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RESUMEN

Introduccion: El parto pretérmino es una patologia de frecuente presentacion a nivel
mundial, cuya trascendencia en el resultado perinatal continda siendo ominosa a pesar de
los adelantos en la atencion obstétrica y neonatal. Aun cuando se han propuesto multiples
y diversas explicaciones para su etiologia, los factores y mecanismos moleculares que
conducen a esta patologia permanecen aln poco entendidos. Se sabe que el incremento
precoz de la CRH sérica juega un papel importante en el desencadenamiento del parto
pretérmino, y que su produccion depende de la presencia o ausencia de polimorfismos en
Su promotor.

Objetivo: Determinar si existen polimorfismos en el promotor del gen de hormona
liberadora de corticotropina que tengan relacién con el parto pretérmino.

Diseno del estudio: Se realiz6 un estudio de casos y controles de tipo experimental,
prospectivo y longitudinal obteniendo muestras de tejidos gestacionales de 47 pacientes
con parto pretérmino y 44 pacientes de término. En estos tejidos se determind la
presencia de dos polimorfismos en el promotor de la CRH, utilizando la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa y analisis con enzimas de restriccion.

Resultados: Los grupos de estudio y control presentaron caracteristicas demogréaficas
similares entre ellos a excepcion de la edad gestacional. La distribucion de los
polimorfismos entre la poblacion estudiada fue similar a la reportada en otras poblaciones.
Por otra parte, no se encontrd diferencia significativa entre las pacientes del grupo control
y experimental con respecto a la presencia de éstas variantes polimorficas.
Conclusiones: La presencia de polimorfismos en el promotor de la CRH no tiene una

influencia significativa en la posibilidad de desencadenar el parto pretérmino.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El parto pretérmino se define como aquel que se produce antes de las 37 semanas
de gestacion (1-4), siendo uno de los mayores problemas clinicos en la obstetricia
moderna, ya que se presenta hasta en el 12% del total de los embarazos (5, 6). A pesar
de que algunos partos pretérminos se presentan por decision meédica, se considera que el
30% de ellos se asocia a un origen infeccioso, y un 40% se determinan como idiopaticos
(2, 4). Ademas de su alta prevalencia, el parto pretérmino contribuye con un 75% de la
morbilidad y mortalidad perinatal asociada principalmente a sindrome de dificultad
respiratoria, hemorragia interventricular, enterocolitis necrotizante, sepsis y bajo peso al
nacer (2, 4, 5).

El origen etiopatogénico para el parto pretérmino aun permanece sin explicacion
definitiva, considerandose en la actualidad que es multifactorial, teniendo en cuenta que
puede desencadenarse por causa materna, uterina, inherente al embarazo o iatrogénica
(2). Entre las causas maternas se encuentran el sindrome pre-eclampsia-eclampsia, las
complicaciones abdominales no obstétricas (apendicitis, colecistitis, etc.), las
enfermedades sistémicas, los traumatismos y la drogadiccion. En cuanto a las causas
uterinas, se puede mencionar la incompetencia istmicocervical, la miomatosis y las
malformaciones uterinas congénitas. En los Udltimos afios se considera que la causa
principalmente involucrada en el parto pretérmino son las infecciones cervicovaginales y
corioamnioitis clinicas o subclinicas provocadas principalmente por gérmenes como
Ureaplasma urealyticum, Micoplasma hominis, Gardnerella vaginalis Peptostreptococcus
y Bacteroides species, asi como la respuesta inflamatoria que se desencadena por parte
de la madre, en la cual intervienen interleucinas y factores que degradan la matriz
extracelular (2, 5, 7, 8). Es importante mencionar que a pesar de éstas consideraciones,
un gran porcentaje de partos pretérmino permanece sin explicacion, pareciendo deberse
simplemente a un desencadenamiento precoz de los mecanismos fisiolégicos que dan
inicio al trabajo de parto (2, 5, 7, 9). Con respecto a esto, se han propuesto desde hace
varias décadas diversas teorias siguiendo modelos animales (ovejas, primates, etc), sin
lograr extrapolacién exacta al humano o dar respuesta satisfactoria a los fenbmenos
iniciadores de éste proceso. En la mayoria de los casos se involucran estrégenos,

progesterona y actualmente a la hormona liberadora de corticotropinas (CRH) (7, 9).



