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RESUMEN

El diagnéstico basado en el estudio del ADN ha avanzado sorprendentemente en las
Ultimas décadas, permitiendo por ejemplo la identificacién y caracterizacion de mutaciones y
polimorfismos de un nimero importante de genes involucrados en diferentes patologias. Tal es
el caso de las alteraciones hemostaticas de origen genético que pueden provocar trombosis
asociada al fracaso obstétrico. En este trabajo se presenta la evaluaciébn de técnicas
moleculares para el diagnéstico de marcadores genéticos como la mutacion C677T del gen de
metilen-tetra-hidro-folato-reductasa (MTHFR) y el polimorfismo 4G/5G del gen inhibidor del
activador del plaminégeno-1 (PAI-1). Ambas alteraciones reconocidas como factores genéticos
a considerar en el fracaso obstétrico.  Del estudio comparativo entre la poblacion control y las
mujeres con complicaciones obstétricas, surgié que el polimorfismo 4G/4G del gen PAI-1 tiene
una prevalencia mayor entre las mujeres afectadas que es estadisticamente significativa (Odds
Ratio: 2.83). En el caso del gen MTHFR, las pacientes homocigotas para la mutacién C677T,

mostraron una prevalencia mayor que las del grupo control, pero sin significancia estadistica.

Palabras clave: biologia molecular, PCR, MTHFR, PAI-1, trombosis-genética, fracaso

obstétrico.



INTRODUCCION

La biologia molecular ha adquirido desde hace algunas décadas una importancia
primordial a la hora de diagnosticar diferentes patologias, de alli su valor en la practica clinica.
Dentro de esta disciplina, la PCR (reaccién de la polimerasa en cadena) provoco una revolucion
en el diagndstico, debido a que mediante la amplificacion exponencial es posible detectar ADN
0 ARN a partir de una cantidad minima de muestra. Numerosas variantes de la PCR original
permiten amplificar ADN y ARN con diferentes objetivos. Entre ellas podemos mencionar:
multiplex PCR, que amplifica mdltiples secuencias blanco simultaneamente con més de un par
de cebadores; PCR en nido, que se utiliza fundamentalmente para mejorar la sensibilidad y
especificidad; PCR-RFLP, en la que el ADN amplificado es sometido a digestién con enzimas
de restriccién y posterior electroforesis en gel de agarosa; PCR-AE, que utiliza cebadores alelo-
especificos con un cambio de una base correspondiente a la mutacion para que Unicamente se
unan y consecuentemente sean amplificados aquellos alelos que presenten una determinada
mutacién; y RT-PCR, consistente en la transcripcion reversa de moléculas de ARN seguida de

PCR, permitiendo de este modo la amplificacion del ARN.

Cabe mencionar que el diagndstico mediante el estudio del ADN ha experimentado un
avance importante, por ejemplo en la identificacion y caracterizacion de un numero elevado de

genes involucrados en diferentes patologias.

Durante el embarazo ocurren cambios importantes y graduales del sistema hemaostatico
dirigidos a prevenir hemorragias en el momento del parto. Dichos cambios incluyen alteraciones
en la produccion y actividad de varias proteinas involucradas en este sistema, que provocan la
disminucion en la fibrindlisis y el incremento en la coagulacion, inclinando el equilibrio normal
del sistema hemostatico hacia el fenotipo protromboético. Concretamente se observa un

aumento de factores de coagulacion como el factor VII, VIII, de von Willebrand y fibrindgeno.



Por otro lado ocurre una disminucion de inhibidores fisiol6gicos del sistema de coagulacion,
fundamentalmente proteina S, asi como también modificaciones en el sistema fibrinolitico con la

resultante de un estado de hipofibrinolisis.

Este estado de hipercoagulabilidad “fisiologico” puede verse incrementado cuando estan
presentes alteraciones hemostéticas adquiridas o genéticas. Tal es el caso de la presencia de
anticuerpos anti fosfolipidos, disminucion genética de los inhibidores y/o presencia de
polimorfismos pro trombdticos. Este escenario coloca a la mujer embarazada en una situacion
de aumento de riesgo trombdético y puede ser la causa de diversas complicaciones obstétricas

desde el momento de la implantacion.

