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RESUMEN 

ALTERACIONES GENETICAS EN LA PREECLAMPSIA-ECLAMPSIA (ESTUDIO PRE-ELIMINAR). 

Curiel JJ. Hospital de Gineco-Obstetricia No 3 "Centro Médico la Raza". Instituto Mexicano del 

Seguro Social. Gineco-obstetricia. 

La preeclampsia es un padecimiento multifactorial, siendo una de las principales causas de 

morbilidad y mortalidad materna y perinatal y ocurre en 5 a 10% de todos los embarazos. Varios 

grupos han reportado una tendencia familiar a desarrollar preeclampsia, principalmente 

preeclampsia severa. Se ha sugerido la participación en la preeclampsia de genes ubicados en el 

cromosoma 1,3,4 o 18. En el cromo~oma 1 se sugiere la mutación de genes relacionados con el 

factor 5 de coagulación, el · de la. metilenotetrahidrofolato reductasa y en el gen del 

angiotensinógeno. 

OBJETIVO: Determinar la frecuencia con que se presentaron las mutaciones en los genes del factor 

V de coagulación, de la metilenotetrahidrofolato reductasa y del angiotensinógeno en mujeres 

puerperas, con y sin preeclampsia - eclampsia. 

MATERIAL Y METODO: Se realizó un estudio clinico, comparativo, transversal, en pacientes 

atendidas en la Gineco 3 y la Gineco 4 del IMSS; 'sin preeclampsia (control) y con preeclampsia 

(casos), tomando una muestra de sangre y enviándose a analizar a laboratorio. Se obtuvo muestra 

sanguínea a 181 pacientes de las cuales teníamos 103 pacientes controles normales y 78 pacientes 

con preeclampsia severa. A las cuales se les analizó en el cromosoma 1 los genes que codifican 

para metilenotetrahidrofolato reductasa, factor V de coagulación y angiotensinógeno 

RESULTADOS: Hasta el momento solo se habían analizado a 57 pacientes 30 controles y 27 casos 

para los genes que codifican para metilenotetrahidrofolato reductasa y el factor V, encontrando en 

las pacientes que llegaban a presentar algún tipo de lesión cromosómica ya sean mutaciones 

homocigotas, heterocigotas o mosaicos tenían un riesgo ligeramente mayor a presentar la 

enfermedad. 

CONCLUSIONES: Mediante este estudio analizaron las mutaciones genéticas para los genes que 

codifican para metilenotetrahidrofolato reductasa y para el factor V de coagulación, observando una 

tendencia ligeramente mayor a desarrollar preeclampsia severa en las pacientes que presentan 

algún tipo de mutación en los genes que codifican para estas sustancias, observando una mayor 

tendencia en mujeres homocigotas para la mutación. 



INTRODUCCION 

El trabajo trató de investigar acerca de si hay mutaciones en algunos genes en el cromosoma 1, 

específicamente en los genes que codifican para el factor 5, en la metilenotetrahídrofolato 

reductasa y en el angiotensinógeno, en las pacientes con preeclampsia - eclampsia, provocando 

esto una mayor tendencia a desarrollar la enfermedad. 

La preeclampsia - eclampsia es un padecimiento multifactorial y multisistémico que se inicia al 

principio del embarazo, se manifiesta clínicamente a partir de la vigésima semana y puede 

presentarse aún durante el parto y/o en el puerperio. En el contexto internacional y en México, esta 

entidad nosológica es un de las causas principales de morbilidad y mortalidad materna y perinatal y 

ocurre en el 5 al 10% de todos los embarazos (1 ,2). La preeclampsia - eclampsia se presenta con 

mayor frecuencia cuando existen factores de riesgo tales como: primiparidad, embarazos en 

edades extremas de la vida reproductiva ( menos de 20 y más de 35 años) , antecedentes familiares 

y personales de embarazo con preeclampsia o de hipertensión arterial sistémica (1-7). 

Existen suficientes evidencias que señalan que la preeclampsia es el resultado de una invasión 

anormal de las arterias espirales uterinas por parte del trofoblasto, debido a mecanismos 

inmunológicos y/o genéticos (2,6,8-1 O). Esta implantación deficiente se traduce en un perfusión 

restringida del tejido placentario, lo cual induce la liberación de un factor, o factores a la circulación 

sistémica que modifica(n) la estructura y la función de las células endoteliales, provocando 

activación de la cascada de la coagulación; aumento en la sensibilidad a los agentes vasopresores 

que normalmente se encuentran en la circulación, lo que produce vasoconstricción generalizada; 

aumento en la resistencia vascular sistémica con perfusión restringida de los órganos maternos, 

principalmente riñón, hígado y cerebro así como una distribución anormal de los líquidos 

corporales (2,6,8,9,11-13). No obstante lo anterior , la etiología de la preeclampsia no está aun 

completamente elucidada y por lo tanto no se cuenta con marcadores moleculares para 

diagnosticarla tempranamente. 



ANTE e E o ENTE s e 1ENT1 F'I e os 

Varios grupos de investigadores han reportado una tendencia familiar a desarrollar preeclampsia, 

principalmente preeclampsia severa (14 - 18). En estos estudios se encontró que la frecuencia de 

presentación de la preeclampsia es mayor en la madres, hermanas, hijas y nietas de mujeres con 

preeclampsia; sin embargo el patrón de herencia no es claro. Basándose en los hallazgos en 

mujeres con preeclampsia y normales y sus familiares del sexo femenino. Chesley y Cooper 

propusieron un modelo de preeclampsia con un solo gen recesivo con penetración incompleta (17). 

Asimismo estudiando los patrones de predisposición familiar y herencia genética de la 

preeclampsia a través de 3 o 4 generaciones en 94 familias de Islandia. Arngrimsson y col. (18) 

encontraron que los modelos de un solo gen recesivo o un gen dominante con patrones de 

herencia de penetración incompleta podrían explicar sus resultados . Por otra parte Hayward y col. 