La CRH es un polipéptido de 41 aminoacidos que es sintetizado por los tejidos de
la unidad materno-fetal y secretada a la circulacion materna en forma exponencial durante
la gestacion, sugiriéndose que funciona como un reloj para determinar la duracién del
embarazo y el momento del trabajo de parto (10-17). De manera interesante, se ha
demostrado que mujeres en trabajo de parto pretérmino tienen concentraciones sérica de
CRH elevadas, por lo que actualmente se utiliza como marcador bioquimico para

diagnosticar aquellas pacientes que desarrollaran parto pretérmino (10, 18, 19).

Las funciones biologicas de la CRH durante el embarazo permanecen aun poco
conocidas, sin embargo si se ha logrado establecer que la CRH, a través de mecanismos
autocrinos, paracrinos o endocrinos, regula una serie de eventos moleculares que
favorecen el embarazo o en su momento el trabajo de parto. A este respecto, se ha
planteado que: 1) la CRH puede regular de manera directa la contractilidad y quiescencia
miometrial, jugando un papel importante en la prevencion del trabajo de parto prematuro
(20), 2) la CRH puede influir de manera indirecta en la contraccién miometrial al estimular
la produccion de prostaglandinas en la placenta y membranas fetales (21), 3) la CRH
juega un papel importante en la regulacion del flujo sanguineo placentario (11, 22), 4) la
CRH es capaz de inducir moléculas asociadas al parto pretérmino tales como
interleucinas y enzimas que degradan la matriz extracelular y 5) la CRH participa de
manera importante en la regulacion de la funcion de la glandula adrenal fetal,
favoreciendo la maduracion de diversos organos en el feto (23). Algunos de estos
mecanismos pueden haber surgido para la proteccion del feto contra el estrés ambiental,
sin embargo, en ciertas circunstancias es posible que el estrés materno o fetal participen
de manera importante en el inicio de los eventos moleculares que induzcan el trabajo de

parto a término o pretérmino.

La expresién del gene placentario de CRH y la consecuente secrecion de la
hormona biolégicamente activa es controlada por diversos factores tales como el 6xido
nitrico, progesterona, catecolaminas, oxitocina, citocinas y glucocorticoides (7). De estas
moléculas resalta de manera interesante la interaccién entre el cortisol y la progesterona,
ya que esta Ultima es capaz de inhibir la expresion de la CRH, efecto que puede ser

revertido por la presencia del cortisol (24).



Cabe mencionar que la cantidad o velocidad de la produccién de CRH en cualquier
tejido esta determinada por el total de transcritos sintetizados, los cuales a su vez
dependen de la actividad del promotor del gene de la hormona. El promotor es una regién
del DNA que participa en la union de la RNA polimerasa y otros factores para iniciar la
trascripcion (25), la cual puede presentar variaciones alélicas conocidas como
polimorfismos, los cuales no forzosamente presentan modificaciones en la estructura de la
proteina, pero si pueden modificar la actividad del promotor, dando como consecuencia
una diferencia en la sintesis de dicha proteina. Los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs), son un tipo de variacion en donde existen diferencias de una sola base que
aparecen en la secuencia del DNA entre individuos de una poblacién. Los SNPs estan
presentes en el genoma humano con una frecuencia de una por cada 1,000 pares de
bases. Estos cambios en ocasiones alteran los sitios reconocidos por enzimas de
restriccion, caracteristica que ha sido ampliamente utilizada para su estudio (26). La
posibilidad de asociar los polimorfismos genéticos con la capacidad de respuesta a un
proceso patolégico ha proporcionado un avance importante para el entendimiento de la
fisiopatogenia de las enfermedades. En el caso de la CRH se han identificado diferentes
SNPs que han sido asociados principalmente a la artritis reumatoide. Por ejemplo, los
polimorfismos localizado en las posiciones 1273 y 225 del promotor de la CRH, los cuales
son un cambio de T por C y T por G, han sido asociados como marcadores para la

susceptibilidad de la artritis reumatoide (27).

