UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

“ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS A313G DE
LA GLUTATION-S TRANSFERASA P1Y C98T DE
LA GLICOPROTEINA PLAQUETARIA IIIA EN
PACIENTES MAYAS CON PREECLAMPSIA”

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGO

PRESENTA:

ELVIA GUADALUPE LIMAS MARTINEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. HAYDEE ROSAS VARGAS



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mis padres José Limas Pérez y Carmen Martinez Matias, gracias por
sus ensefanzas y valores, por estar al pendiente de mi, por sus
consejos, su comprension, confianza y paciencia, por el amor que me

han dado, pero sobre todo por aguantarme. Los quiero mucho.

Gracias papa y mama por su apoyo incondicional por todos

estos afos, por su sacrificios y consejos a lo largo de mi vida.

A mi abuelo por sus ensefianzas por todos los consejos que me dio,

por que siempre esta presente y se que estaria muy orgulloso.

AGRADECIMIENTOS



A mi directora de tesis Haydeé Rosas Vargas por permitirme trabajar
en este proyecto bajo sus ensefianzas, por su paciencia, por ser una

gran persona, mi admiracion y respeto.

Dr. Ramén Mauricio Coral Vazquez por ser un ejemplo a seguir no
solo por su calidad como investigador sino por su grandeza como ser

humano.

A mis hermanos: Tofio, Ana, Mari, Liz por el amor y el apoyo que me
han brindado cada quien a su manera, en especial a: Ana por sus
consejos, incansable paciencia, amistad, carifio y su gran apoyo, por
estar a mi lado cuando te necesito; Liz por tu apoyo, fortaleza y

valor, sobre todo por tu carifio. Los quiero mucho.

A mis sobrinos: Isabel, Alberto y Monse por llenar mi vida de alegria

con sus risas, abrazos y besos.

A mi mami por todo el carino que me ha brindado y todos los

momentos compartidos por todo el apoyo recibido gracias ma por

estar conmigo.

A mi mama Trini por mostrarme siempre su carifo.



A todos mis tios: Sabina, Trindad, Rafael, Rosa Elba , Perla Araceli,
Miguel Angel, Graciela, Elvira, Silvia que siempre me han ayudado y

apoyado en todo cuanto han podido gracias.

A mi cufiado Francisco por su apoyo.

A toda mi familia por escucharme motivarme y darme siempre un

buen consejo gracias.

A ti Migue por los momentos compartidos, tu apoyo, tu paciencia

compresion, tolerancia y la ayuda incondicional. Gracias Angel.

A mis sinodales Dr. Diego Arenas Aranda, M. en C. Ramén Victor
Moreno Torres, M. en C. Elias Piedra Ibarra, M. en C. Irma Elena
Duefas Garcia, por su paciencia y valiosas criticas en la elaboracion
de esta tesis muchas gracias por el tiempo dedicado. Gracias Dr.
Diego y profesor Ramon por sus ensefazas brindadas a lo largo de la

carrera.

A mis compaferos de laboratorio por hacer agradable las horas de

trabajo.

A mis compafieros de carrera por el apoyo y los momentos

agradables a lo largo de la carrera.



A la UNAM por abrirme las puertas y permitir llegar hasta este

momento.



INDICE
ABREVIATURAS USADAS : iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.
RESUMEN iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

1. INTRODUCCION iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

1.1 PREECLAMPSIA iError! Marcador no definido.
1.1.1 FACTORES DE RIESGO iError! Marcador no definido.
1.1.2 PATOLOG,IA DE LA PREECLAMPSIAiError! Marcador no definido.
1.1.3 ETIOLOGIA DE LA PREECLAMPSIAiError! Marcador no definido.
GLICOPROTEINA PLAQUETARIA IIIA iError! Marcador no definido.

2.1 MECANISMO DE ACCION DE LA GPIllAiError! Ma!-cador no definido.
2.2 POLIMORFISMO DEL GEN ITGB3 Y SU ASOCIACION CON
3
3

1.2

1.2.

1.2. ]

PATOLOGIAS iError! Marcador no definido.
3

1.3.

1

P

1 GLUTATI(')N—S—TRANSFERASA PI iError! Marcador no definido.
.3.1 MECANISMO DE ACCION DE LA GSTPIiError! Mart;ador no definido.
.3.2 POLIMORFISMOS DEL GEN GSTP1 Y SU ASOCIACION CON

ATOLOGIAS iError! Marcador no definido.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIONiERROR! MARCADOR NO DE

4. METODOLOGIA iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.
4.1 POBLACION DE ESTUDIO ) iError! Marcador no definido.
4.1.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICOiError! Marcador no definido.
4.1.2 PCR TIEMPO REAL ) iError! Marcador no definido.
4.1.2.1 GENOTIPIFICA(;ION ) iError! Marcador no definido.
4.1.2.2 DISCRIMII\JACION ALELICA iError! Marcador no definido.
4.1.5 SECUENCIACION iError! Marcador no definido.
4.2 ANALISIS ESTADISTICO iError! Marcador no definido.
6. DISCUSION iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVASIERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.

8. BIBLIOGRAFIA iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.



RESUMEN

La preeclampsia es uno de los desérdenes mas serios del embarazo
que a nivel mundial afecta al 5 % de las mujeres en estado de
gravidez. En México ocupa el 4.7 % siendo la principal causa de
muerte materna. La existencia de factores genéticos queda en
evidencia ya que la presencia de antecedentes familiares con esta
patologia estd asociada a un mayor riesgo. Algunos estudios
anteriores han mostrado asociacion de los polimorfismos
Glicoproteina Plaquetaria IIla (GPIIla) C98T vy Glutation S-
Transferasa PI (GSTPI) A313G con la preeclampsia, aun cuando su
importancia siga siendo controversial. En el presente trabajo se
determinaron las frecuencias de los polimorfismos C98T de la GPIIIa
Y A313G de la GST PI en un grupo de pacientes de poblacion indigena
maya con preeclampsia y se compararon con un grupo control para
determinar si éstos constituyen factores de riesgo de preeclampsia en
mujeres embarazadas indigenas mayas. Adicionalmente se analizo la
frecuencia de ambos polimorfismos en poblaciones abiertas de mayas
y mestizos para comparar las frecuencias entre ambas poblaciones.
El analisis de los polimorfismos GPIIIa C98T y GST PI A313G se
realizd por discriminacién alélica en PCR tiempo real utilizando sondas
especificas para cada alelo marcadas con fluorocromos distintos para

cada uno de ellos. Las poblaciones analizadas se encontraron en

equilibrio de Hardy-Weinberg. El analisis estadistico de X* no mostré



diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas y alélicas
para ambos polimorfismos entre la poblacion con preeclampsia y el
grupo control. Se compararon las frecuencias de estos mismos
polimorfismos en poblaciones normotensas de mayas y mestizos y asi
como con las frecuencias reportadas en otras poblaciones. Las
poblaciones maya y mestiza no difirieron entre si, pero si se
encontraron diferencias significativas con poblaciones africana,
europea, brasilefa y taiwanesa. En conclusién, tomando como
referencia los polimorfismos C98T GPIIla y A313G GST PI son
diferentes a otras poblaciones muy probablemente debido a nuestro
origen ancestral y posterior mestizaje, y el que no se haya
encontrado asociacidn entre tales polimorfismos con desarrollo el de
preeclampsia en poblacion Maya-Yucateca encuentre explicacién en el
transfondo genético de las poblaciones derivado de los factores antes

mencionados.