(19) construyeron un mapa de exclusión para la preeclampsia asumiendo una herencia 

autosómica recesiva, sin embargo no pudieron establecer una relación positiva entre dos 

generaciones de familias escocesas con preeclampsia. Liston y Kilpatrick (20), por su parte 

sugirieron que existe una interacción entre el genotipo materno y el fetal. En todos estos modelos 

los resultados accesibles sugieren que es necesario un alelo relativamente común, que actúe 

como un "gen principal" y que confiera susceptibilidad a la preeclampsia para explicar el patrón de 

herencia observado. Sin embargo, los estudios de concordancia entre gemelas y los estudios de 

consanguinidad que podrían usarse para discriminar entre los modelos propuestos, son escasos y 

no son concluyentes (21 ,22). 

Es poco probable que exista un genotipo particular que sea necesario para que se presente la 

preeclampsia. Basándose en el hecho de que las enfermedades más comunes del adulto, como la 

hipertensión, la diabetes mellitus y las neoplasias no se heredan como factores mendelianos 

simples, si no más bien varios loci confieren "labilidad genética" predisponiendo a los individuos a 

la enfermedad, puede proponerse que los "genes de la preeclampsia" actúen, posiblemente a 

factores ambientales, como loci de susceptibilidad que disminuyen el umbral de la mujer y 

predispongan el desarrollo de esta patología (10,23). 



Por otra parte, cada dia es más frecuente encontrar reportes en la literatura que señalen una 

contribución genética del feto al desarrollo de la preeclampsia (10,23). De hecho , un estudio de 

población realizado recientemente en Noruega en mujeres que habían cambiado de pareja (24) 

sugirió que la transmisión fetal de un gen paterno contribuye con la probabilidad de que se 

desarrolle la preeclampsia. También existe la posibilidad de que en el desarrollo de esta patología 

participe un polimorfismo en un gen paterno silenciado que sea expresado por el feto (25). 

Genes Candidatos 

La fisiopatologia de la preeclampsia parece indicar una disfunción generalizada del endotelio 

vascular materno y la presencia de enfermedades vasculares como la diabetes, la hipertensión 

esencial y el síndrome antifosfolípidos en las mujeres embarazadas las predispone a esta 

patología (9,26). Estos antecedentes, conjuntamente con la tendencia al tromboembolismo que 

presentan algunas mujeres preeclámpticas, han permitido proponer a varios genes como 

candidatos que podrían estar involucrados en la fisiopatologia de la preeclampsia (2, 10,23,27). 

Los genes relacionados con el control de la presión sanguínea, con la distribución de los líquidos 

corporales, con las enfermedades vasculares y con la regulación de la remodelación vascular, 

parecen ser los candidatos más viables. 

El análisis de mapeo de exclusión cromosómica asumiendo una herencia autosómica recesiva, 

así como los estudios de tipo genealógico han sugerido la participación en la preeclampsia de 

genes ubicados en los cromosomas 1,3,4,9 o 18 (28,29). No obstante que hasta ahora se han 

estudiado relativamente pocos genes candidatos a estar vinculados con está patología, los 

resultados obtenidos con los que han sido evaluados apoyan esta propuesta. Por ejemplo, entre los 

genes analizados se encuentran dos relacionados con la coagulación, el factor V y el de la 

metilenotetrahidrofolato reductasa, así como el gen del angiotensinógeno; localizando todos en el 

cromosoma 1 (23). 

Mutación de Leiden en el factor V. 



El factor V forma parte de la cascada de la coagulación y es procoagulante; su actividad está 

regulada por la proteína C activada. La mutación de Leiden en el factor V ·es la causa genética 

más común de resistencia a la proteína C activada y por lo tanto un factor de predisposición a la 

trombosis. Entre el 2 y el 7% de la población de origen europeo porta la mutación de Leiden del 

gen del factor V, que consiste en la substitución de un solo nucleótido en este gen, en el nucleótido 

1691, lo que ocasiona la substitución de la glutamina por la arginin.a en la posición 506 de está 

molécula y hace al factor V resistente a la inactivación proteolítica por la proteína C activada (30). 

La resistencia a la proteína C activada está presente en aproximadamente 20% de las mujeres 

con preeclampsia y esta mutación parece estar asociada con más del 60% de las complicaciones 

tromboembólicas del embarazo (27,31). Los intentos para definir mutaciones genéticas especificas 

asociadas con la preeclampsia ha demostrado relación entre la variante molecular del factor V y 

esta patología (32,37). Estudios recientes de esta mutación en población Caucásica, han 

encontrado que entre 9 y 19% de las mujeres que han padecido preeclampsia severa son 

heterocigotas para la mutación de Leiden, comparadas con el 4 - 7 % detectado en embarazadas 

normotensas (32,37). 

Metilenotetrahidrofolato Reductasa 

Una mutación relativamente común produce el polimorfismo C677T en el gen de la 

metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La substitución de citosina por timina en el nucleótido 

677 de este gen tiene como resultado una disminución en la actividad de esta enzima y por lo tanto 

en la síntesis de 5-metilenotetrahidrofolato, el donador principal de metilos en la conversión de 

homocisteína a metionina, así como un aumento en las concentraciones plasmáticas de 

homocisteína. Este evento constitu_Ye un factor de riesgo para la trombosis tanto venosa como 

arterial (34,38,39). La presencia de hiperhomocisteinemia es un evento que ha sido descrito en la 

preeclampsia y los efectos de la disminución del folato en el embarazo son más evidentes en las 

mujeres que portan la variable termolábil de la MTHFR (26,40). Existen estudios que han reportado 

recientemente un aumento en la homocigosidad para TI en mujeres con preeclampsia (33,34,41 ). 

Por lo tanto, la hetero u homocigosidad para estas mutaciones puede ser un factor predisponente 

para esta patología. 