Dado a que se sabe que el incremento precoz de la CRH sérica juega un papel
importante en el desencadenamiento del parto pretérmino, y que su produccion depende
de la presencia o ausencia de polimorfismos en su promotor, por lo tanto, el propdsito del
presente estudio es determinar si existe asociacion de la presencia los polimorfismos del
promotor de CRH con el desarrollo de parto pretérmino en pacientes que acudan a la
UMAE, HGO4 “Luis Castelazo Ayala” IMSS.



HIPOTESIS GENERAL

El incremento precoz de la CRH sérica juega un papel importante en el
desencadenamiento del parto pretérmino. Por otra parte, se sabe que la sintesis de esta
hormona depende de la actividad de su promotor, por lo tanto, si existen polimorfismos en
el promotor del gen de la hormona liberadora de corticotropina capaces de alterar su tasa
de trascripcion entonces la presencia de estos en mujeres embarazada, podrian

desencadenar el parto pretérmino.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen polimorfismos en el promotor del gen de la hormona liberadora de

corticotropina que tengan relacion con el inicié del parto pretérmino.

Objetivos Especificos

Asociar la presencia de polimorfismos en las posiciones 1273 y 225 del promotor del gen

de CRH, con la presentacion del trabajo de parto.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de tipo observacional, prospectivo, transversal, comparativo,

controlado en el cual s e incluyeron pacientes que ingresaron a la Unidad Medica de Alta

Especialidad en Ginecologia y Obstetricia “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano

del Seguro Social, en el periodo comprendido de noviembre de 2003 al 31 de enero

2006. En todos los casos se cumplieron los siguientes criterios:

Inclusion
1. Pacientes con parto pretérmino (23 a 36 semanas de gestacion)
2. Derechohabientes del IMSS

3. Cualquier edad materna Cualquier gesta o paridad previa

No inclusién

e Pacientes con embarazo menor de 23 semanas

e Pacientes cuyo embarazo se interrumpe por accién médica

e Embarazo gemelar

¢ Polihidramnios

e Pre-eclampsia

¢ Malformaciones fetales

e Malformaciones uterinas, antecedente de incompetencia istmico-cervical

e Patologia asociada (diabetes gestacional, preeclampsia, infeccion de
urinarias, etc.)

o Muerte fetal

¢ Infeccidn intra-amnidtica demostrada

e Corioamnioitis

e No derechohabiente

Sujetos de estudio

vias

En total se incluyeron 91 pacientes en este estudio, que se dividieron en dos

grupos. El primero considerado el grupo control (C) fueron pacientes que presentaron
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parto de término, mientras que el segundo grupo resulto de aquellas pacientes que

presentaron parto pretérmino.

Variables consideradas en el estudio

Polimorfismo: variacién alélica que ocurre naturalmente en el genoma de un
organismo.

Parto pretérmino: Embarazo resuelto por via vaginal o abdominal entre las 21 y las

37 semanas de gestacion sin patologia sobre agregada.

Parto de término: Aquel resuelto de manera espontanea después de las 38

semanas de gestacion y sin patologia sobreagregada.

Otras variables que se consideraron en el estudio fueron:
1. Edad

EG al momento del parto

Gesta

Partos

Cesareas

Abortos

N o ok~ wwDd

Peso al nacimiento

Protocolo de estudio

En el servicio de tococirugia se obtuvieron fragmentos de placenta de pacientes
que cumplieron los criterios de inclusion, los cuales se almacenaron a -70°C en la unidad
de investigacion hasta su procesamiento. Para determinar los polimorfismos del promotor
de CRH se utilizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para lo cual
se extrajo DNA total de las muestras obtenidas empleando 1 ml de DNAzol (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA) segun las instrucciones del fabricante. Para la
amplificacién se utilizaron dos pares de oligonucléotidos que comprenden diferentes
zonas de la regioén del promotor para la CRH (Tabla 1). La mezcla de reaccién se prepar6
utilizando Platinum PCR SuperMix (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), 200 nM

de cada uno de los oligonucléotidos y 200 ng del DNA en un volumen final de 50 ml. La