1. INTRODUCCION

1.1 PREECLAMPSIA

La preeclampsia (PE) es una enfermedad exclusiva de la
gestacion humana que se caracteriza por el aumento de la presién
arterial y proteinuria durante la segunda mitad de la gestacién. Se
presenta en todas las poblaciones con una incidencia general que
varia entre el 5% y 7%; sin embargo, las diferencias geograficas,
socioeconémicas y raciales hacen que la incidencia en algunas areas
sea hasta tres veces mayor (Lopez-Jaramillo et al., 2001). En México,
es la complicacidn mas frecuente del embarazo (Velasco-Vitelio,
1998; Estrada-Altamirano et al., 2002), con una incidencia de 47.3
por cada 1 000 nacimientos y es ademas, la primera causa de ingreso
de pacientes embarazadas a las unidades de terapia intensiva (debido
a hemorragia masiva, para recibir soporte hemodinamico) (Estrada-
Altamirano et al., 2002). Segun la Secretaria de Salud (2001) la
mortalidad por complicaciones del embarazo ocupa el 15° lugar en la

mortalidad hospitalaria en general.

El diagndstico actual de PE se basa en criterios clinicos y de
laboratorio. Segun el reporte de la National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in
Pregnancy (2000), la PE se define por la presencia de presion arterial
sistdlica > a 140 mm Hg 6 presidn arterial diastdlica > a 90 mm Hg
asociada a proteinuria, esta ultima considerada como una excrecion >
0.3 g de proteinas en orina de 24 horas, que equivale a un valor > 30

mg/dl en una muestra al azar, generalmente se observa edema



generalizado. Estos hallazgos pueden ser detectados a partir de la

semana 20 de gestacion en una mujer previamente sana.

La PE se considera principalmente como un trastorno endotelial
gue resulta de una perfusién deficiente de la placenta que libera
factores que lesionan el endotelio por activar la cascada de
coagulacion o aumentar la sensibilidad del endotelio a agentes
presores (Tierney et al., 2003; Wilson y Goodwin, 2003). No
obstante, la PE se ha definido comunmente como la enfermedad de
las multiples teorias, dado que ninguna de ellas ha podido explicar en
la totalidad su origen y desarrollo. Hay algunos hallazgos comunes y
constantes en las pacientes que desarrollan PE, tales como invasion
superficial del citotrofoblasto endovascular en las arterias espirales,
una exagerada respuesta inflamatoria y una inapropiada activacion
de las células endoteliales (Dekker, 1999), sin embargo los

mecanismos detras de estos hallazgos son desconocidos.

1.1.1 FACTORES DE RIESGO

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de PE

entre los cuales se encuentran los siguientes:

- Relacionados con el cényuge: Cényuge que haya sido padre de un
embarazo con PE con otra mujer (Dekker, 1999; Esplin et al., 2001).
Cényuge hijo de madre con PE (Esplin et al., 2001; Roberts et al.,
2003).

- Los factores asociados al embarazo: Historia previa de PE (Wilson y
Goodwin, 2003; Burrow, 1996; Esplin et al., 2001; Roberts et al.,
2003). Edad materna (menores de 15 afios y mayores de 40 afos; el

riesgo de PE en un segundo embarazo aumenta 1.3 veces por cada 5



afos que aumenta la edad materna, en intervalos entre embarazos
es de 1.12) (Skj rven et al., 2002), embarazos gemelares,
anormalidades congénitas estructurales, hidropesia fetal, anomalias
cromosOmicas (trismomia 13, triploidia), mola hidatidiforme,
(Dekker, 1999; Haddad, 2002). Se ha sugerido como factores de
riesgo para presentar esta entidad como el incremento de triglicéridos
y  colesterol LDL, la  disminucion del colesterol HDL,
hiperhomocisteinemia, infecciones del tracto genitourinario y mala
adaptacion inmune (Dekker, 1999; Roberts, 2001).

- Factores asociados a enfermedades subyacentes: Antecedentes
familiares de hipertensidon crénica y 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 proteina S, anticuerpos antifosfolipidos, esferocitosis
(Myers y Baker, 2002; Dekker, 1999; Roberts et al., 2003; Pridjian y
Puschett, 2002).

- Factores exdégenos: Fumar (disminuye el riesgo), estrés (incluido
laboral), exposicién en uUtero a dietilestilbestrol (Dekker, 1999;
Haddad, 2002)



1.1.2 PATOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

Para explicar el desarrollo de la PE se ha propuesto el modelo

de dos etapas (Haddad, 2002; Roberts et al., 2003):

La primera etapa comprende la alteracion de la perfusion
placentaria. La caracteristica de la placenta que conduce a PE
es la perfusion reducida, debida a las anormalidades en la
implantacion y remodelacién vascular. En embarazo normal, las
arterias espirales de la placenta experimentan una
remodelacion notable, en la que se observan los vasos
perceptiblemente dilatados que han perdido su musculo liso y
capas elasticas de lamina interna. Esta modificacion extensa no
ocurre en PE, lo cual da lugar a una perfusion placentaria
reducida (Roberts et al., 2003).

La segunda etapa comprende la disfuncién endotelial o
sindrome materno. La disfuncidon endotelial ha sido identificada
como la via final en la patogénesis de la PE (Myers y Baker,
2002; Wilson et al., 2003; Dekker, 1999), pero no parece ser
causada por la hipertensién (Roberts et al., 2003), sino por
dafo téxico. La invasidon deficiente del trofoblasto hacia las
arterias espirales es responsable de la mal adaptada circulacién
Utero/placentaria (Myers y Baker, 2002; Wilson et al., 2003;
Haddad, 2002; Roberts et al., 2003)

La invasion del trofoblasto y la subsecuente remodelacién 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), normalmente, las arterias espirales son remodeladas por

el trofoblasto mediante invasidon de sus paredes causando pérdida de

la capa muscular y la ldmina elastica interna (estas y otras



anormalidades de la placentacion parecen ser caracteristicas
derivadas de genes paternos) (Haddad, 2002; Roberts et al., 2003;
Wilson et al., 2003; Esplin et 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 Utero o la placenta isquémica que afecta la
funcidn endotelial, ya sea por liberacion de sustancias
vasoconstrictoras o inhibicion de las influencias vasodilatadoras
(Haddad, 2002), (Cotran y Collins, 2000). Las células endoteliales
activadas o danadas por radicales libres de oxigeno, peroxidacion de
lipidos, quimiotaxis de células inflamatorias y agentes vasopresores
(desequilibrio prostaciclinas/tromboxano A;) causan vasoconstriccion
y promueven la trombosis y fibrosis, la coagulacidn vascular
diseminada, la hipertension y la lesién de multiples 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 PE.