Angiotensinógeno T235 

Hasta ahora, el gen más próximo en el estudio de la preeclampsia parecer ser el gen del 

angiotensinógeno. Reportes recientes señalan la presencia de variantes de este gen que aumentan 

el riesgo de desarrollar preeclampsia, principalmente la variante molecular que implica la 

substitución de metionina por treonina en el codón 235 ( Met 235 -Hhr235), la cual se asocia con la 

hipertensión esencial (10,42,43). El angiotensinógeno es el precursor de la hormona vasoactiva 

angiotensina 11, que participa de manera importante en la regulación de los eventos como la 

presión sanguinea, el volumen y distribución .de los líquidos corporales y la remodelación vascular 

(1 O). En estudios publicados acerca de este gen en mujeres embarazadas de raza blanca; se ha 

encontrado aumentada la frecuencia de la variante M235T en las pacientes con preeclampsia, 

asociada con un aumento en la concentración plasmática de angiotensinógeno (43,45). Se ha 

reportado también que las mujeres heterocigotas para la mutación M235T tienen un aumento 

significativo en la expresión del alelo T235 en las arterias espirales deciduales y se ha postulado 

una relación causal con las alteraciones vasculares de la preeclampsia (44,46). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

No obstante los avances cientificos y tecnológicos en salud reproductiva, la preeclampsia -

eclampsia continua siendo una de las causas principales de morbi-mortalidad perinatal, ya que 

hasta la fecha se desconoce su etiopatogenia, su diagnóstico es tardío y su resolución terapéutica 

sigue siendo la resolución del embarazo. 

Desde hace varios años se ha propuesto que las alteraciones en la función del endotelio vascular 

podrían explicar en 9uena medida la fisiopatología de la preeclampsia. En los últimos años se han 

generado datos que sugieren que la disminución en la perfusión de la placenta provoca la 

secreción a la circulación materna de compuestos que afectan la función endotelial. Esta alteración 

provoca cambios en la sensibilidad vascular a los vasopresores circulantes, activa la coagulación 

y afecta la integridad vascular, eventos que parecen provocar los cambios fisiopatológicos 

característicos de la preeclampsia. En este contexto, estudios recientes han hecho evidente que el 

daño endotelial observado en las pacientes preeclámpticas no parece deberse a efectos tóxicos ni 

a un daño inespecífico, sino que coincide con las características morfológicas y funcionales de la 

activación endotelial (9) . Se ha propuesto la participación de varios mecanismos para explicar este 

evento, sin que hasta la fecha se cuente con evidencia concluyente. Dentro de estas posibilidades 

se encuentra la participación de un componente genético en la preeclampsia. La identificación de 

genes asociados con esta patología ha sugerido como candidatos algunas mutaciones en genes 

ubicados en el cromosoma 1, principalmente el del factor V de la coagulación, el de la 

metilenotetrahidrofolato reductasa y el del angiotensinógeno. 

Los reportes en la literatura acerca de la presencia de mutaciones en estos genes en pacientes con 

preeclampsia se han limitado básicamente al estudio de poblaciones altamente endogámicas, 

como son los Mormones de Utha en los Estados Unidos, Los Islandeses y los Israelitas. También se 

han realizado estudios en mujeres europeas de origen caucásico (Suecia, Escocia, Holanda, 

Hungría), Australianas (de origen Británico) y asiáticas (Japón y China), pero no existen reportes de 

estudios realizados en la población de origen latino en Europa o Latinoamérica, a excepción de dos 



trabajos realizados en Palermo, Italia (33,39). Los resultados obtenidos hasta ahora han indicado 

variaciones en la frecuencia de estas mutaciones, aún entre poblaciones descritas como 

"Caucásicas", lo que sugiere la posibilidad de diferencias étnicas crípticas y marcada variabilidad 

entre las poblaciones. 

En este estudio se propuso identificar la frecuencia con que se presentan algunas alteraciones 

génicas en las mujeres Mexicanas puerperas, derechohabientes del IMSS en el DF con y sin 

preeclampsia - eclampsia, con la finalidad de contribuir a elucidar el papel que guarda el 

componente cromosómíco en la etiopatogenia de esta enfermedad en nuestra población. 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la frecuencia con la que se presentan mutaciones en los genes del factor V de 

coagulación, de la metilenotetrahidrofolato reductasa y del angiotensinógeno en mujeres puerperas 

con y sin preeclampsia - eclampsia. 

OBJETIVOS ESPECIFCOS 

1.- Identificar mutaciones específicas en los genes humanos del factor V de coagulación (mutación 

de Leiden), de la metilenotetrahidrofólato Reductasa (C677T) y del angiotensinógeno (Met 

235-Hhr235) en una población de derechohabientes del IMSS con preclampsia - eclampsia y 

determinar la frecuencia con que se presentan. 

2.- Constatar los resultados de las pacientes con preeclampsia - eclampsia con los obtenidos en 

mujeres que hayan cursado un embarazo normoevolutivo. 



HIPOTESIS 

Las mujeres derechohabientes del IMSS con preeclampsia - eclampsia presentan mutaciones 

en los genes del factor V de la coagulación, de la metilenotetrahidrofolato reductasa y/o del 

angiotensinógeno con mayor frecuencia que las embarazadas normales. 

HIPOTESIS NULA 

Las mujeres derechohabientes del IMSS con preeclampsia - eclampsia presentan mutaciones 

en los genes del factor V de coagulación, de la metilenotetrahidrofolato reductasa y/o del 

angiotensinógeno con la misma frecuencia que las embarazadas normales. 



MATERIAL Y METODOS 

TIPO DE ESTUDIO 

Se efectuó un estudio clínico, comparativo, transversal. 

UNIVERSO DE TRABAJO 

La población en estudio estuvó comprendida por pacientes con diagnóstico de preeclampsia 

severa, síndrome de HELLP, eclampsia o embarazo normoevolutivo, que reciban atención médica 

en el Hospital de Gineco-Obstetrícia No 3 del CM "La Raza" entre mayo del 2000 y mayo del 2001, 

que llenaron los criterios de inclusión y que aceptaron participar voluntariamente. Por cada paciente 

proveniente de UCIA que se incluyó en el estudio, se incluyó una mujer con diagnóstico de 

embarazo normoevolutivo y puerperio fisiológico. 

