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RESUMEN

TITULO: IMPACTO DE LOS POLIMORFISMOS RS429358 Y RS7412 DE LA APOE, SOBRE LOS
COMPONENTES DEL PERFIL LIPIDICO, LOS NIVELES SERICOS DE APOLIPOPROTEINAE Y
SU ASOCIACION CON LA PRESENCIA DE PRE-ECLAMPSIA EN POBLACION COLOMBIANA.*

AUTOR: ELIZABETH GUIO MAHECHA**
Palabras clave: Pre-eclampsia, polimorfismos genéticos, lipidos, apolipoproteina E.

Introduccion. La Pre-eclampsia (PE), es una enfermedad multifactorial. Se caracteriza por
hipertension arterial de nueva aparicion y proteinuria después de la semana 20 de gestacion.
Alteraciones en niveles de apolipoproteina E (ApoE), conducen a estrés oxidativo, siendo éste un
mecanismo en el desarrollo de PE. Los polimorfismos rs429358 y rs7412 del gen APOE, juegan un
papel importante en el metabolismo de lipidos. El presente estudio evallo la asociacién entre
polimorfismos, niveles séricos de colesterol total, cHDL, cLDL, TAG y ApoE con el riesgo de PE.
Materiales y métodos. Estudio colombiano poblacional que incluyé 843 casos y 987 controles,
captadas por el estudio GenPE (www.genpe.org). La identificacién de genotipos se realizd por Kit
LightMixApoE® (Roche), para los rs429358/rs7412. Los niveles séricos de cHDL, cLDL, TAG y
ApoE fueron cuantificados en equipo RxImola (Randox®). Se realizé andlisis descriptivo de las
frecuencias alélicas y genotipicas (Arlequin 3.5.1.2); analisis multivariado y regresion lineal para
asociacion genotipos, niveles y PE (STATA 12.0). Estudio aprobado por el Comité de Etica en
Investigaciones de la UNAB.

Resultados. Niveles de ApoE = 5 mg/dl se asocian de manera independiente con PE con OR=2,31
(IC 95% de 1,41-3,78); asociacion que se mantiene por severidad, PE leve: OR=1,92 (IC 95% 1,11-
3,32), PE severa: OR=2.83 (IC 95% 1,48-5,40), HELLP: OR=3,39 (IC 95% 1,37-8,38). Asi mismo,
se encuentra asociacion con TAGS, con incremento de 23 mg/dl (p<0.001) en casos con respecto
a controles. No se encontraron genotipos asociados a la enfermedad, ni a los niveles séricos.
Conclusiones. Aumento en los niveles de ApoE y TAGs se asocian con PE y su severidad en la
poblacién analizada, reforzando la hipotesis que el metabolismo alterado de los lipidos conduce a
estrés oxidativo e inflamacion como posible patogénesis en la PE.

*Trabajo de grado

**Universidad Industrial De Santander, Facultad De Salud, Escuela De Medicina. Escuela De
Laboratorio Clinico Bacteriologia. Director: MANTILLA MORA Gerardo. Bact, MSc. Co-director:
SERRANO DIAZ Norma. MD, MSc.
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ABSTRACT

TITLE: IMPACT OF APOE POLYMORPHISMS (RS429358 AND RS7412) ON THE LIPID
PROFILE, LEVELS OF APOLIPOPROTEIN E, AND ITS PRESENCE IN A POPULATION OF
COLOMBIAN WOMEN WITH PREECLAMPSIA.*

AUTHOR: ELIZABETH GUIO MAHECHA**
Keywords. Pre-eclampsia, genetic polymorphisms, lipids, apolipoprotein E.

Introduction. Pre -eclampsia (PE) is a multifactorial disease that is characterized by new onset
hypertension and proteinuria after 20 weeks of gestation. Alterations in apolipoprotein E (ApoE)
levels lead to oxidative stress, an important mechanism in the development of PE. The rs429358
and rs7412 polymorphisms of the APOE gene play an important role in lipid metabolism. This study
evaluated the influence of these polymorphisms, levels of total cholesterol, HDL, LDL, TAG and
ApoE in the risk of developing PE.

Materials and methods. Colombian population study that included 843 patients with PE and 987
controls, participants of the GenPE study (www.genpe.org). Genotype identification was performed
using the LightMixApoE R158C C112R Kit (Roche) for the identification of rs429358/rs7412. Levels
of HDL, LDL, TAG and ApoE were quantified in RxImola equipment Randox®). For these purposes,
a descriptive analysis of the allelic and genotypic frequencies (Arlequin 3.5.1.2) was conducted and
multivariate analysis and linear regression was carried out to assess the association among
genotypes, the levels of the markers, and PE (STATA 12.0). The Research Ethics Committee of
UNAB approved this study.

Results. ApoE levels = 5 mg/dl were independently associated with PE with OR=2.31 (IC 95%
1.41-3.78); association maintained by severity, mild PE: OR=1.92 (IC 95%, 1.1-3.32), severe PE:
OR=2.83 (IC 95% 1.48-5.40), and HELLP: OR=3.39 (IC 95% 1.37-8.38). In addition, an association
with TAGs was found, increased to 23 mg/dl (p <0.001) in patients with PE when compared to the
controls. The ApoE genotype was not associated with disease severity or the APOE levels in
serum.

Conclusions. Increased ApoE and TAGs levels were associated with PE and disease severity in
the studied population. These results suggest that the altered lipid metabolism plays a role in the
oxidative stress and inflammation as possible pathogenesis in the PE.

*Degree Paper

**Universidad Industrial De Santander, Facultad De Salud, Escuela De Medicina. Escuela De
Laboratorio Clinico Bacteriologia. Director: MANTILLA MORA Gerardo. Bact, MSc. Co-director:
SERRANO DIiAZ Norma. MD, MSc.
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1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Pre-eclampsia (PE), es una enfermedad compleja exclusiva de la gestacion
humana, que se presenta en todos los grupos étnicos, con una frecuencia de
3.7%. A nivel mundial es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
tanto fetal como materna (1; 2). Clinicamente la PE se caracteriza por hipertension
arterial de nueva aparicion y proteinuria, posterior a la semana 20 de gestacion,
siendo mas frecuente en mujeres jovenes nuliparas y en mujeres multiparas
mayores (3; 4). En las Gltimas décadas se ha acumulado evidencia cientifica que
sugiere que las mujeres con antecedentes de PE, tienen en el futuro el doble de
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV), en comparacion con

mujeres que han tenido embarazos normotensos (5).

A pesar de ser una de las principales causas de la morbilidad y la mortalidad
materna y fetal, su etiologia y la patogénesis de la PE aun no se han dilucidado
totalmente. Hasta la fecha, la disfuncion endotelial en la vasculatura de la placenta
se considera la teoria con mayor aceptacion para explicar la enfermedad (6).
Varios factores con alta plausibilidad biolégica, que incluyen, factores genéticos,
inmunes, vasculares y el estrés oxidativo, se han asociado en la patogénesis de la
enfermedad, por lo tanto han sido objeto de investigacion en busqueda de

marcadores bioldgicos que permitan predecir la enfermedad (7).

Los estudios, en el campo de la investigacién cardiovascular, han demostrado que
los lipidos circulantes en suero tienen un efecto directo sobre la funcion endotelial
y como consecuencia, alteraciones en el perfil lipidico se asocian con disfuncion
endotelial (8). Resultados de investigacion sugieren que el metabolismo anormal
de los lipidos, en especial concentraciones elevadas de lipoproteinas ricas en
triglicéridos se asocian con el estrés oxidativo y disfuncion endotelial, y pueden

predisponer al desarrollo de PE (9). De manera mas reciente, se ha involucrado a
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la apolipoproteina E (ApoE), componente importante de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), cuya funcion consiste en la modificacién de las respuestas
inflamatorias, y la eliminacion del exceso de colesterol de la circulacion a través de
la regulacion de la captacion hepética, como un biomarcador novedoso de riesgo
para predecir PE. Sin embargo, los resultados reportados no han sido
concluyentes y en algunos casos contradictorios (10; 11; 12).

Algunas variantes genéticas que codifican para la ApoE, se han asociado con
alteraciones en los niveles séricos de lipidos y apolipoproteinas, en esta misma
via han sido relacionadas de manera contundente con un incremento en el riesgo
de ECV (13), constituyéndose, en un marcador con alta plausibilidad biolégica en
el desarrollo de PE. Sin embargo, los estudios realizados son pocos, con limitacién

en el tamafio muestral y con resultados contradictorios (14; 15).

Por lo tanto, el presente estudio fue disefiado con el objetivo de investigar la
asociacion entre los polimorfismos de la APOE, los niveles de colesterol total
(CT), colesterol de alta densidad (cHDL), colesterol de baja densidad (cLDL),
Triacilglicerol (TAG), y apolipoproteina E (ApoE), con la presencia de PE en
mujeres colombianas captadas por el Estudio GenPE.

1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe asociacién entre los polimorfismos de APOE (rs429358 y rs7412) y los
niveles séricos de CT, cHDL, cLDL, TAG y ApoE, con el riesgo de desarrollar pre-

eclampsia en mujeres colombianas?
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2. JUSTIFICACION

A la fecha no existen intervenciones aceptadas como efectivas para la
“‘prevencion” de la PE, por lo tanto, su manejo estd encaminado a disminuir
posibles complicaciones en la madre y el feto con intervenciones, como el uso del
sulfato de magnesio y/o la terminaciéon temprana del embarazo, para prevenir
muertes maternas. Esto ha llevado a que la induccién del parto pre-término debido
a PE, se haya incrementado de manera importante en las Ultimas 4 décadas,
posicionando a la PE como una de las principales causas de parto pre-término y
de bajo peso al nacer y por ende de alta morbi-mortalidad tanto materna como

perinatal (16).

La implementacién rutinaria de la terminacion temprana del embarazo por PE ha
servido para disminuir, en gran parte, el riesgo de muerte materna entre las
mujeres que desarrollan PE leve o tardia. Sin embargo, existe un considerable
grupo de mujeres de alto riesgo dentro del espectro de la PE cuya presentacién
clinica es mas abrupta y severa, y a edades gestacionales mas tempranas: PE
severa, eclampsia y sindrome HELLP, siendo este grupo el principal responsable
de las 40,000 muertes maternas asociadas a los desordenes hipertensivos del
embarazo, de las cuales América Latina y el Caribe tienen la proporcién mas alta
en el &mbito mundial (17). De igual manera, estas presentaciones de PE tienen un
mayor impacto sobre la morbi-mortalidad del recién nacido y sobre el futuro riesgo
de enfermedades cardiovasculares en la madre en etapas posteriores de su vida
de adulta (18). Por lo anterior se hace necesario el desarrollo de intervenciones
encaminadas a la prevencion de la PE para lograr una reduccién mas significativa
en la morbi-mortalidad materna y neonatal, puntos que contribuyen con el IV y V
Objetivos de Desarrollo del Milenio: reducir la mortalidad infantil y mejorar la salud

materna (19).
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Pero el desarrollo de intervenciones preventivas requiere de un conocimiento
sobre la etiologia y la fisiopatologia de la enfermedad. En PE hay vacios en el
conocimiento y la etiologia de la enfermedad es aun desconocida. La hipotesis
gue con mayor fuerza fundamenta su origen, es una falla muy temprana en la
placentacion que lleva a la liberacién de varios productos placentarios provocando
trastornos en la madre, tales como: estrés oxidativo, respuesta inflamatoria
incrementada y disfuncion endotelial generalizada, que afecta también el
adecuado crecimiento del arbol vascular placentario. EI modelo genético mas
plausible hasta la fecha postula que la apariciéon del fenotipo patolégico en PE
depende de la susceptibilidad genética y medio-ambiental de la madre y de la

carga genética del trofoblasto (carga genética fetal) (20).

Existe evidencia de la heredabilidad de la PE, los estudios familiares han
demostrado que ésta patologia es mas comun entre las hijas y hermanas de
mujeres con antecedente de PE (21; 22; 23; 24). Sin embargo, el grado en que los
genes y las vias genéticas contribuyen en el desarrollo de la enfermedad, sigue
siendo motivo de investigacion. Un meta-analisis, publicado recientemente, reporto
7 variantes en 6 genes que se asociaron significativamente con PE. Algunas de
estas variantes también son factores de riesgo independientes para ECV, para
dislipidemia genética y estan involucrados en el metabolismo de los lipidos (25).
Las mujeres con antecedente de PE tienen un riesgo incrementado para ECV y
para desarrollar dislipidemia mas tarde en la vida, lo cual sugiere una etiologia
compartida entre PE y alteraciones en el metabolismo de los lipidos y ECV. Los
patrones mas comunes de dislipidemia encontrados en embarazos con PE, han

sido niveles elevados de TAGs y niveles bajos de cHDL (26; 27; 28).

Los niveles de lipidos indicativos de dislipidemia en la circulacion, han sido
implicados en la patogénesis de la disfuncién endotelial y en la aterosclerosis (29).
Dado que, una de las caracteristicas clasicas de PE es la disfuncién endotelial, la

dislipidemia se convierte en un candidato plausible en la patogénesis de la
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enfermedad y por lo tanto la evaluacion de variantes genéticas asociadas a los
niveles circulantes de lipidos podria ayudar a dilucidar la fisiopatologia de la PE.

Los resultados de este estudio, con un tamafio de muestra robusta, aportan al
conocimiento sobre los mecanismos involucrados en el desarrollo de una
enfermedad con alto impacto social y econdémico. El encontrar resultados positivos
de asociacion, abre la posibilidad de plantear el desarrollo de ensayos clinicos
aleatorizados que investiguen la eficacia de hipolipemiantes, por ejemplo

estatinas, para la prevencion de PE.
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3. ANTECEDENTES

3.1 LIPIDOS, LIPOPROTEINAS Y APOLIPOPROTEINAS

Los trastornos del metabolismo y del transporte de los lipidos y las lipoproteinas
han sido estudiados en las ultimas décadas, comprobando que los defectos en su
regulacion estan fuertemente asociados con el desarrollo de condiciones
patologicas, tales como, el sindrome metabdlico, ECV, enfermedades

neurodegenerativas (Alzheimer), e incluso el desarrollo de tumores (30; 31).

3.1.1 Lipidos. Los lipidos son un grupo de biomoléculas muy heterogéneas
desde el punto de vista estructural. La mayoria de estas moléculas son
hidrofobicas y sus funciones biologicas son casi tan variadas como su estructura.
Estan involucrados en varios mecanismos biolégicos, como: reserva energética en

los tejidos, transporte, sefializacion y clasificacién de macromoléculas (31; 32).

¢ Clasificacién de los lipidos:
La clasificacion de los lipidos es compleja debido a su diversidad estructural y
funcional, por lo tanto no existe una forma Unica de clasificacion (33). A
continuacion se describe un tipo de clasificacion, la cual se fundamenta en los

lipidos mas importantes en el metabolismo humano.
— Lipidos simples: Estan formados por las unidades estructurales de
naturaleza altamente acida o alcohdlica, tienen efectos importantes sobre el
metabolismo intracelular (34); en este grupo se encuentra:

— Unidades estructurales no esterificadas: acidos grasos y alcoholes grasos
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— Esteres: monoglicéridos, diacilglicéridos vy triacilglicéridos o grasas neutras
(35).
— Derivados de acidos grasos de importancia reguladora: prostaglandinas,

tromboxano y leucotrienos (34).

— Lipidos complejos: Son los lipidos en los que existen unidades estructurales
de las anteriores (lipidos simples), pero unidas por enlaces éster con algun
otro componentes de naturaleza polar, como fosfato, alcoholes e hidratos
de carbono hidrofilicos y tienen caracteristicas anfipaticas (una parte
hidréfoba y una hidrofilica), que los hacen adecuados para formar bicapas

de forma espontanea (33; 34). Forman parte de este grupo:

— Fosfolipidos: Cuentan con la presencia de algun fosfato. Se clasifican en

fosfoacilglicéridos y esfingomielinas (36).

— Glicolipidos: Poseen siempre esfingosina y ademas algun hidrato de
carbono en su molécula. Existen tres tipos principales: Cerebrésidos,
globdsidos y gangliésidos. Algunas veces el hidrato de carbono contiene
ésteres sulfuricos, por lo que el lipido se denomina sulfatido o sulfolipido
(33; 34).

— Lipidos conjugados con macromoléculas: Lipoproteinas y lipopolisacéaridos
(33).

— Lipidos isoprenoides o insaponificables: Se derivan estructuralmente de
isopreno o 2-metil-butadieno y no contienen enlaces éster (33; 35), se

clasifican en:

Terpenos y aroma.
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Esteroides
Retinoles y carotenoides
Tocoferoles

Polipenilquinonas.

Ademas, en los tejidos existen otros lipidos, que se generan por modificaciones o

solapamientos entre los tres grupos anteriores, entre ellos estan:

Esteres de colesterol
Plasmalégenos

Eteres glicéricos o pequefias cantidades de hidrocarburos (33; 35).

3.1.2 Lipoproteinas. Los lipidos exdégenos y enddgenos deben ser
transportados a los diferentes tejidos u 6rganos, ya sea para ser almacenados,
utilizarlos como fuente de energia o convertirlos en productos especializados
(acidos biliares, hormonas esteroides, etc.), pero debido a que son insolubles en

agua su transporte por el plasma resulta complejo (37).

Las lipoproteinas son macromoléculas, de naturaleza globular, cuya funcion es
empaquetar los lipidos insolubles en el medio acuoso del plasma y transportarlos
desde el intestino y el higado a los tejidos periféricos y, desde éstos, devolver el
colesterol al higado para su redistribucion, o eliminacién del organismo en forma

de &cidos biliares fundamentalmente (34).

Las lipoproteinas plasmaticas constituyen un sistema disperso y heterogéneo de
particulas de morfologia casi esférica, que tienen un nucleo o core hidréfobo
formado por lipidos no polares, es decir, colesterol esterificado y TAG, y por una
capa superficial hidréfila que contiene colesterol no esterificado, fosfolipidos (FL) y
unas proteinas especificas denominadas apolipoproteinas (Apo) (33; 34) (ver
figura 1y 2).
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Figura 1. Composicién de las apolipoproteinas.
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Fuente: Mathews. Van Holde. Bioquimica. Tercera edicion. 2005

Figura 2. Apolipoproteina.
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Fuente: Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth edition. 2008 W.H. Freeman

and Company
La nomenclatura de las diferentes lipoproteinas presentes en el plasma humano

se basa en el hecho de que estan catalogadas dentro de rangos de densidades y
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ésta a su vez depende de la relacion lipido/proteina (33). Cada clase posee
determinada movilidad electroforética, lo que ha permitido clasificarlas en:

Quilomicrones (QMs): Transportador de TAG

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL): Transportador de TAG
Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL).

Lipoproteinas de baja densidad (LDL): Transporte de éster de colesterol (EC)
Lipoproteina (a) o Lp(a) o “sinking Pre-beta”

Lipoproteinas de alta densidad (HDL): Transporte reverso de EC.

3.1.3 Apolipoproteinas.  Las Apolipoproteinas cumplen un papel estructural en
las particulas lipoprotéicas, e intervienen en el metabolismo de las mismas,
actuando como moduladores de actividad enzimatica y ligando para los receptores
celulares especificos (38). Actualmente son conocidas las Apo: A, B, C,D, E, Fy

G; algunas de estas presentan isoformas que se indican con nUmeros romanos.

En la tabla 1 se describen las caracteristicas, el peso molecular y el lugar de
origen de las apolipoproteinas:
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Tabla 1. Generalidades de las apolipoproteinas.

Peso
) ) i e Lugar de
Apolipoproteina | molecular Lipoproteina Caracteristicas )
origen
(kDa)
Cromosoma 11
Activa la LCAT Intestino,
A-l 28.016 HDL, QMs : )
Ligando para el receptor del = Higado
HDL.
Cromosoma 1.
Forma complejos (puentes
disulfuro), con ApoE inhibiendo i
A-ll 17.014 HDL, QMs y Higado
su unién al receptor de
lipoproteinas.
Inhibidor de LPL.
Secretado con
: Cromosoma 11 :
A-IV 46.000 QMs, se transfiere . Intestino
Transferencia de Apos
a HDL
B-48 264.000 QMs Cromosoma 2 Intestino
Cromosoma 2
B-100 540.000 LDL, VLDL, IDL Ligando mas importante para @ Higado
receptor de LDL.
Cromosoma 19.
C-l 6.630 VLDL, HDL, QMs Activa la LCAT y la LPL Higado
Inhibe CETP
Cromosoma 19
C-ll 8.900 VLDL, HDL, QMs . Higado
Activa LPL
Cromosoma 11
C-ll 8.800 VLDL, HDL, QMs Inhibe la LPL y la captacion | Higado
hepatica de QMs
Diferentes
Cromosoma 19 "
; tejidos
E 34.145 VLDL, HDL, QMs Ligando para el receptor de las 5
(macrofagos y
LDL
neuronas)
Enlace covalente | Cromosoma 6 Hepatocitos-
(@) Variable con ApoB-100 de | Modulador procesos de | secretada a

LDL

fibrindlisis, sintesis hepatica

plasma

Tomado de Bioquimica de Harper (32)
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— Metabolismo de las lipoproteinas
Las lipoproteinas son una familia de proteinas plasmaticas, que permiten el
transporte de los lipidos por los liquidos biologicos, sangre y linfa (30). Los lipidos
se empaquetan dentro de los QMs, que por lo general contienen fosfolipidos,
principalmente en la superficie, y los TAGs y EC en la parte central. La superficie
contiene varias proteinas de anclaje, llamadas apolipoproteinas, el principal
componente de las Apo en los QMs es ApoB48, junto con ApoC, ApoAl y ApoAlV.
La traduccion de ApoB48, que tiene lugar en la membrana del RE, depende
estrictamente de la presencia de la proteina de transferencia microsomal de TAGs
(MTP) y de una cantidad suficiente de lipidos (33). La MTP transfiere TAGs a la
Apo B, ayudando a la formacion de una estructura plegable méas favorable para
almacenar grandes cantidades de lipidos. Esta via conduce a la produccion de
QMs que inicialmente proporciona fosfolipidos y externamente lipidos neutros, y
posteriormente se cargan con TAGs recién sintetizados y EC (30; 35). Junto con
los TAGs, los QMs llevan cantidades relevantes de colesterol; sin embargo, el
colesterol libre también puede transportar de vuelta al lumen intestinal por medio
del casete G5 y 8 de unién a la ATP (ABCG5 y ABCG8), y puede ser secretado a
través de la via de HDL, que implica la participacion de ApoAl y ABCAL. Este
transportador juega un papel muy importante para el transporte de colesterol a

través de la via de HDL, incluso si no esta implicado en la via de los QMs (30; 39).

La estrecha relacion entre los lipidos plasmaticos, particularmente EC y la pared
vascular esta bien documentado. Dentro de la pared vascular, EC se acumula en
forma de pequefas gotas en el citosol o en los lisosomas (32). Normalmente, las
particulas de LDL que se infiltran y atraviesan el endotelio, contienen un nudcleo
rico en EC y el acido linoléico poliinsaturado. Las particulas de LDL enriquecidas
con oleato de colesterol monoinsaturada son generalmente mas grandes que las
particulas de LDL enriquecidas con linoleato de colesterol poliinsaturadas, y se
unen a los proteoglicanos arteriales con mayor fuerza por estar atrapados y

obligados a seguir la via que conduce a la formacion de placa aterosclerética. Los

28



lipidos son capaces de unirse a los receptores tipo Toll (TLRs) y pueden iniciar la
sefalizacion intracelular (32; 34). Los TLRs pueden se aterogénicos o
proaterogénicos. Seimon et al, observo que los fosfolipidos oxidados, particulas
LDL oxidadas, y acidos grasos saturados activan la apoptosis en macréfagos en el
reticulo endoplasmatico estresado a través de un mecanismo que involucra TLRs.
Por otra parte, la eliminacion de lipidos a partir de placas en circulacion puede ser
realizada por las HDL (32).