Se ha demostrado que mas de 160 sustancias aumentan
durante la PE (Myers y Baker, 2002). De éstas se han estudiado
virtualmente todas las sustancias que tienen relaciéon con la funcién
endotelial y vascular, aunque las mas estudiadas son la leptina, P-
selectina, factor activador de plaquetas, angiotensinégeno,
angiotensina II, éxido nitrico, endotelinas, prostaglandinas, péptido
atrial natriurético factor V de Leiden, metilentetrahidrofolato
reductasa y epoxido hidroxilasa (Wilson et al., 2003). La neurocinina
B, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), productos
de peroxidacion de lipidos y membranas de sincitiotrofoblastos
también presentan un incremento considerable. La neurocinina B
expresada por la placenta es un potente vasoconstrictor venoso, cuya
expresion esta destinada a incrementar el flujo sanguineo hacia la

placenta.



1.1.3 ETIOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

Debido a que no se conoce el origen de la PE se han postulado
cuatro principales hipoétesis: Mala adaptacién inmunoldgica, isquemia
placentaria, estrés oxidativo y susceptibilidad genética (Myers y
Baker, 2002; Wilson et al., 2003; Dekker, 1999; Burrow et al.,
1996).

Mala adaptacién inmunoldgica

Entre los fendmenos inmunoldgicos que ocurren en la PE se
encuentran la produccidon de anticuerpos contra células endoteliales,
aumento de complejos inmunes circulantes, activacion del
complemento, depdsito de complejos inmunes y complemento en
arterias espirales, placenta, higado, rindn y piel. Se ha postulado que
la actividad de las células inmunes de la decidua puede liberar
mediadores que actuan sobre las células endoteliales como el TNFu e
IL-1 (Wilson et al., 2003).

Isquemia placentaria

Se debe a la falta de relajacién (dilatacién) de las arterias
espirales. La exportacién incrementada de membranas de
microvellosidades del sincitiotrofoblasto (STBM) en mujeres
preeclampticas dafan al endotelio e inhiben su proliferacion (Wilson
et al., 2003). La isquemia placentaria ademas causa un estrés
oxidativo importante sobre el endotelio vascular. Los argumentos que
apoyan la placentacion anormal y la consecuente isquemia como el

evento desencadenante de la PE se fundamentan en que Ia



hipertension en el embarazo es mas comun en pacientes con
gestaciones multiplacentarias, durante embarazos molares
(trofoblasto excesivo), en pacientes con embarazo abdominal, y es
aliviado con la expulsion de la placenta. La placentacién anormal
debida a fallo de trofoblasto también tiene una gran implicacion,
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).

Estrés oxidativo

Hay muchas sustancias y mediadores capaces de generar
radicales libres de oxigeno y otras sustancias capaces de dafar al
endotelio. En la PE hay una fuerte interaccidn entre agentes
oxidantes aunada a deficiencia de alguno de los mecanismos
encargados de hacer frente a este estrés. Hay alteraciones en
enzimas como la superdoxido dismutasa, oxido nitrico sintetasa,
homocisteina, alteraciones que condicionan hiperomocisteinemia,
epoxido hidroxilasa, etc. La homocisteina elevada causa generacién
excesiva de perdxido de hidrégeno, inhibe la detoxificacion mediada
por 6xido nitrico, mantiene la actividad del factor V, incrementa la
activacion de protrombina e inhibe la expresion de trombomodulina
(Dekker, 1999). Todo esto, aunado a anomalias en la expresion del
Factor V de Leiden y el dafo endotelial son factores protrombdticos
gue acentuan el dafo tisular. Ademas, la dislipidemia marcada
durante la PE debida también a alteraciones genéticas, a la
disminuciéon de la capacidad de la albumina para prevenir la toxicidad
por acidos grados libres y copar radicales libres aunado a dafio
tisular, llevan a la acumulacion de lipoproteinas de bajo peso

molecular (LDL) en el subendotelio (Wilson et al., 2003).



Susceptibilidad Genética

Por medio de la compilacidon de estudios realizados en distintos
paises (Chelsey, 1978) se puso de manifiesto que la PE puede ocurrir
en diversas condiciones ambientales, lo cual llevd a postular que
estos padecimientos podrian ser ocasionados no Unicamente por
factores ambientales, sino que también existen factores
predisponentes de otro tipo, entre ellos los genéticos. Estudios en
familias han determinado que las familiares en primer grado de
consanguinidad de una mujer con PE tienen 4 a 5 veces mayor riesgo
de presentar la enfermedad. Igualmente las familiares en segundo
grado tienen un riesgo incrementado de 2 a 3 veces, comparado con
aquellas mujeres en cuyas familias no hay historia de PE. El modelo
mas sencillo de herencia que explica mejor la frecuencia de la PE en
poblaciones de bajo riesgo (3-6%) es la presencia de homocigocidad
entre la madre y el feto para genes recesivos. También es muy
probable la teoria de impronta genédmica como la explicacién sobre el
modo de herencia de la PE (Dekker, 1999).

A la fecha se han descrito multiples alteraciones genéticas
ligadas a la presencia de PE, en las cuales estan involucrados al
menos 26 genes diferentes. Los genes que participan en la PE pueden
ser agrupados de acuerdo al papel que juegan en la etiologia de la PE
de acuerdo a las hipétesis 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 dano/remodelacion del endotelio vascular (Dekker,
1999).



Actualmente son varios los trabajos que se han enfocado a
estudiar la posible asociacion entre PE y mutaciones o polimorfismos
en genes relacionados con hipertension y trombofilia. Estos incluyen
los genes para la metilentetrahidrofolato reductasa (Sodha et al.,
1997), enzima convertidora de angiotensina (Zhou et al., 1999;
Heiskanen, et al. 2001), angiotensindgeno (Bashfor, et al., 2001),
sintasa endotelial de oxido nitrico (Bashford et al., 2001), glutation-s-
transferasa P1 (Zusterzeel, et al., 2000) y glicoproteina plaquetaria
ITIIa (O'Shaughnessy et al., 2001). A pesar de que existen diversos
estudios vinculantes, la gran mayoria de los datos obtenidos hasta el

momento no son concluyentes.