CRITERIOS DE INCLUSION 

1. Puerperio inmediato 

2. Pacientes con diagnóstico comprobado de preeclampsia severa, síndrome de HELLP o 

eclampsia. 

3. Pacientes con diagnóstico comprobado de embarazo normoevolutivo y puerperio fisiológico. 

CRITERIOS DE NO INCLUSION 

1. Diagnóstico de preeclampsia leve. 

2. Patología sistémica agregada a la madre. 

3. Haber tenido un producto con malformaciones congénitas en el embarazo actual o en alguno 

anterior. 



4. Rechazo a participar. 

CRITERIOS DE EXCLUStON 

1. Datos clínicos incompletos 

DEFINICION DE VARIABLES 

Variable Dependiente: Presencia de preeclampsia - eclampsia. 

Variables Independientes: Alteraciones en los genes: factor V de coagulación, 

metilenotetrahidrofolato reductasa y angiotensinógeno. 

DEFINICIONES OPERATIVAS: 

Medición de la presión arterial 

Debido a que para el diagnóstico de la preeclampsia es de fundamental importancia la medición de 

la presión arterial, para su evaluación, se registro la fase IV y V de Korotkoff. Si la fase V es igual a 

O, está se substituyó por la fase IV. El equipo para esta medición se encontraba debidamente 

calibrado. Se tomó en cuenta tanto los registros de los datos previos a la resolución del embarazo, 

como los correspondientes al puerperio inmediato, hasta el egreso de la paciente. 

Determinación de las proteínas en orina. 

Se utilizó el resultado del último análisis cuantitativo de una muestra de orina de 24 hrs antes de la 

resolución del embarazo. Cuando no se contaba con este estudio, se tomó en cuenta la 



determinación realizada antes de la resolución del embarazo mediante el Úso de tira reactiva 

(dipstick) y reportada en cruces. 

Identificación del edema 

Se tomó en cuenta tanto el reporte de ingreso hospitalario de la revisión de cara, pies y manos de la 

paciente en búsqueda de edema, así como los reportes en este sentido generados durante la 

estancia de la paciente en el hospital. Se reportará en cruces de acuerdo a su localización y 

profundidad. 

Embarazo normoevolutivo 

Mujeres gestantes sanas, con una presión sanguínea de 120/80 mm Hg o menor sin proteinuria. 

Diagnóstico de la Preeclampsia 

De acuerdo con la Norma Técnica Médica para la Prevención y Manejo de la preeclampsia -

eclampsia del IMSS (1), la preeclampsia se diagnosticará como hipertensión gestacional con 

proteinuria y edema. 

a) Hipertensión Gestacional: El diagnóstico se realizará de acuerdo con los siguientes criterios: 

Pacientes con preeClampsia severa o síndrome de HELLP, presión sistólica de 160 mm Hg o 

más y presión diastólica > 11 O mm Hg en por lo menos dos ocasiones, con un mínimo de 

diferencia de 6 hrs entre ellas, o una presión diastólica > 100 mm Hg en pacientes bajo 

tratamiento antihipertensivo. 

b) Proteinuria : La prueba definitiva para el diagnóstico de proteinuria será la medición cuantitativa 

de la excreción total de proteínas en la orina en un periodo de 24 hrs. En las pacientes con 

preeclampsia severa o síndrome de HELLP deberá registrarse un valor> a 2 grs de proteínas 

en orina de 24 hrs, independientemente de los valores obtenidos con la tira reactiva. En el caso 

que no sea posible obtener la orina de 24 hrs, el diagnóstico de proteinuria se basará en el 

resultado del indice proteína I creatinina >3 +en tira reactiva en por lo menos 2 muestras 

obtenidas cuando menos con 4 hrs de diferencia. 



c) Edema: para su identificación se utilizará la clasificación señalada la Norma Técnica Médica , 

Para la Prevención y Manejo de la Preeclampsia - eclampsia del IMSS (1 ). Se tomarán en / 

cuenta tanto los reportes del ingreso hospitalario, como los generados durante la estancia en el 

hospital. 

Síndrome de HELLP 

Se considerará como síndrome de HELLP la presencia de signos y síntomas de preeclampsia 

severa, acompañados de trombocitopenia (Número plaquetas < 100 x1000mm3), enzimas hepáticas 

anormales (> a dos desviaciones estándar por arriba de los valores normales) y hemólisis ( LDH > 

1.2mgs/dl) o identificación de anemia hemólitica en un frotis de sangre periférica). 

Diagnóstico de la Eclampsia 

De acuerdo con la Norma Técnica Médica Para la Prevención y Manejo de la Preeclampsia -

eclampsia del IMSS (1), la eclampsia se diagnosticará como el desarrollo de convulsiones y/o coma 

en pacientes con signos y síntomas de preeclampsía 'en ausencia de otras causas de convulsiones. 

La recolección de datos incluyó también la presencia de complicaciones severas, incluyendo 

accidentes vasculares cerebrales, falla renal, desprendimiento prematuro de placenta, elevación de 

las enzimas hepáticas sin otros síntomas de HELLP y coagulación intravascular diseminada. Se 

registraron también los casos de muerte materna y I o fetal. 

PROCEDIMIENTOS 

De acuerdo a la evolución del embarazo se formaron 3 grupos de estudio: 

1. Grupo control formado por mujeres con embarazo normoevolutivo y puerperio fisiológico. 

2. Pacientes con diagnóstico de preeclampsia severa o síndrome de HELLP. 

3. Pacientes con diagnóstico de eclampsia. 



A todas las pacientes que se incluyeron en este protocolo, se les extrajo una muestra de sangre 

venosa periférica (10ml), la cuál se deposito en un tubo conteniendo EDTA 0.5M como 

anticoagulante. Esta muestra se guardo en refrigeración (4ºC) hasta por 48 horas. La obtención del 

paquete de leucocitos se realizó mediante la utilización de un gradiente de Ficoll-Hipaque. Los 

leucocitos recuperados se lavarán con una solución conteniendo NaCI 1 O mM, MgCl/2 5 nM y 

Tris-HCI 10 nM, ph 7.6 se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 min. A 4ºC, y posteriormente se les 

añadirá 1 mi del reactivo "Tripure" para aislar en una sola etapa el ácido desoxirribonucleico (DNA) y 

el ácido ribonucleico (RNA), de acuerdo al procedimiento recomendado por el proveedor (ROCHE). 