El metabolismo de las HDL, tiene como funcion recuperar el exceso de colesterol
depositado en las membranas celulares de los tejidos periféricos, convirtiéndolos
en EC vy los remiten a las formas maduras y terminales de las otras lipoproteinas,
especialmente aquellas ricas en TAG (QMs, IDL y LDL), muchas de estas,
terminan depositdndolo en el higado. Por tanto, las HDL son fundamentales en el
transporte inverso del colesterol o ruta de excrecidn para este compuesto, que al
circular siempre unido a proteinas plasmaticas no puede ser expulsado por orina
(34; 40).

Tanto los estudios experimentales como los epidemiolégicos, genéticos y clinicos,
indican que los niveles de cHDL se correlacionan en forma independiente e
inversa con la presencia de enfermedad cardiovascular, indicando que las HDL
constituyen un factor protector antiaterogénico. Por otro lado, niveles reducidos de
cHDL constituyen la anormalidad lipidica mas prevalente en sujetos con
enfermedad coronaria precoz (41).

Existe un creciente interés en investigar las propiedades funcionales de las HDL,
por ser considerados factores protectores de riesgo cardiovascular. Sin embargo,
la evidencia también sugiere que la funcionalidad del HDL como atero-protector
puede ser perdida en un ambiente de inflamacién y estrés oxidativo, y su
condicion cambiar de atero-protector a una forma disfuncional de HDL, pro-
aterogeénica (40).
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3.2 APOLIPOPROTEINAE

La apolipoproteina E (ApoE), es una proteina multifuncional con un papel central
en el metabolismo lipidico, en neurobiologia, en enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares (38). Tiene tres isoformas principales
(ApoE2, ApoE3 y ApoE4), con diferentes efectos sobre transporte de los lipidos y
la homeostasis del colesterol en los sistemas cardiovascular y nervioso central
(42; 43).

Descubierta en la década de 1970, es una de las varias apolipoproteinas
asociadas a lipoproteinas remanentes, VLDL, IDL, QMs y ciertas subclases de
HDL. ApoE desempefia un papel clave en la regulacion de estas lipoproteinas en
el plasma al servir como el ligando por su unidn a receptores especificos de la
superficie celular, incluyendo los miembros de la familia del receptor de LDL y
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, por sus siglas en inglés de heparan

sulfate proteoglycans) (44).

Las lipoproteinas remanentes son el resultado del catabolismo de los QMs y de las
VLDL. La lipoproteina lipasa, tiene como actividad degradar los TAGs de las
proteinas precursoras, disminuyendo su tamafio y aumentando el contenido de
colesterol (45). Este proceso produce particulas de composicion y tamafio
variable, las cuales son capaces de atravesar el endotelio vascular, y ser
arrestadas por los monocitos formando células espumosas donde el colesterol se
puede depositar, si no existen mecanismo de control. Si bien el catabolismo
depende de la actividad de lipasa hepatica, la captacion de éstas, esta mediada

por ApoE, que es reconocida por los receptores especificos (46; 47; 48; 49).
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ApoE3, es la mas comun de las tres isoformas y se considera que es la forma
silvestre o normal. ApoE2 y apoE4 difieren de ApoE3 por sustituciones de un solo
aminoécido en la posicién 112 o 158 (50; 51) (Figura 3).

Figura 3. Isoformas de ApoE y sus propiedades.

Apolipoprotein E Isoforms

E4 = E3 = E2
Allelic frequency: 15% 77% 8%
Sequence differences: Arg-112 Cys-112 Cys-112
Arg-158 Arg-158 Cys-158
Receptor binding: 100% 100% <2%
Associated disorder: Alzheimer’s Disease “Normal” Type lll Hyper-

lipoproteinemia
Tomado de: Y. Huang, R.W. Mahley / Neurobiology of Disease 72 (2014) 3-12
(51)

ApoE se sintetiza y secreta a partir de una variedad de tejidos y varios tipos de
células, siendo muy abundante en el liquido intersticial, linfa y plasma. ApoE
puede ser secretada por las células, en una forma pobre en lipidos. Sin embargo,
debido a su gran avidez por los lipidos, especialmente fosfolipidos, casi siempre
se encuentra asociada a ellos y muy probablemente los adquiere de la superficie
celular. En linfa, plasma y liquido cefalorraquideo, siempre parece estar asociada
con lipidos. Estudios realizados en ratones, monos titi y seres humanos han
demostrado que los hepatocitos son el principal sitio de sintesis de ApoE. La
produccion de ApoE también se detecta facilmente en el cerebro, glandula
suprarrenal, testiculos, piel, rifidn, bazo, tejido adiposo y macréfagos. La presencia
de ApoE es critica para eliminar del plasma lipoproteinas ricas en TAGs y

colesterol como remanentes de quilomicrones, VLDL, LDL y una subclase de las
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HDL. Esta Apo es el principal ligando del receptor de LDL y también se une a otros
receptores relacionados (52; 53; 54; 55).

ApoE posee dos dominios estructurales que estan conectados por 20 a 30
aminoacidos que sirven como una bisagra entre ellos. Los dos tercios del dominio
N-terminal contiene la region de unién al receptor (56). La region entre los
aminoéacidos 136-150, contiene de 6 a 8 residuos criticos de arginina y lisina y una
histidina, que median la interaccion al ligando del receptor de LDL (46; 48; 49).
Una arginina, ubicada en la posicion 158, parece estar implicada en la modulacion
de la conformacion de la regién de 136-150 y por lo tanto, participa de manera
indirecta en la actividad de union al receptor. Las ApoE3 y ApoE4, muestran
actividad normal de union al receptor por tener este residuo de arginina en el
posicion 158, mientras que la ApoE2, es defectuosa en la actividad de union al
receptor, pues tiene en la posiciéon 158 una cisteina a cambio de una arginina (46;
48; 49).

Varios mutantes de origen natural de ApoE han ayudado a definir la region de
union al receptor. Las sustituciones de amino&cidos en los residuos 136, 142, 145,
146, dan como resultado una union defectuosa al receptor y se asocian con el
desarrollo de hiperlipoproteinemia tipo Il (46; 49). Las mutaciones en los residuos
136, 142, y 145 involucran la sustitucion de un aminoacido neutro por la arginina.
Las mutaciones en el residuo 146 implican la sustitucion de un aminoacido neutro,
glutamina o glutamato, por lisina. La sustituciéon en el residuo 158 arginina por
cisteina, que da lugar a la variante comun ApoE2, la cual tiene una unién
defectuosa al receptor de LDL, que se asocia con la forma recesiva de

hiperlipoproteinemia tipo Il (57; 58)

Los HSPGs de la superficie celular también juegan un papel importante en la
unién de lipoproteinas que contienen ApoE, ya sea mediante la union al LRP, o

por otro tipo de receptores, o directamente por HSPGs. Parece que la interaccion
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de ApoE con HSPGs es un primer paso, necesario para la absorciéon de QMs por
los hepatocitos, mediada por los LRP. Esto se conoce como la via HSPG-LRP
(44). Estudios in vitro han demostrado que en ausencia de HSPGs en la superficie
celular, las lipoproteinas remanentes que contienen ApoE, no logran unirse al
receptor y por lo tanto no pueden ser internalizadas. La via HSPG-LRP no se
limita a la absorcion de las lipoproteinas en los hepatocitos; también opera en
otras células, incluyendo neuronas. La ApoE secretada de las células, enriquece el
entorno extracelular y facilita la union, con alta afinidad, de las lipoproteinas a
HSPGs. Este proceso se ha denominado el papel “secrecién/captura” de ApoE y
de esta forma lipoproteinas enriquecidas con ApoE son capturadas mediante la
uniébn a HSPGs, para ser reconocidas por los LRP y finalmente lograr ser
internalizadas por las células. Alternativamente, HSPGs también puede servir
como receptor para la unién directa y la internalizacién de las lipoproteinas que
contienen ApoE, sin necesidad de utilizar los LRP (59).

El patron celular diverso de expresion de ApoE implica mdultiples funciones y
probablemente papeles distintos en vias fisiologicas y fisiopatologicas. Por lo
tanto, el conocimiento de como se regula la expresion ApoE en diferentes tipos de
células en respuesta a diversos estimulos debe proporcionar informacién
fundamental para entender los efectos de ApoE en las diversas patologias a las
cuales se ha asociado, tales como neurodegenerativas (Alzheimer) o

cardiovasculares (50).

3.3 GEN APOE

El gen APOE se ubica en el cromosoma 19 locus q13.2-q13.3, entre los pares de
bases (pb), 50.100.901 a 50.104.488, con un tamafio de 3597 pb. Esta
conformado por 4 exones y 3 intrones. Es un gen altamente polimérfico con tres

alelos comunes: €2, €3 y €4, que dan origen a seis genotipos, tres homocitogos y
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tres heterocigotos, respectivamente (€2/€2, €2/€3, €3/€3, €2/€4, €3/ed y €4/ed), y
estos a su vez genera tres fenotipos o isoformas de la proteina: Apo E2, E3 y E4
(60; 61; 62; 63). Los alelos difieren en dos polimorfismos de un solo nucleétido,
dando lugar a diferentes aminoacidos en la respectiva proteina en las posiciones
112 y 158, de la siguiente manera: i) Apoe3, la forma silvestre, presenta cisteina
(TGC) en la posicion 112 y arginina (CGC) en la posicion 158, ii) Apog2, la arginina
se sustituye por cisteina en la posicion 158 vy iii) Apog4, la arginina ocupa la
posicion 112 a cambio de cisteina (60; 62; 63). (Figura 4)

Figura 4. Gen APOE e isoformas proteicas.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

ApoE3 Proteina
Cisteina 112 Arginina 158 COOH
NH2z

ApoE4

NH2z

ApoE2

NH2z

Arginina 112 Arginina 158 COOH

Cisteina 112 Cisteina 158

COOH

Fuente:http://www.trabajosdistinguidos.com/factores/expertosfactores43.php?PHP
SESSID=jrq6tldg3oftlig06pkokchj26

Las frecuencias alélicas (FA), pueden variar segun la poblacion estudiada, lo cual
puede verse reflejado en que tan prevalente es una enfermedad en determinada
poblacion. El gen APOE ha sido estudiado en varias poblaciones incluida la

colombiana, y se han reportado sus FA con algunas diferencias entre las
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poblaciones estudiadas. Arrigo et al, realizaron un estudio en poblacion aborigen y
poblacion caucasica de Argentina para determinar las FA, encontrando
diferencias significativas entre las poblaciones para los alelos €3 y €4. Las FA en
poblacién caucasica fueron: €3 0,786 (IC 95% 0,679-0,893), ¢4 0,178 (IC 95%
0,078-0,278), mientras que para poblacién aborigen fueron: €3 0,880 (IC 95%
0,804-0,956), €4 0,084 (IC 95% 0,021-0,147) (64).

En Colombia se han reportado estudios con poblacion de Risaralda y con
poblacion del noreste de Antioquia (65; 66). Moreno V y cols., encontraron que las
frecuencias en la poblacion colombiana son similares a las indoamericanas, el
genotipo €2 tiene un porcentaje de 1.8 % en colombianos y 1.7% en
indoamericanos, la frecuencia de €3 es 86.3% en nuestra poblacion y 85.9% en la
comparada; la presencia de €4 en indoamericanos es 12.9% que no difiere mucho
del 11.9% presente en comunidad colombiana (65). Las frecuencias reportadas
para la poblacion “paisa” por Velez-Pardo C et al, son: el genotipo €3/€3 presentd
la frecuencia mas alta (66,33%) y el genotipo ¢€4/e4 la frecuencia mas baja
(1,89%). Las frecuencias alélicas obtenidas para APO €2, €3y ¢4, fueron de
0,075 (IC del 95% = 0,063 a 0,086) + 0.005, 0.814 + 0.009 (0.797-0.831) y 0,111 +
0,007 (0,098 a 0,125), respectivamente. Todos los genotipos se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg (66). Frecuencias que difieren de las reportadas para

poblacién de Risaralda.

Un andlisis sobre la diversidad de haplotipos, realizado por Fullerton et al. Mostr6
que el alelo APOE €4 es el alelo ancestral en los seres humanos, y la divergencia
de los €4 y €2 y €3 se produjo hace 200.000 a 300.000 afos (50). Estos estudios
han sugerido que la APOE €4 evolucion6 en respuesta a los cambios en la dieta,
“‘un gen ahorrativo”, lo que permite la acumulacién de grasa cuando el acceso
nutricional fluctia. Otros sugieren que el alelo €4 evolucioné debido a una
respuesta inflamatoria mayor, lo que puede reflejar una adaptacion a entornos

altamente infecciosos. Y una tercera posibilidad, propone que sea debida a las dos
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causas antes expuestas, esto podria explicar las diferencias actuales observadas
en la distribucion mundial del alelo (50).

En la misma linea de pensamiento, Heubbe et al, sugieren que el alelo €4 conduce
a una mayor absorcion intestinal y recaptacion renal de la vitamina D. Esta
afirmacion se base en experimentos en ratones APOE €4, en los cuales los niveles
de vitamina D son significativamente mayores que los ratones APOE €2 y APOE
€3 (67). Estos hallazgos han sido confirmados en estudios en humanos, donde se
logré documentar que los individuos que son €4 tienen niveles significativamente
mas altos de vitamina D en comparacién con portadores €2 y €3 (13-25% mas
altos). Los investigadores han propuesto varios escenarios posibles para la
evolucion del alelo €4, incluyendo que el alelo €4 evolucion6 para proteger contra
la deficiencia de vitamina D. Sin embargo, con la evolucién de los alelos €3 y €2, el
alelo €4 se hizo menos frecuente (68). Hoy en dia, la frecuencia del alelo €4 en las
poblaciones humanas de todo el mundo sigue generalmente un gradiente
latitudinal en forma de U, con las frecuencias mas altas, entre el 40-50% de la
poblacion, en latitudes ecuatoriales y las frecuencias mas bajas en el latitudes
centrales, tendencia que apoyaria la teoria basada en la Vitamina D (50).

3.4 APOLIPOPROTEINA E, GEN APOE, LIPIDOS y ENFERMEDAD

Numerosos estudios, en los ultimos 10 afios, han investigado la correlacion entre
polimorfismos del gen APOE vy el perfil lipidico, las posibles implicaciones sobre
la salud de los individuos y la asociacién a patologias donde exista plausibilidad

bioldgica.

Las tres isoformas comunes de APOE, E2, E3 y E4, se traducen en diferentes
capacidades de unién al receptor y por lo tanto, el tener la capacidad de modificar

los niveles circulantes de colesterol y TAGs. Se estima que el 60% de la variacion
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en los niveles plasmaticos de colesterol esta determinado genéticamente y que el
gen de la APOE aporta el 14% de dicha variacion (43). Esta afirmacion es
apoyada por estudios en diferentes grupos étnicos, en los cuales parece existir
acuerdo en que, individuos homocigotos €3 y los portadores del alelo €2 tienen
niveles circulantes de colesterol mas bajos comparados con los portadores del

alelo €4, quienes tienen niveles plasmaticos mas altos de CT y de LDL (45).

La Apog2 muestra una union defectuosa con el receptor de las LDL, como
resultados, los individuos homocigotos para el alelo €2 tienen una marcada
predisposicion a presentar hiperlipoproteinemia tipo Ill, que se caracteriza por,
acumulacion de VLDL, hipercolesterolemia, y un mayor riesgo de presentar
arterosclerosis prematura. La sola presencia de este alelo (¢2), impone una
tendencia para tener niveles altos de TAGs y bajos niveles de cLDL (12). Estudios
anteriores han demostrado que en la poblacién general el portar alelo €2 esta
asociado con niveles mas bajos de colesterol plasmatico total, cLDL y ApoB; pero
con niveles elevados de TAGs comparado con los portadores del alelo €3. A
diferencia del alelo €4 que se asocia con niveles incrementados de CT, LDL, ApoB
y TAGs (69; 70).

De igual forma, para Apog4 se han reportado asociacion con alteraciones en el
perfil lipidico. La presencia de €4 conduce a mayores niveles de colesterol y cLDL,
lo que lleva a un riesgo de sufrir enfermedad isquémica cardiaca y por
consiguiente esta asociado con un mayor riesgo de ECV, en comparacion con
personas €3 (71). La diferencia en la estructura de €4 debida a la sustitucion en el
codon 112, se traducen en cambios en el dominio N-Terminal, haciendo la
estructura menos organizada y mas expuesta al entorno acuoso; como
consecuencia las interacciones entre el dominio N y C-Terminal de la molécula se
modifican de modo que a diferencia de €3, la €4 se une de preferencia a VLDL, y
no con las HDL (Ver figura 5) (12; 72). La Apog4 también ha sido ampliamente

estudiada asociada con enfermedad de Alzheimer (EA), siendo un factor de riesgo
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conocido, que aumenta la ocurrencia y reduce la edad de aparicion de la
enfermedad. Entre el 65-80% de los casos de Alzheimer son portadores del Apog4
(73).

Figura 5. Estructura de la Apolipoproteina €3 y €4. Identificando los cambios

generados por el polimorfismo rs429358.
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Fuente: http://www2.biodiscover.com/news/pathology/article/85710.htm

Este tipo de asociaciones, por su relevancia clinica, ha sido estudiado en varias
poblaciones, incluyendo la colombiana, aunque con tamafios de muestras
pequefios y una cobertura limitada que no representa los diferentes grupos étnicos
del pais. En el 2005 se realiz6 un estudio que incluyé 200 adultos sanos
colombianos, en los cuales se encontré la siguientes frecuencias para los alelos:
€2=0.05, €3=0.87 y €4=0.08, y el genotipo de mayor frecuencia fue €3/€3 (77.1%).
Con relacién a los niveles circulantes de lipidos, los individuos €4/¢3 presentaron
niveles mas altos de colesterol (p<0.05), comparados con los €3/e2. Estos
individuos (g4/¢3), también presentaron niveles mas altos de TAGs al compararlos
con los grupos €3/e3 y €3/€2. Este estudio concluye, basado en sus hallazgos, que
€4 puede intervenir en el incremento de los niveles de CT, cLDL y TAGs y por lo

tanto ser un factor de riesgo para ECV (74).
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3.5 APOE y RIESGO CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares, son enfermedades complejas y la principal
causa de mortalidad, morbilidad y discapacidad en todo el mundo. En el 2008, las
ECV fueron responsables de 7,3 millones de muertes a nivel mundial. Ademas, se
estima que los costos directos e indirectos generados por estas enfermedades
pueden superar los 400 millones de doélares por afio (75). Las ECV se definen
como la presencia de enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular,
enfermedad arterial periférica, la aterosclerosis adrtica y/o aneurisma. Los
esfuerzos para reducir la morbilidad y la mortalidad asociadas a las enfermedades
cardiovasculares estan dirigidas a la identificacién y reduccién de los factores de
riesgo modificables que predisponen a un individuo al desarrollo de estas
patologias. Muchos factores, tanto ambientales como genéticos, se han
identificado e implicado en el desarrollo de estas patologias. Los factores de
riesgo convencionales (ambientales), tales como, el consumo de tabaco, la baja
actividad fisica, la ingesta de alcohol y el consumo de grasas en la dieta, en
particular, la cantidad de acidos grasos saturados, se han considerados como los

principales factores de riesgo el desarrollo de ECV (75; 76; 77; 78).

Los caracteres cuantitativos, representados por los factores de riesgo genético o
no convencional, constituyen factores de riesgo intermedios que pueden conducir
a las ECV. Por lo tanto, la identificacion de genes y combinaciones de variantes de
susceptibilidad en genes candidatos, puede desempefiar un papel importante en la
prevencion primordial, primaria y secundaria. ElI conocimiento de estos
biomarcadores de susceptibilidad también puede proporcionar nuevos
conocimientos sobre las vias involucradas en la fisiopatologia de la enfermedad y
la identificacion de blancos terapéuticos, abriendo opciones de nuevas

posibilidades de intervenciones farmacologicas (79).
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Si bien los factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales, asociados con
las ECV son mudltiples y con complejas interacciones entre ellos; los niveles
circulantes de lipidos, incluyendo lipoproteinas, parecen ser uno de los mas
fuertes asociados al desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, hoy la investigacion
se enfoca fundamentalmente al estudio de la interaccion gen-ambiente en la
etiologia y la patogénesis de la enfermedad, mas que en el estudio individual de

factores de riesgo (80; 81).

La ApoE se considera un biomarcador con alta plausibilidad bioldgica involucrado
en el desarrollo de ECV, dado que es un componente importante de las
lipoproteinas plasmaticas que regula el transporte de los lipidos y la homeostasis
del colesterol en los sistemas cardiovascular y nervioso central (43; 72).
Adicionalmente, incluye entre sus funciones el mantenimiento de la estructura de
las particulas de lipoproteinas y la regulacién del metabolismo de las mismas por
medio de uniones de alta afinidad entre las lipoproteinas que las contienen y los
receptores celulares; esta union regula la captacion y degradacion de las
lipoproteinas que llevan al metabolismo del colesterol y de los TAGs (43).

Varios estudios realizados en diferentes grupos éticos han tenido como objetivo
analizar la asociacion existente entre polimorfismos de APOE, niveles circulantes
de lipidos y riesgo cardiovascular. Aunque los resultados son altamente sugestivos
sobre la asociacion, coexisten varias fuentes de sesgo que limitan la credibilidad
de los resultados reportados. Una de estas limitaciones son los estudios con
tamafio de muestra muy reducida, menos de 1000 individuos, lo cual puede llevar,
por falta de poder, a resultados espurios y por lo tanto contradictorios. Una manera
de resolver este tipo de limitaciones es la integracion de distintas fuentes de
evidencia, por lo tanto, los meta-andlisis se presentan como una alternativa

interesante, que aporta resultados con un nivel de evidencia superior.
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Un meta-analisis publicado en 2014 para poblaciéon China, analiz6 61 estudios
relevantes que comprendian 6.634 pacientes/caso y 6.393 controles, encontrando
que el alelo €4 puede ser un factor de riesgo de enfermedad coronaria en la
poblacién china, sin embargo, el alelo €2 no tiene ninguna asociacion significativa
en esta poblacion (82). Un segundo meta-analisis publicado en el 2014 por Xu H.
et al, incluy6 33 estudios de casos y controles, agrupando 18.752 casos de infarto
agudo de miocardio (IM) y 18.963 controles. En este reporte, el analisis agrupado
basado en todos los estudios incluidos mostro que los pacientes con IM tenian una
disminucién de la frecuencia del alelo €2 (OR = 0,78, Cl 95% = 0,70 a 0,87), y un
aumento de la frecuencia del alelo ¢4 (OR = 1,15, 95% CI = 01/10 a 01/20),
concluyendo que ser portar del alelo €4 puede ser un factor de riesgo para el
desarrollo de la IM y el portar del alelo €2 es un factor protector en el desarrollo de
IM (45).

