismo M/T del gen del AGT se analiz6 la frecuencia de los alelos a partir
de de ADN de 56 muestras de pacientes con preeclampsia (Tabla 1) y 91 controles con
embarazo. Para poblacion abierta se analizaron 97 muestras de poblaciéon maya y 57 de

mestizos.

A partir de estas muestras de ADN se amplifico la region del polimorfismo. En la figura
6 se observa la amplificacién por PCR Tiempo Real de 3 muestras distintas: un
individuo homocigoto silvestre (VIC), un homocigoto mutante (FAM) y un heterocigoto

(VIC y FAM).



Component
a)
2800.00
2400.00 =11
2000.00
@
£ 1600.00
2
= 1200.00
5
s
[ 200.00
I Lt
400.00 | === ——1T S
0.00
1 3 5 7 8 11 13 15 17 19 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38
Cycles
b) Component
1600.00
[+
1400.00 =1
1200.00
@
= 100000
&
@ 200.00
s |
g | LA
[ 60000 (|| A [ ey
400.00 | = S M
200.00
1 3 5 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Cycles
C) Component
2000.00
1800.00
1600.00
s 1400.00 ==
= 1200.00 1
=)
Z 1000.00
= 200.00
=
£00.00 | —=— [ O
400.00 =
200.00
1 3 5 7 8 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 38
Cycles

Figura 6. Amplificacién por PCR Tiempo Real. En la figura se muestra un ensayo de amplificacién por
PCR Tiempo Real. a) Curva de amplificacién de un homocigoto silvestre que identifica la sonda marcada
con FAM (rojo). b) Curva de amplificacién de un homocigoto que identifica la sonda marcada con VIC.
(azul) c)Curva de amplificacién de un heterocigoto donde se marcan ambas sondas Fam y Vic (azul y
10jo).

Se corrobord la secuencia de la sonda en la muestra de un individuo homocigoto para el

alelo 704C del gen AGT, para verificar la identidad y el marcaje (fig. 7).



Figura 7. Electroferograma de secuenciacion. En la imagen se observa la secuencia de una muestra de

individuo homocigoto para el alelo 704C del gen AGT.

La distribucién del polimorfismo Met/Thr del gen del AGT en poblacién abierta Maya
fue de 0.018 para Met/Met, Met/Thr 0.771 y 0.211 para Thr/Thr en , mientras que los
alelos mostraron una frecuencia de 74.52% para el alelo Met y 25.47% para el alelo Thr,
en la poblacién Mestiza los resultados muestran una distribucién de 0.24 para Met/Met,
Met/Thr 0.40 y 0.36 para Thr/Thr, con frecuencia alélica de 62.87% para el alelo Met y

37.13% para el alelo Thr (Tabla 8).

La distribucién de los genotipos difiere significativamente (x’=22.8769754520172; 2 gl
p<0.001) entre las poblaciones de acuerdo a la prueba de chi-cuadrada. Mientras que en

. P . . . . . 2
las frecuencias alélicas las poblaciones no difieren significativamente (x =

0.35241721309604; 1 gl p<1).



Tabla 6. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo AGT M235T en
poblacion abierta maya y mestiza.

Poblacién M M/T T Total M T Total
n % n % n % n n % n % n

Maya 1(1.8%) 44 (77.1%) 12 (21.1%) 57 46 (40.35) 68 (59.65) 114

Mestiza 23 (24%) 39 (40%) 35 (36%) 97 85(43.81) 109 (56.19) 194

Tabla 7. Comparacion de frecuencias del polimorfismo AGT Met/Thr en
diferentes poblaciones.

Poblacién n n M T Referencia

Mestiza 97 0.40 0.60 Presente estudio
Maya 57 0.44 0.56 Presente estudio
China 286 0.15 0.85° Chia et al., 2003
Turca 74 0.64 0.34° Agachan et al., 2003
Alemana 100 0.56 0.44° Luther et al., 2003

* Frecuencia alta comparada con poblaciones maya y mestiza (p < 0.05).
® Frecuencia baja comparada con poblaciones maya y mestiza (p < 0.05).