La concentración y la pureza de los ácidos nucleicos se determinaron mediante espectrofotometría 

(260/280 nm) y cromatografia en gel de agarosa al 1%. 

El DNA aislado y purificado fue utilizado para amplificar regiones específicas de los genes: factor V 

de coagulación (FV), metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y angiotensinógeno (AGT), 

ubicados en el cromosoma humano 1. Se utilizó 150 mcg. de cada muestra e DNA para llevar a 

cabo las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando oligonucleótidos específicos. 

Angiotensinógeno. 

Para el análisis del gn GT se utilizó los oligonucleótidos diseñados por Hixson y Powers (47), los 

cuales están dirigidos a la amplificación del exón 2 de este gen. En este exón se localizan los sitios 

que con más frecuencia se alteran en los síndromes de hipertensión arterial (mutaciones puntuales 

T17 4M, M235T). La estrategia que se uso se describe a continuación: 

1) Para la realización de la PCR se utilizaron los oligonucleótidos: 

5'-GATGCGCACAAGGTCCT-gtc-3' (del exón 2) y 

5'-GCCAGCAGA-GAGGTTTGCCT-3' (del intrón 2), con la siguiente mezcla de reactivos: 0.5 

mcg del DNA, 20 pmol de cada oligonucleótido, 1 U de taq polimerasa, los desosírribonucleótidos 

trifosfato (dNTP's) a una concentración 0.2mM final de cada uno de ellos, Tris-HCI 10mN, mgCI 

50mM, pH 8.3. en un volumen final de 20 mcg. La reacción se llevo a cabo en un termocíclador 

bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 95ºC por 5 minutos, seguida por 30 ciclos 



de amplificación (60ºC por 1 min. 70ºC por 2 min. Y 95ºC por 1 min.) El fragmento que se 

obtuvo fue de 354 pares de bases (pb) 

2) Una décima parte del amplificado se sometió a electroforesis para verificar la eficiencia de la 

PCR. 

3) Después de corroborar el procedimiento, otra décima parte se sometió a electroforesis en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida con un gradiente de temperatura, para la identificación de 

mutaciones puntuales por medio de diferencias en la movilidad electroforética de los fragmentos 

utilizados (47). Para llevar a cabo esta etapa, se utilizó el equipo semi-automatizado Dcode 

System (Bio Rad). 

4) Al detectarse una diferencia de movilidad electroforética, indicativa de mutación, el DNA 

amplificado se marco para su secuenciación posterior: Para este último procedimiento se previó 

utilizar el estuche Big Oye (Perkin Elmer) y el secuenciador automatizado de DNA (Applied 

Biosystem 373). 

Factor V de coagulación. 

Para la identificación de la mutación de Leiden (arg-506-Glu) en el gen del Factor V se uso la 

siguiente metodología: Se utilizó los aligonucleótidos diseñados por Dizon-Townson y col (329, los 

cuales están dirigidos a la amplificación el exón 1 O del gen, en el cual se encontró el sitio que se 

altera más frecuentemente (la mutación puntual del nucleótido 1691 que genera un cambio G~A en 

la posición 506 y un sitio de restricción para la enzima Mn1). 

1) Para la realización de la PCR se utilizó como oligonucleótidos: 

5'-TGCCCAGTGCTIAACAAGACCA-3' (del exón 10) y 

5'- TGTIATCACACTGGTGCTAA-3' (del intrón 10), con la siguiente mezcla de reactivos: 300 ng 

del DNA, 0.25 ~tg . /L de cada oligonucleótido, 1.25 U de Taq polimerasa, 200 mcg/L de cada 

uno de los dNTP's. MgCI, 3.0 mmol/L, Tris-HCI 1 O mmol/L, pH 8.3, albúmina de suero de bovino 

a una concentración final de 0.4 mg/ml y 0.4% de dimetil sulfóxido, en un volumen final de 50 µ 1. 

Las condiciones de reacción en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalización a 94ºC 



por minutos. Seguida por 36 ciclos de amplificación (94ºC por 40 segundos y 72ºC por 40 

segundos). 

2) El fragmento producto de la amplificación es de 267 pb, el cual fue sometido a una digestión 

enzimática con Mn1 para corroborar la existencia de la mutación. El análisis de restricción se 

llevo a cabo con la siguiente mezcla de reactivos: 3.75U de la enzima, NaCI 50 mM, Tris-HC110 

mM, Mgch 1 OmM, DL- ditiotreitol 1 mM a pH 7 .9 albúmina de suero de bovino a una 

concentración final de 0.04 ng/ml y 20 µ 1 del producto de a PCR, en volumen final de 40 µ 1. La 

reacción se incubo a 37°C durante 18m horas. Los producto~ de la digestión se separaron por 

tamaño utilizando electroforesis en gel (32). Los alelos naturales producen fragmentos de 

restricción de 37, 67 y 163 pb. Mientras que los alelos mutados producen fragmentos de 67 y 

200 pb. 

3) El procedimiento de digestión generó un resultado positivo en el amplificado, se siguieron los 

mismos pasos realizados para el gen de angiotensinógeno, a partir del inciso número 3. 

Metilenotetrahidrofolato reductasa 

Para analizar este gen se utilizó los oligonucleótidos diseñados por Frosst y col. (38}, los cuales 

permiten amplificar el exón 4 del gen en el cual se encuentra contenida la mutación e~ T en el 

nucleótido 677, que convierte a la Alanina en Valina y además genera un sitio de restricción para la 

enzima Hinfl. 