Estos resultados parecen replicarse también para poblacién asiatica, segun lo
reportado por el meta-analisis realizado para esta poblaciéon para la cual se
encuentra que los portadores del alelo €4 tenian 42% mas de riesgo de
enfermedad coronaria, mientras que el alelo €2 no tenia ninguna asociacién

significativa con esta enfermedad (83).

Sin embargo, estos resultados no son totalmente reproducible en poblacién
japonesa, en la cual encontraron que los individuos que portaban el alelo €2 tenian
una disminucion significativa del riesgo para enfermedad coronaria, pero los
portadores de €4 no mostraron mayor riesgo (OR = 0,94; IC del 95%, 0,85 -1,03; p
=0,18), lo cual es incompatible con los informes anteriores (84).

Parece existir una tendencia, mas no acuerdo, para todas las poblaciones, que el
ser portar de €4 es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de las
cardiopatias coronarias, mientras que el alelo €2 tiende a ser un factor de

proteccion. La proteccion conferida por portar €2, y el riesgo dado por €4, pueden
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ser explicados por la asociacion existente entre €2 y niveles mas bajos de
colesterol plasmatico total, colesterol unido a LDL y ApoB; pero con niveles
elevados de TAGs comparado con los portadores del alelo €3. A diferencia del
alelo €4 el cual se asocia con niveles incrementados de CT, LDL, ApoB y TAGs
(49; 69).

3.6 PRE-ECLAMPSIA

3.6.1 Pre-eclampsia, problema complejo de salud publica. La PE es un
sindrome complejo, propio de la gestacion humana, definido clinicamente con la
presencia de hipertension arterial de reciente inicio acompafiado de proteinuria,
hallazgos que se presentan posterior a semana 20 de gestacion. Otras
caracteristicas de este sindrome incluyen convulsiones (eclampsia), anemia
hemolitica microangiopética, trombocitopenia y elevacion de las transaminasas
(sindrome HELLP: hemodlisis, enzimas hepéticas elevadas y plaquetas bajas), asi

como edema pulmonar e insuficiencia renal (85; 86).

La PE afecta a alrededor del 3-8% de todos los embarazos, lo cual conlleva a
mas de 50.000 muertes maternas por afio en todo el mundo. Por otro lado, la PE
es responsable de varias complicaciones neonatales que incluyen parto
prematuro, restriccibn del crecimiento fetal, muerte perinatal y morbilidad
cardiovascular a largo plazo asociado con el bajo peso al nacer (87; 88). Aunque
se ha considerado la PE como una enfermedad aguda que desaparece con la
terminacién del embarazo, una vez se expulsa la placenta, existe evidencia que
asocia el desarrollo de PE con ECV materna a largo plazo (18; 89), y con dafio
renal (90).

El diagnostico actual de PE esta determinado Unicamente por la presion arterial

(2140/90) y la deteccion de proteinuria (2300 mg/24h). Sin embargo, ni la
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hipertension ni la proteinuria son especificas de la fisiopatologia de la PE, que se
caracteriza por endoteliosis glomerular, una lesion histoldgica clasica (91). Como
consecuencia de esto, mujeres con otras enfermedades, tales como, diabetes,
obesidad o lupus, que se presentan con proteinuria e hipertension durante el
embarazo, a menudo son incorrectamente clasificados como PE (92; 93; 94; 95;
96).

Sumado a lo anterior, los criterios clinicos y de laboratorio actuales no permiten
una evaluacién precisa de la gravedad de la enfermedad ni del riesgo potencial
para la madre y el feto (97; 98). Mientras que algunas mujeres con PE pueden ser
manejadas de manera expectante hasta casi a término de la gestacién, sin
presentar complicaciones, otras pueden desarrollar complicaciones que amenazan
su vida y la del feto (99; 100). Esta incapacidad para predecir con precision los
resultados adversos, aumenta considerablemente los costos en la atencion
médica de estas pacientes. En 1992, aproximadamente $US20 millones se
gastaron en los Estados Unidos para tratar a mujeres con diagnostico de PE y sus

recién nacidos (101).

3.6.2 Fisiopatologia de la Pre-eclampsia. La PE se caracteriza por una falla
muy temprana de la placentacion durante la gestacion. Esta alteracion se presenta
en dos etapas, la primera es un error poco conocido en el proceso de placentacion
normal, etapa en la cual la madre es asintomatica. La segunda, es un trastorno
materno multisistémico generalizado, que constituye la fase sintomatica de la
enfermedad (102). La placentacion anormal produce una respuesta sistémica
dada por un incremento en la resistencia vascular, activacién del sistema de la
coagulacion, aumento de la agregacion plaquetaria, disfuncion endotelial y
produccion anormal de factores de crecimiento vascular (4; 18). Hallazgos
similares, se encuentran en las ECV, como enfermedad coronaria y enfermedad

cerebrovascular.
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En el desarrollo de PE se han identificado varios factores de riesgo. Sin embargo,
su evaluacion, previa a la gestacion, no es facil, dado que son mudltiples, y
posiblemente el efecto no sea individual, sino debido a la interaccion entre ellos.
También, algunos son potencialmente modificables, por ejemplo el indice de masa
corporal, mientras que otros, por ejemplo los factores genéticos y epigenéticos, no

lo son.

Si bien, los factores de riesgo para el desarrollo de PE son multiples, vale la pena
mencionar los riesgos relativos (RR) para algunos factores, los cuales fueron bien
resumidos en un estudio retrospectivo, publicado en el 2005. Algunos de los
valores de RR (IC del 95%) fueron: 7,19 (5,85-8,83) para historia previa de PE,
9,72 (4,34-21,75) para anticuerpos antifosfolipidos preexistentes, 3,56 (2,54-4,99)
para la diabetes preexistente, 2.93 ( 02.04 a 04.21) para un embarazo gemelar,
2,91 (1,28-6,61) para la nuliparidad, 3,60 (1,49-8,67) para antecedente de madre
con PE, 2,12 (1,66-3,67) para el indice de masa corporal > 35y 1,96 (1,34-2,87)

para una edad materna > 40 afios (103).

Existe aln controversia, si la PE hace parte de un espectro de severidad de la
misma enfermedad, o si son patologias diferentes, que comparten vias
fisiopatoldgicas. Sin embargo, se sigue utilizado para fines clinicos la clasificacion
de PE en leve, severa, eclampsia y sindrome de HELLP, con espectro de

severidad, con las siguientes caracteristicas distintivas:

- Pre-eclampsia Leve: Se caracteriza por presion arterial (PA) sistdlica < a

160 mm Hg, diastdlica < a 110 mm Hg y Proteinuria < 5 mg/dL. En

ausencia de compromiso multiorganico.

- Pre-eclampsia Severa: Si se presenta uno o mas de estos criterios: i) PA

sistdlica = a 160 mmHg y/o PA diastélica = a 110 mmHg. ii) Proteinuria =2 5

44



mg/dL/ orina de 24h o 3+ 0 m&s en 2 muestras. iii) Edema pulmonar o
cianosis. iv) Dolor epigéstrico. v) Restriccion del crecimiento fetal (104).

- Sindrome HELLP (Por sus siglas en inglés: hemolysis, elevated liver

enzimes, low platelets count): Se define como Sindrome HELLP completo
cuando se cumplen los tres criterios; o incompleto, si solo se presenta uno
o dos criterios: Hemodlisis, enzimas hepaticas elevadas y trombocitopenia.
Los parametros de referencia son: Aspartato aminotransferasas (AST) > 41,
Alanina aminotrasnferasa (ALT) >50, bilirrubina total >1.2 mg/100mL, y
recuento de plaquetas <150.000 mm (104).

- Eclampsia: Cuando se presentan convulsiones, compromiso neuroldgico,
hiperreflexia, dolor severo de cabeza persistentes o trastornos visuales
(ceguera cortical, vasoespasmo retiniano), enfermedad cerebro vascular
(105; 106) .

3.6.3 Impacto de la Pre-eclampsia sobre el riesgo cardiovascular. El
embarazo es un estado natural que impone un estrés cardiovascular mayor y
complicaciones comunes asociadas a este estado, tales como, hipertension
gestacional, PE y diabetes gestacional. Incluso un embarazo saludable desafia los
limites de adaptacion del organismo materno, especialmente impulsado por
sefales de la placenta, por ejemplo, hormonas y factores de crecimiento. El
proceso normal de adaptacion cardiovascular durante la gestacion incluye
expansién de volumen plasmatico, vasodilatacion periférica, aumento del gasto
cardiaco, remodelacion cardiaca y vascular y cambios en la hemodinamia (107;
108).

Muchos de los cambios en el corazén y vasos sanguineos, ocurridos durante la
gestacion, regresan después del parto a los valores previos al embarazo. Sin

embargo, estudios en animales han demostrado que la multiparidad conduce a
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aumento de la rigidez vascular, en el tono venoso y a disfuncion endotelial. Estos
cambios pueden estar relacionas con formacion de estrés oxidativo y disminucién
en la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) (109).

Complicaciones durante el embarazo, tales como hipertension gestacional y PE,
incrementa el riesgo cardiovascular futuro en las mujeres que padecen estas
patologias. El estudio CHAMPS, (por su siglas en inglés: The Cardiovascular
Health After Maternal Placental Syndromes), demostr6 un incremento de 12 veces
en el riesgo de ECV en mujeres que tuvieron un embrazo complicado con PE
(110; 111). Ademaés, la presencia de multiples factores de riesgo tienen un efecto
aditivo sobre el riesgo para las mujeres de desarrollar ECV que van desde 50% a
300%, por encima de la linea de base (112; 113; 114; 115).

La mortalidad por eventos cardiovasculares en mujeres con antecedentes de PE
varia dependiendo de la severidad de la misma, tal como fue informado por
Monfraw- Chaddin et al, en un estudio prospectivo con seguimiento a largo plazo,
37 afios, de mujeres con antecedente de PE. La razon de riesgo ajustada para
muerte cardiovascular fue de 2,14, (IC 95% de 1,29 a 3,5), mientras que en
mujeres con antecedente de PE severa, el indice de riesgo aumenté a 9,54 (ClI
95% de 4,5 a 20,3), lo que subraya la importancia de la gravedad de la
enfermedad (116).

No existe aun claridad si la PE es causa o consecuencia de ECV. La interpretacion
mas sencilla es que los dafios en el sistema cardiovascular materno son una
consecuencia de la enfermedad, de modo que las complicaciones
cardiovasculares de la PE no terminan necesariamente con el nacimiento del bebé
y la expulsion de la placenta, aunque los sintomas agudos de la enfermedad se
hayan resuelto en gran parte. Estudios recientes, han sido resumidos en un meta-
analisis de 43 articulos, publicado en el 2013. Los autores concluyen gque las

mujeres con antecedentes de PE/eclampsia tenian el doble de probabilidades de
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desarrollar o morir de enfermedades cardiovasculares en el futuro (OR de 2,28). El
riesgo proyectado para la ECV fue ligeramente inferior (OR de 1,76), mientras que
el riesgo relativo (RR) para el desarrollo de hipertension arterial fue mayor (RR de
3.13). El antecedente de PE también se asocié con un mayor riesgo de desarrollar

enfermedad renal terminal (29).

A pesar de estas asociaciones bien establecidas entre las complicaciones del
embarazo y riesgo cardiovascular futuro, la historia obstétrica no es un parametro
gue se emplee actualmente en ninguna de las escalas para calcular el riesgo
cardiovascular. Como resultado, la estratificacion del riesgo de las mujeres
jovenes puede representar una subestimacion de su riesgo real. Ademas de la
historia obstétrica de la mujer como un indicador de riesgo cardiovascular, los
biomarcadores séricos, tales como el perfil lipidico, pueden proporcionar
informacion atil y ser herramienta adecuada para la estimacién de riesgo

cardiovascular futuro.

3.6.4 Pre-eclampsiay Lipidos. Los cambios en el metabolismo lipidico pueden
contribuir a generar lesiones endoteliales que se observan en la PE, las cuales se
relacionan con los niveles de hipertension y proteinuria que reflejan la severidad
de la enfermedad (117). Uno de los mecanismos que se ha postulado como
desencadenante de PE, es el desarrollo anormal del metabolismo lipidico
asociado a estrés oxidativo. Los niveles altos de TAGs parecen aumentar el riesgo
de trastornos vasculares placentarios, que desencadena disfuncién endotelial,

ateroesclerosis y trombosis, hallazgos caracteristicos de la PE (118; 119).

El hallazgo de dislipidemia en pacientes con PE, caracterizada por altos niveles de
TAGs y VLDL, puede indicar la presencia de ateroesclerosis subclinica que estaria
determinando eventos cardiovasculares adversos a una edad temprana (120).
Los niveles de TAGs se pueden incrementar dos y tres veces mas en mujeres con

PE en comparacion con mujeres normotensas (120; 121), aumento que podria ser
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causado por niveles elevados del factor de necrosis tumoral (TNF-a), de
interleucina-1 (IL-1) o por noradrenalina (69).

Los datos sobre los niveles de lipoproteinas y apolipoproteinas en PE son
limitados y controversiales. Un estudio de casos y controles realizado en 35
mujeres con PE y 35 con embarazo normal en Turquia, reporté que los niveles de
cHDL, Lipoproteina (a), ApoAl y paraoxonasa 1 (PON1), eran significativamente
bajos en las mujeres con PE en comparacion con los controles (p<0.0001);
mientras que en los niveles de CT, TAGs, cLDL y ApoB no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. El estudio concluye, a pesar del
tamafo reducido de la muestra, que los lipidos, las lipoproteinas y sus productos
oxidados, pueden jugar un rol importante en la patogénesis de la PE, pero es

necesario realizar estudios a gran escala para aclarar su efecto (9).

Otro estudio realizado en ocho mujeres con PE y nueve mujeres con embarazos
sin complicaciones (toma de muestra pre-parto y 24 a 48 horas post-parto con
ayuno de 8-10 horas), arroj6 que los TAGs y &cidos grasos libres se
incrementaron en aproximadamente el doble en mujeres que desarrollaron PE en
relacion a los embarazos sin complicaciones (p<0,02 y 0,004, respectivamente);
mientras que los niveles de CT, cHDL, cLDL no presentaron diferencias entre los
grupos; las concentraciones de todos los lipidos disminuyeron significativamente
en ambos grupos dentro de las 48 horas posteriores al parto. Sin embargo, los
TAGs y concentraciones de &cidos grasos libres se mantuvieron mas altos en

mujeres con PE (p <0,006, ambas variables) (121).

Atkinson et al, Realizaron un estudio de casos (PE=12) y controles
(normotensas=12), con mujeres nuliparas de Australia y Nueva Zelanda, el estudio
identifico diferencias de proteinas entre los dos grupos por medio de electroforesis
en 2D. Las proteinas cuyas concentraciones fueron asociadas de forma selectiva

con la PE incluyen la ApoE y la ApoC-Il. Postulando que la produccion alterada de
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las isoformas de ApoE, podrian alterar el transporte inverso del colesterol,
contribuyendo a dafio arterial y al desarrollo de ECV a futuro (122). Como se ha
mencionado las isoformas de la ApoE pueden contribuir a un incremento de los
TAGs en mujeres con PE. La ApoE, aumenta durante el embarazo y esto puede

favorecer la absorcion de lipidos por los macréfagos (123).

Algunos estudios han realizado una aproximacion a la correlacion entre los niveles
de apolipoproteinas y polimorfismos de APOE con el desarrollo de PE (15; 124;
125). Sin embargo, sus resultados han sido contradictorios y limitados debido al
tamafo de muestra (entre 12 y 133 casos).

Al asociar el metabolismo anormal de los lipidos y los parametros inflamatorios
elevados acompafiados de apoptosis se podria sugerir un papel potencialmente
importante de la ApoE en la patologia de la PE. La ApoE es un ligando esencial
para la captacion y el aclaramiento de las lipoproteinas aterogénicas; desempefa
un papel importante en la aterosclerosis mediante la modificacion de las
respuestas inflamatorias y facilita el flujo de colesterol a partir de células
espumosas. Hallazgos similares a los reportados en PE, para la cual se han
documentado alteraciones en los niveles plasmaticos de los lipidos y profunda

aterosis aguda en el lecho placentario (126).

Estudios en modelos animales apoyan la fuerte asociacion que existe entre PE y
alteraciones en el metabolismo de los lipidos. En estudios realizados en ratones,
se ha evidenciado asociacion entre la ausencia del gen APOE con hiperlipidemia y
aumento de marcadores inflamatorios (126). Mao L et al, realizaron un estudio en
un total de 129 ratones entre WT y knockout para apoE y eNOS. Encontrando
evidencia que en ratones apoE-/- se presenta hiperlipidemia (niveles mas altos de
suero de TAGs, CT y LDL y menor nivel de HDL, p <0,05), aumento de la reaccion
de inflamacion (aumento de los niveles de IL-6, TNF-a y NF-kappa B) y apoptosis

en placenta (niveles mas altos de caspasa-3, Bax, una mayor relacion de Bax /
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Bcl-2 y la evidencia histolégica), en comparacion con el grupo WT. Sindromes
similares a la PE, incluyendo PA elevada, aumento de proteinas en la orina y
disminucién del peso de la placenta. Este estudio sugiere que la posible
patogénesis de PE es la inflamacion causada por la dislipidemia y la disfuncion de

la eNOS podria contribuir a la exacerbacion del cuadro clinico (126).

El potencial de la apoptosis en ratones apoE-/- sugiere que el déficit de ApoE
puede conducir a la apoptosis placentaria contribuyendo a la PE, como lo
muestran las investigaciones de Reckless y Chen en estudios con higados de
ratones apoE-/-. Por lo tanto, la dislipidemia de ApoE-/- podria presentarse como
una causa patdégena en la respuesta inflamatoria y en la apoptosis. Ademas, la

aterosclerosis se ve a menudo en ratones apoE-/- (126; 127).

Diferentes lineas de evidencia indican que el metabolismo anormal de lipidos no
es mas que una manifestacion de la PE, pero que participa de forma directa en su
patogénesis. Sin embargo, no todas las mujeres con hiperlipidemia reaccionan
automaticamente con aumentos en la presion arterial y proteinuria durante el
embarazo. Por lo tanto, siguen existiendo inquietudes sin resolver que deben ser

exploradas desde diversas miradas (126).

3.7 ESTUDIO GENPE: GENETICA & PRE-ECLAMPSIA

El Estudio GenPE, surge en el ailo 2000 como iniciativa de los Drs. Norma
Serrano y Juan Pablo Casas. Corresponde a un estudio poblacional a gran escala
para evaluar factores de riesgo, principalmente genéticos, asociados con el

desarrollo de PE en poblacion colombiana. (www.genpe.orq) (128). Para el

desarrollo del proyecto, se cre6 un consorcio nacional en el que participaron
universidades colombianas, tales como: CES y la Universidad Pontificia

Bolivariana (UPB) de Medellin, Universidad de Cartagena, Universidad Industrial
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de Santander (UIS) de Bucaramanga, Fundacion Universitaria de Ciencias de la
Salud (FUCS) y Pontificia Javeriana en Bogot4, Universidad del Valle de Cali; bajo
la coordinaciéon de la Universidad Autébnoma de Bucaramanga (UNAB) como
institucion lider. Este estudio, cuenta con la asesoria en epidemiologia genética de
investigadores de University College London (UCL) y de London School of
Hygiene & Tropical Medicine (LSHTM), Reino Unido.

La captacion de participantes para el estudio GenPE se hizo en el periodo
comprendido entre enero de 2001 hasta mayo del 2012, logrando una muestra
final de pacientes validadas de 3.702 casos (PE) y 4.705 controles (gestantes
normotensas), de las cuales se tiene material biolégico (MB) almacenado,
asociado a datos clinicos. A partir del afio 2008 también se incluy6 la captacion de
MB del recién nacido, contando actualmente con informacion y MB de 1.119 casos
y 1.738 controles. Esto con la finalidad de realizar estudios secundarios de

impacto en el binomio madre-hijo (128).

3.7.1 Biobanco GenPE. De las participantes de GenPE que dieron su
consentimiento por escrito para conservar sus muestras para estudios futuros
relacionados con PE, su MB fue separado y almacenado en el Biobanco GenPE.
Para esto se implementaron protocolos de manejo, se realizaron capacitaciones al
personal y se establecieron analisis de trazabilidad; esto ha sido determinante
para garantizar la optimizacién de los procesos y la calidad de las muestras

usadas en estudios secundarios, como el actual.

Los registros, protocolos y procesos establecidos en el estudio, desde la captacion
de la paciente, pasando por toma de muestras, almacenamiento y el destino final
de los datos y el MB, se encontraban disponibles en la pagina Web

www.genpe.org para consulta permanente de los colaboradores del estudio (128).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion entre los polimorfismos rs429358 y rs7412 del gen

APOE, los niveles séricos de CT, cHDL, cLDL, TAGs, apolipoproteina E, y Pree-

clampsia, en mujeres colombianas captadas por el estudio GenPE.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los
polimorfismos del gen de APOE rs429358 y rs7412.

Identificar la asociacidon entre los niveles séricos de CT, cHDL, cLDL, TAGsS,

apolipoproteina E, y el riesgo de desarrollar pre-eclampsia.
Estimar el efecto de los polimorfismos rs429358 y rs7412 y el fenotipo intermedio
(CT, cHDL, cLDL, TAGs, apolipoproteina E), sobre el riesgo de desarrollar pre-

eclampsia.

Evaluar el efecto de los niveles séricos de la ApoE, determinados por los

polimorfismos y la presencia de PE.
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5. ASPECTOS METODOLOGICOS

5.1 DISENO

Estudio multicéntrico de casos y controles en mujeres gestantes de Colombia,

anidado en el estudio GenPE (www.genpe.org).

5.2 UNIVERSO

Muestras biolégicas de mujeres con PE (casos) y gestantes normotensas
(controles), captadas por el estudio GenPE, entre enero de 2001 y febrero de
2011, en siete ciudades Colombianas (Bucaramanga, Bogota, Cali, Medellin,

Cdcuta, Tunja y Cartagena).

5.3 MUESTRA

Se incluyeron 2000 muestras del Biobanco del estudio GenPE (1000 casos y 1000
controles). Las muestras incluidas pertenecian a participantes que en el
consentimiento informado, autorizaron el uso de sus muestras biolGgicas para

estudios secundarios futuros relacionados con Pre-eclampsia.

El tamafio de muestra se calculd para estimar una asociacion entre dos
polimorfismos de APOE (rs429358 y rs7412), los niveles séricos de CT, cHDL,
cLDL, TAGs, apolipoproteina E y PE, del orden de OR mayor o igual 1,5 bajo

errores alfa de 0.05 y beta de 0.20, estimado para el alelo menor.
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Tabla 2. Célculo del tamafio de muestra para el estudio.
Error Alfa=0.05 Error Beta= 0.20 Relacion: 1:1

OR esperado

11 1.2 1.3 1.4 1.5 2.0
0.03 71899 | 18958 | 8861 5228 3502 1068
0.05 42212 | 11120 | 5193 3061 2048 621
0.10 19947 | 5241 2441 1435 957 286

Frecuencia

0.15 12525 | 3282 1524 893 594 174
de alelo

0.20 8814 2302 1065 622 412 119
menor

0.25 6588 1714 790 460 303 85
0.30 5103 1322 607 351 230 63
0.40 3248 832 377 216 140 35

Criterio de Inclusion del estudio GenPE. Pacientes con edad igual o menor a 25
afos, que ingresaron a la institucion hospitalaria por trabajo de parto o con

diagnéstico de PE.