1.2 GLICOPROTEINA PLAQUETARIA IIIA

Uno de los genes involucrados asociados a PE es el ITGB3 que
codifica para la glicoproteina plaquetaria IIIa (GPIIIa), una subunidad
(beta 3) de la subfamilia de integrinas que participan en agregacion
plaquetaria, en la placentacion (Hynes et al., 1999; Thirkill, 1999), y
también han sido involucradas en la falla del citotrofoblasto para
adquirir un fenotipo vascular en PE (Zhou et al., 1997). Se
encuentran en la superficie celular y son el principal recurso que
tienen las células para interaccionar con la matriz extracelular o entre

las mismas células (Butcher, 1991; Springer, 1994).

Las integrinas son receptores proteinicos que consisten en dos
subunidades, una glicoproteina transmembranal a y otra B que
forman un complejo no covalente. Cada subunidad contiene un gran
dominio extracelular y otro pequeno citoplasmatico. Ambas
subunidades contienen centros activos y contribuyen a la union.
Actualmente se conocen 16 tipos de subunidades a y 8 de tipo B, la

combinacién de las cuales genera las 22 integrinas conocidas. Las



integrinas estan ampliamente distribuidas e interaccionan con todas
las proteinas clave de la matriz extracelular (colageno, fibronectina,
fibrinbgeno, laminina, virtronectina, etc..) que constituyen sus
ligandos (Cox, 1995).

Las reacciones de adhesion constituyen funciones celulares de
gran importancia para llevar a cabo ciertos procesos fisioldgicos tales
como la migracion celular, la proliferacién, la diferenciacién, y la
activacién celular. (Hynes, 1992; Ruoslahti, 1991). Asi, la adhesién
celular interviene en procesos como el desarrollo embrionario
(Yamada, 1995) o la agregacion plaquetaria (Ojima et al., 1995) y
estd implicada en procesos patolégicos, como son la inflamacidn

(Zimmerman, 1999) y la metastasis (Kerr et al., 2000).

1.2.1 MECANISMO DE ACCION DE LA GPIIIA

Ante la ruptura vascular quedan libres estructuras que en
condiciones normales estan ocultas, quedando visible la capa basal
gue contiene coldgeno que en condiciones normales se encuentra
oculta; ésta induce la agregacidon y las plaquetas se adhieren al

colageno libre.

El factor de Von Willebrand (VWP), que se encuentra tanto en la
matriz extracelular como en el plasma, puede ser liberado por las
plaquetas y las células endoteliales. Cuando éstas son lesionadas, el
VWP se expresa en el lugar dafado, lo cual produce una mayor
adherencia de las plaquetas al interaccionar con un complejo formado
por la glicoproteina GP Ib-IX-V que se expresa en la superficie
plaguetaria (Ruggeri, 1993). La adhesion de las plaquetas al vaso
dafado requiere la activacion de una segunda glicoproteina, el

complejo del receptor GPIIb-IIla que se expresa en la superficie de



las plaquetas activadas. Esta glicoproteina (principal integrina
conocida) estad implicada no solamente en el proceso de adhesion de
la plaqueta a la pared del vaso, sino también en el de la agregacion
plaquetaria, que es la interaccion plaqueta-plaqueta. Diferentes
activadores plaquetarios inducen la exposicion del GPIIb-IIla en la
superficie plaquetaria y mediante el fibrindgeno que actuaria como
puente de unidn entre dos glicoproteinas de diferentes plaquetas,
lograndose asi la agregacién plaquetaria. Este complejo funciona
como receptor, solo después de la activacion de la plaqueta, y es un
receptor para fibrindgeno, fibronectina, Von Willebrand, vitronectina y
trombospondina (Coller, 1995) (Fig. 1).
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Fig. 1 Mecanismo de accién de la GPIIIa. Ante la ruptura vascular queda visible la
capa basal que contiene colageno, ésta induce la agregacién y las plaquetas se
adhieren al colageno libre. En la superficie plaquetaria aparecen receptores
complejos glicoproteinicos: complejo IIb-IIla, este receptor se une al fibrindgeno
(proteina circulante) y éste sirve para que se unan complejos de glicoproteinas de
la superficie de otras plaquetas originando puentes interplaquetarios produciéndose

agregacion plaquetaria.

1.2.2 POLIMORFISMO DEL GEN ITGB3 Y SU ASOCIACION CON
PATOLOGIAS



El gen ITGB3 se encuentra en el locus 17g21-g23. Contiene 14
exones (Sosnoski et al., 1998) que codifican para una proteina de
788 aa con un peso molecular de 87.2 kDa. En el exdn 2 se localiza
un polimorfismo causado por una substitucion C98T del gen como
consecuencia hay un cambio de aminoacidos Leu33Pro y la existencia
de dos formas antigénicas distintas de la GPIIIa en plaquetas (P1 [A]
1y 2) (Carter et al., 1998) (Fig 2). Estudios epidemiolégicos de este
polimorfismo han demostrado que esta variante es un factor de
riesgo para trombosis arterial y que la presencia del alelo T98 es un
factor de predisposicion a infartos del miocardio en pacientes jovenes
(Weiss et al., 1996), e incrementa y estabiliza la interacciéon de
GPIIb/IIla con fibrindgeno inmovilizado, (Goodall et al., 1999;
Vijayan et al., 2000) y realza la agregabilidad plaquetaria (Feng,

1999), asi como la generacion de la trombina. (Pontiggia, 2002).
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Fig. 2 Representacion esquematica del gen ITGB3. El gen ITGB3 es codificado por
14 exones, el polimorfismo causa una substitucién C98T en el exé6n 2 que da como

resultado un cambio de aminoacidos Leu33Pro.

1.3 GLUTATION-S-TRANSFERASA PI

Las glutation S transferasas (GSTs) son diméricas,
principalmente citosdlicas, las enzimas tienen caracteristicas
obligatorias del ligando extenso ademas de su papel catalitico en la
desintoxicacion (Listowsky et al., 1988; Ketley et al., 1976; Barycki,
y Colman, 1997). También han estado implicadas en una variedad de
fendmenos de resistencia que involucran a agentes
guimioterapeuticos del cancer (Tew, 1994; McLellan y Wolf, 1999),
los insecticidas (Tang y Tu, 1994; Ranson et al., 1997), los herbicidas
(Edwards, et al., 2000; Dixon et al., 1998) y los antibidticos

microbianos (Arca et al., 1997).

Las GSTs humanas se pueden subdividir en cuatro clases
importantes de enzimas (alpha (a), mu (M), pi (P), y theta (7),

basadas en una amplia variedad de criterios, incluyendo secuencia

!



amino de la proteina, caracteristicas estructurales inmunoldgicas,
cinéticas y propiedades de la estructura terciaria y cuaternaria(
Sheehan et al., 2001) cada clase consiste en una o mas isoenzimas
con una amplia variedad de especificidades sobre substrato (Beckett
y Hayes, 1993 ; Hayes y Pulford, 1995).