1} Para la realización de la PCR se utilizó como oligonucleótidos: 

5' - TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' ( exónico} y 

5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTGG-3' (intrónico), con la siguiente mezcla de reactivos: 300 ng 

del DNA, 0.2 µmoles/L de cada oligonucleótido, 2.5 U de Taq polimerasa, 200 µmol/L d~ cada 

uno de los dNTP's, MgCI, 1 s mmol/L. Tris-HCI 10 mmol/L, pH a 3. en un volumen final de 1 oO µl. 

Las condiciones de reacción en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalización a 95ºC 

por 1 minuto, seguida por 36 ciclos de amplificación (95ºC por 30 segundos, 55ºC por 60 

segundos y 72ºC por 45 segundos}. 

2) El fragmento producto de la amplificación es de 198 pb. Para verificar la mutación, los 

amplificados fueron sometidos a una digestión enzimática con Hinfl. El análisis de restricción se 



llevó a cabo con la siguiente mezcla de reactivos: 3.75 U de la enzima, NaCI 50 mM, Tris - HCI 

10mM, MgCI, 10 mM, DL-ditiotreitol 1 mM a pH 7.9, albúmina de suero de bovino a una 

concentración final de 0.04 mg/ml y 20 µI del producto de la PCR, en un volumen final de 40 µl. 

La reacción se incubó a 37 ºC durante 18 hrs. Los alelos naturales producen un solo fragmento 

de 198 pb. Después de incubarse con la enzima de restricción mientras que los alelos mutados 

producen dos fragmentos de 175 y 23 pb. Respectivamente. 

3) Dado que el procedimiento de digestión generó un resultado positivo, se realizaron los mismos 

pasos para el gen angiotensinógeno a partir del inciso número 3. 



ANALISIS Y RESULTADOS 

Se tomo muestra sanguínea para análísis a 181 pacientes, previo consentimiento informado 

(anexo1 ). De las cuales 103 eran pacientes sanas con embarazos normoevolutivos y 78 eran 

pacientes que se encontraban en la terapia intensiva donde se les tomo la muestra. 

Hasta el momento solo se habían analizados 57 pacientes y solo para metilenotetrahidrofolato 

reductasa y para el factor V; de las cuales 30 pertenecían a los controles (embarazos 

normoevolutivos) y 27 a pacientes con preeclampsia. 

De las 30 pacientes con embarazos normoevolutivos se formaron 4 grupos que fueron analizadas 

para metilenotetrahidrofolato reductasa y que son: pacientes que eran homocigotas sin mutación 

(w/w), homocigotas con mutación (m/m), heterocigotas (w/m) y mosaicos. Observando la siguiente 

distribución; 12 pacientes homocigotas negativas a alguna mutación (40%), 6 pacientes 

homocigotas para una mutación (20%), 5 pacientes ·heterocigotas (16.6%) y 7 mosaicos (23.4%). 

Fueron 27 pacientes con preeclampsia las que fueron analizadas para metilenotetrahidrofolato 

reductasa encontrando 4 pacientes homocigotas sin mutación (14.8%), 8 pacientes homocigotas 

para mutación (29.6%), 7 pacientes heterocigotas (26.2%) y 8 mosaicos (29.4%). 

De las 57 pacientes, las que no tuvieron lesión cromosómica fueron aquellas que eran 

homocigotas sin mutación para metilenotetrahidrofolato reductasa de las cuales encontramos 12 

(21 %) en los controles que son pacientes sin preeclampsia y 4 (7%) en los casos que son pacientes 

con preeclampsia, y de las que se encontró lesión cromosómica fueron en los controles 18 (31.5%) 

pacientes contra 23 (40.3%) pacientes de los casos. 

Y analizando tan solo las pacientes homocigotas con mutación y homocigotas sin mutación 

encontramos que son 30 pacientes, de las cuales los controles sin mutación fueron 12 (40%) y de 



los casos 4 (13.3%), y de los controles encontramos homocigotas con mutación a 6 pacientes de los 

controles (20%), contra 8 pacientes de los casos (26.7%). 

De las pacientes que fueron analizadas para el factor V de coagulación con la mutación de Leiden 

encontramos que fueron analizadas 30 pacientes sanas sin preeclampsia (controles) y 27 de las 

pacientes con preeclampsia (casos), formándose solo tres grupos los cuales eran: pacientes 

homocigotas sin mutación (w/w), homocigotas con mutación (m/m) y heterocigotas. Donde 

encontramos que de las 30 pacientes sin preeclampsia homocigotas sin mutación eran 16 (53.3%), 

de las homocigotas con mutación fueron 8 (26.7%) y de las heterocigotas fueron 6 (20%). 

Dentro de las pacientes con preeclampsia (casos) encontramos que fueron 27 las analizadas de las 

cuales 9 (33.3%) eran homocigotas sin mutación, 11 (40.7%) eran homocigotas con mutación y 7 

(26%) eran heterocigotas. 

Del total de las pacientes que fueron 57 encontramos que 16 pacientes de los controles (28%) no 

presentaban lesión cromosómica (eran homocigotas sin mutación), contra 9 de las pacientes con 

preeclampsia (15.7%). 14 de las pacientes de los controles (24.6%) presentaban algún tipo de 

lesión cromosómica contra 18 de los casos (31 .7%) que presentaban algún tipo de lesión 

cromosómica. 

Haciendo la relación de las 57 pacientes específicamente por grupo encontramos que 16 (28%) 

pacientes de los controles eran homocigotas sin mutación, contra 9 (15.7%) de los casos; pacientes 

homocigotas para mutación de los controles fueron 8 (14%), contra 11 (19.2%) de los casos; y de 

las pacientes heterocigotas encontramos 6 de los controles (10.5%), contra 7 (12.6%) pacientes de 

los casos. 