Casos: Los casos fueron designados siguiendo los criterios del National High
Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in

Pregnancy:

Edad gestacional >20 semanas

Presion arterial Sistélica (PAS) 140 mm Hg o Presion Arterial Diastélica (PAD) 90
mm Hg o ambas.

Proteinuria 300 mgr/24 horas 0 2 cruces (++) por tira reactiva, en una muestra

de orina al azar sin evidencia de infeccion urinaria (2).

Controles: Primigestantes normotensas con embarazo a término (>37 semanas).

Se asign6é como control el parto que cumplié con los requisitos descritos y que se
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presentd inmediatamente después del ingreso de un caso, en la misma institucion

de referencia.

Para la presente investigacion, se incluyeron muestras de participantes del estudio
GenPE que en su consentimiento informado habian autorizado que sus muestras
biolégicas fueran usadas para estudios posteriores relacionados con Pre-

eclampsia y de las que se encontraba disponible sangre y suero.

Criterios de exclusion: Se excluyeron del estudio muestras almacenadas que no

cumplieran con criterios de calidad (ver anexo 1 estandares de calidad).

Seleccion de muestras: A partir de la base de datos de GenPE se identificaran los
codigos de las pacientes que autorizaron en su consentimiento informado el uso
del material biol6gico para estudios relacionados con PE y que contaban con
almacenamiento de sangre y de suero, sobre estos fueron seleccionados de forma
aleatoria (muestreo sin reemplazo), 1000 casos y 1000 controles; posteriormente
se genero un listado con los 2000 cédigos continuos sin discriminar estado caso

control.

5.4 MANEJO DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA EL ACTUAL ESTUDIO

Las muestras se encontraban almacenadas en ultracongeladores a -80°C. Con
base en el listado fueron extraidos 1 vial de sangre y 2 viales de suero de cada
cddigo del listado. Para garantizar la cadena de frio de las muestras, la busqueda

de los viales se realiz6 de la siguiente manera:

1. Identificacién del codigo por duplicado
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2. Exposicion de las muestras fuera del ultracongelador por méximo 10 minutos a

una temperatura ambiente de 20°C +/-2°C. Tiempo controlado por cronémetro.

3. Para los 10 minutos de exposicion de las muestras fuera del ultracongelador,

se crearon camas de hielo para ubicar las gradillas.

4. Las muestras seleccionadas fueron ubicadas en gradillas identificadas con

namero consecutivo y ubicadas en un modulo a -80°C hasta su analisis.

5. Transporte de muestras: Los sueros fueron transportados en hielo seco, para
garantizar la cadena de frio hasta el analisis. El transporte de las muestras (de
Bucaramanga a Bogota -Laboratorio LabCare), se realizd siguiendo la

normativa IATA para transporte de muestras biologicas categoria B (129).

5.5 ANALISIS BIOQUIMICO: CUANTIFICACION DE PERFIL LIPIDICO Y
APOLIPOPROTEINA E

Los andlisis se realizaron a partir del suero almacenado en el Biobanco de GenPE.
Todas las muestras fueron cuantificadas en la ciudad de Bogota, en las
instalaciones de LabCare de Colombia, en el equipo automatizado RxImola y con
reactivos de la casa comercial Randox®. Los kits fueron seleccionados previa
comparacion con otros disponibles en el mercado, por un mejor costo y por la

oportunidad de realizar el montaje de forma automatizada.

Antes de iniciar las pruebas, se realizé entrenamiento en el equipo RxImola para la
cuantificacion de los marcadores por técnica automatizada en LabCare de
Colombia (ver anexo 2), empresa que también garantiz6 la disponibilidad del

equipo y acompafiamiento de un experto durante el proceso. Asi mismo, se
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realizaron pruebas de la estabilidad de los analitos y reproducibilidad de las
técnicas (ver anexos 3, 4y 5).

- Descripcion del equipo Rx Imola.

El RX Imola es un analizador de quimica clinica totalmente automatizado de uso
en laboratorios clinicos de alto y mediano rendimiento. Contiene unidades de
enfriamiento que permiten el almacenamiento constante de reactivos, estacion con
cubetas de incubacion y una pipeta de muestras con sensor de nivel de liquido,
deteccion de bloqueo y de burbujas, alertas para muestras hemolizadas, ictéricas
o lipémicas/turbias. Cuenta con un software de basado en Windows®, que realiza
generacion automatica de graficos con los controles de calidad, valores medios y
las estadisticas. Permite analizar ensayos colorimétrico, de punto final, cinética,
bicromético, monocromaético, turbidimétrico, muestra en blanco y procedimientos
selectivos de iones por medio de deteccion de Absorbancia directa en cubeta
(monocromatica o bicromatica) con 12 longitudes de onda (340, 380, 415, 450,
510, 546, 570, 600, 700,750, 800 nm).

- Descripcién de las técnicas empleadas:

Se evaluaron los niveles de ApoE y las fracciones lipidicas, con el objetivo de
correlacionar los niveles y establecer el efecto independiente de APOE en la
presencia de enfermedad. Los analitos fueron cuantificados con las siguientes

técnicas:
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Tabla 3. Técnicas para la cuantificacion de los analitos

Rangos |Valores

Marcador Técnica Unidades | Sensibilidad | de de

deteccion |referencia

Colesterol oxidasa.

Colesterol |Método enzimatico de
_ mg/dl 0 0-643 <200

Total punto final (CHOD-

PAP).

Colorimétrico

o L . 11.5 -

Triglicéridos | enzimatico con lipasa. | mg/dl 11.5 1133 <200
Método GPO-PAP
Método clarificante

HDL directo (HDL-C plus, | mg/dl 7.3 7.3-144 |40 -60
2da generacion).

Método clarificante 7.30 -

LDL _ mg/dl 7.3 100 — 159
directo. 860
Inmunoensayo - 1.04 -

APO E . o . mg/dl 1.04 27-45
inmunoturbidimétrico. 12.3

Como control de calidad fueron seleccionados al azar el 10% de las

muestras,

para las cuales se realiz6 cuantificacién por duplicado. Adicionalmente se usaron

controles comerciales con concentraciones altas, medias y bajas de los analitos;

estos montajes se realizaron entre los corridos de las muestras.

5.6 ANALISIS GENETICO

5.6.1 Extraccién de ADN.

A partir de una muestra de 1000ul de sangre

periférica, se realizd extraccién de con el kit DNA Blood Midi (QIAGEN, Germany),
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al volumen de sangre establecido se le adicion6 buffer de lisis, proteinasa K y se
incubdé a 70°C para realizar lisis celular y nuclear por medio fisicos y quimicos;
posteriormente se agrego etanol y el lisado obtenido se pasé en su totalidad por
medio de una columna de silica gel usando centrifugacion. Debido a la carga
eléctrica de la membrana, el DNA es capturado. Posteriormente se realizaron
lavados con buffer para eliminar los residuos celulares y de hemoglobina que
pudieran ocasionar interferencia en la PCR. Una vez terminado este proceso se
realizé la elusion, agregando un buffer que cambia la carga de la membrana para

gue el DNA sea liberado.

Al final de la extraccion se obtuvo un volumen final de 250 ul de ADN para cada

muestra; el volumen final se fracciond en 4 viales segun su uso:

Vial #1: 105 ul para la PCR
Vial#2: 105 ul archivo GenPE
Vial #3: 30 ul cuantificacion de ADN

Vial #4: 10 ul para electroforesis.

La extraccion se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit permite

obtener ADN de alta calidad, con una concentracion aproximada de 250 ng/UI.

5.6.2 Control de calidad del ADN. EI control de calidad del ADN obtenido se realiz6
de forma cualitativa a partir de la fraccién de 10 ul por medio de electroforesis en
gel de agarosa al 1% y visualizadas en un transiluminador. Las muestras fueron
catalogadas segun la calidad de la banda observada. Las observaciones fueron
registradas en el formato de electroforesis del Laboratorio de Genética Molecular
de la UNAB. Para las muestras de DNA que no presentaban bandas, se realiz6
una segunda extraccién a partir de un nuevo vial de sangre y partiendo de un
mayor volumen. Posteriormente se realiz0 la electroforesis y se dejé como final la

muestra que presentara mejor calidad en la electroforesis para cada codigo.
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Para el control de calidad cuantitativo se envi6 la fraccion de 30ul de ADN, a la
Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI, Cambridge, Reino Unido) para analisis
con el kit Quant-iT™ PicoGreen ® (invitrogen). Una vez se recibi6 la informacion
de las concentraciones emitidas por la WTSI se realiz6 comparacion de los

resultados del control cualitativo y cuantitativo.

5.6.3 Genotipificacion. Seleccion de SNPs (polimorfismo de Nucleétido
Simple): Los polimorfismos rs429358 y rs7412 de la APOE, fueron seleccionados

bajo los siguientes criterios:

— Polimorfismos ubicados en genes asociados con ECV.

— Polimorfismos localizados en regiones codificantes (cSNP), en intrones
(region limite de inicio o terminacion de un exdn), region promotora o
regiones reguladoras de la expresion (enhancer, silencer).

— Posibles implicaciones moleculares: cambios no sinbnimos, alteraciones del
sitio de splicing o regiones reguladoras de la expresion génica.

— Variantes que por cumplir los numeral 2 y/o 3 se asociaran con variacion en
los niveles de lipidos y de ApoE.

— Estado de validacion: haber sido genotipificado por el proyecto HapMap
(www.hapmap.org), o en su defecto tener reporte de frecuencias y datos de
genotipo o haber sido sometido de manera multiple e independiente para su

validacion.

Informacién complementaria de los polimorfismos seleccionados se encuentran en

el anexo 6.

5.6.4 Método para genotipificacion. La genatipificacion se realizé por

discriminacion alélica, usando sondas de hibridacion especifica, que aplican la

transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET), utilizando un
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termociclador de tiempo real LightCycler®480 (Roche®); éste equipo es un
sistema de alto rendimiento de PCR en tiempo real, con plataforma flexible basado
en la placa de PCR de 96 pozos que conduce a homogeneidad del pozo a pozo y

maximiza la sensibilidad de deteccion.

Para la genotipificacion del actual proyecto se usé el Kit LightMix ApoE C112R

R158C (Roche®) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Como control de calidad el 10% de las muestras de DNA, escogidas al azar,
fueron sometidas a una segunda genotipificacién, usando la misma metodologia.
Todos los analisis de laboratorio se hicieron de manera enmascarada, sin conocer

el estado caso-control de las muestras.

Nota: Informaciébn complementaria sobre la seleccion del método de

genotipificacicén y la metodologia usada se encuentran en el anexo 7.

5.7 CONTROL DE CALIDAD DE DATOS

5.7.1 Resultados de cuantificacion. Los resultados fueron importados
directamente del equipo RxImola, a la plataforma de la base de datos del estudio
GenPE (a cargo del administrador de la base) y de manera simultanea se elabor6
un archivo (Excel) con los resultados obtenidos. Posteriormente se realizo, un
chequeo cruzado entre las dos bases con el fin de identificar posible errores en el
empalme de los resultados y posible errores de digitacion al ingreso de los cédigos

en el equipo.

5.7.2 Resultados de Genotipificacion. Los resultados de las genotipificaciones
obtenidas fueron analizados y digitados en un archivo de Excel. Luego se realiz6

un chequeo de la digitaciéon por medio de una segunda lectura para el 100% de las
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muestras. Para los casos en los que se encontrd inconsistencias o dudas en el
andlisis los tutores del actual proyecto realizaron una segunda y tercer lectura que
fue validada en la base final. Una vez se completaron los procesos de control de
calidad las bases de datos se consideraron como archivos finales y se preservaron
en medio magnético por duplicado. Las bases finales no fueron modificadas y los
cambios necesarios para el andlisis de datos se realizaron en copias de las

mismas.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas sociodemogréficas vy
clinicas de las participantes. Las variables cuantitativas se reportan como
medianas y rango intercuantilico (RIQ), previa verificacion de su distribucion; las
variables categoricas se reportan como frecuencias absolutas y relativas. Las
diferencias entre los grupos (casos y controles) se analizaron mediante y?y
prueba no paramétrica de Mann Whitney para variables categoricas y continuas

respectivamente.

Para los polimorfismos (rs429358 y rs7412), se determinaron las frecuencias
alélicas, genotipicas (caso y control) y el Equilibrio de Hardy-Weinberg mediante
x% en los controles. Asi mismo, se determinaron las frecuencias de los genotipos

epsilon €2, €3 y €4, en cada grupo.

Los niveles de cada uno de los marcadores evaluados fueron estudiados de forma
continua y posteriormente se categorizaron en quintiies de acuerdo a la
distribucion de los niveles del analito en los controles, para establecer la forma de

la asociacion con el desenlace.

Para la evaluacion de la asociacion entre:
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— Los genotipos epsilon y la presencia del desenlace, se realiz6 un modelo
de regresion logistica sin ajustar y ajustado por variables de confusion.

— Los genotipos epsilon y los niveles de los marcadores, se utilizd6 un modelo
de regresion lineal verificando la normalidad de los residuales, ajustado por
edad de las participantes.

— El fenotipo intermedio (niveles séricos de los lipidos y ApoE) y la presencia
de PE, se realiz0 un analisis univariado para establecer factores de
confusion y progres6 a multivariado a través de regresion logistica para
obtener Odds Ratio (OR) e Intervalos de Confianza del 95% (IC95%)
(siguiendo las recomendaciones Greenlan) (130).

— El fenotipo intermedio (niveles séricos de los lipidos y ApoE) y la severidad
de la PE, se realiz6 un modelo de regresién logistica multinomial sin ajustar

y ajustado progresivamente por las variables de confusién.

Posteriormente se categorizaron los fenotipos de acuerdo a los limites reportados
en la literatura para riesgo cardiovascular (CT >200 mg/dL, TAG >150 mg/dL,
HDL <50 mg/dL, LDL/HDL >3, ApoE >5 mg/dl y relacion CT/HDL), y los valores de
referencia de los estuches empleados para la cuantificacion; finalmente se realizé
el andlisis de asociacién por quintiles y riesgo cardiovascular para presencia y
severidad de la enfermedad, a través de regresion logistica y regresion logistica

multinomial.

El analisis de las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas y la prueba
metodolégica de Hardy-Weinberg, se realizaron con Arlequin (An Integrated
Software for Population Genetics Data Analysis) 3.5.1.2. Los demas analisis se

realizaron con Stata (Data Analysis and Statistical Software) 12.0.
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6. RESULTADOS PARA LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

El actual proyecto se plante6 para trabajar con una muestra de 1000 casos y 1000
controles, que permitiera disminuir la posibilidad, que tienen los estudios
observacionales, de encontrar resultados falsos positivos por error tipo-l. El
siguientes flujograma muestra el proceso de seleccion de las pacientes incluidas a

partir de la poblacion del Estudio GenPE (ver anexo 8).

6.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LAS
PARTICIPANTES

La caracterizacién de la poblacion estudiada se describe en las siguientes tablas:

Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas de las participantes incluidas

Controles Casos

Caracteristica Sociodemograficas n= 843 (%) n= 987 (%) P
Edad* 18 [17 - 20] 20 [17 - 23] < 0,001
Lugar de Captacion

Cartagena 355 (42,1) 357 (36,2)

Bucaramanga 207 (24,6) 179 (18,2)

Medellin 160 (19,0) 303 (30,7)

Cali 80 (9,5) 86 (8,7) <0,001
Bogota 20 (2,4) 31(3,1)

Tunja 10 (1,2) 19 (1,9)

Clcuta 9 (1,0) 8(0,8)

Popayan 2(0,2) 4 (0,4)

Etnicidad

Mestiza 620 (74,8) 676 (69,0)

Blanca 132 (15,9) 190 (19,4) 0,022
Afro-descendiente 73 (8,8) 101 (10,3)

Indigena 4 (0,5) 13 (1,3)

ESE** Bajo 740 (93,0) 855 (91,3) 0,188

*Mediana e RIQ, ** Estrato socioecondmico
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Se evidencia una diferencia de edad entre casos y controles, esto se presenta
porque las pacientes captadas con sindrome HELLP no tenian restriccion de edad,
ni de paridad, a diferencia de los controles y los casos con PE no HELLP que
tenian como criterio de inclusion una edad menor o igual a 25 afios y ser
primigestantes. Por esta razon estas variables fueron consideradas en el analisis

posterior como factores de confusién para hacer los ajustes requeridos.

Con relacion al lugar de captacion, el mayor porcentaje de pacientes del estudio
provienen de Cartagena (42%), mostrando un mayor numero de controles
captados en esta regién, comportamiento similar a Bucaramanga. A diferencia de
Medellin, quien aport6 mas del 30% del total de casos incluidos. En cuanto a
etnicidad la mayoria se auto-clasific6 como mestiza (74,8%), y el 93% de la
poblacion analizada pertenece a estrato socioecondémico bajo. Con este analisis
bivariado se identificaron tres variables de confusion: El centro de captacion, la
etnicidad y estrato socioeconémico, las cuales se tuvieron en cuenta para ajustar

en los modelos multivariados.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de las participantes incluidas

Controles Casos
Caracteristica Clinicas n (%) n (%) P
Edad gestacional* 39 [38 - 40] 37 [35 - 39] <0,001
Primigestante 687 (100) 671 (86,3) <0,001
Embarazo Multiple 0 27 (2,7) <0,001
Control prenatal 734 (939) 828 (92,6) 0,267
Madre con PE 64 (7,6) 147 (15,1) <0,001
Hermana con PE 39 (4,7) 88 (9,0) <0,001
Tabaquismo 14 (1,7) 16 (1,6) 0,952
Infecciones de vias urinarias 545 (64,7) 586 (59,7) 0,02
Infecciones de trasmision
sexual 16 (1,9) 8 (0,8) 0,049
PAS media* 110105 - 115] 145 [140 - 155] <0,001
PAD media* 686 [65 - 75] 95 [90 - 100] <0,001
Epigastralgia 123 (14,7) 519 (53,2) <0,001
Cefalea 87 (10,4) 699 (71,4) <0,001
Hiperreflexia 3(0,4) 219 (23,0) <0,001
Convulsiones 0 13 (4,2) 0,006
Tinitus 17 (2,4) 155 (19,0) <0,001
Fosfenos 26 (3,2) 243 (25,5) <0,001

*Mediana e RIQ, PAS: Presion Arterial Sistélica, PAD: Presion Arterial Diastélica.

Todos los controles fueron captados al término de la gestacién (media de 39
semanas) y los casos al momento del diagnéstico de la PE (media de 37

semanas), esta variable también se tuvo en cuenta como confusora en los
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modelos de analisis. Solo se presentdé embarazo mdultiple, en las mujeres con PE.
El antecedente de madre o hermana con PE evidencia una diferencia
estadisticamente significativa, coherente con el componente genético de la
enfermedad. Es de aclarar que las infecciones descritas en la tabla, hacen parte
de los antecedentes de la historia prenatal de las pacientes, no de su existencia al
momento de la inclusién al estudio. Eventos clinicos como epigastralgia, cefalea,
hiperreflexia, convulsion y fosfenos, hacen parte del cuadro clinico de la PE y las

complicaciones asociada a la patologia, y por ende su distribucion diferencial.
Para dar respuesta a los objetivos planteados, a continuacién se presentan los

resultados:

6.1.1 Resultados.
Objetivo 1: Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los
polimorfismos del gen de APOE rs429358 y rs7412.
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Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion analizada

Controles Casos Valor de
Polimorfismos

n (%) n (%) p
rs429358
Alelos
T 1499 (88,9) 1724 (87,3) 0,155
C 187 (11,1) 250 (12,7) 0,226
Genotipos
TT 664 (78,7) 754 (76,4) 0,238
CT 171 (20,3) 216 (21,9)
CC 8 (1,0) 17 (1,7)
Equilibrio HW*
Ho 0.20 0.21
He 0.19 0.22
P 0.48 0.77
rs7412
Alelos
C 1566 (92,9) 1833 (92,9) 0,751
T 120 (7,1) 141 (7,1) 0,906
Genotipos
CC 731 (86,7) 854 (86,5)
CT 104 (12,3) 125 (12,7) 0,932
TT 8 (1,0) 8(0,8)
Equilibrio HW*
Ho 0.12 0.12
He 0.13 0.13
P 0.06 0.14

* Equilibrio de Hardy-Weinberg (alelos), valor p. Ho: Heterocigocidad observada,

He: Heterocigocidad esperada.
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Tabla 7. Frecuencias Haplotipicas en la poblaciéon analizada

. Controles Casos
Haplotipos
Cromosomas (%) Cromosomas (%)
CC 187 (11) 250 (13)
TC 1379 (82) 1583 (80)
TT 120 (7) 141 (7)

Para las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los polimorfismo
analizados no se observan diferencian entre casos y controles. Los casos se
encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (rs429358 p= 0,48 y rs7412
p=0,063).

A continuaciéon se presenta el andlisis de las frecuencias del genotipo epsilon €
(Ver tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias de los genotipos épsilon

Genotipos Controles Casos Valor de
épsilon n (%) n (%) p

€2/€2 8 (1,0) 8 (0,8)

€3/€3 565 (67,0) 639 (64,8)

€4/€4 8 (1,0) 17 (1,7)

€2/€3 91 (10,8) 107 (10,8) 0689
€2/€4 13 (1,5) 18 (1,8)

€3/€4 158 (18,7) 198 (20,1)
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El genotipo més frecuente fue el €3/€3 superando el 60% para ambos grupos, la

distribucion en general no difiere significativamente entre las pacientes con PE y

gestantes normotensas.

Objetivo 2: Identificar la asociacion entre los niveles séricos de CT, cHDL, cLDL,

TAGs, apolipoproteina E, y el riesgo de desarrollar pre-eclampsia.

En la Tabla 9 se muestra que los niveles séricos para los biomarcadores

analizados no poseen una distribucion normal, por lo cual los andlisis siguientes se

realizaron mediante pruebas no paramétricas.

Tabla 9. Prueba de normalidad para las variables continuas, mediante Shapiro

Wilk
Variable n w Vv z Prob>z
Colesterol 1880 0,94936 56,773 10,251 0,000
HDL 1880 0,96753 36,399 9,123 0,000
LDL 1880 0,89634 116,205 12,069 0,000
LDL/HDL 1880 0,91233 98,285 11,644 0,000
Triglicéridos 1880 0,90136 110,58 11,943 0,000
Apo E 1880 0,94794 58,364 10,321 0,000

En las tabla 10, se presenta la distribucién de los fenotipos intermedios para casos

y controles en mediana y RIQ.
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Tabla 10. Mediana y Rango Intercuartilico de los fenotipos intermedios controles

VS casos

Fenotipo Controles Casos Valor

Intermedio Mediana Mediana De

(mgy/dl) (RIQ) (RIQ) p
197 185,4

Colesterol Total 0,0001
[160,4 - 240,0] [150,3 - 227,7]
53,1 48,8

HDL <0,001
[43,4 - 64,1] [38,4 - 60,8]
114,6 103,8

LDL <0,001
[81,4 - 160,3] [77,3 - 143,5]
2,16 2,21

LDL/HDL* 0,9055
[1,61 - 2,92] [1,63 - 2,88]

e, 170,2 193,9

Triglicéridos <0,001
[134,8 - 220,8] [151,8 - 257,1]
2,5 3,1

Apo E ' ' <0,001

P [1,7 - 3,4] 2.1 -4,1]

*Relaciéon LDL/HDL

Los fenotipos intermedios presentaron diferencias significativas, exceptuando la
relacion LDL/HDL.