De lo anteriormente expuesto surge el interés creciente del estudio de marcadores
genéticos asociados a trombofilias durante el embarazo, por ser considerados causa de fracaso
obstétrico. Numerosos estudios han demostrado la correlacion entre la mutacion G1691A del
factor V, conocida como factor V de Leiden y la mutacion G20210A de la protrombina vy
pérdidas recurrentes de embarazo; su vinculacion no es tan clara en fallas de implantacion. Mas
recientes son los trabajos que se suman a estas dos alteraciones, como lo son el estudio del
polimorfismo del promotor del gen inhibidor del activador del plamindgeno-1 (PAI-1) (4G/5G) y
la mutacion C677T del gen de la metilen-tetra-hidro-folato-reductasa (MTHFR), asociandolos a

complicaciones obstétricas (1).

El PAI-1 es uno de los principales reguladores del sistema fibrinolitico al inhibir al
activador tisular del plasminégeno (t-PA), su sobreexpresion puede comprometer el mecanismo
de eliminacién de fibrina promoviendo eventos trombdticos. Al menos en parte, los niveles de
PAI-1 son modulados genéticamente, ya que su concentracion esta relacionada con la
presencia del polimorfismo 4G/5G en la region promotora del gen. Dicha region del gen PAI-1

en la posicion -675 puede tener una Unica insercion/delecién de una base guanina, dando
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como resultado la presencia de alelos que contienen 4 ¢ 5 guaninas. El alelo 5G esta asociado
a la supresion de la transcripcion, mientras que el alelo 4G provoca un aumento en la
transcripcion. Por lo tanto el polimorfismo tiene una accién reguladora de la concentracion
plasmética de PAI-1. Individuos homocigotas para el alelo 4G, tienen niveles de PAI-1 circulante

de tres a cinco veces mayores, comparados con los alelos 4G/5G o0 5G/5G (2,3).

La enzima MTHFR interviene en la re-metilacion de homocisteina a metionina. Existe
entonces una relacion tedrica inversamente proporcional entre la accion de la MTHFR vy los
niveles de homocisteina. La homocisteina es un aminoécido resultante de la desmetilacion de la
metionina que se adquiere en la dieta a través de la ingesta de proteinas (4). La mutacion
C677T en el gen MTHFR genera una variante de la enzima termolabil, cuya actividad se ve
disminuida en el caso del genotipo homocigota (TT) en un 50%, y en el genotipo heterocigota

(CT) en un 20-40%, respecto a la enzima normal.

Como consecuencia de la mutaciéon puede ocurrir un aumento en las concentraciones
plasmaticas de homocisteina (5). Estd demostrado que la hiperhomocisteinemia leve y

moderada puede provocar defectos en el tubo neural del feto y abortos recurrentes (6).

Debido a que ambos defectos en MTHFR y PAI-1 son congénitos, el andlisis molecular es
considerado la base del diagnéstico de laboratorio. La incidencia de estas alteraciones
genéticas encontrada a nivel mundial conjuntamente con el riesgo trombdtico que conllevan,

pone de manifiesto la importancia del estudio de las mismas.

Por lo anteriormente expuesto en nuestro laboratorio se validaron metodologias de
biologia molecular para la deteccion de dichas variantes y la evaluacién posterior de la relacién

entre ellas y la presencia de fracaso obstétrico.



OBJETIVOS

1) Evaluar el desempefio de RFLP-PCR y PCR-AE para la determinacion de la mutacion

C677T del gen MTHFR y del polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1 respectivamente.

2) Determinar la prevalencia de la mutacién C677T de MTHFR y del polimorfismo 4G/5G
del PAI-1 y su asociacion con la presencia de complicaciones obstétricas comparandolas con

un grupo de mujeres sanas pertenecientes a la misma poblacion.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: sangre periférica, obtenida con EDTA-KS.

Poblacion en estudio: se estudiaron 122 mujeres entre 25 y 55 afios con complicaciones
obstétricas que concurrieron a los laboratorios del Instituto Modelo de Cardiologia (IMC) y de la
Fundacion para el progreso de la Medicina (FPM), entre diciembre de 2009 y abril de 2012. Las
caracteristicas clinicas del grupo (segun su historia clinica) fueron las siguientes: dificultad para
embarazarse; fracaso de la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides o ICSI (del inglés
“intracytoplasmicsperminjection”); 1 aborto; 2 0 mas abortos; muerte fetal intrauterina (MFIU);

retardo en el crecimiento intrauterino (RCIU) y eclampsia.