Analizando a ambos grupos únicamente para aquellos que presentaban homocigosidad con 

mutación y sin mutación encontramos que fueron 44 pacientes de las cuales del grupo control fueron 

16 (36.3%) eran homocigotas sin mutación contra 9 (20.6%) de los casos, y de las homocigotas con 

mutación de los controles fueron 8 (18.1 %) contra 11 (25%) de los casos. 



Aún faltaba por analizar el resto de las pacientes y el gen que codifica para el angiotensinógeno, 

más como el procedimiento llevó más tiempo del planeado queda pendiente reportar el resto de las 

pacientes. 

Para el análisis inferencia! se utilizo la prueba de chi cuadrada, con un nivel de significancia <0.05. 

Se calculo la razón de momios con un intervalo de confianza de 95%. 

En los siguientes recuadros tenemos la relación de los resultados obtenidos de las pacientes: 
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-CONTRóT·-coNC DE r MTHFfC l-FACTO-R\/ 
LES DNA 

-·---------
ng/ml Restricción Restricción 

Hinf-1 Mnl-1 
__ til_ ___ ___I24__l Mosaico m/m 

N2 500 wlw wlw 
- N3 172 w/w wlw 

-
-~-- 269 w/w 1 w/w 

n5 794 1 Mosaico . wlw 
n6 590 m/m wlw 
n7 226 w/w wlw 

t----

n8 202 m/m wlw 
~---n9 _-__--1§ 1 t __ ..Y!.7m ___ __ f!J_tm----= 

n10 690 m/m m/m 
-·-r¡:¡-1---:300_____ w/m m/m 

H~
·- 2

6

0

3

8

9 

Mosaico __ w_/_m __ _, 

Mosaico m/m 

n ~ ~ ¡ ~~g I M":1~co :;: 
n16 _ 530 m/m wlm 

>---_n_1 __ 7 389 w/w =!=: 
n18 400 m/m -------+----------- -------+--
n 19 806 w/w --------1--------t-
n 20 330 w/w mlm 
n21 599 m/m w/m 
~?2 470 w/m w/w 
( n23 3_1 __ 2 __ _,_ __ 
1 n24 ' 861 

wlw ·-----j--·------wlw 
wlw wlw 

~-~-}}--~~~- --

~ 221 w/m wlw 
L-~ __ 8 ______ 3_50 _____ M~o __ s_a_ic_o_-+-___ m_/_m_--J 
/ ___ n_2_9_-+-__ 7_4_6 __ -+-___ w_/_w __ -+-__ m_/_m __ _ 
r n30 160 w/w w/m 

Mosaico _l_._w_/_w __ --j 

wlw 1 w/m 



i=eACIENTES CON PREECLAMPSIA 
~.A.sos-coNG.°-6NA-M-THFR--r-Fl\Croffv-
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TABLAS Y GRAFICAS 

PACIENTES HOMOCIGOTOS SIN Y CON MUTACION DE 

METILENOTETRAHIDROFOLA TO REDUCTASA 

HOMOCIGOTOS HOMOCIGOTOS 
S/MUTACION C/MUTACION 

!CONTROLES 12 (40%) 6 (20%) 
/CASOS 4 (13.34%) 8 (26.7%) 

TOTAL DE PACIENTES SIN Y CON MUTACION 

PARA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA 

PACIENTES PACIENTES 
SIN MUTACION CON MUTACION 

!CONTROLES 12 18 
ICASOS 4 23 



PACIENTES 
SIN I PREEC 
(CONTROLES) 
PACIENTES 
CON I PREEC 
(CASOS) 

TOTAL DE PACIENTES POR GRUPO ESPECIFICO 

PARA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA 

HOMOCIGO HOMOCIGO HETEROCIGOTO 
SIN I MUT CON /MUT 

12 6 5 

4 8 7 

MOSAICO TOTAL 

7 30 

8 27 



PACIENTES HOMOCIGOTOS SIN Y CON MUTACION DE 

FACTOR V 

HOMOCIGOTOS 
SIN MUTACION 

HOMOCIGOTOS 
CON MUTACION 

CONTROLES 16 28% 14 24.5% 
CASOS 9 16% 18 31.5% 

TOTAL DE PACIENTES SIN Y CON MUTACION DE 

FACTOR V 

HOMOCIGOTOS 
S/MUTACION 

HOMOCIGOTOS 
C/MUTACION 

CONTROLES 16 36.34% 14 24.5% 
CASOS 9 20.6% 18 31 .5 



PACIENTES 
SIN I PREEC 
PACIENTES 
CON/PREEC 

TOTAL DE PACIENTES POR GRUPO DE 

FACTOR V 

HOM S/M HOM C/M HETEROCIGOTO 
16 (28%) 8 (14%) 6 (10.5) 

9 (15.7) 11 (19.2%) 7 (12.6) 
.. , 

TOTAL 
30 

27 



23% 

PACIENTES CON EMBARAZO NORMOEVOLUTIVO 

METILENOTETRAHIDROFOLA TO REDUCTASA 

20°/o 

• HOMO S/M 

• HOMO C/M 

D HETEROCIGOTAS 

MOSAICOS 

PACIENTES CON PREECLAMPSIA 

METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA 

15o/o 

29% 

26% 

• HOMO S/M 

• HOMO C/M 

• HETEROCIGOTAS 

O MOSAICOS 
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RELACION DE PACIENTES 

METILENOTETRAHIDROFOLA TO REDUCTASA 
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• controles 
• casos 

TOTAL DE PACIENTES CON Y SIN LESION 

METILENOTETRAHIDROFOLA TO REDUCTASA 

PAC. SIMUT. PAC. C/MUT. 