Para analizar asociacién de fenotipos intermedios con PE, estos se categorizaron
segun quintiles del grupo control y se modeld; ajustando primero por posibles
factores confusores (modelo 1) y segundo por los demas niveles séricos (modelo
2).
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Tabla 11. Distribucién de los fenotipos intermedios por quintiles y su asociacion con PE

Fenotipo/Quintiles
(mg/dl)

Tipo de paciente n (%)

Fuerza de la asociaciéon (OR e IC 95%)

Controles Casos Modelo crudo Modelo 1
Colesterol
<1519 167 (19,8) 266 (25,6) Referente Referente
151,9 a 183,21 170 (20,1) 230 (22,2) 0,89 (0,64-1,12) 0,83 (0,55-1,25)
183,22a211,755 169 (20,1) 191 (18,4) 0,70 (0,53-0,946) 0,66 (0,44-1,00)
211,756 a 252,943 169 (20,1) 176 (17,0) 0,65 (0,49-0,87) 0,50 (0,32-0,76)
2252,944 168 (19,9) 174 (16,8) 0,65 (0,48-0,87) 0,49 (0,32-0,77)
HDL
<41,66 168 (19,9) 336 (32,4) Referente Referente
41,66 a 48,89 168 (19,9) 177 17.1) 0,52 (0,39-0,69) 0,38 (0,25-0,59)
48,9 a 57,33 170 (20,2) 181 (17,4) 0,53 (0,40-0,70) 0,42 (0,27-0,64)
57,34 a 68,433 169 (20,1) 178 (17.2) 0,52 (0,39-0,69) 0,42 (0,28-0,64)
258,434 168 (19,9) 165 (15,9) 0,49 (0,36-0,65) 0,35 (0,23-0,55)
LDL
<75,77 168 (19,9) 245 (23,6) Referente Referente
75,78 2 101,55 169 (20,1) 252 (24,3) 1,02 (0,77-1,34) 1,15 (0,75-1,77)
101,56 a 129,93 169 (20,1) 196 (18,9) 0,79 (0,59-1,05) 0,69 (0,44-1,06)
129,942 171,67 169 (20,0) 211 (20,4) 0,85 (0,64-1,13) 0,75 (0,49-1,16)
2171,68 168 (19,9) 133 (12,8) 0,54 (0,40-0,73) 0,51 (0,32-0,82)
LDL/HDL
<151 168 (19,9) 200 (19,3) Referente Referente
151a1,95 169 (20,1) 211 (20,4) 1,04 (0,78-1,39) 1,04 (0,68-1,57)
1,951a2,41 169 (20,1) 198 (19,1) 0,98 (0,73-1,31) 0,87 (0,58-1,32)
2.42a317 169 (20,0) 254 (24,5) 1,26 (0,95-1,67) 1,10 (0,73-1,65)
23,18 168 (19,9) 174 (16,7) 0,87 (0,64-1,16) 0,75 (0,49-1,16)
Triglicéridos
<128,08 168 (19,9) 124 (12,0) Referente Referente
128,08 a 156,55 169 (20,1) 161 (15,5) 1,29 (0,94-1,77) 1,52 (0,97-2,39)
156,56 a 187,25 169 (20,1) 185 (17,8) 1,48 (1,08-2,02) 1,29 (0,83-2,00)
187,26 a 239,08 169 (20,0) 254 (24,5) 2,03 (1,50-2,75) 1,39 (0,89-2,17)
2239,09 168 (19,9) 313 (30,2) 2,52 (1,87-3,40) 2,08 (0,89-2,17)
Apo E
<151 166 (19,7) 142 (13,7) Referente Referente
1,51a2,15 171 (20,2) 132 (12,7) 0,90 (0,65-1,24) 0,70 (0,41-1,18)
2,16a27 169 (20,1) 173 (16,7) 1,19 (0,87-1,62) 1,40 (0,85-2,30)
2,8a36 169 (20,1) 225 (21,7) 1,55 (1,15-2,10) 1,40 (0,84-2,33)
23,7 168 (19,9) 365 (35,2) 2,53 (1,90-3,39) 2,13 (1,26-3,58)
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Modelo 1: Ajustado por lugar de reclutamiento, antecedente étnico, nivel
socioeconémico, edad materna, primigestacionalidad, embarazo multiple, edad
gestacional, presencia de infeccion o tabaquismo durante el embarazo y delta de

tiempo entre el momento de toma de la muestra y su procesamiento definitivo.

El HDL se presenta con una tendencia como factor protector para la presencia de
PE en la poblacibn a estudio, que se mantiene al ajustar por variables de
confusién (Modelo 1). De manera contraria, los valores elevados de TGC (a partir
del tercer quintil) muestran en el modelo crudo ser un factor de riesgo para PE, sin
gue se reproduzca esta tendencia con ninguno de los dos ajustes planteados. El
Gnico marcador cuya tendencia se mantiene después de los ajustes, es APOE,

donde el quintil superior (23,7mg/dl) se comporta como factor de riesgo para PE.

A continuacion se presenta el andlisis de quintiles por severidad de la enfermedad:
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Tabla 12. Distribucion de los fenotipos intermedios por quintiles y su

por severidad

asociacion

Tipo de paciente n (%)

Asociacion segun Modelo 1 (OR e IC 95%)

Fenotipo/Quintiles PE severa PE Severa no
Controles PE Leve HELLP PE Leve HELLP
no HELLP HELLP
Colesterol
<151,9 168 (19,9) 125(25,5) 77 (29,6) 53 (22,8) | Referente Referente Referente
0,77 (0,45 1,04 (0,46
151,92 183,21 171 (20,1) 109 (22,2) 54 (20,8) 57 (24,7) 10,82 (0,51 1,3)
1,34) 2,32)
0,74 (0,46 0,55 (0,31
183,22 2 211,755 169 (20,0) 102 (20,7) 40 (15,4) 42 (18,0) 0,63 (0,27 1,4)
1,17) 0,96)
211,756 a 0,53 (0,33 0,54 (0,30 0,48 0,20
169 (20,0) 77 (15,7) 47 (18,1) 42 (18,0)
252,943 0,87) 0,97) 1,13)
0,54 (0,32 0,49 (0,27 0,39 0,27
=252,944 169 (20,0) 78(15,9) 42 (16,1) 39 (16,7)
0,88) 0,89) 0,91)
HDL
<41,66 169 (20,0) 177 (36,1) 89(34,2) 60 (25,8) | Referente Referente Referente
41,66 a 48,89 0,41 0,25 0,40 (0,23 0,23 (0,09
169 (20,0) 79 (16,1) 54 (20,8) 35 (15,0)
0,67) 0,70) 0,56)
0,47 0,29 0,34 (0,19 0,49 0,22
48,9 a 57,33 170 (20,1) 86 (17,5) 42 (16,2) 45 (19,3)
0,76) 0,60) 1,07)
57,34 a 68,433 0,46 0,28 0,35 (0,20 0,40 0,18
170 (20,1) 75(15,3) 38 (14,6) 53 (22,7)
0,74) 0,62) 0,89)
0,41 0,25 0,34 (0,19 0,16 (0,06
258,434 168 (19,8) 74 (15,0) 37 (14,2) 40 (17,2)
0,67) 0,63) 0,39)
LDL
<75,77 169 (20,0) 127 (25,9) 60 (23,1) 45 (19,3) | Referente Referente Referente
75,78 a 101,55 1,28 0,78 1,26 (0,71 0,90 0,39
170 (20,0) 116 (23,6) 63(24,2) 60 (25,7)
2,11) 2,23) 2,10)
0,86 (0,52 0,60 (0,33 0,64 0,27
101,56 a 129,93 169 (20,0) 98 (20,0) 44 (16,9) 47 (20,2)
1,41) 1,11) 1,50)
129,94 a 171,67 0,82 (0,50 0,85 0,47 0,84 (0,38
169 (20,0) 91 (18,5) 54 (20,8) 55 (23,6)
1,35) 1,52) 1,87)
0,57 (0,33 0,63 (0,33 0,19 (0,06
=171,68 169 (20,0) 59 (12,0) 39 (15,0) 26 (11,2)
0,99) 1,20) 0,54)
LDL/HDL
<1,51 169 (20,0) 92 (18,8) 49 (18,9) 43 (18,4) | Referente Referente Referente
1,51a1,95 1,19 (0,73 0,89 (0,50 2,01 (0,88
170 (20,0) 105(21,4) 41 (15,8) 54 (23,2)
1,92) 1,61) 4,58)
1,07 (067 0,78 0,44 1,23 (0,54
1,951a241 169 (20,0) 94 (19,0) 48 (18,4) 48 (20,6)
1,71) 1,38) 2,80)
2.42 a 3,17 169 (20,0) 108 (22,0) 74 (28,5) 59 (25,3) | 1,19 0,75 1,23 (0,71 1,55 (0,68
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Tipo de paciente n (%)

Asociacion segin Modelo 1 (OR e IC 95%)

Fenotipo/Quintiles PE severa PE Severa no
Controles PE Leve HELLP PE Leve HELLP
no HELLP HELLP
1,90) 2,12) 3,53)
0,86 (0,52 0,75 (0,41 0,70 0,26
23,18 169 (20,0) 92(18,8)  48(18,4) 29 (12,5)
1,41) 1,37) 1,83)
Tipo de paciente n (%) Asociacion segun Modelo 1 (OR e IC 95%)
Fenotipo/Quintiles PE severa PE Severa no
Controles PE Leve HELLP PE Leve HELLP
no HELLP HELLP
Triglicéridos
<128,08 168 (19,9) 67 (13,7) 40 (15,4) 17 (7,3) | Referente Referente Referente
128,08 a 156,55 1,55 0,93 1,25 (0,67 2,83 0,76
169 (20,1) 94(19,1) 37 (14,2) 24 (10,3)
2,59) 2,35) 10,49)
1,21 0,73 1,04 (0,57 3,28 (0,99
156,56 a 187,25 170 (20,0) 92 (18,7) 46 (17,7) 35 (15,0)
2,00) 1,92) 10,88)
187,26 a 239,08 1,05 (0,62 1,58 (0,86 4,79 (151
169 (20,0) 104 (21,2) 68 (26,2) 68 (29,2)
1,78) 2,87) 15,17)
2,11 (1,27 1,65 (0,89 5,40 (1,73
=239,09 170 (20,0) 134 (27,3) 69 (26,5) 89 (38,2)
3,51) 3,05) 16,83)
Apo E
<1,51 169 (20,0) 107 (21,8) 26 (10,0) 93,9 Referente Referente Referente
0,49 0,27 7,34 (0,89
1,51a2,15 168 (19,9) 73 (14,9) 40 (15,4) 12 (5,1) 1,20 (0,55 2,5)
0,91) 60,12)
1,19 (0,68 1,87 (0,89 8,6 (1,06
2,16 a 2,7 170 (20,0) 95(19,3) 43 (16,5) 26 (11,1)
2,07) 3,92) 69,81)
1,04 0,59 2,13 (1,01 157 (2,08
2,8a3,6 171 (20,1) 88(17,9) 56 (21,5) 64 (27,5)
1,83) 4,47) 119,05)
122 3,71 (1,75 24,85 (3,29
23,7 169 (20,0) 128 (26,1) 95 (36,6) 1,5(0,88 2,81)
(52,4) 7,85) 187,44)

Regresion logistica, Ajustado por modelo 1

Para realizar un andlisis exploratorio en busca de la posible asociacion estadistica

entre las fracciones lipidicas, lipoproteinas, ApoE, y el riesgo de PE, se utilizaron

como puntos de corte, los valores de referencia de los estuches empleados para la

cuantificacion y los parametros clinicos actuales para prediccion de riesgo
cardiovascular, tales como: i) CT >200 mg/dL, ii) TAGs >150 mg/dL, iii) HDL <50
mg/dL, iv) LDL/HDL >3, v), apoE >5 mg/dl y vi) relacién CT/HDL, inicialmente para

casos y controles (Tabla 11) y posteriormente por severidad (Tabla 14).
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Tabla 13. Distribucion de los indicadores de riesgo cardiovascular en las

participantes y su asociacion con PE

Tipo de paciente n (%) OR e IC 95%
Fenotipo intermedio

Controles Casos Ajustado
Colesterol
<200 437 (51,8) 594 (60,2) Referente
200 - 279 305 (36,2) 294 (29,8) 0,59 (0.44-0,79)
>280 101 (12,0) 99 (10,0) 0,59 (0,37-0,92)
HDL
<35 79 (9,4) 170 (17,2) 2,78 (1,66-4,68)
35-49 288 (34,1) 349 (35,4) 1,20 (0,90-1,61)
=250 476 (56,5) 468 (47,4) Referente
LDL
<70 133 (15,8) 187 (19,0) Referente
70 — 159 498 (59,1) 632 (64,0) 0,87 (0,56-1,34)
=160 212 (25,1) 168 (17,0) 0,55 (0,33-0,91)
Colestrol/HDL
<34 298 (35,4) 313 (31,7) Referente
34-45 355 (42,1) 404 (40,9) 1,02 (0,76-1,37)
>4.5 190 (22,5) 270 (27,4) 1,20 (0,84-1,71)
Triglicéridos
<150 296 (35,1) 237 (24,0) Referente
150 - 199 268 (31,8) 288 (29,2) 0,99 (0,71-1,39)
>200 279 (33,1) 462 (46,8) 1,41 (0,99-2,00)
Apo E
<2.7 482 (57,2) 403 (40,8) Referente
27-5 303 (35,9) 456 (46,2) 1,87 (1,38-2,54)
>5 58 (6,9) 128 (13,0) 2,31 (1,41-3,78)

Regresion logistica, Ajustado por modelo 1
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En este sub-andlisis, se repite la relacion evidenciada previamente, y los Unicos

marcadores que muestran su relacién con la presencia de enfermedad son los

niveles elevados de TAGs (>200 mg/dl) y de ApoE (>5mg/dl).

Este

comportamiento se mantiene al realizar el andlisis segun severidad, aunque en el

caso de los TAGs solo para Sindrome de HELLP.

Tabla 14. Distribucidon por puntos de corte para riesgo cardiovascular en las

participantes estudiadas y su asociacion con severidad de la PE

Tipo de paciente n (%)

Asociacion ajustada (OR e IC 95%)

Fenotipo
Preeclampsia Preeclampsia Preeclampsia Preeclampsia
(mg/dL) Control HELLP HELLP
eve severa no HELLP leve severa no HELLP
Colesterol
439 140
<200 297 (60,5) 155 (59,6) Referente Referente Referente
(51,9) (60.,1)
305
200 - 279 (36.1) 145 (29,5) 80 (30,8) 69 (29,6) | 0,59 (0,42 0,82) 0,69 (0,46 1,03) 0,46 (0,25 0,82)
2200 102 49 (10,0) 25 (9,6) 24 (10,3) | 0,66 (0,40 1,08) 0,56 (0,30 1,06) 0,33 (0,14 0,78)
) (12,0
HDL
477 133
<35 222 (45,2) 112 (43,1) 0,40 (0,22 0,72) 0,54 (0,27 1,09) 0,26 (0,10 0,70)
(56,4) (57,1)
290
35-49 (34.3) 173 (35,2) 106 (40,8) 68 (29,2) |0,36 (0,21 0,64) 0,39(0,19 0,77) 0,25 (0,09 0,63)
=50 79 (9,3) 96 (19,6) 42 (16,1) 32 (13,7) | Referente Referente Referente
LDL
134
<70 (15.8) 106 (21,6) 45 (17,3) 35 (15,0) | Referente Referente Referente
499 163
70 - 159 299 (60,9) 169 (65,0) 0,83 (0,52 1,35)
(59,0) (70,0) 1,02 (0,57 1,82) 1,09 (0,46 2,57)
160 213 86 (17,5) 46 (17,7) 35(15,0) |0,59 (0,34 1,02) 0,64 (0,32 1,27) 0,34 (0,12 0,96)
) (25.2)
Colestrol/H
DL
299
<3,4 (35.3) 142 (28,9) 83 (31,9) 87 (37,3) | Referente Referente Referente
356 106
34-45 198 (40,3) 99 (38,1) 1,08 (0,77 1,50) 0,96 (0,64 1,44) 1,05 (0,59 1,85)
(42,1) (45,5)
a5 191 151 (30,8) 78 (30) 40 (17,2) 11,28 (0,86 1,90) 1,14(0,70 1,85) 0,88 (0,41 1,86)
> i)
(22,6)
Triglicérido
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s
296
<150 (35.0) 131 (26,7) 72 (27,7) 34 (14,6) | Referente Referente Referente
269
150 - 199 (31.8) 155 (31,6) 69 (26,5) 63 (27,0) | 1,00 (0,68 1,47) 0,80(0,50 1,28) 2,94 (1,18 7,27)
200 281 205 (41,7) 119 (45,8) 136 1,37 (0,92 2,02) 1,29(0,81 2,06) 3,8(1,15 9,17)
B (33,2) (58,4)
Apo E
483
<2,7 (57.1) 260 (52,9) 100 (38,5) 42 (18,0) | Referente Referente Referente
304 148
2,7-5 186 (37,9) 121 (46,5) 1,62 (1,15 2,28) 2,09 (1,37 3,17) 3,22 (1,64 6,33)
(35.9) (63,5)
>5 59 (7,00 45(9,2) 39 (15) 43(18,5) [1,92(1,11 3,32) 2,83(1,48 5,40) 3,39 (1,37 8,38)

Regresion logistica, Ajustado por modelo 1

Objetivo 3: Estimar el efecto de los polimorfismos rs429358 y rs7412 y el fenotipo
intermedio (CT, cHDL, cLDL, TAGs, apolipoproteina E), sobre el riesgo de

desarrollar pre-eclampsia.

Dando respuesta a este objetivo, en la tabla 13 se describen las frecuencias
alélicas y genotipicas de los polimorfismos (rs429358 y rs7412), asi como los
genotipos épsilon con la severidad de la PE. Posteriormente, se presenta un
modelo para identificar la asociacion genotipo — fenotipo intermedio (ver tabla 14),
y finalmente se presentan modelos de asociacion para cada genotipo épsilon
(heterocigotos y homocigotos), con el fenotipo intermedio y la severidad de la

enfermedad.

Como se puede evidenciar los genotipos epsilon €2/ €2, €4/ €4 y €2/ €4 son de
muy baja frecuencia, encontrandose en menos del 1,5% tanto de casos como de
controles; esto limita su andlisis de correlacién con el fenotipo intermedio, la
presencia de enfermedad y su severidad. Sin embargo, sus resultados se

presentan en las tablas 16, 18 y 17, respectivamente.
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El alelo mas frecuente fue €3 y sus combinaciones posibles genotipos (€3/ €3,
€3/€4 y €3/€2), las cuales mostraron una distribucion diferencial de dos fenotipos
intermedios (TAGs y ApoE) en la poblacion estudiada, con niveles mas elevados
entre pacientes con PE vs controles y segun su grado de severidad (leve, severa y
Sindrome de HELLP). Hallazgos que son estadisticamente significativos y se

presentan en las tablas 15, 17 y 20, respectivamente.
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Tabla 13. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismo (rs429358 vy
rs7412) con la severidad de la PE.

Preeclampsia severa no

Fenotipo Control 846 Preeclampsia levem HELLP233

(mg/dL) (46,3%) 491 (26,8%) HELLP (12,7%) Valor dep
260 (14,2%)

Alelica

rs429358

T 838 (99,1) 484 (98,6) 252 (96,9) 231 (99,1) 0,065

C 180 (21,2) 122 (24,8) 55 (21,2) 55 (23,6) 0,439

rs7412

T 112 (13,2) 62 (12,6) 32 (13,1) 39 (15,9) 0,427

Genotipos

rs429358

TT 666 (78,7) 369 (75,2) 205 (78,8) 178 (76,4)

cT 172 (20,3) 115 (23,4) 47 (18,1) 53 (22,7) 0,1

cc 8 (1,0) 71,4 8(3,1) 2(0,9)

1s7412

cc 734 (86,7) 429 (87,4) 228 (87,7) 194 (83,3)

TC 104 (12,3) 59 (12,0) 30 (11,5) 36 (15,4) 0,779

TT 8 (1,0) 3(0,6) 2(0,8) 3(1,3)

Variantes

épsilon

€2/ €2 8 (1,0) 3(0,6) 2(0,8) 3(1,3)

€3/ €3 567 (67,0) 313 (63,8) 177 (68,1) 147 (63,1)

€4/ €4 8 (1,0) 71,4 8 (3,1) 2(0,9) 0,279

€2/€3 91 (10,7) 53 (10,8) 26 (10,0) 28 (12,0)

£2/e4 13 (1,5) 6 (1,2) 4(1,5) 8 (3,4)

£3/€4 159 (18,8) 109 (22,2) 43 (16,5) 45 (19,3)
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Tabla 15. Modelo de asociacion de los polimorfismo con el fenotipo intermedio.

Asociacion Modelo*

Epsilon
PE Leve PE Severa no HELLP HELLP
£2/€2 1,11 (0,19 6,5) 1,44 (0,21 9,81) 2,74 (0,25 29,61)
€4/€4 0,67 (0,17 2,6) 1,16 (0,32 4,21) 2,59 (0,41 16,48)
€2/€3 0,79 (0,5 1,3) 0,67 (0,35 1,25) 1,25 (0,58 2,72)
£2/€4 0,83(0,24 2,9) 1,10 (0,26 4,52) 4,27 (0,94 19,33)
£3/€4 1,13 (0,8 1,6) 0,96 (0,60 1,54) 1,15 (0,58 2,27)
Tabla 16. Modelo de asociacion de los polimorfismo con el fenotipo intermedio.
Fenotipo
. £2/€2 €3/€3 £4/€4 €2/€3 £2/€4 £3/€4
Intermedio Valor
(mgy/dl) Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana de p
RIQ RIQ RIQ RIQ RIQ RIQ
Colesterol 188,2 190,3 170,2 189,5 191,8 190,8 0.5084
Total [172,3 241,8] [155,2 238,1] [152,0 217,0] [153,6 231,1] [158,5 220,5] [151,5 2256]
57,5 51 49 51,1 49,4 49,1
HDL 0,7883
[50,6 64,5] [41,1 62,6] [41,9 57.4] [42,2 61,7] [42,1 61,8] [39,1 64,0]
120,4 110 105,4 106,5 118,4 103,2
LDL 0,3267
[106,3 167,5] [80,0 152,4] [83,6 127,2] [71,9 154,8] [79,5 151,3] [77,2 144,9]
2,2 2,23 2,17 2,08 2,42 2,1
LDL/HDL 0,6529
[1,8 2,9] [1,63 2,90] [1,70 2,74] [1,60-2,92] [1,62 2,79] [1,59 2,76]
178,9 181,1 159,5 191,4 184,9 185,1
Triglicéridos 0,3212
[149,8 208,5] [141,1 238,9] [118,6 199,7] [148,7 260,4] [149,5 228,7] [146,6 239,6]
3,6 2,8 2,1 2,8 2,8 2,6
Apo E 0,0087
[2,71 4,27] [1,9 3,8] [15 2,6] [2,0 4,0] [1.8 3,2] [1,8 3,6]
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Tabla 17. €2/e2, fenotipo intermedio y severidad de la PE.