La Glutation-s-Transferasa P1 (GST P1) es la isoforma principal
de GSTs presente en tejido placentario y membrana en forma
normal, en mujeres con PE se encuentran niveles mas bajos
comparados con embarazos normales sugiriendo que los niveles
reducidos de GST P1 en PE puedan indicar una baja capacidad del
sistema de la desintoxicacién, dando por resultado un desequilibrio
entre los perdxidos del lipido y los radicales libres del oxigeno en las
sustancias de la desintoxicacion y por lo tanto una susceptibilidad
mas alta al PE (Zusterzeel et al., 1999; Hubel et al., 1989; Loverro
et al., 1996).

1.3.1 MECANISMO DE ACCION DE LA GSTPI

Las células poseen un arsenal impresionante de enzimas
capaces de biotransformar una amplia gama de substancias quimicas
y una de sus funciones es la desintoxicacion enzimatica de los
xenobidticos que ha sido clasificada en tres fases distintas que
actian de una manera integrada. Las fases I y II implican la
conversidon de un xenobidtico lipofilico, no polar en un metabolito mas
soluble en agua y por lo tanto menos toxico, el cual puede entonces
ser eliminado mas facilmente de la célula en la fase III. El
metabolismo de xenobidticos y de toxinas enddégenas requiere
normalmente la modificacién de la fase I por enzimas tales como el
citocromo P-450, responsable de una amplia gama de reacciones, de

las cuales la oxidacién parece ser la mas importante (Guengerich,



1990), seguido por las reacciones de conjugacién de la fase II,
catalizadas especialmente por la Glutatién-S-Transferasa (EC
2.5.1.18). Los intermedios del citocromo P-450 formados son a
menudo compuestos altamente reactivos que pueden dafiar los
componentes celulares si no son conjugados rapidamente en la fase
II de la reaccién (Gonzalez y Gelboin 1996) a un substrato soluble en
agua enddégeno, tal como glutation reducido (GSH), acido UDP-
glucurénico o glicina. Cuantitativamente, la conjugacion a GSH a
través de las GSTs, puede catalizar la adicién nucleofilica del glutation
a los centros electrofilicos de una amplia gama de sustancias, las
substituciones aromaticas nucleofilicas, (Salinas y Wong, 1999) y a la
reduccion de hidroperdxidos, dando por resultado la formacion del
glutation oxidado (GSSG) (Salinas y Wong, 1999; Hayes y McLellan,
1999) (Fig. 3). Existe varios mecanismos de transporte para la
eliminacion de conjugados de glutatidn, incluyendo una bomba de
ATP-dependiente de GS-X (Ishikawa, 1992), y un anidn organico
multi-especifico transportador (MOAT) (Heijn, 1992).

1.3.2 POLIMORFISMOS DEL GEN GSTP1 Y SU ASOCIACION CON
PATOLOGIAS

El gen GSTP1 estd situado en el cromosoma 11g13 contiene 7 exones
y seis intrones los cuales se encuentran en un rango de 4261 pb y
codifican para un transcrito de 2.8 kb y (Board et al., 1989; Moscow
et al., 1989)



Se han identificado tres polimorfismos del gen GST PI: la transicién
en la posicion 313 A/G resulta en un cambio Ile105Val, la transicidon
en la posicion 341 C/T en el exon 6 da como resultado el cambio
Alal13Val y una transicion silenciosa de C/T en la posicién 555 fue
observada en hGSTP1*B y hGSTP1*C. Esta transicién no altera el
aminoacido codificado (Serina) en el codén afectado 185. (Ali-Osman-
Osman et al., 1997).
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Fig. 3 Mecanismo de la GST PI. La biotransformacion de xenobidticos ocurre
basicamente a través de dos fases. La fase I que es la biotransformacién cuyo
principal objetivo es aumentar la reactividad quimica de la estructura molecular de
los xenobidticos con la finalidad de facilitar la reaccion de estos con los agentes de
conjugacién que constituyen la Fase II. En la fase Il de la biotransformacion la GSH
S-transferasa participa, ligando su grupo -SH y neutralizando los sitios electrofilicos
de los xenobidticos o sus metabolitos, llevando ademas a la formacién de
compuestos mas solubles, el cual puede entonces ser eliminado mas facilmente de

la célula en la fase III.

Los estudios han demostrado que los polimorfismos de la regién de

codificacion y las diversas isoformas GST P1 exhiben diferencias en



caracteristicas de la especificidad del substrato y de la estabilidad
termal, posiblemente conduciendo a la alteracién funcional de
diversas actividades cataliticas que confieren (Ali-Osman-Osman et
al., 1997; Harries et al., 1997; Zimniak et al., 1994). Existe evidencia
molecular concluyente que el polimorfismo A313G en el gen GSTP1
(Fig. 4) da lugar a proteinas activas que son funcionalmente

diferentes (Ali-Osman-Osman et al., 1997).

Exén 5 313 A/G

I Ex6n = Intron

Fig. 4. Representacién esquematica del gen GSTP1. El gen GSTP1 contiene 7
exones, el polimorfismo causa un cambio de bases A/G en la posicién 313 del exo6n
5 resultando en un cambio de aminoacidos Ile105Val.

Aproximadamente 5% de la poblacion blanca tiene el fenotipo
313G mientras que un 42% tiene el 313A. (Watson et al., 1998). La
presencia del alelo menos funcional 313G (Watson et al., 1998) es
asociada con una baja capacidad de desintoxicacidon, elevando la

susceptibilidad materna a PE (Zusterzel et al., 2000). La variabilidad



genética en este gen puede por lo tanto contribuir a las diferencias
individuales en susceptibilidad a PE (Zusterzel et al., 2000). Puesto
gue la placenta es de origen fetal y se caracteriza por la contribucion
maternal y paternal, el riesgo de PE se puede modificar por
variaciones genéticas en actividades de desintoxicacion tanto

maternas como fetales.

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para
genética de poblaciones. Las frecuencias genotipicas se puede
predecir a partir de las frecuencias alélicas por uno de los enunciados
mas importantes en la genética de poblaciones: la Ley Hardy-
Weinberg. La ley sostiene que las proporciones genotipicas
permaneceran iguales en generaciones sucesivas de una reproduccion
sexual de una poblacion si se encuentran los siguientes criterios: que
el apareamiento sea al azar; que no ocurran mutaciones; que la
poblacién es grande (por lo tanto esos cambios al azar en frecuencia
genética son insignificantes); que no ocurra seleccion natural y que

Nno ocurran migraciones (Smith, 1996).

Hay varias maneras de determinar si una poblacion se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg para un determinado
locus, sin embargo, cuando se dispone de una Unica muestra de una
poblacién, que representa una Unica generacién se pueden comparar
las frecuencias genotipicas observadas, con las frecuencias
genotipicas esperadas (las frecuencias genotipicas esperadas p® +
2pg + g° se obtienen a partir de las frecuencias alélicas denominadas
p vy g ) utilizando la prueba estadistica de X* para determinar si las
frecuencias observadas difieren en forma significativa de las
esperadas, o si las diferencias son tan pequefas que pueden ser

atribuidas al azar (Tamarin, 1996).