12



amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf
Hamburg, Germany) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de inicial de 5 min. a 94°C
seguido por 35 ciclos de 45 seg. a 94°C, 45 seg. a la temperatura especifica de
alineamiento para cada par de oligonucléotidos (Tabla I) y 60 seg. a 72°C. Finalmente, la
amplificacién se completé con un ciclo de 72°C por 7 min. Los polimorfismos para el
promotor de la CRH fueron analizados por digestion con enzimas de restriccién, usando
Afl Il (Promega Corporation, Madison, WI) para el CRH-A y Xmn | (New England BioLabs,
Inc., Beverly, MA) para CRH-B. El resultado de la digestién con enzimas de restriccion fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1.8% (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA). En el caso del polimorfismo CRH-A, la enzima Afl Il generé dos
fragmentos de 185 y 98 bp si T esta presente, mientras que el fragmento generado
cuando C se encontré en esta posicion fue de 283 bp. En lo referente al polimorfismo
CRH-B con Xmn I, el fragmento de 818 bp fue cortado en dos fragmentos de 573 y 245 bp

cuando T este presente pero no cuando G esta presente (Figura 1).

Analisis estadistico

El analisis estadistico de las variables experimentales se realizara usando un
programa estadistico “Sigma Stat para Windows. Statistical Software. Version 2.0” (Jandel
Corporation). Para comparar las diferencias de los polimorfismos en el promotor de la
CRH se empled la prueba chi cuadrada. Se establecié un nivel de significancia con un

valor de p<0.05.
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RESULTADOS

El andlisis estadistico entre los dos grupos con respecto a: edad, gestas, partos,
cesareas y abortos no mostrd diferencias significativas, pero si con respecto a la edad

gestacional al nacimiento (Tabla 2).

Todas las mujeres fueron genotipadas para la presencia de ambos polimorfismos
en el promotor de la CRH. La distribucién del polimorfismo CRH-A en nuestra poblacién
cumplié con el equilibrio de Hardy-Weinberg (0.95 [TT]+0.05 [CC]=1; con una distribucién
predicha de 89.31% (TT), 10.39% (TC) y 0.3% (CC), comparado con la distribucion
observada del polimorfismo que fue 89.01% (TT), 10.99% (TC) y 0.0% (CC); P >0.05).
Asimismo, el polimorfismo CRH-B también cumple con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(0.98 [TT]+0.02 [GG]=1; con una distribucion predicha de 95.60% (TT), 4.35% (TG) y
0.05% (GG), comparado con la distribucion observada del polimorfismo que fue 95.56%
(TT), 4.44% (TG) y 0.0% (GG); P >0.05). Las frecuencias observadas en nuestra
poblacion para ambos polimorfismos estan de acuerdo con datos previamente publicados
en una poblacion del noroeste de Espafia (27). Las frecuencias de ambos polimorfismos y
la distribucién de genotipos en las pacientes que presentaron parto pretérmino y los

controles no mostraron diferencias estadisticas significativas (Tabla 3).
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DISCUSION

La hormona liberadora de corticotropina juega un papel importante en el inicio del
trabajo de parto tanto a término como pretérmino. Los mecanismos utilizados por esta
hormona para la induccién del trabajo de parto incluyen la regulacién directa de la
contractilidad miometrial y su capacidad para estimular la produccion de prostaglandinas,
interleucinas y metaloproteasas de matriz extracelular por la placenta y membranas
fetales (20, 21). Cabe mencionar, que estas moléculas son los responsables de la génesis
y desarrollo del parto, asi como la ruptura de las membranas fetales (28). Por otra parte,
se ha demostrado la existencia de variaciones polimérficas en el promotor del gen de la
CRH que se han asociado principalmente a la artritis reumatoide, pero no han sido

evaluados en el contexto del parto pretérmino aun.