Fenotipo . Preeclapsia severa no
) Control Preclampsia leve HELLP Valor de
Intermedio HELLP
p
(mg/dl) Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
189,1 189,5 206,2 182,6
Colesterol Total 0,8911
[184,8 241,8] [94,1 227,1] [121,8 290,6] [176 300]
57,5 55,6 40,5 62,1
HDL 0,3135
[54,5 64,5] [31,1 70] [32,3 48,8] [60,3 65,5]
119,1 110,3 136,2 131,2
LDL 0,7591
[106,3 151,9] [38,2 167,5] [78,6 193,8] [110,2 212,2]
2,23 1,57 3,2 2,17
LDL/HDL 0,3738
[1,87 2,70] [1,22 3,01] [2,43 3,97] [1,77 3,23]
167,7 180,7 229,5 203,1
Triglicéridos 0,6772
[142,9 204,8] [104,7 199,5] [155,3 303,8] [153,5 442]
3,1 31 2,8 4,5
Apo E 0,1767
[2,56 3,88] [2,7 4,1] [1,27 4,4] [4,2 5,3]
Tabla 18. €3/€3, fenotipo intermedio y severidad de la PE.
Fenotipo . Preeclapsia severa no
) Control Preclampsia leve HELLP
Intermedio HELLP
Valor de p
(mg/dl) Mediana Mediana Mediana Mediana
RIQ RIQ RIQ RIQ
197,1 188,6 190,5 179,9
Colesterol Total 0,0141
[159,8 244,8] [154,6 235] [146 235] [154,3 220,9]
52,8 49,8 47,6 51,6
HDL 0,0034
[42,8 63,4] [38,5 60,1] [39,5 60,4] [39,1 62,8]
114,9 104,9 111,9 100,5
LDL 0,1022
[81,1 160,7] [79,1 146,9] [80,1 150,1] [79,9 143,5]
2,2 2,21 2,38 2,46
LDL/HDL 0,5452
[1,62 3,04] [1,65 2,88] [1,74 2,98] [1,72 3,47]
170,4 186,2 190,5 215,3
Triglicéridos 0,0001
[134,7 222,8] [145,1 248,2] [142 253] [165,1 267,1]
25 2,6 31 3,7
Apo E 0,0001
[1,7 3,5] [1,72 3,78] [2,2 4,3] [3,1 4,6]
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Tabla 19. €4/¢4, fenotipo intermedio y severidad de la PE.

Fenotipo . Preeclapsia severa
. Control Preclampsia leve HELLP
Intermedio no HELLP Valor de p
(mg/di) Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
166,8 169,7 170,3 178,7
Colesterol Total 0,9609
[151,1 198,6] [126,2 238,6] [156,4 229,7] [155,5 201,8]
48,9 50,1 45,8 52,9
HDL 0,9999
[47,0 53,3] [37,3 62] [41,6 57,0] [32 73,8]
119,7 96 98,8 103
LDL 0,7037
[90,4 144] [69,7 134,2] [84,8 134,6] [87,7 118,3]
2,53 2,16 2 2,17
LDL/HDL 0,8285
[1,86 2,97] [1,62 2,75] [1,74 2,47] [1,6 2,74]
136,6 150,5 191,1 274,7
Triglicéridos 0,1186
[113,8 166,5] [102,7 168,3] [136,1 268,6] [199,7 349,7]
1,6 2 31 35
Apo E 0,0093
[1,3 2,2] [1,0 2,2] [2,4 3,7] [3,0 4,0]
Tabla 20. €2/€3, fenotipo intermedio y severidad de la PE.
Fenotipo ) Preeclapsia  severa
) Control Preclampsia leve HELLP
Intermedio no HELLP Valor de p
(mgy/dl) Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
Colesterol 201,1 172,7 189,2 185,2
0,3345
Total [159,3 233,3] [148,9 208,8] [133,3 225,7] [152,3 255,1]
51,3 47 49,5 56,7
HDL 0,0096
[45,3 65,3] [38,6 56,7] [37,6 57,9] [46,8 63,9]
114,4 101,1 98 114,9
LDL 0,2709
[78,4 161,2] [65,6 130] [75,3 141,1] [90,8 151,7]
2,05 2,11 2,75 2,04
LDL/HDL 0,3926
[1,57 2,78] [1,58 2,96] [1,80 3,69] [1,69 2,71]
o 164,5 194,5 215,4 231,9
Triglicéridos 0,0024
[142,5 231,2] [141,9 265,4] [164,2 265,5] [187,0 328,1]
2,7 2,6 3,9 3,8
Apo E 0,0098
[2,0 3,7] [1,8 3,9] 2,1 51] [2,7 4,9]




Tabla 21. €2/e4, fenotipo intermedio y severidad de la PE.

. Preeclapsia
Fenotipo )
) Control Preclampsia leve severa no HELLP Valor de p
Intermedio
HELLP

(mg/di) Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
194,1 177,1 165,1 205

Colesterol Total 0,9445
[163,2 233,7] [141,8 218] [140 223,3] [157,4 a 243,7]
54,9 42,7 442 55

HDL 0,518
[42,9 68,4] [35,0 56,7] [36,4 61] [42,3 66]
111,6 93,9 88 111,8

LDL 0,6125
[82,8 157,6] [72,1 120] [70,1 138,6] [83,2 151,1]
2,08 2,08 2,24 2,12

LDL/HDL 0,5237
[1,57 2,81] [1,62 2,70] [1,57 2,76] [1,65 2,62]
175,2 184,6 185,1 2255

Triglicéridos 0,0955
[131,1 224,5] [150,1 236,4] [139,5 235,4] [168,6 285]
25 2,4 3 3,8

Apo E 0,0632
[1,6 3,3] [1,5 3,4] [2,1 3,8] [3,1 4,8]

Tabla 22. €3/¢4, fenotipo intermedio y severidad de la PE.

Fenotipo . Preeclapsia  severa

) Control Preclampsia leve HELLP Valor dep

Intermedio no HELLP

(mgy/dl) Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ] Mediana [RIQ]
200,6 190,6 184,3 199,1

Colesterol Total 0,0073
[158,5 220,5] [166 290,9] [128,9 204,1] [161,2 216,1]
49,3 45,7 43,8 54,9

HDL 0,0001
[43,0 60,3] [37,0 82,0] [37,4 50,8] [49,7 62,9]
110,7 138,5 102,6 114,4

LDL 0,0009
[80,3 151,3] [80,8 228,8] [53,4 141,4] [69,5 126,4}
2,42 2,86 2,32 2,11

LDL/HDL 0,9601
[1,62 2,62] [1,92 3,19] [1,35 2,77 [1,52 2,62]
156,3 174,6 177,2 237,5

Triglicéridos 0,0012
[137,5 188,6] [150,6 210,2] [117,9 208,5] [179,8 301,2]
2,3 2,7 1,8 3,5

Apo E 0,0001
[1,8 3,0] [2,4 4,4] [0,8 2,8] [2,86 4,9]




Tabla 23. Asociacion entre las variantes épsilon con los fenotipos intermedios y

severidad de la PE.

Asociaciéon Modelo*

Epsilon /

Fenotipo  Control PE Leve PE Severa no HELLP HELLP
Colesterol

£2/€2 2,7 (-44,6 50,1) -28,4 (-99,8 42,9) 16,3 (-72,54 105,1) 26,0 (-44,8 96,8)

€4/€4 -33,3 (-80,7 14,0) -18,9 (-65,9 28,1) -7,1 (-52,3 38,0) -21,2 (-108,0 65,5)
€2/€3 -2,2 (-17,2 12,8) 9,1 (-27,4 9,1) 2,5 (-28,7 23,7) 3,9 (-21,2 28,9)
£€2/e4 -8,7 (-46,1 28,6) 25,6 (-25,1 76,3) -29,1 (-92,2 34,0) -5,4 (-49,5 38,6)
€3/e4 -2,6 (-14,5 9,3) -16,9 (-30,6 -3,3) 9,5 (-30,7 11,7) 9,9 (-10,8 30,6)
HDL

£2/€2 1,4 (-11,6 14,4) 1,6 (-18,8 22,0 9,8 (-34,4 14,8) 9,7 (-10,1 29,5)
€4/€4 -5,2 (-18,2 7,8) -2,6 (-16,1 10,8) 0,3 (-12,2 12,8) -0,6 (-24,9 23,6)
€2/€3 1,4 (-2,6 5,6) -2,7 (-7,9 2,6) -4,3 (-11,6 2,9) 1,6 (-5,4 8,6)
€2/€4 -1,5 (-11,8 8,7) 3,6 (-10,9 18,1) 6,2 (-23,8 11,2) 0,14 (-12,5 12,2)
£3/e4 2,6 (-0,6 59) -4,7 (8,7 -0,8) -1,0 (-6,9 4,8) 19 (-39 7,7)
LDL

£2/2 1,7 (-45,2 48,7) -12,0 (-72,7 48,7) 20,7 (-51,1 92,6) 35,6 (-22,7 93,9)
€a/e4 -9,4 (-56,3 37,4) -18,5 (-58,5 21,5) -11,8 (-48,4 24,7) -17,2 (-88,6 54,2)
€2/€3 -0,7 (-15,6 14,2) 2,2 (-17,8 13,3) 3,4 (-24,6 17,8) 4,4 (-16,2 25,0)
€2/€4 -7,4 (-44,4 29,6) 34,9 (-8,3 78,1) -22,6 (-73,7 28,4) -14,0 -50,3 22,2)
£3/e4 -15,6 (-27,2 -3,9) -15,6 (-27,2 -3,9) -17,0 (-34,2 0,1) 6,6 (-10,4 23,7)
Triglicéridos

€2/€2 -2,5 (-57,8 52,6) -46,2 (-147,5 54,9) 25,0 (-90,8 140,8) 40,6 (-62,6 143,9)
€4/€4 -48,5 (-103,66 6,7) -53,3 (-120,0 13,4) 2,1 (-56,7 61,1) 45,4 (-81,2 172,0)
€2/€3 -0,29 (-17,8 17,2) 0,4 (-25,5 26,3) 13,7 (-20,5 47,9) 29,1 (-7,4 65,6)
£2/e4 -19,5 (-63,0 24,0) 34,8 (-37,1 106,7) -43,5 (-125,8 38,8) 16,4 (-47,9 80,7)
€3/e4 -1,4 (-15,3 12,5) -12,3 (-31,7 7,1) 2,5 (-125,8 38,8) 11,0 (-19,2 41,1)
Apo E

€2/€2 0,57 (-0,3 1,5) 0,4 (-1,4 2,2) -0,5 (-2,7 1,6) 0,8 (-0,9 2,6)
€4/€4 -1,0 (-1,9 -0,1) -1,3 (-2,4 -0,7) -0,3 (-1,4 0,8) -0,5 (-2,6 1,7)
€2/€3 0,1 (-0,2 0,4) 0,2 (-0,2 0,7) 0,3 (-0,3 0,9) -0,03 (-0,7 0,6)
£2/e4 -0,2 (-0,9 0,5) 0,5 (-0,7 1,8) -1,5 (-3,1 -0,02) -0,1 (-1,1 1,0)
£3/e4 -0,1 (-0,4 0,1) -0,3 (-0,6 0,1) -0,2 (-0,7 0,3) 0,1 (-0,03 0,1)

Regresion lineal ajustada por edad de la participante



Objetivo 4: Evaluar el efecto de los niveles séricos de la ApoE, determinados por
los polimorfismos y la presencia de PE.

A continuacion se describe el comportamiento de la ApoE segun los genotipos

épsilon y la severidad de la enfermedad.

Tabla 24. Modelos de asociacion de ApoE con los genotipos épsilon y la PE

Genotipo/
Fenotipo Control PE Leve PE severa no HELLP | HELLP Mediana valor d
alor de
Intermedio Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) | Mediana (RIQ) (RIQ) P
(mgy/dl)
€2/€2 3,1 31 2,8 4,5 0,1767
[2,56 a 3,88] [2,7a4,1] [1,27 a 4,4] [4,2a5,3]
€3/e3 2,5 2,6 31 3,7
0,0001
[1,7 a3,5] [1,72 a 3,78] [2,2a4,3] [3,1a4,6]
e4/e4 1,6 2 31 35
0,0093
[1,3a2,2] [1,0a2,2] [2,4a3,7] [3,0a4,0]
€2/€3 2,7 2,6 3,9 3,8
0,0098
[2,0 23,7] [1,8a3,9] [2,1a5,1] [2,7 a4,5]
€2/e4 2,5 24 3 3,8
0,0098
[1,6 a3,3] [1,5a3,4] [2,1a3,8] [3,1a4,8]
€3/e4 2,3 2,7 1,8 35
0,0001
[1,8a3,0] [2,4a4,4] [0,8a2,8] [2,86 a 4,9]
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La Pre-eclampsia, considerada como una enfermedad compleja, en donde los
factores ambientales podrian actuar como activadores de una susceptibilidad
genética individual, genera el interés en realizar un abordaje desde la perspectiva
genética para evaluar la contribucion de los SNPs (rs429358, rs7412), sobre el
fenotipo intermedio (CT, cHDL, cLDL, TAGs, ApoE), en relacion con la presencia

de PE y su severidad.

Para evaluar esta posible asociacion, en el actual estudio se incluyeron 843
controles y 987 casos. Como se menciond previamente, en la descripcion de las
caracteristicas sociodemograficas de la poblacion, se resalta la diferencia en el
lugar de captacién de las participantes (ver tabla 1), variacion que puede deberse
al nimero de partos/afio de cada centro, a la efectividad del personal del estudio
GenPE para incorporar participantes, o por el afio de apertura de la ciudad. En
cuanto a las caracteristicas clinicas se encuentran diferencias significativas en las
presiones arteriales diastdlica y sistdlica, que confirman lo esperado segun los
criterios de inclusién establecidos por el estudio para esta variable. Asi mismo, la
epigastralgia, cefalea, hiperreflexia, convulsién y fosfenos, signos y sintomas que

son inherentes a las caracteristicas clinicas de la PE (ver tabla 2).

Nuestros resultados apoyan el concepto de Pre-eclampsia como enfermedad
multifactorial en la cual factores genéticos interactian de manera compleja con
factores medio ambientales, y dan como resultado una patologia con diferentes
espectros de presentacion, que van desde PE leve hasta sindrome de HELLP. La
predisposicion genética a desarrollar PE, se valida con nuestros resultados,
encontrando que el antecedente de madre o hermana con PE se duplica en los
casos comparado con los controles (15% vs 7,6% respectivamente). Hallazgo que

confirma el componente genético de la enfermedad, para la cual se ha definido
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una heredabilidad del 54% (131), con una contribucion genética de la madre del
35%, fetal del 20%, y compartida por la pareja del 13%. El 33% restante es
aportado por el medio ambiente (132). Este hallazgo de agregacion familiar,
reportados por otros autores (133), ha sido reproducido consistentemente por el

estudio GenPE en andlisis realizados en diferentes momentos (134; 135).

Para abordar la asociacion genética, es importante resaltar que los dos SNPs se
encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias alélicas en los
controles para el rs429358 fueron de T=88,9% y C=11,1% y la genotipica de
TT=78,7% CT=20,3% y CC=1,0%; para el rs7412 la frecuencia alélica es de
C=92,9% y T=7,1% y las genotipicas de CC=86,7% CT=12,3% y TT=1,0% (ver
tabla 3). Frecuencias similares a las reportadas en el proyecto HapMap para
poblacion Yoruba y Mexicana en los dos SNPs; a diferencia de la poblacion
caucésica en donde los dos polimorfismos, tienen frecuencia del 50% para cada
alelo (ver anexo 6). En conclusién para el presente estudio, no se observaron
diferencias significativas entre casos y controles para los polimorfismos analizados
(rs429358, rs7412).

La importancia clinica asociada a los polimorfismos previamente descritos, esta en
la generacion de los genotipos denominados épsilon, que codifican las diferentes
isoformas de la ApoE, factor determinante en el transporte y metabolismo del
colesterol y estabilidad estructural de las lipoproteinas (136); por esta razén han
sido estudiados como factor de riesgo para ECV y neurodegenerativas;
encontrando que su frecuencias alélicas varian segun la poblacion estudiada
(137). La muestra analizada en este proyecto, que incluyé 1830 mujeres
colombianas captadas en 8 ciudades el pais, y representa la mayoria de grupos
etnicos del pais, encontro las siguientes frecuencias alélicas: €3/e3 (67%), €3/e4
(18,7%), €2/€3 (10,8%), €2/e4 (1,5%), €2/€2 (1%) y €4/e4 (1%); no se observaron

diferencias entre casos y controles (ver tabla 5).
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Aungue hasta el momento no contamos con frecuencias genotipicas para la
poblacion Colombia en el proyecto HapMap, si se han publicado un par de
estudios, con tamafios de muestras pequefios, en los cuales se reportan
frecuencias alélicas para poblacion colombiana. Los resultados para el estudio
realizado en poblacién de Quindio (138), coincide con los nuestros, en que el
genotipo €3/€3 es el mas frecuente en la poblacion. Este trabajo, posiblemente por
el tamafo limitado de la muestra no reporté individuos con el genotipo €2/e2 y
€d/e4, el cual si fue encontrado en nuestro estudio, con un porcentaje bajo.
Situacién similar se encuentra con otro estudio realizado en 200 individuos de
Bogotd, en el cual el genotipo €3/e3 fue el mas frecuente y los genotipos €2/€2 y
€4/e4, no fueron encontrados (74). Un articulo, recientemente publicado, en
poblacién “paisa”, describe todos los genotipos posibles, y los resultados coinciden
con los nuestros en encontrar la frecuencia mas alta para el genotipo €3/e3
(66.33%) y la mas baja €4/e4 (1,89%) (66).

Estos resultados confirman la necesidad de estructurar proyectos con tamafios de
muestras adecuados y robustos, cuando se analizan polimorfismos genéticos
asociados a enfermedades, para el caso del gen APOE, los alelos €2 y €4, con
baja frecuencias, son precisamente los que se han asociado como alelos de
proteccion o susceptibilidad para varias enfermedades incluyendo dispilidemia,

aterosclerosis, enfermedad coronaria y EA.

En cuanto a la descripcién de los genotipos asociados a PE, en nuestro estudio no
se observaron diferencias significativas entre casos y controles. Esto es similar a
lo descrito por Makkonen et, al un estudio realizado en Finlandia que incluy6 133
mujeres con PE y 91 controles, los autores concluyen que el polimorfismo de
APOE no juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (125). A
diferencia de uno realizado por Procopciuc et al, en Rumania, en 51 mujeres con
PE y 50 con embarazos normales, en donde concluyeron que €4 representa un

factor de riesgo para la dislipidemia e influye en el resultado perinatal de la PE
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(139). En la misma via, un estudio reportado en poblacion Irani encontré que €2

puede desempefiar un papel protector asociado a la PE (140).

Al analizar los niveles séricos las lipoproteinas y ApoE, de los resultados
obtenidos, se demuestra una asociacion entre dislipidemia materna durante el
embarazo, caracterizada por hipertrigliceridemia y niveles incrementados de ApoE,
y el riesgo de pre-eclampsia. Las pacientes con PE tienen un incremento en los
niveles de TAGs de 23 mg/dl (p<0.001) con respecto a los controles. Niveles
séricos por encima de 239 mg/dl se presentan como un factor de riesgo
independiente asociado con PE en la poblacion gestante colombiana estudiada,
con un OR=2,52 (IC 95% 1,87-3,40). Sin embargo, al realizar el andlisis
estratificada (categorizado por puntos de corte para riesgo cardiovascular), por la
clasificacion clinica de PE, en leve, severa y sindrome de HELLP, esta asociacion
solo se mantiene, con sindrome de HELLP, con OR=3,8 (IC 95% 1,15- 9,17). Es
posible que la pérdida de asociacion con PE leve y severa este dado por falta de
poder, pues el tamafio de la muestra esta calculado para PE en general y no para
los subtipos clinicos de severidad. Por otro lado, si bien en nuestro estudio, como
la mayoria de los estudios publicados, las muestras sanguineas se obtuvieron en
el tercer trimestre del embarazo, hay estudios en los cuales se cuantificaron TAGs
antes de semana 20 de gestacidn, encontrando que gestantes con niveles
incrementados desarrollaban con mayor frecuencia PE. Lo anterior, sugiere que
este analito, junto a otros, podria ser un candidato como biomarcador de
prondstico para el desarrollo de PE, para ser medido en el primer trimestre de la
gestacién, antes de presentarse los hallazgos clinicos que determinan el

diagnéstico de la enfermedad (HTA + proteinuria) (141; 142).

Estos resultados estan acorde con los publicados previamente; postulando que la
hipertrigliceridemia puede hacer parte de la etiopatogenia PE y considerarse como
predictor del riesgo de PE, en este sentido, aunque los TAGs pueden estar

elevados en las gestaciones normales, un incremento excesivo puede conducir a
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un entorno oxidativo con lesion endotelial y desarrollo consiguiente de PE (27;
117).

La asociacion con TAGs y PE es concordante con lo reportado en poblacion
Africana (125), en donde los niveles de TAGs se incrementaron dos y tres veces
mas en mujeres con PE en comparacién con mujeres normotensas; esto puede
indicar la presencia de ateroesclerosis subclinica que estaria determinando
eventos cardiovasculares adversos a una edad temprana (36; 143). En otro
estudio realizado en Francia por Francoual et al. reportaron la proporcion de TAG
y ApoE significativamente mayor en PE leve, pero no con PE severa; sin embargo,
concluyeron que la ApoE vy los niveles de NO pueden estar implicados en la PE
(144).

Debido a lo anterior, se podrian generar nuevos estudios de cohorte que permitan
identificar el efecto causal de la ApoE y los TAGs en la PE. Asi mismo, identificar
valores de referencia por trimestre de gestacion para la poblacién colombiana, lo
que permitiria generar a futuro intervenciones de prevencion y promocion en las

gestantes de nuestro pais.

Con referencia a los niveles de HDL, en la poblacion estudiada se encontré una
disminucion de 13 mg/dl (p<0.001) en las pacientes con PE comparadas con los
controles, con una p=<0,001. La mayor parte de los estudios sefialan una
tendencia a presentar niveles bajos en PE, pero sin alcanzar niveles de
significancia. En un estudio con gestantes colombianas se describié una odds ratio
de 2,42 para el riesgo de PE en aquellas gestantes con cHDL < 1,24 mmol/l previo
al parto (IC 95%: 1,53-3,84) (145). No encontramos diferencias significativas entre
las pacientes con PE y las gestantes normotensas con respecto a los niveles de
CT, LDL, LDL/HDL.
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Nosotros detectamos una correlacion significativamente positiva entre los niveles
elevados de ApoE y PE; niveles séricos de 3,1 mg/dl para los casos vs. 2,5 mg/dl
para los controles, p=<0,001. Avanzando en el analisis y posterior a ajustar por
posibles confusores, niveles = 5 mg/dl de ApoE se asocia de manera
independiente con PE con OR=2,31 (IC 95% de 1,41-3,78). Asociacién que se
mantiene al hacer el analisis estratificado por los tipos clinicos de PE, mostrando
un claro gradiente entre la severidad de la PE y la fuerza de la asociacion: PE
leve: OR=1,92 (IC 95% 1,11-3,32), PE severa: OR=2.83 (IC 95% 1,48-5,40),
sindrome de HELLP: OR=3,39 (IC 95% 1,37-8,38).