• CONTROLES 

llCASOS 
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o 

PACIENTES HOMOCIGOTAS CON Y SIN MUTACION 

METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA 

homocigoto sin 
mutación 

homocigoto con 
mutación 

• controles 

• casos 



PACIENTES SIN PREECLAMPSIA 

FACTOR V 

51% 

PACIENTES CON PREECLAMPSIA 

FACTOR V 

41% 

•HOMOC S/MUT 

•HOMOC CIMUT 

CHETEROCIGOTO 
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TOTAL DE PACIENTES CON Y SIN MUTACION 
FACTOR V 
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FACTOR V 
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CONCLUSIONES 

La preeclampsia - eclampsia sigue siendo un padecimiento frecµente en nuestro país, el cual tiene 

un alto indice de morbilidad y mortalidad, siendo que no se ha encontrado una causa en especifico o 

un factor predisponente en especial, encontramos que quizás la unión de varios de ellos pudiesen 

llegar a influir para el desarrollo de le enfermedad, y como ejemplo de algunos de ellos encontramos 

el factor cultural, el social, socioeconómico y nutricional de las pacientes, siendo este último uno de 

uno de los más importantes, ya que en este tipo de pacientes encontramos una deficiencia 

importante de minerales y proteínas. 

El tipo de estudio realizado es un estudio observacional, transversal, comparativo, clínico en 

donde observamos que las pacientes que tienen lesión cromosómica en el gen que codifica para 

metilenotetrahidrofolato reductasa y para el factor V de coagulación (mutación de Leiden) podrían 

llegar a presentar mayor tendencia a desarrollar preeclampsia - eclampsia, aunque la diferencia 

encontrada es muy pequeña y la cantidad de pacientes es poca. 

Dentro de los hallazgos del gen que codifica para metilenotetrahidrofolato reductasa encontramos 

que las pacientes que tienen algún tipo de lesión cromosómica tienen mayor riesgo de presentar la 

enfermedad, observando una mayor probabilidad de presentar la enfermedad cuando encontramos 

que las pacientes son homocigotas para la mutación, siendo una diferencia ligeramente menor en 

las pacientes heterocigotas. 

Para lo que es el factor V de coagulación encontramos también que las pacientes que tienen algún 

tipo de mutación cromosómica tienen mayor riesgo de presentar la enfermedad; observando una 

mayor propensión de desarrotlar la enfermedad aquellas que son homocigotas para la mutación, no 

observando tal diferencia entre las pacientes heterocigotas, ni con las pacientes que se les analizó 

en el grupo del metilenotetrahidrofolato reductasa. 

También observamos que cuando comparamos ambos grupos el de pacientes con embarazos 

normoevolutivos y el de las pacientes con preeclampsia severa para los genes que codifican para 
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metilenotetrahidrofolato reductasa y del factor V, encontramos que las pacientes con preeclampsia 

severa tendían a tener una mayor cantidad de mutaciones en ambos genes (tanto en el de la 

metilenotetrahidrofolato reductasa como en el del factor V), en comparación con las pacientes que 

no eran preeclámpticas, siendo mayor la probabilídad cuando se encontraban mutaciones 

homocigotas en ambos grupos. 

Sería conveniente realizar el estudio en las pacientes con factores de riesgo para desarrollar 

preeclampsia, ya que esto podría servir para aumentar medidas y cuidados en este tipo de 

pacientes, tratando de evitar la aparición de la enfermedad y de sus complicacíones, más sin 

embargo debido al costo y a la poca accesibilidad aún no es posible difundir su uso, por lo que lo 

podríamos considerar por el momento poco practico. 

Además falta el análisis del resto de las pacientes y del gen que codifica para el angiotensinógeno, 

los cuales se encuentran aún en procesamiento, ya que su análisis tardó más del tiempo previsto, 

dado que la cantidad de pacientes es poca y que encontramos pocas referencias acerca de este 

tipo de lesiones cromosómicas sería conveniente realizar nuevos estudios con una mayor cantidad 

de pacientes. 

Hay que recordar que este tipo de lesiones serían un factor predisponente para el desarrollo de la 

enfermedad, no un factor causal por lo que es conveniente llevar un estricto control del embarazo 

en todas las pacientes, teniendo que ser más acuciosos en aquellas pacientes que presentan 

factores de riesgo para el desarrollo de la misma o que ya han presentado la enfermedad. 
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Anexo!: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

México D. F. __ de _____ de 200 

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigación titulado: "Alteraciones 
Genétic:is en la Preeclampsia-Eclampsia'', registrado en el Comité Local de .Investigac ión Médica 
del Hospital de Gineco-Obstetricia No. 3 del CMN "La Raza" con el número 029/99 y en la 
Comisión Nacional de Investigación Científica del IMSS con el número 99-692-0030. 

El objetivo ele este proyecto es estudiar la prcscn;;ia de mutaciones o cambios genéticos específicos. 
en mujeres mexicanas que desarrollaron prcccla111psia-cclampsia durante su embarazo y comparar 
estos resultados con los que se obtengan de mujeres que tuvieron un embarazo normal. 

Se 111c ha explicado que mi participación consistirá en que se me tomará una muestra de sangre 
durante mi estanc ia en este Hospital y se analizará mi expediente médico. 

Se n1c ha informado también que no existen riesgos derivados de mi participación en este ct>tudio y 
que la única molestia o inconveniente será la aso.ciada con la toma de la muestra de sangre. 
También se me informó que yo no recibiré directamente algún beneficio, pero que mi participación 
ayucl<irú a conocer mejor las causas de l<i preeclampsia-eclampsia y podrá beneficiar en el futuro a 
ntras mujeres que presenten esta enfermedad. 

El i.livcstigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier 
duela que le plantee acerca de este estudio. Asimismo, me ha asegurado que no se me identilicarú en 
las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi 
privacidad serún manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme 
posteriormente, si yo lo solicito, la información que obtenga ele mi persona en relación con este 
estudio. 

Entiendo que en caso que quisiera retirarme del estudio, puedo hacerlo en el momento que 
considere conveniente, sin que ésto altere la atención médica y los servicios a los que tengo 
derecho. 

N\1111brc y linna ele la paciente 

Nn111brc. matrícula y lirma del investigador principal 

TESTIGOS 

'\\>111hn.: y lirma \:Pmbrc y lirma 
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