La distribucién genotipica del polimorfismo Met/Thr del gen del AGT fue de 0.6373
para Met/Met, Met/Thr 0.3076 y 0.5491 para Thr/Thr en los controles, con frecuencia
alélica de 79.12% para Met y 36.5% para la Thr, en la poblacidn con preeclampsia los
resultados muestran una distribucion de 0.7140 para Met/Met, Met/Thr 0.2500 y 0.0360
para Thr/Thr, con frecuencia alélica de 83.92% para Met y 16.17% para Thr (Tabla 8).
La distribucién de los genotipos difiere significativamente (1.07 vs.

X’=8.75544575211834; 2 gl p<0.025) entre las poblaciones de acuerdo a la prueba de



chi-cuadrada. Sin embargo en las frecuencias alélicas las poblaciones no difieren

significativamente (x2: 4.26496284101434; 1 gl p<1).

Tabla 8. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
AGT Met235Thr en relacién a controles y mujeres con preeclampsia.

Met Met/Thr Thr Total Met Thr Total
Poblacién n % n % n % n % n %
Control 58 (63.73) 28 (30.76) 5 (5.49) 91 144 (79.12) 38 (20.87) 182
Preeclampsia 40 (71.40) 4 (25.00) 2 (3.60) 56 94 (83.92) 18 (16.17) 112

Tabla 9. Frecuencia genotipicas polimorfismo AGT Met235Thr en poblacion Maya
comparada con otras poblaciones.

Poblacién Met Thr Referencias

Maya Presente estudio
Control 0.79 0.21

Preeclampsia 0.84 0.16

Hispana Bashford ez al., 2001
Control 0.30 0.70

Preeclampsia 0.28 0.72

Estadounidense Xiu et al., 2003



Control 0.64 0.36

Preeclampsia 0.68 0.32
Coreana Hyunah et al., et. al. 2003
Control 0.77 0.23
Preeclampsia 0.79 0.21

Todas las frecuencias observadas y esperadas se encontraron en equilibrio de acuerdo a

la ley de Hardy-Wienberg, en todas las poblaciones analizadas.



7. DISCUSION

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE) y el Angiotensinégeno (AGT) son
componentes clave del sistema Renina Angiotensina, que es un sistema regulador de
gran alcance con una influencia importante sobre la presion arterial y el metabolismo de

sodio y agua (Choi et al., 2004).

Los niveles del ACE en plasma se han asociado al polimorfismo de insercién/delecion
(I/D) en el intron 16 del gen de la ACE (Rigat et al., 1990). El polimorfismo I/D de la
ACE influye en la variacién fenotipica total de ACE en suero, contribuyendo mucho a
la variabilidad de los niveles de ACE (Rigat et al., 1990). El genotipo de la DD se
asocia a niveles mds altos del ACE del tejido y plasma, mientras que el genotipo II se
asocia a niveles mds bajos y el genotipo de la ID con niveles intermedios. La razén de
los niveles mas altos de ACE en el alelo de D se ha asumido a que el alelo I tiene una

secuencia similar a una secuencia de silenciador (Jackson ef al., 2000).

Al analizar la frecuencia del polimorfismo ACE I/D en poblacién abierta se observé un
incremento en el alelo de Insercién en la poblacién maya respecto a la poblacién

mestiza.

En relacion con trabajos en que se han reportado estudios similares en diferentes
poblaciones, las frecuencias alélicas y la distribucién genotipica del polimorfismo ACE
I/D que se reportan en este estudio, tanto en poblacidon mestiza como en poblacién maya

se muestran incrementados con respecto a estudios realizados en poblaciones sanas:



caucdsica, china, polinesa y turca (Rankinen et al., 2000; Chia et al., 2003; Zak et al.,

2003; Agachan et al., 2003) (Tabla 3).