Estas alteraciones en el metabolismo lipoprotéico también han sido descritas
como factores de riesgo cardiovascular (89). Esta asociacion sugiere que la ECV y
la PE compartirian mecanismos fisiopatolégicos comunes y podrian explicar, en
parte, el riesgo incrementado a eventos cardiovasculares oclusivos y no oclusivos

que tienen las mujeres con antecedente de PE en su vida futura (146).

Una revision sistematica y meta-analisis que incluyd 25 estudios prospectivos con
3.488.160 mujeres en total, 198.952 de ellas con PE, determin6 que el riesgo de
desarrollar eventos cardiovasculares en mujeres con el antecedente de PE es
para hipertesion arterial de 3,70 (2,70-5,05), para cardiopatia isquémica de 2,16
(1,86 - 2,52), para accidente cerebrovascular de 1,81 (1,45 - 2,27) y de 1,79 (1,37
- 2,33) para tromboembolismo venoso (18). El embarazo por lo tanto se ha
postulado como una prueba de esfuerzo que estratifica el riesgo para la ECV a
futuro (147). Pero, también puede ser visto como una prueba de esfuerzo que
revela fenotipos cardiovasculares subclinicos existentes, antes de evidenciar la
enfermedad (89).

Asi mismo, se ha descrito que las isoformas de la ApoE pueden contribuir a un
incremento de los TAGs en mujeres con PE. La ApoE, de manera fisiol6gica

aumenta durante el embarazo y esto puede favorecer la absorcion de lipidos por
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los macréfagos. Pero un incremento excesivo de ApoE, probablemente interfiera
con la lipdlisis y por ende en incrementar los niveles séricos de TAGs (43).

En un estudio realizado por Salazar et al. en 150 mujeres con y sin ECV (148); las
mujeres con ECV presentaron niveles significativamente altos de CT, TAG y cLDL
en comparacion al grupo control y una mayor frecuencia del alelo €4 y del genotipo
€3¢4. A diferencia de Freitas et al, en donde encontraron que los participantes con
genotipo €2/e4 y €4/¢4 mantenian por lo menos un valor anormal de lipidos; pero
el alelo €2 se encontraba fuertemente asociado con bajos niveles séricos del CT y
cLDL, sugiriendo este alelo como posible protector (136). En el presente estudio,
no se evidencia que ninguno de los alelos epsilon tenga un comportamiento

protector frente a la PE.

En estudios realizados por Eichner et al. (149) y Lehtinen et al. (150) se asociaron
portadores del alelo €4 con predisposicion a desarrollar lesiones coronarias;
sugieren que esto podria ser una consecuencia de disfuncién metabdlica de las

lipoproteinas asociadas a dicha isoforma, produciendo elevacion de CT y TAGSs.

Aunque en nuestro estudio no se presentd asociacion para los polimorfismos
analizados (rs4398 y rs7412), si se evidencia una fuerte tendencia con el
incremento de los niveles de ApoE, evidenciando la importancia de explorar otros
polimorifsmos del Gen APOE que puedan estar involucrados, u otros genes que
codifiqguen para proteinas que medien interacciones ligando-receptor.

Como posible debilidad del presente trabajo se encuentra la no genotipificacion de
otras variables que se han encontrado asociadas a los niveles de perfil lipidico
como lo son: ABCA1, CETP, LPL, APOA5, APOC1, APOC2 y APOC4 (36), asi
mismo, genes asociados a la via del estrés oxidativo como MTHFR, PON-1,
NADPH y AGTRI. Esta debilidad podria ser subsanada en un futuro mediato con el

estudio de asociacion ampliada del genoma humano (GWAS, por su siglas en
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inglés: Genome-Wide Association Study) realizado por GenPE (128), en donde se
incluyeron inicialmente 4453 participantes (1973 casos y 2480 controles); y para
replicacion 1680 (1221 casos y 1459 controles), para un total de 7133
colombianas; se espera que estos resultados se encuentren disponibles para el
2016.

En conclusion, nuestros resultados muestran una clara asociacion entre los
niveles incrementados de TAGs y ApoE con PE. Asociacion, que para ApoE
muestra un gradiente segun la severidad de la PE. Estos dos biomardores también
han sido asociados de manera repetitiva con enfermedad cardiovascular, por lo
tanto nuestros resultados, apoyan la hipétesis de una via comun entre PE y ECV.
Sin embargo, no nos permite determinar si ApoE tiene un efecto causal sobre PE

0 es una consecuencia de la enfermedad.
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8. PRODUCCION ACADEMICA DURANTE LA MAESTRIA

8.1 PRODUCCION ACADEMICA

PONENCIAS

1. Xl Congreso Internacional del colegio nacional de bacteriologia CNB-
Colombia
Titulo: Estdndares de calidad para coleccion de muestras bioldgicas en biobancos
con fines de investigacion.
Tipo de presentacion: Ponencia en poster.
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 2 al 4 de noviembre de 2012.
Soporte: Anexo 9.

2. XLVII Congreso nacional de ciencias bioldgicas.
Titulo: Revisidn de guias, normas juridicas y éticas para la conformacion de
Biobancos con fines de investigacion en Colombia.
Tipo de presentacion: Ponencia Oral
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 9 al 13 de Octubre de 2012.
Soporte: Anexo 10.

3. Xll Congreso Internacional del colegio nacional de bacteriologia CNB-
Colombia

Titulo: Estabilidad de las apolipoproteinas Al, B y E: Implicaciones en estudios
observacionales a gran escala de muestras almacenadas en biobancos de
investigacion.
Tipo de presentacion: Ponencia en poster.
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 2 al 4 de noviembre de 2012.
Soporte: Anexo 11.
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Titulo: Ecuacion Friedewald frente a la cuantificacion del colesterol-LDL en
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Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 2 al 4 de noviembre de 2012.
Soporte: Anexo 12.

5. XLVII Congreso nacional de ciencias bioldgicas.
Titulo: Niveles séricos de apolipoproteina E asociados a pre-eclampsia e
poblacién colombiana.
Tipo de presentacion: Ponencia en poéster.
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 9 al 13 de Octubre de 2012.
Soporte: Anexo 13.

6. Xll Congreso Internacional del colegio nacional de bacteriologia CNB-
Colombia
Titulo: Asociacion entre fracciones lipidicas y Pre-eclampsia.
Tipo de presentacion: Ponencia en poster.
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 2 al 4 de noviembre de 2012.
Soporte: Anexo 14.

7. XlIl Congreso Colombiano de Endocrinologia, diabetes y metabolismo.
Titulo: Niveles séricos de apolipoproteinas asociados a pre-eclamspia.
Tipo de presentacion: Ponencia en poster.
Lugar y fecha: Medellin, del 30 de mayo al 2 de junio de 2013
Soporte: Anexo 15.
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nacional de genética humana
Titulo: Polimorfismos genéticos y niveles séricos de la apolipoproteina E
asociados con pre-eclampsia: Estudio da gran escala en gestantes colombianas.
Tipo de presentacion: Ponencia oral.
Lugar y fecha: Riviera Maya - México, del 20 al 23 de noviembre de 2013
Soporte: Anexo 16.

9. Xl Congreso Colombiano de genética humana y VII congreso
internacional de genética humana.

Titulo: Asociacion entre polimorfismos y niveles de apolipoproteina E y Pre-
eclampsia en gestantes colombiana.
Tipo de presentacion: Ponencia Oral
Lugar y fecha: Santiago de Cali, del 3 al 5 de septiembre de 2014
Reconocimiento: Primer premio a la investigacion en genética Humana.
Asociacion Colombiana de Genética Humana.

Soporte: Anexo 17.

10.Pasantia especializada.
Area: i) Biologia molecular: Técnicas de extraccion de DNA y RNA, sintesis de
cDNA, ejecucion de PCR y TR-PCR, y técnicas de secuenciacion. ii) Citogenética
molecular: Técnicas de Hibridacion in situ fluorescente (FISH).
Lugar y fecha: Centro de investigacion del Céancer. Universidad de Salamanca -
Espafa. Del 21 de octubre al 21 de noviembre de 2014.
Soporte: Anexo 18.
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PUBLICACIONES

1. Articulo publicado.
Biomarcadores asociados a riesgo de sindrome metabdlico: estudio en personal
médico y administrativo de la facultad de Ciencias de la Salud de la UNAB -
GENESIS Il. Medunab ISSN: 0123-7047. v.14 fasc.1 p.40 - 47 ,2011
Soporte: Anexo 19.

2. Articulo publicado
Serum concentrations of angiogenic factors as predictors of severity of
preeclampsia in Colombian population". En: Reino Unido Pregnancy
Hypertension. ISSN: 2210-7789. ed: Elsevier. v.1 fasc.1 p.258 - 259 ,2011.
Soporte: Anexo 20.

3. Articulo publicado
Variables pre-analiticas que afectan la cuantificacion sérica de Proteina C
Reactiva e IL-6 en primigestantes preeclampticas y controles sanos."
Revista Salud Uis ISSN: 2145-8464 ed: Universidad Industrial de Santander
v.44 fasc.3 p.51 - 56 ,2012
Soporte: Anexo 21

4. Publicacion
Polimorfismo +1444c>t de la proteina c-reactiva y su correlacion con los niveles
séricos de CRP: estudio colombiano de base poblacional. Revista de la asociacion
colombiana de ciencias biol6gicas ISSN: 0120-4173. ed: asociacion colombiana

de ciencias bioldgicas. v.1 fasc.24 p.85 - 86 ,2012.

5. Publicacion
Niveles séricos de apolipoproteina E asociados a preeclampsia en poblaciéon
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V.1 fasc.24 p.142 - 143 ,2012.

6. Publicacion
Revision de guias, normas juridicas y éticas para la conformacion de biobancos
con fines de investigacion en Colombia. Revista de la asociacion colombiana de
ciencias biolégicas. ISSN: 0120-4173 ed: asociacion colombiana de ciencias
biologicas. v.1 fasc.24 p.153 - 154 ,2012.

7. Publicacion
Estandares de calidad para coleccién de muestras biologicas de recién nacido en
proyectos de investigacion a gran escala. Revista de la asociacion colombiana de
ciencias biolégicas ISSN: 0120-4173 ed: Asociacidon colombiana de ciencias
bioldgicas. v.24 fasc.1 p.289 - 290 ,2012

8. Publicacion
Variables pre-analiticas que afectan las concentraciones de homocisteina:
Aplicacion para biobancos con fines de investigacion. Medunab ISSN: 0123-
7047 ed: Universidad Autonoma De Bucaramanga Unab. v.16 fasc.2 p.59 - 64
,2013.

8.2 PARTICIPACION EN GRUPOS DE INVESTIGACION
1. Grupo estudio genético de enfermedades complejas. Universidad

Autonoma de Bucaramanga (UNAB)
Categoria Colciencias: Al
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Participacidon en proyectos de investigacion

Biobanco CARDIECOL: Herramienta para la investigacion Bidémedica en
enfermedad Cardio- Cerebro Vascular. Julio 2012 — Actual.

Homocisteina y Preeclampsia: evaluacion de causalidad mediante ¢ aleatorizacion
mendeliana? Estudio multicéntrico colombiano a gran escala Enero 2008 a
Diciembre 2011

Concentraciones séricas de factores angiogénicos (PLGF, VEGF, sFlt-1) como
predictores de severidad en preeclampsia, en poblacién colombiana. Enero 2008
Noviembre 2011

2. Grupo de Medicina genomica Yy metabolismo. Fundacion
Cardiovascular de Colombia (FCV).

Categoria Colciencias: C

Participacion en proyectos de investigacion

Incidencia de la microdelecion 22g11.2 en nifios con cardiopatia congénita
conotruncal: estudio en una institucion colombiana de alta complejidad
cardiovascular

Implementacion de una metodologia de Cromatografia Liquida de Ultra-resolucion
acoplada a Espectometria de Masas en Tandem para la cuantificacion de

Vitamina D en poblacién colombiana.

8.3 CURSOS NO FORMALES (RELACIONADOS CON TECNICAS PARA
PROYECTOS DE INVESTIGACION)

1. Capacitacion en analizador RxImola

Entidad: LabCare de Colombia
Fecha: Abril de 2012
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. Nombre: Capacitacion Equipo VICTOR 2D
Entidad: Ropsohn Therapeutics Ltda
Fecha: Diciembre de 2012

. Nombre: Capacitacién en equipo Sistema de Hemoglobinas
Entidad: Ropsohn Therapeutics Ltda
Fecha: Diciembre de 2012

. Nombre: Capacitacion en Software GENASIS
Entidad: Andina de Tecnologias
Fecha: Enero de 2013

. Nombre: Capacitacion en Hibridacion Fluorescente In Situ
Entidad: Andina de Tecnologias
Fecha: Febrero de 2013

. Nombre: Capacitacion del Equipo Delfia Xpress
Entidad: Ropsohn Therapeutics Ltda
Fecha: Febrero de 2013

. Nombre: Curso de Propiedad Intelectual en el Ambito Académico
Entidad: Universidad Autbnoma de Bucaramanga
Fecha: Mayo de 2013

. Nombre: Capacitacion Tedrico-Practica en uso, montaje e interpretacion de
resultados en el sistema NanoDrop

Entidad: Am Limitada

Fecha: Agosto de 2013
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ANEXOS
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ANEXO A. ESTANDARES DE CALIDAD EN LA COLECCION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS DEL ESTUDIO GENPE.

Para confirmar la calidad de las muestras almacenadas en el estudio GenPE, se
realiz6 un diagnostico inicial sobre la calidad de muestras captadas de 2001 a
2007. A partir del afio 2008 se implementaron protocolos de manejo, pardmetros
de calidad y estrategias de mejora de las muestras y de los datos recolectados por

los centros de captacion y el centro coordinador.

Previo a la seleccion de MBH del actual estudio, en el afio 2011 se inici6 un

analisis retrospectivo sobre el efecto del proceso de mejora implementado.

Resultados: Entre 2001 y 2011 fueron captadas 9121 pacientes (82917 viales
almacenados). Del afio 2008 al 2011 se evidencié un incremento del 37% en el
promedio de pacientes/mes, pasando de 85 a 116 pacientes/mes. El bajo volumen
de sangre presente en 83,9% de las muestras (diagndstico 2007), llego a ser <6%
el Ultimo afo. El ingreso de personal capacitado se reflej6 en la calidad de las
muestras, presentandose en 2011 hemodlisis en solo 0,7% de los sueros y
reduciendo en un 86,6% el tiempo entre toma de muestra y separacion de
componentes en los centros de captacion (de 11,7 a 1,6 horas). En el centro
coordinador el tiempo entre recepcidbn de componentes y almacenamiento
definitivo a -80°C, se mantuvo en un promedio de 78 minutos en los ultimos 3

anos.

Conclusion: La estandarizacion e implementacion de estrategia para el control de
calidad, en la recoleccibn, manejo y almacenamiento de componentes
sanguineos, como plataforma para investigacion poblacional a partir de
colecciones de muestras con fines de investigacion, permite generar un impacto

positivo sobre la calidad del Material biolégico que se almacena.
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Estos resultados fueron presentados en el 12° Congreso internacional del colegio
nacional de bacteriologia CNB-Colombia en noviembre de 2012 (ver anexo 10).

En esta misma via, se realizd una revision sistematica sobre la normatividad para
Biobancos a nivel nacional e internacional. Revision que fue presentada en el

XLVII Congreso nacional de Ciencias Biologicas (ver anexo 11).

Lo antes descrito, permiti6 conocer la trazabilidad y calidad de las muestras que
ingresaron al actual estudio (“Impacto de los polimorfismos rs429358 y rs7412 de
la ApoE, sobre los componentes del perfil lipidico, los niveles de Apoliporporteina

E y su asociacion la presencia de PE en poblacion colombiana”).
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ANEXO B. CERTIFICADO DE ENTRENAMIENTO RXIMOLA

Labcare de Colombia

certifica que

ELIZABETH GUIO MAHECHA
asistié a la conferenciaftaller
CAPACITACION EN ANALIZADOR
IMOLA
realizada en Bogotd D.C.. ellos dia/sg-73 delmesde  Abnl

del aio 2012 . con una intensidad deyefnte horas.

Instructor:
MW  Penisse Quinones
Carlos Alfredo Torres
Labcare de Colombia
Gerente

VLE v 24 ¢ @¥
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ANEXO C. ESTABILIDAD DE LOS BIOMARCADORES

Se realiz6 busqueda de informacion en las principales bases de dato cientificas
sobre la estabilidad de las apolipoproteinas. Al no encontrar evidencia sobre la
estabilidad de este analito bajo condiciones similares a las muestras almacenada
por el estudio GenPE, se realiz6 una prueba para evaluar la reproducibilidad y
estabilidad de las apolipoproteinas Al, B y E frente a las variables pre-analiticas
(tiempo de almacenamiento y ciclos de congelacion), para verificar su impacto
sobre muestras almacenadas con fines investigacién. Al contar con reactivos
disponibles también se incluy6 en este andlisis Colesterol total, triglicéridos, HDL y
LDL.

Para esto, se captaron 88 adultos (51 mujeres y 37 hombres), a quienes se les
extrajo sangre periférica la linea de control de calidad del MBH almacenado para
garantizar una alta confiabilidad de la cuantificacion de biomarcadores, se realizo
busqueda de informacién en en cinco tubos Vacutainer® sin anticoagulante. La
muestra fue almacenada a 4°C para posterior centrifugacion (3,000 rpm por 10
minutos), a tiempos de 1, 2, 6, 12 y 24 horas. Se separ0 el suero y se almacené a
-80°C hasta su andlisis. Las fracciones del tubo de 1 hora de almacenamiento a

4°C se sometieron hasta por 10 ciclos de descongelacién.

Las apolipoproteinas fueron cuantificadas por iInmunoensayo
inmunoturbidimétrico automatizado (RxImola-Randox®). El colesterol por el
método enzimatico de punto final (colesterol oxidasa); los triacilgliceroles por el
método colorimétrico enzimatico con lipasa (método GPO-PAP); y tanto HDL como

LDL por el método clarificante directo.

Se estimd coeficiente de Lin (0) y limites de acuerdo de Bland y Altman para

evaluar reproducibilidad. El efecto de tiempo de multiple, ajustados por el batch del
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proceso, el donante y el valor inicial de cada analito.almacenamiento y de los
ciclos se estim6 por medio de modelos de regresion lineal.

Resultados: La medicidon de los biomarcadores fue altamente reproducible
(0>0.984 para las apolipoproteinas y 0>0.993 para los lipidos) y los limites de
acuerdo simétricos y estrechos. En cuanto a tiempo entre toma de muestra y
centrifugacion, los analitos disminuyen por cada hora transcurrida (Al: -0.13%, B: -
0.8%, E: -3.7%, COL -0.20%, HDL -0,73%, LDL -1,74% y TGS -0,18%);
adicionalmente, la apo Al se incrementan en un 3.4% y las apo E se disminuye en
0.8% por cada ciclo de congelacién; los otros marcadores tienden a incrementar
por cada ciclo (COL 0,76%, HDL 0,85%, LDL 0,27% y TGS 0,18%)

Conclusion: Los analitos presentaron una alta reproducibilidad, y una baja
variabilidad en cuanto a variables pre-analiticas como ciclos de congelacion y

tiempo entre toma de muestra y centrifugacion.

Lo antes descrito permitié tener una alta confiabilidad de la cuantificacion de los
biomarcadores para el actual estudio.

Los resultados de la estabilidad de las apolipoproteinas, fueron presentados en el

12° Congreso internacional del colegio nacional de bacteriologia CNB-Colombia

en noviembre de 2012 (ver anexo 12)
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ANEXO D. CONTROL DE CALIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DE LAS
TECNICAS SELECCIONADAS PARA LA CUANTIFICACION DE
MARCADORES.

Al iniciar el andlisis de perfil lipidico, se evidenciaron valores extremos de HDL que
no se ubicaban en la media poblacional segun lo esperado para poblacion
colombiana. Debido a esta discrepancia se disefid y aplicé una prueba de control
de calidad con 60 muestras, con el fin de evaluar la reproducibilidad de la técnica
empleada en todos los componentes de perfil lipidico y de esta manera tener
certeza de la validez de los resultados. El proceso metodoldgico y sus resultados

se presentan a continuacion.

Se captaron 60 participantes, presuntamente sanos. Las muestras fueron
procesadas con los mismos protocolos del Estudio GenPE; se realizo
cuantificacion por duplicado para los niveles séricos de cHDL, 20 de las cuales
también fueron estudiadas (por duplicado) para CT y TAGs. Se escogieron dos
laboratorios certificados, en diferentes ciudades (para excluir errores intra-

laboratorio). Laboratorio A (Bogotd) y Laboratorio B (Bucaramanga).

La cuantificacion de cHDL en el Laboratorio A (LA) se realizd con la técnica
clarificante-directa de la casa comercial Randox, mientras que en Laboratorio B
(LB) se realizé por medio de la técnica directa con la casa comercial Roche. Las
mediciones de CT y de TAGs fueron hechas con la misma técnica (método

enzimatico de punto final y colorimétrico enzimatico con Lipasa, respectivamente).

Para estimar la reproducibilidad de las pruebas se analiz6 la correlacion existente
entre las dos mediciones por medio de regresion lineal y los coeficientes B y de
Lin, la diferencia promedio de las dos mediciones, estableciéndose su significancia
estadistica por medio de la prueba t pareada, y la inspeccion grafica de la bondad

de ajuste segun lo propuesto por Bland y Altman.
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En la tabla 1 se presentan los valores medios y su desviacion estandar (DE) para
cada analito y sus dos mediciones, asi como la diferencia promedio y algunos de
los coeficientes estimados para cada uno de ellos. En todas las mediciones

pareadas hechas se encontré un menor valor en los reportes del LA frente al LB.

Tabla 25. Media y DE de las dos pruebas realizadas en los tres analitos

evaluados.
Promedio (DE) Diferenci Coeficiente
: Prueba t _
Biomarcado a de Lin | Coef p
LA LB | pareada
r promedio (IC95%)
16.88 0.339
65.43 44.65 20.77
cHDL (p<0.00 | (0.249- 0.781
(1.97) (2.47) (1.23)
1) 0.429)
7.68 0.797

253.2 213.2 40.0
Colesterol (p<0.00 | (0.682- 0.953
(16.4) (14.0) (5.21)

1) 0.912)
7.08 0.921
279.0 | 245.1 34.9
TG (p<0.00 | (0.866- 0.978
(23.5) | (22.5) (4.93)
1) 0.976)

DE: Desviacion estandar

HDL. Los valores reportados por el LB son entre un 13.9% y 72.7% inferiores a los
reportados por el LA (media de 31.2%, DE 11.2%), diferencia que es
estadisticamente significativa.

Colesterol. Los valores reportados en el LB son entre un 3.2% y 37.2% inferiores a
los del LA (media de 15.4%, DE 8.1%), diferencia igualmente significativa. La
correlacion entre los dos valores es aceptable, como lo sefialan los coeficientes 3
y de Lin, pero al menos 5 puntos del diagrama de dispersién quedan por fuera del

intervalo de confianza de la linea de tendencia de la regresion lineal.
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Triglicéridos. Los valores reportador por el LB son 0.5 a 31.2% inferiores a los

reportados por el LA (media de 13.1%, DE 7.2%), diferencia también significativa.