De acuerdo con los resultados del analisis genético para los dos polimorfismos en
el promotor de la CRH de las pacientes de ambos grupos, se observo que la distribucion
alélica de la poblaciébn mexicana es similar a la observada en la poblacion espafiol (27).
Asimismo, no se logro demostrar que la presencia de estas variaciones alélicas
incrementara el riesgo relativo a desencadenar el parto pretérmino, lo cual puede
fundamentarse por la cantidad de las pacientes homocigotas con respecto a éstas
alteraciones, es decir, que la totalidad de las pacientes en las que se identificaron los
polimorfismos CRH-A y CRH-B fueron heterocigotas, sugiriendo que la presencia de un
alelo “normal”, es suficiente para que la expresiébn de la hormona se mantenga en
concentraciones adecuadas para ejercer sus funciones. Lo anterior no descartar la
posibilidad de que en un estudio con mayor poblacién, se encuentren pacientes
homocigotos a los alelos polimérficos, y que esta condicion se asocie con el parto

pretérmino.

En conclusion se puede mencionar que los polimorfismos del promotor del gen
para CRH no juegan un papel importante en el desencadenamiento del parto precoz, sin
embargo aun permanece sin ser establecida la participacion de polimorfismos en otras

moléculas que pudieran inducir el parto pretérmino.
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Tabla 1. Secuencia de oligonucléotidos, temperaturas de alineamiento y enzimas de
restriccion utilizadas para la determinacion de polimorfismos en el promotor de la hormona

liberadora de corticotropina.

SNP Oligos Tm (°C) Enzima

CRH-A 5-GCTGTTCTTGTGATAGTAAATA-3’ 52 Afl I
5'-CCCCAGAGGAAGAGAAGC-3

CRH-B  5-TGAAGGTACAAGGTG ATACAAGTGACAA-3’ 66 Xmn |
5-ACACAAACTGAGGTGAAAAGATGAA-3
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas de las pacientes incluidas en este estudio

Parto de término

Parto pretérmino

(n=44) (n=47)

Edad materna (afios) 25.53+£5.61 25.08 + 5.72
Edad gestacional al nacimiento (semanas) * 39.16 £ 0.83 33.67 £2.05
Gravidad '

Primigestas 25 (56.8) 25 (53.2)

Multigestas 19 (43.2) 22 (46.8)
Paridad '

Nuliparas 31(70.4) 29 (61.7)

Multiparas (uno 0 mas partos previos) 13 (29.5) 18 (38.3)
Cesareas ' 3(6.8) 7 (14.9)
Abortos ' 6 (13.6) 6 (12.8)

Los valores estan representados como promedio + desviacién estandar.
* Diferencia significativa entre el grupo control y grupo de estudio (p<0.001)

" Datos representados como nimero de pacientes (porcentaje).
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Tabla 3. Genotipo y frecuencia alélica de los grupos estudiados. Los datos se presentan

como n (frecuencia).

Parto de Parto
SNP Término  Pretérmino R. R. (95% IC) p
(n=44) (n=47)
CRH-A Genotipos
cc 0 (0.00) 0 (0.00)
CT 3(0.068) 7 (0.149)
TT 41 (0.932) 40 (0.851)
CC+CT  3(0.553)  7(0.149) 1.68 (0.63-4.45) 0.371
Alelos
C 85 (0.966) 87 (0.926)
T 3(0.034) 7 (0.074) 1.64 (0.63-4.29) 0.385
CRH-B Genotipos
GG 0 (0.00) 0 (0.00)
TG 2(0.047)  2(0.043)
TT 41 (0.953) 45 (0.957)
GG+GT  2(0.047)  2(0.043) 0.95 (0.35-2.61) 0.674
Alelos
G 84 (0.976) 92 (0.979)
T 2(0.024)  2(0.021) 0.95 (0.35-2.57) 0.677
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TT TC TT TG T 77T

Figura 1. Polimorfismos presentes en la region promotora de la CRH.
Andlisis de restriccion para a) CRH-A y b) CRH-B.
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