Desviaciones en la frecuencia genotipica del equilibrio de la ley
Hardy-Weinberg sugieren la presencia de presién selectiva en la
poblacién. Una implicacién importante de esta ley es que en ausencia
de fuerzas evolutivas especificas o selectivas, la herencia mendeliana
sola es suficiente para mantener la variabilidad genética en una
poblacién (Smith, 1996).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La PE es la principal causa de muerte materna, por lo que es
considerada un problema de salud publica de importancia prioritaria.
No se conoce su etiologia, sin embargo, investigaciones realizadas
coinciden en que su origen se relaciona con la interaccién entre
factores genéticos y ambientales. Diversos estudios de asociacion han
identificado algunos genes de susceptibilidad a la PE, pero los
resultados no se han replicado consistentemente en todas las

poblaciones, quiza por su complejidad clinica.

En México nuestras poblaciones tienen un acervo genético
distinto, determinado por el mestizaje que se didé entre las distintas
etnias mexicanas con los espanoles y algunos grupos negros, lo que
justifica efectuar la busqueda de diferentes polimorfismos
involucrados con PE. Por esta razén y aunado a que en México no
existen estudios al respecto, y dada la escasez de datos en el estado
de Yucatan, en donde la PE es muy frecuente, el presente trabajo se
enfoca a estudiar en poblacion maya polimorfismos GPIIIa y GST PI,
que son genes candidatos cuyas variantes se relacionan con una
mayor susceptibilidad a la enfermedad. En este sentido, hay muchas
expectativas con respecto a los genes localizados en tales regiones
candidatas, debido a que la identificacion de los factores de riesgo
genético podria ayudar al entendimiento de esta condicién y en

proveer claves para su prevencién y tratamiento.



3. OBJETIVOS
Objetivo General
Estudiar los polimorfismos GSTPI A313G y GPIIIa C98T en poblacion
mestiza y maya, asi como determinar su relacion con la preeclampsia
en una poblacion maya.
Objetivos Particulares

e Crear un banco de ADN de poblacién indigena maya.

e Crear un banco de ADN de poblacion abierta mestiza.

e Analizar el polimorfismo A313G en el gen de la Glutation-S

Transferasa PI en poblacién abierta de mayas y mestizos.

e Analizar el polimorfismo C98T en el gen de la Glicoproteina

Plaquetaria IIla en poblacién abierta de mayas y mestizos.

e Analizar el polimorfismo A313G en el gen de la Glutation-S
Transferasa PI en pacientes mayas con preeclampsia vy

determinar su posible asociacion con la enfermedad.

e Analizar el polimorfismo C98T en el gen de la Glicoproteina
Plaquetaria IIla en pacientes mayas con preeclampsia y

determinar su posible asociacién con la enfermedad.



5. RESULTADOS

Se analizo la frecuencia de los alelos del polimorfismo Leu33Pro
de la GP IlIa a partir de muestras de ADN de 64 pacientes con PE y
167 de controles con embarazo. Para poblacion abierta se analizaron
49 muestras de poblacion maya y 100 muestras de mestizos. A partir
de estas muestras de ADN se amplific6 mediante PCR Tiempo Real la
region del polimorfismo. En la figura 6 se muestra la grafica de la
amplificacién por PCR Tiempo Real de muestras distintas: un
individuo homocigoto silvestre (FAM) y un heterocigoto (VIC y FAM).
Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis automatizado de
discriminacién alélica (Fig. 7). Se corroboré la secuencia de las
sondas en la muestra de un homocigoto silvestre y un heterocigoto

para verificar la identidad y el marcaje de la sonda (Figs. 8 y 9).

Todas las poblaciones analizadas se encontraron en equilibrio

de Hardy-Weinberg.
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Fig 8. Electroferograma de la secuenciacién del fragmento polimoérfico A313G del
gen GST P1. En la figura se observa la secuencia de un individuo heterocigoto en el
que la base donde se encuentra el polimorfismo es marcada con “N” ya que

contiene la base silvestre y mutante.
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Fig 9. Electroferograma de la secuenciacién del fragmento polimérfico CO98T del gen
GP llla. En la figura se observa la secuencia de un individuo heterocigoto en el que
la base donde se encuentra el polimorfismo es marcada con “C” ya que contiene la

base silvestre.

La frecuencia genotipica del polimorfismo C98T GPIIIA fue de
87.50% para TT, 12.50 % para TC y 0.0 % para CC en el grupo con
PE, con una frecuencia alélica de 93.7 % para Ty 6.25 % para C. En
el grupo control los resultados muestran una distribuciéon de 94.0 %
para TT, 6.0 % para TC y 0.0 % para CC, con frecuencias alélicas de

97.0 % para T y 3.0 % para C (Tabla 2). De acuerdo con los



resultados de la prueba de chi-cuadrada la distribucion tanto
genotipica (X*> = 2.73; 1 gl p<0.10) como alélica (X* = 2.62; 1 gl p <
0.20) no difiere significativamente entre las poblaciones con PE y
control. La distribucidn del polimorfismo C98T del gen GPIIIa en
poblacion abierta Maya fue de 90.0 % para TT, CT 10.0 % y 0.0 %
para CC, mientras que los alelos mostraron una frecuencia de 94.90
% para el alelo Ty 5.10 % para el alelo C En la poblacién Mestiza los
resultados muestran una distribucion de 92.0 % para TT, TC 8.0% y
0.0% para CC, con frecuencia alélica de 96% para el alelo Ty 4 %
para el alelo C (Tabla 3). De acuerdo con los resultados de la prueba
de chi-cuadrada la distribucién tanto genotipica (X* = 0.20; 1 gl p <
0.05) como alélica (X* = 0.19; 1 gl p < 0.05) no difiere

significativamente entre las poblaciones con PE y control.



Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C98T de gen de

la Glicoproteina Plaquetaria IIIa en poblacion maya con preeclampsia y

controles

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas
Poblacién T T/C c/C T C
Maya n % n % n % Total n % n %  Total
Preeclampsia 56(87.5) 8(12.5) 0(0.0) 64  120(93.75) 8(6.25) 128
Controles 157(94.) 10(5.9) 0(0.0) 167 324(97.0) 10(3.0) 334

Tabla 3 Frecuencias genotipicas y alélicas de polimorfismo C98T de gen de la

Glicoproteina Plaquetaria IIIa en poblaciéon abierta mayas y mestizos

Frecuencias Genotipicas Frecuencias alélicas

Poblacién T CcT cC T C
N % n % n % Total n % n % Total
Maya 44(90.00) 5(10.00) 0(0.00) 49 93(94.9) 5(5.10) 98
Mestiza 92(92.00) 8 (8.00) 0(0.00) 100 192(96.0) 8(4.00) 200




Los resultados de las frecuencias alélicas del polimorfismo C98T
GPIIIa obtenidos a partir de las poblaciones abiertas maya y mestiza
se compararon por la prueba de chi cuadrada contra las frecuencias
de otras poblaciones descritas en otros estudios (Tabla 4). Los
resultados obtenidos mostraron que la poblacién mestiza y maya
difieren significativamente mostrando una disminuciéon en la
frecuencia del alelo 98T con respecto a Ilas poblaciones
Afroamericana, Europea y Africana (Craig et al., 1999;
O’Shaughnessy, et al., 2001; Pegagoro, et al., 2003). La prueba de
X2 poblaciones muestran los valores siguientes respectivamente,
mayas vs: afroamericana X*= 9.25 1 gl P< 0.01 europea X°=8.44 1
gl P< 0.01 y africana X* = 9.02 1 gl P< 0.01.) afroamericana X*=
9.25 1 gl P< 0.01 europea X?=13.99 1 gl P< 0.001 y africana X* =
14.74 1 gl P< 0.001.

Tabla 4. Frecuencias alélicas de polimorfismo C98T de gen de la GpIIla en

diferentes poblaciones

Poblacién N C T

Maya 49 0.95 0.05% Presente Estudio

Mestiza 100 0.96 0.04* Presente Estudio
Afroamericanos 185 0.88 0.12 Craig et al., 1999

Europea 200 0.86 0.14 O’Shaughnessy et al., 2001
Africana 216 0.86 0.14 Pegagoro et al., 2003

*Diferencias significativas respecto a la poblacién afroamericana, europea, africana (p <
0.05).



Para el polimorfismo A313G del gen de la GST PI se analizo la
frecuencia de los alelos a partir de de ADN de 63 muestras de
pacientes con PE y 144 controles con embarazo. Para poblacion
abierta se analizaron 99 muestras de poblacion Maya y 66 de

Mestizos.

La distribucion genotipica del polimorfismo A313G del gen de la
GST PI fue de 26.98 % para AA, 50.79 % para AG y 22.22 % para
GG en el grupo de PE, con frecuencias alélicas de 52.38 % para A y
47.61 % para G. En el grupo control se observé una distribucion de
18.75 % para AA, 68.05 % para AG y 13.19 % para GG, con
frecuencia alélica de 52.88 % para Ay 47.22 % para G (Tabla 5). De
acuerdo con los resultados de la prueba de X? la distribucién tanto
genotipica (X?=5.71; 1 gl p<.10) como alélica (X*= 0.0055; 1 gl
p<0.20) no difiere significativamente entre las poblaciones con PE y

control.

Tabla 5 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A33G del gen de la GST

PI en poblacion maya con preeclampsia y controles

Poblacion Frecuencias Genotipicas Frecuencias alélicas
Poblacion AA AG GG A G
Maya n % n % n % Total n % n %  Total

Preeclampsia  17(26.98) 32(50.79) 14(22.22) 63 66 (52.38) 60(47.61) 126

Controles 27(18.75) 98(68.05) 19(13.19) 144 152(52.88) 136(47.22) 288

La distribucion del polimorfismo A313G del gen de la GST PI en
poblacion abierta Maya fue de 12.10 % para AA, 53.00 % para AG y



34.90 % para GG, mientras que los alelos mostraron una frecuencia
de 38.63 % para A y 61.37% para G. En la poblacién Mestiza los
resultados muestran una distribucién de 13.10 % para AA, 52.50 %
para AG y 34.40% para GG, con frecuencia alélica de 39.40 % para A
y 60.60 % para el alelo G (Tabla 6). De acuerdo con los resultados de
la prueba de X? la distribucién tanto genotipica (X* = 0.036; 1 gl
p<0.05) como alélica (X = 0.019; 1 gl p < 0.20) no difiere

significativamente entre las poblaciones PE y control.

Tabla 6 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A313G del gen

de la GST PI en poblacién abierta maya y mestiza

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas
Poblacié AA AG GG A G
n n % n % n % Total n % n % Total

Mestizos 13(13.1) 52(52.5) 34(34.4) 99 78(39.4) 120(60.6) 198

Mayas 8(12.1)  35(53.0) 23(34.9) 66 51(38.6) 81(61.4) 132

Los resultados de las frecuencias alélicas del polimorfismo A3131G de
la GST PI obtenidos a partir de las poblaciones abiertas maya y
mestiza se compararon por la prueba de chi cuadrada contra las
frecuencias de otras poblaciones descritas en otros estudios (Tabla

7). Los resultados obtenidos mostraron que la poblacion mestiza y



maya difieren significativamente mostrando un incremento en el alelo
G con respecto a las poblaciones brasilefia, taiwanesa, afroamericana,
europea-americana y holandesa, las poblaciones muestran los valores
siguientes respectivamente, mayas vs: brasilefios X°= 33.36 1 gl
P<0.001, taiwaneses X*= 72.07 1 gl P<0.001,afro americanos X*=
13.41 1 gl P<0.001, euro americanos X?= 36.74, 1 gl P<0.001,
holandesesX?= 59.67 1 gl P<0.001; mestizos vs: brasilefios X°=
40.13 1 gl P<0.001, taiwaineses X?’= 84.06 1 gl P<0.001,
afroamericanos X?= 15.96 1 gl P<0.001, euroamericanos X°= 46.98
1 gl P<0.001, holandesaX®= 34.05 1 gl P<0.001. (Rossini et al.,
2002; Watson et al., 1988; Zusterzeel et al., 2003).



Tabla 7 Frecuencias alélicas del polimorfismo A313G de la GSTPI en

diferentes poblaciones

Poblacién A G

Total
Mestizos 99 0.40 0.60* Presente estudio
Mayas 66 0.39 0.61%* Presente estudio
Brasilefios 132 0.69 0.31 Rossini et al., 2002
Taiwanesa 116 0.82 0.18 Watson et al., 1988
Africana-Americana 137 0.58 0.42 Watson et al., 1988
Europea-Americana 287 0.67 0.33 Watson et al., 1988
Holandesa 317 0.78 0.22 Zusterzeel et al., 2003

*Diferencia significativa con respecto a las poblaciones brasilefia, taiwanesa, afroamericana,

europea-americana, y holandesa (p < 0.05).



6. DISCUSION

En este trabajo se analizdé la frecuencia de los alelos de los
polimorfismos GPIIIa C98T y GST PI A313G en pacientes mayas con y
sin preeclampsia. Asi mismo se analizd la frecuencia de los alelos de
ambos polimorfismos en poblaciones mexicanas sanas maya Yy
mestiza, asumiendo que las poblaciones se encuentran en equilibrio

de Hardy Weinberg.