En el presente estudio el alelo de insercion de la Enzima Convertidora de Angiotensina
se encontr6 asociado con el desarrollo de preeclampsia, esto contrasta con lo reportado

en poblacion china, italiana y coreana (Zhou et al., 1999 Mello et al., 2003; Chou et al.,
2004), donde el alelo de la delecion se ha encontrado asociado a preeclampsia. No hay

reportes anteriores de la asociacion del alelo de insercion con el desarrollo de

preeclampsia.

Algunos estudios anteriores observaron una asociacion significativa, de preeclampsia
con la variante molecular del angiotensinégeno, M235, en caucdsicos y japoneses
(Ward et al., 1993; Arngrimsson et al., 1993; Kobashi, 2001) y esta concentracién mas
alta del angiotensindgeno en plasma observada en los portadores de las variantes de
M235 podia causar un desequilibrio mayor del sistema RA durante el embarazo.
Contrariamente Guo et al., (1997) encontraron que no habia diferencias significativa en
las frecuencias de los genotipos del alelo M235T entre los casos de
preeclampsia/eclampsia y los controles en poblaciones australianas y chinas, asi como
en poblaciones japonesa (Suzuki, 1999) e hispdnica (Morgan, 1995), esto pudiera ser

atribuible a los criterios usados para diagnosticar preeclampsia (Choi et al., 2004).

Al analizar la frecuencia del alelo M235T del AGT en poblacién abierta maya y
mestiza, no se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas mientras
que en las frecuencias genotipicas se observo una disminucién de individuos

homocigotos para el alelo M respecto a la poblacién mestiza.



En relacién con estudios similares reportados en distintas poblaciones, las frecuencias
alélicas y la distribucién genotipica del polimorfismo M235T del AGT que se reportan
en este estudio tanto en poblacién mestiza como maya difieren de los presentados en los
estudios realizados en poblaciones sanas caucdsica china y turca (Luther et al., 2003;

Chia et al,, 2003; Agachan et al., 2003)(Tabla 7).

En nuestros resultados, el alelo M235 del gen del angiotensinégeno se encontrd
incrementado en las mujeres con preeclampsia mostrando diferencias significativas, sin

embargo las frecuencias alélicas no muestran diferencias significativas.

La causa exacta del preeclampsia no se ha determinado, pero un desequilibrio del
sistema RA podria contribuir a su desarrollo. Los productos de los genes de este sistema
podrian ser candidatos potenciales para el desarrollo de preeclampsia y de hipertension

inducida por el embarazo (Chou et al., 2004).



8. CONCLUSIONES

Este estudio mostr6 que el polimorfismo de I/D del gen de la ACE, esté asociado con el
desarrollo de preeclampsia en mujeres mayas y que el polimorfismo M235T del gen del

Angiotensindgeno, parece no estar asociado con el desarrollo de la enfermedad.

Diversos polimorfismos de genes de los componentes del sistema RA pueden contribuir
a la heterogeneidad de la preeclampsia en diversos grupos étnicos. En mujeres mayas, la

variante molecular del gen de la ACE parece ser importante.

El alelo de Insercién de la Enzima Convertidora de Angiotensina es un factor de riesgo

de preeclampsia en poblacién maya.

El polimorfismo AGT M235T no es un factor de riesgo de preeclampsia en poblacion

maya.
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Abreviaturas usadas:

ACE
ADN
AGT
ARN
BUN
dl
EDTA
GFR
HLA
IGF-2
Kb
LDL
mg
mmHg
mM
ng

pb
PCR
PE
PGI,
pmol
RA

RCLB

Enzima Convertidora de Angiotensina-I
Acido desoxirribonucleico
Angiotensinégeno

Acido ribonucleico

Nitrégeno ureico sérico

Decilitro

Acido etilendiaminotetraacético

Tasa de filtracién glomerular

Antigenos leucocitarios humanos
Factor de crecimiento semejante a la insulina
Kilobases

Lipoproteinas de baja densidad
Miligramos

Milimetros de mercurio

Milimolar

Nanogramos

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa
Preeclampsia

Prostaciclina

Picomoles

Sistema Renina-Angiotensina
Amortiguador de lisis de células rojas (eritrocitos)

Revoluciones por minuto
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