Con base en los resultados expuestos, se presenta una pobre correlacion entre las
técnicas y se decide ampliar el nimero de poblacion de estudio a 100 individuos;
para replicar los analisis, por medio de técnicas automatizadas, con los mismos

dos proveedores, siendo LA — Randox (Bogotd), y LB- Roche (Bucaramanga).

Para estimar la comparabilidad de los resultados de perfil lipidico generados con
las técnicas comerciales de Roche y Randox, se estudiaron 100 personas con
edad entre los 21 a 69 afos, 52 mujeres, 48 hombres y en presunto buen estado
de salud. Las mediciones fueron procesadas independientemente por ambas
técnicas con una diferencia de un dia. El tiempo previo de almacenamiento de las

muestras oscilé entre 10 y 214 dias.

Valores crudos. En la tabla 2 se presenta el rango, mediana, rango intercuartil
(RIQ), promedio y desviacion estandar (DE) de los tres analitos para las dos
técnicas. Dado que ninguna de las tres distribuciones es de naturaleza Gaussina,
se trasformaron para colesterol y HDL a logaritmica (log x) y para triglicéridos al
reciproco de la raiz cuadrada (1/Vx). De esta forma fue posible calcular el
coeficiente de variacion y comparar los resultados por medio de la prueba de

Wilcoxon para datos pareados.
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Tabla 26. Valores del perfil lipidico segun las dos técnicas analizadas

Media
Biomarcado R Mediana Media (DE) Coef  de | Valor de
ango
r J (RIQ) (DE)* Transfor* | variacion p***
*
Colesterol
184.3
75.5- 189.7 5.21
Randox (157- 4.99% (Z=4.03
355.7 (48.4) (0.26)
215.7) 8)
175.5 p=0.000
109- 181.6 5.18
Roche (148.5- 4.25% 1
342 (41.2) (0.22)
212.0)
HDL
23.2- |47.6 49.5 3.87
Randox 6.46% (Z=8.68
88.0 (41.3-55.2) | (12.4) (0.25) 2)
35.4
7.2- 35.5 3.52 p<0.000
Roche (28.9- 9.09%
65.5 (10.0) (0.32) 1
40.5)
Triglicéridos
99.4
36.4- 118.3 0.098
Randox (66.1- 26.53%
421 (74.0) (0.026) (Z=1.45
142.5) D
Roche 45- 102.0 1441 0.103 25.24%
p=0.147
1,680 | (69.5- (178.2) (0.026)
155.5)

* Ninguno de los parametros tiene distribucion normal. ** La trasformacién para

Colesterol y HDL es logaritmica (log x); para triglicéridos el reciproco de la raiz

cuadrada (1/v/x). *** Prueba de Wilcoxon para datos pareados
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Los resultados muestran que los niveles cuantificados por las dos técnicas son
diferentes para CT y para cHDL, mas no asi para TAGs. Sin embargo, esta
aparente equivalencia esta dada mas por la gran variabilidad del analito en las

pruebas que por real equivalencia.

Conclusion. Teniendo en cuenta el andlisis previo, se llega a la conclusion que los
valores generados por las dos técnicas son diferentes, en particular los de cHDL,
para los cuales la técnica de Roche genera, en promedio, valores 14 mg/dL por
debajo de lo reportado por Randox. Esto se traduce en que, al utilizar los puntos
de corte universalmente acepados por HDL, la prueba de Roche clasifique méas
personas por debajo de los valores de normalidad que la prueba de Randox.
Aunqgue las concentraciones para cHDL obtenidas por la técnica de Randox, son
mayores, se evidencia que es inherente a una mayor recuperacion del analito en

la muestra de suero.

Una vez terminado el analisis, se tom0 la decision de continuar la cuantificacion de
los analitos por la técnica de Randox, teniendo en cuenta la sensibilidad y
reproducibilidad de la técnica, el equipo automatizado y el soporte técnico de la

casa comercial.
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ANEXO E. ANALISIS DE DESEMPENO DE C-LDL MEDIDO (C-LDLM) VERSUS
SU ESTIMACION MEDIANTE LA ECUACION DE FRIEDWALD (C-LDLC).

El cLDL es importante en la estimacion del riesgo cardiovascular y ha sido usado
como valor predictivo. La mayoria de laboratorios clinicos informan las
concentraciones de cLDL por féormula de Friedwald. Esta expresion depende
de las determinaciones de cHDL, TAGs y el CT. Algunos reportes en la

literatura indican que su aplicacion tiene limitaciones.

Teniendo la oportunidad de comparar las muestras cuantificadas vs la ecuacion;
se incluyeron 3.190 muestras de primigestantes, captadas por el Estudio GenPE.
Para la cuantificacion de los biomarcadores: Colesterol total (Colesterol oxidasa),
triacilglicerol (GPO-PAP), cHDL y cLDL (Clarificante directo), se utilizé el equipo
RxImola con reactivos de Randox. El cLDL también se estimé mediante la
ecuacion de Friedelwald para las muestras con TAGs <400 mg/dL. La ecuacion de
Friedwald empleada para estimar el cLDL fue: C-LDLc = CT - C-HDL — TAGs/5.

Resultados: El promedio entre los valores obtenidos por ambos métodos fueron de
103.9 mg/dL para la cuantificacion directa del c-LDL y de 113.5 mg/dL para los
valores hallados por la ecuacion Friedelwald (ver figura 1). Los limites de acuerdo

para el rango de diferencia se determinaron entre 56.3 - 75.0 mg/dL.
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Figura 6. Promedio obtenido entre los valores obtenidos por ambos métodos

—

S i
Promedio = 113.5 mg/dL
Promedio = 103.9 mg/dL

T T T
0 200 400 600
Colesterol LDL (mg/dL)

LDL[medido] LDL[calculado]

Para evaluar la concordancia entre las dos técnicas se utilizé el método de Bland-
Altman. Encontrando que existe un buen coeficiente de correlacion
matematicamente aceptable entre los dos métodos, Pearson (r)=0.81 (p<0.05) y
Spearman (r)= 0.79 (p<0.05). Sin embargo, partiendo de la diferencia promedio
entre ellos (9.6 mg/dL, IC95% 8.5-10.8), la no correlacién de los valores extremos
y sus implicaciones en la interpretacion clinica, se recomienda su cuantificacion

directa para la mejor identificacién de pacientes con riesgo cardiovascular

Estos resultados fueron presentados en el 12° Congreso internacional del colegio

nacional de bacteriologia CNB-Colombia en noviembre de 2012 (ver anexo 13)
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ANEXO F. POLIMORFISMO RS429358 Y RS7412

Frecuencias reportes en HapMap y 1000 Genomas para los Polimorfismos

rs429358 y rs7412 de la APOE.

Tabla 27. rs429358 HapMap

Population ssID Alleles C Alleles T Genotypes C|T Genotypes T|T
CSHL-HAPMAP-HCB S$S76884559 1,000 1,000
CSHL-HAPMAP-JPT 5576884559 0.011 0.989 0.023 0.977
CSHL-HAPMAP-YRI $576884559 0.017 0.983 0.033 0.967
CSHL-HAPMAP-CEU | ss168243995 | 0.5 0.5 1,000

Tabla 28. rs429358 -100 Genomas

Population Alleles C | Alleles T Slecnotypes Genotypes C|T Genotypes T|T
01000GENOMES:phase_3_ALL 0.151 0.849 0.028 0.244 0.727
1000GENOMES:phase_3_ACB 0.255 0.745 0.073 0.365 0.562
1000GENOMES:phase_3_AFR 0.268 0.732 0.074 0.387 0.539
1000GENOMES:phase_3_AMR 0.104 0.896 0.006 0.196 0.798
1000GENOMES:phase_3_ASN 0.086 0.914 0.008 0.157 0.835
1000GENOMES:phase_3_ASW 0.205 0.795 0.033 0.344 0.623
1000GENOMES:phase_3_BEB 0.087 0.913 0.012 0.151 0.837
1000GENOMES:phase_3_CDX 0.102 0.898 0.204 0.796
1000GENOMES:phase_3_CEU 0.177 0.823 0.020 0.313 0.667
1000GENOMES:phase_3_CHB 0.102 0.898 0.204 0.796
1000GENOMES:phase_3 CHS 0.057 0.943 0.114 0.886
1000GENOMES:phase_3_CLM 0.154 0.846 0.021 0.266 0.713
1000GENOMES:phase_3_ESN 0.242 0.758 0.061 0.364 0.576
1000GENOMES:phase_3_EUR 0.155 0.845 0.022 0.266 0.712
1000GENOMES:phase_3_FIN 0.187 0.813 0.040 0.293 0.667
1000GENOMES:phase_3_GBR 0.176 0.824 0.044 0.264 0.692
1000GENOMES:phase_3_GIH 0.049 0.951 0.010 0.078 0.913
1000GENOMES:phase_3_GWD 0.274 0.726 0.080 0.389 0.531
1000GENOMES:phase_3_IBS 0.140 0.860 0.009 0.262 0.729
1000GENOMES:phase_3_ITU 0.083 0.917 0.167 0.833
1000GENOMES:phase_3_JPT 0.082 0.918 0.019 0.125 0.856
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Population Alleles C | Alleles T Sle(:otypes Genotypes C|T Genotypes T[T
1000GENOMES:phase_3_KHV 0.091 0.909 0.020 0.141 0.838
1000GENOMES:phase_3_LWK 0.379 0.621 0.152 0.455 0.394
1000GENOMES:phase_3_MSL 0.259 0.741 0.059 0.400 0.541
1000GENOMES:phase_3_MXL 0.086 0.914 0.172 0.828
1000GENOMES:phase_3_PEL 0.059 0.941 0.118 0.882
1000GENOMES:phase_3_PJL 0.083 0.917 0.010 0.146 0.844
1000GENOMES:phase_3_PUR 0.106 0.894 0.212 0.788
1000GENOMES:phase_3_SAS 0.087 0.913 0.010 0.153 0.836
1000GENOMES:phase_3_STU 0.132 0.868 0.020 0.225 0.755
1000GENOMES:phase_3_TSI 0.103 0.897 0.206 0.794
1000GENOMES:phase_3_YRI 0.236 0.764 0.046 0.380 0.574
Tabla 29. rs7412 HapMap
Population ssID Alleles C | Alleles T Genotypes | Genotypes | Genotypes
C|C C|T TIT
CSHL-HAPMAP-ASW s$s107936539 0.875 0.125 0.771 0.208 0.021
CSHL-HAPMAP-CHB $s107936539 0.878 0.122 0.756 0.244
CSHL-HAPMAP-CHD $5107936539 0.917 0.083 0.833 0.167
CSHL-HAPMAP-GIH s$s107936539 0.948 0.052 0.908 0.080 0.011
CSHL-HAPMAP-HCB $5107936539 0.905 0.095 0.810 0.190
CSHL-HAPMAP-JPT s$s107936539 0.946 0.054 0.893 0.107
CSHL-HAPMAP-LWK $5107936539 0.948 0.052 0.895 0.105
CSHL-HAPMAP-MEX s$s107936539 0.939 0.061 0.878 0.122
CSHL-HAPMAP-TSI s$s107936539 0.959 0.041 0.918 0.082
CSHL-HAPMAP-YRI $5107936539 0.905 0.095 0.809 0.191
CSHL-HAPMAP-CEU 55168244006 0,5 0,5 1,00
Tabla 30. rs7412 -1000 Genomas
Population Alleles C | Alleles T | Genotypes C|C Genotypes C|T Genotypes T|T
01000GENOMES:phase_3_ALL 0.925 0.075 0.855 0.139 0.006
1000GENOMES:phase_3_ACB 0.875 0.125 0.760 0.229 0.010
1000GENOMES:phase_3_AFR 0.897 0.103 0.802 0.191 0.008
1000GENOMES:phase_3_AMR 0.952 0.048 0.908 0.089 0.003
1000GENOMES:phase_3_ASN 0.900 0.100 0.808 0.185 0.008
1000GENOMES:phase_3_ASW 0.869 0.131 0.754 0.230 0.016
1000GENOMES:phase_3_BEB 0.948 0.052 0.907 0.081 0.012
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1000GENOMES:phase_3 CDX | 0.898 0.102 0.806 0.183 0.011
1000GENOMES:phase_3_CEU | 0.934 0.066 0.869 0.131
1000GENOMES:phase_3 CHB | 0.893 0.107 0.786 0.214
1000GENOMES:phase_3_CHS | 0.924 0.076 0.848 0.152
1000GENOMES:phase_3 CLM | 0.915 0.085 0.840 0.149 0.011
1000GENOMES:phase_3 ESN | 0.949 0.051 0.899 0.101
1000GENOMES:phase_3 EUR | 0.937 0.063 0.877 0.121 0.002
1000GENOMES:phase_3_FIN 0.929 0.071 0.859 0.141
1000GENOMES:phase_3 GBR | 0.923 0.077 0.857 0.132 0.011
1000GENOMES:phase_3_GIH 0.961 0.039 0.932 0.058 0.010
1000GENOMES:phase_3 GWD | 0.867 0.133 0.752 0.230 0.018
1000GENOMES:phase_3_IBS 0.944 0.056 0.888 0.112
1000GENOMES:phase_3_ITU 0.951 0.049 0.912 0.078 0.010
1000GENOMES:phase_3_JPT 0.952 0.048 0.904 0.096
1000GENOMES:phase_3_KHV | 0.828 0.172 0.687 0.283 0.030
1000GENOMES:phase_3 LWK | 0.955 0.045 0.909 0.091
1000GENOMES:phase_3_MSL | 0.859 0.141 0.729 0.259 0.012
1000GENOMES:phase_3_MXL | 0.953 0.047 0.906 0.094
1000GENOMES:phase_3_PEL | 0.994 0.006 0.988 0.012
1000GENOMES:phase_3_PJL 0.964 0.036 0.927 0.073
1000GENOMES:phase_3 PUR | 0.952 0.048 0.904 0.096
1000GENOMES:phase_3_SAS | 0.956 0.044 0.918 0.076 0.006
1000GENOMES:phase_3 STU | 0.956 0.044 0.912 0.088
1000GENOMES:phase_3_TSI 0.953 0.047 0.907 0.093
1000GENOMES:phase_3_YRI 0.894 0.106 0.787 0.213
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ANEXO G. SELECCION DE LA METODOLOGIA PARA LA GENOTIPIFICACION

Diferentes métodos para genotipificacion incluyen andlisis de secuencias, PCR
convencional alelo especifica (AS-PCR), RFLP con enzimas de restriccion (Crook
R 1994), resonancia de fluorescencia por transferencia de energia (FRET) usando
sistemas de PCR en tiempo real (Park CH 2010). Una de las alternativas mas
exitosas es la técnica de genotipado de APOE, mediante FRET con el equipo
LightCycler (técnica descrita por Aslanidis et al en 1999 y por productos Roche®
en el 2000) (Crook R 1994, Park CH 2010). El sistema FRET consta de un oligo-
nucleétidos complementario de la secuencia salvaje o la mutada, que contiene la
base polimérfica en la mitad de su secuencia, y tiene un fluoréforo LC-red640 en
su extremo 5. Un segundo primer de hibridacion (primer anchor), se encuentra
cuesta arriba a tres nucleétidos, y esta marcada con fluoresceina en su extremo 3.
La genotipificacién basada en andlisis de curvas melting (MCA), se fundamenta en
las diferentes temperaturas melting (Tm) de la misma sonda, cuando diferentes
alelos estan presentes (Tm: es la temperatura a la que el 50% de un duplex de
DNA particular se disocia y se convierte en DNA de cadena sencilla). Frances F et
al, desarrollaron y validaron un protocolo multiplex, para la determinacion del
genotipo APOE (codon 112 y 158), mediante sondas fluorescentes. Obteniendo
resultados de alta calidad, interferencias minimas entre sefiales de la sonda y con
una concordancia del 100%, al compararlo con el protocolo de referencia RFLP
(curves 1999, Aslanidis C 1999).

En esta misma linea, Rihn et al en 2009 (Rihn BH 2009), y Park et al en 2010
(Park CH 2010), compararon la genotipificacion por FRET con RFLP vy
secuenciacion. Los autores recomiendan que para la técnica de RFLP es
necesario realizar una segunda genotipificacion para los resultados homocigotos
aplicando la técnica FRET o secuenciacion; lo anterior, debido a un porcentaje de
error en la deteccion de heterocigotos, por esta razon las técnicas de eleccién son
FRET y secuenciacion (Park CH 2010, Francés F 2008).
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Basados en lo descrito previamente, fue seleccionado el método de
genotipifciacion por discriminacion alélica, usando sondas de hibridacion
especifica, que aplican la transferencia de energia fluorescente mediante
resonancia (FRET), utilizando un termociclador de tiempo real LightCycler®480
(Roche®) (Nauck M 2000).

Descripcién del equipo: El LightCycler ® 480 es un sistema de alto rendimiento de
PCR en tiempo real, con plataforma flexible basado en la placa de PCR de 96
pozos que conduce a homogeneidad del pozo a pozo y maximiza la sensibilidad
de deteccién. Soporta aplicaciones mono-o multicolor, asi como protocolos
multiplex, que proporciona varios métodos para la deteccion cualitativa vy
cuantitativa de &cidos nucleicos, rastreo de la mutacion, y el analisis de
SNP. Utiliza métodos béasicos y avanzados para la expresion génica y de
genotipificacion basado en el andlisis de punto final o de curvas de fusion, con una
amplia variedad de formatos de sondas ( por ejemplo, FRET o HybProbe sondas,
sondas SimpleProbe, sondas de hidrdlisis) y los tintes fluorescentes ( por
ejemplo, SYBR Green |, ResoLight Dye, FAM, HEX, Cy5, LightCycler ® Rojo 610,
LightCycler ® Red 640, y LightCycler ® CIAN 500).

Para la genotipificacion del actual proyecto se uso6 el Kit LightMix ApoE C112R
R158C (Roche®) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Secuencias de primer:

rs429358 (coddn 112)

5 -ACATGGAGGACGTGCGCGG-3’

5 -CTGCAGGCGGCGCAGGCCCGGCTGGGCGC-3’

rs7412 (codén 158)

5-GACCTGCAGAAGCGCCTGGC-3
5-GCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCG-3’
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Figura 7. Mezcla maestra (MasterMix): Todos los componentes son suministrados

en el kit.
Componente Volumen en ul
Agua grado PCR 8,2
Mg2+ (solucién 25 mM) 1,6
Reactivo mix (contiene primer y sonda) | 2,0
DMSO (dimetilsulfoxido) 1,2
Master HyProbe 2,0
Volumen de reaccion final 15

Los fragmentos de PCR fueron analizados con sondas simples (APOE C112R,
detectada en el canal 530) y con sondas marcadas con rojo 640 (APOE R158C,
detectada en el canal 640). El codon de la APOE 112 se muestra en el canal 530 a
una temperatura melting (Tm), de 49°C para la variante alélica 112C, y a una Tm
de 59°C para la variante 112R. El coddn de la APOE 158 se muestra en el canal
640 con una Tm de 63°C para la variante 158R, y a una Tm de 53°C para la
variante 158C.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en un volumen final de
15 pl usando un protocolo de cuatro pasos: i) denaturalizacion a 95°C por 10
minutos, ii) Ciclaje: 45 ciclos con denaturalizacion (95°C por 5 segundos),
alineacion (60°C por 10 segundos), y extension (72°C por 15 segundos); iii) Curva
melting (95°C por 20 segundos, 40°C por 20 segundos y 85°C por 0.2 segundos);
y iv) enfriamiento a 4°C por 30 segundos (50). A medida que avanza la PCR el
genotipo de cada muestra es automaticamente atribuido a la medicién de la

fluorescencia alelo especifico en el termociclador citado.

Como control de calidad el 10% de las muestras de DNA, escogidas al azar,

fueron sometidas a una segunda genotipificacion, usando la misma metodologia.
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Interpretacion de resultados: Las muestras fueron identificadas como E3, E2 6 E4,

segun las Tm identificadas en cada canal asi:

Tabla 31. Muestras identificadas como E3, E2 6 E4, segun las Tm

Marcador ApoE3 ApoE2 ApoE4

112C 158R 112C 158C 112R 158R
Identificacion  de | 49°C (530 nm) 49°C (530 nm) 59°C (530 nm)
picos — | 63°C (640 nm) 53°C (640 nm) 63°C (640 nm)
Temperatura
Melting (Tm).

Aunque el software del equipo analiza las Tm identificadas, se realiz6 verificacién
de los picos de cada una de las muestras con el fin de efectuar un control de

calidad en el andlisis.

Todos los analisis de laboratorio se hicieron de manera enmascarada, sin conocer

el estado caso-control de las muestras
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ANEXO H. FLUJOGRAMA PROCESO DE SELECCION DE MUESTRAS

Captacion GenPE
n =9109
4,011 casos

5,021 controles
77 No clasificables

v

Y

Participantes Validadas
n = 8407
3702 casos
4705 controles

v

A

Participacién Otros Estudios
n =5784
2537 casos
3247 controles

v

No incluidas (Comité de Calidad) n= 702 (7.7%).
309 casos, 316 controles, 77 no clasificables

No consentimiento informado para uso
en otros estudios n= 2623 ( 31,2%)

1165 casos. 1458 controles

v

Cuantificables*
n = 3213
1900 casos
2313 controles

v

No Disponibilidad de Material Biolégico
n= 1571 (44,5%)

637 casos, 934 controles

* Se extrae al azar 1000 casos y 1000 controles

v

Amplificables
n = 1889
992 casos

897 controles

v

No Cuantificacion Lipidos
n= 111 (5,6%)
8 casos, 103 controles

v

Total Muestra
n = 1830
987 casos

843 controles

No amplificacion DNA
n=59 (3,1%)
5 casos, 54 controles
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HNowiembre 2014) en el Servicio General de Citometria de la Universidad de Salamanca,
Espafia. Durante este pericdo ha profundizade en el conocimiento de técmicas de
Hibridacion @ sinv Fluorescente (FISH) en wefidos frescos y pamfinades pam el
diagnostico genstico d= nmmares mhﬂmrhmpauﬁmhmas Ademaz, durante su
estancia adguitio conocimisntos en bielosma melecular gue inchoan extraccion AT ¥
ARMN, sinfesis de cDNA, ejecucion d= BCR. v ET-PCR. v tecmicas de secuenciacion. En
tode momento demostre posesr destreza tecmica v mamual ¥ capacidad intelactual siende
optime 2] aprovechamisnte duranie este periode.

Y para gue conste donde proceda, fimmo 2] presente cemificado en %alamanca a 21
de moviembre de 2014.

Fdo. Dr. José Maria Sayagues P D
Ceniro de Investizacion del Cancer
Av/ Universidad de Coimbra s/n
37007 Salamanca, Espafia
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ANEXO S. BIOMARCADORES ASOCIADOS A RIESGO DE SINDROME
METABOLICO: ESTUDIO EN PERSONAL MEDICO Y ADMINISTRATIVO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNAB
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ANEXO T. SERUM CONCENTRATIONS OF ANGIOGENIC FACTORS AS
PREDICTORS OF SEVERITY OF PREECLAMPSIA IN COLOMBIAN
POPULATION.
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ANEXO U. ARTICULOS. VARIABLES PRE-ANALITICAS QUE AFECTAN LA
CUANTIFICACION SERICA DE PROTEINA C REACTIVA E IL-6 EN
PRIMIGESTANTES PREECLAMPTICAS Y CONTROLES SANOS

157