Los estudios epidemioldgicos demuestran que la PE tiene
caracteristicas hereditarias. Muchos autores coinciden en que el
origen de la PE estd relacionado con la interaccién entre factores
tanto genéticos como ambientales (Morgan y Ward, 1999; Dekker y
Sibai, 1998; Pridjian y Puschett, 2002). Sin embargo, los resultados
no han sido replicados consistentemente en algunos de estos trabajos
al estudiar diferentes poblaciones y genes aislados; esto se debe a la

complejidad clinica y genética caracteristicas de tal enfermedad.

El polimorfismo C98T de la GPIIla ha sido asociado con el
desarrollo de preeclampsia en mujeres anglosajonas (O’'Shaughnessy
et al., 2001), pero el resultado no pudo ser replicado en mujeres
sudafricanas con la enfermedad (Pegoraro et al., 2003). En el

presente estudio tampoco se encontrd asociacion entre el



polimorfismo C98T de la GPIIIa y el riesgo de desarrollar PE en

poblacion maya.

Los resultados observados en las poblaciones sanas: Maya y
Mestiza no muestran diferencias significativas entre si en Ila
distribucidon genotipica y las frecuencias alélicas del polimorfismo
GPIIIa C98T. Sin embargo, al ser comparadas con otras poblaciones
se observan diferencias significativas. La variante alélica 98T muestra
un decremento en la frecuencia al ser comparada con poblacion
afroamericana, europea y africana (p<0.05) (Craig et al., 1999;

O’Shaughnessy et al., 2001; Pegagoro, et al. 2003).

La presencia del alelo 313G de la GST PI (Watson, et al., 1998)
ha sido asociado a PE en poblacién holandesa (Zusterzel et al.,
2000). En el presente estudio no se encontrd asociaciéon entre el

polimorfismo 313G y el riesgo de desarrollar PE en poblacion maya.

En las poblaciones sanas: Maya y Mestiza, los resultados
observados no muestran diferencias significativas entre si en la
distribucidon genotipica y las frecuencias alélicas del polimorfismo
GSTPI A313G. Al ser comparadas con otras poblaciones se observan
diferencias significativas. El alelo 313G muestra un incremento en la

frecuencia al ser comparado con poblaciones: brasilefia, taiwanesa,



afroamericana, europea-americana, y holandesa (Rossini et al., 2002;

Watson et al., 1988;Zusterzeel et al., 2003).

Los datos anteriores para ambos polimorfismos (GSTPI A313G y
GPIIIa C98T) en poblaciones sanas de mayas y mestizos, indican que
posiblemente el mestizaje no influye sobre la frecuencia con que se
presentan los alelos y que estas frecuencias pueden estar
relacionadas con el origen distinto de las poblaciones maya y mestiza
con respecto de las poblaciones brasilefa, taiwanesa, africana,
afroamericana, europea, europea-americana, Yy holandesa. Esto
podria ser confirmado con el estudio de otras poblaciones en nuestro

pais y asi observar el comportamiento de la frecuencia de los alelos.

Se considera especificamente que la PE es una enfermedad
genéticamente compleja porque no sigue un patron de herencia
mendeliano y porque, ademds de presentar variabilidad fenotipica
(expresividad variable, penetrancia incompleta y fenocopias),
presenta  variabilidad  genotipica (heterogeneidad  genética,
pleiotropismo y epistasis) (Pridjian y Puschett, 2002; Altmdller et al.,
2001; Haines y Pericak, 1998; Strachan y Read, 1999). La
heterogeneidad genética que caracteriza a las enfermedades
complejas, las hace mas dificiles en su abordaje por la diversidad de
genes relacionados con su origen. Esto explica, en parte, el porqué de

las limitaciones para replicar un estudio de asociacion a un gen



candidato; en este sentido, un gen que predisponga a PE en una
poblacion, puede no estar alterado en otra, y esto no significa que no
esté asociado con la enfermedad, sino que en la segunda poblacién
pueden ser otros los genes que presentan las alteraciones. Ademas,
la interaccién entre los productos de los genes, complica aun mas su
estudio, generando modificaciones que exigen considerar siempre la
influencia de otros genes asociados, adicionales al que se estd

estudiando.

El estudio de los factores genéticos involucrados en el origen de
la PE podria contribuir al esclarecimiento de su etiologia, la cual,
hasta el momento, no ha sido bien determinada. Considerando el
lugar que ocupa la PE en la morbimortalidad materna y perinatal,
seria ideal conocer a fondo los factores etioldgicos y fisiopatoldgicos
gue la determinan para asi poder hacer un abordaje integral, con el
que se identifiquen exactamente los riesgos, se controlen
especificamente las manifestaciones y se prevengan eficazmente las
complicaciones. Adicional al conocimiento detallado del papel que
cumplen los factores genéticos, seria fundamental también conocer
gué tanto riesgo confieren los antecedentes familiares de PE, para asi
justificar un control prenatal cuidadoso con el que se puedan prevenir

las complicaciones de una manera mas eficiente.



7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

- Los polimorfismos C98T de la Glicoproteina Plaquetaria IIla Y
A313G de la Glutation-S-Transferasa P1 no se encontraron asociados

con PE en poblacién indigena maya.

- La frecuencia del alelo T98 de la Glicoproteina Plaquetaria IIIa tanto
en mayas como en mestizos es significativamente mas baja que en

las poblaciones Europea, Africana y Afroamericana.

- La frecuencia del alelo G313 de la Glutatién-S-Transferasa P1 tanto
en mayas como en mestizos es significativamente mas alta que en las
poblaciones Brasilefila, Taiwanesa, Afroamericana, Europea-

americana, y Holandesa.

Debido a que la PE es una enfermedad multifactorial de
etiologia desconocida, donde influyen en ella tanto factores genéticos
como ambientales, es importante tomar en cuenta que las diferentes
poblaciones tienen un acervo genético distinto y estdn sometidos a
diferentes condiciones ambientales, lo cual explica el por qué la
frecuencia de un polimorfismo puede diferir entre poblaciones asi
como tener diferentes efectos como factor de riesgo de una

enfermedad.

Se requiere seguir ahondando en este campo que permita acercarnos
aun mas a la complejidad genética de la enfermedad, y considerar
mejor la gran influencia de la heterogeneidad sobre la diversidad de

resultados.
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Abreviaturas Usadas :

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

BUN Nitrégeno ureico sérico

DI Decilitro

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
GFR Tasa de filtracién glomerular

GP IlIa Glicoproteina Plaquetaria Illa

GST PI Glutation S Transferasa PI

HLA Antigenos leucocitarios humanos
IGF-2 Factor de crecimiento semejante a la insulina
Kb Kilobases

Krpm Kilorevoluciones por minuto

LDL Lipoproteinas de baja densidad

Mg Miligramos

mmHg Milimetros de mercurio

mM Milimolar

Ng Nanogramos

Pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PE Preeclampsia

PGI, Prostaciclina

Pmol Picomoles

RCLB Amortiguador de lisis de células rojas



Rpm Revoluciones por minuto
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