Poblacién control: se incluyeron 50 mujeres entre 25 y 55 afios sanas, sin
complicaciones obstétricas, con al menos un embarazo normal, sin antecedentes de trombosis,

sobrepeso, ni enfermedad cardiovascular, segun su historia clinica.

Extraccion del ADN: el ADN fue extraido por medio del uso de una resina de intercambio
ionico, Chelex 100. La resina Chelex es una resina quelante de iones metalicos polivalentes,

gue actian como catalizadores en la ruptura de ADN a altas temperaturas, previniendo de este



modo la degradacién del ADN. Brevemente 50ul de sangre entera fueron incubados con una
solucion de CINH, al 0.8% con la finalidad de lisar los glébulos rojos. Después de centrifugar, el
sedimento fue lavado con agua estéril y resuspendido en una solucién de Chelex 100 al 5%.
Posteriormente fue incubado durante una hora a 60°C y luego 8 minutos a 100°C. Finalmente

fue centrifugado y se separé el sobrenadante en el cual se encuentra el ADN (7).

Deteccion de la mutacién C677T del gen de MTHFR: las muestras de ADN purificado
fueron sometidas a PCR utilizando los cebadores descriptos por Genevieve y col. (8), que
permiten coamplificar parte del gen de MTHFR que contiene la mutacién y un fragmento del gen
del fibrinégeno, que se utiliza como control interno de la PCR y de la digestion con enzimas de
restriccion. Para la amplificacion de ambos genes se establecieron las condiciones Optimas de
reaccion: MgCl, 1,5mM, dNTPs 0,2mM, cebadores especificos para MTHFR y fibrinégeno
0,5uM y Taq ADN Polimerasa 0,02U/ul. El ciclado de PCR gque se uso6 fue: 3 minutos a 95°C, 35
ciclos de: 40 segundos a 91°C, 40 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C, y finalmente un ciclo de
extension de 5 minutos a 72°C (8). Los productos de PCR fueron digeridos durante 3hs a 37°C
con la enzima de restriccion Hinf | (Promega 10UIl/pl) que reconoce la siguiente secuencia:
GVYANT-CTNAAG (8). Los productos de digestion fueron analizados mediante geles de

agarosa al 3% con buffer TAE y visualizados con bromuro de etidio.

Validacién: para validar la técnica se determind la presencia o no de la mutacion C677T
del gen de MTHFR en 14 muestras. Los resultados fueron comparados con un laboratorio de

referencia (Laboratorio IACA, Bahia Blanca) con el que hubo un 100 % de concordancia.

Polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1: las muestras fueron sometidas a PCR utilizando
cebadores especificos para el alelo 4G y 5G en dos tubos de reaccién separados por cada
muestra, con un cebador 3" comun y uno 5 control, éste dltimo se incluye para verificar la

amplificacién del ADN, segun descripto por Andreas Festa y cols. (9).



El polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1 consiste en una unica insercion/delecion de una
base Guanina en la posicion -675 de la region del promotor del gen, lo que genera dos posibles
alelos, 4G ¢ 5G. Para su determinacion se disefid la PCR-AE utilizando cebadores alelo
especificos. El cebador F1 hibrida sobre el alelo 5G y el F2 sobre el 4G, cada uno se dispone
en tubos separados y a cada uno de dichos tubos se agrega un cebador comun F3, que con F1
amplificara un fragmento de 140 pb en el caso del alelo que contiene 5 bases Guaninas (alelo
5G) y con F2 amplificara un fragmento de 139 pb, en el caso del alelo con 4 bases Guaninas
(alelo 4G). Como control interno de la amplificacion se agrega a cada tubo de reaccién un tercer
cebador F4, que genera con F3 un fragmento de 256 pb (1) que debe estar presente siempre si
la reaccion fue exitosa.Las condiciones Optimas de la PCR-AE establecidas fueron las
siguientes: MgCl, 1,5mM, dNTPs 0,2mM; cebadores: F1, F2y F3 0,5uM, F4 0,1uMy Taq ADN
Polimerasa Promega 0,02U/ul. La PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C, 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C, 1 minuto, 65°C, 45
segundos y 72°C, 75 segundos, seguidos de una extension a 72°C durante 5 minutos, en el

termociclador Perkin-Elmer 2400.

Los productos de PCR fueron analizados mediante geles de agarosa al 2% con buffer TAE y

visualizados con bromuro de etidio.

Validacién: para validar la técnica se determiné el polimorfismo del gen de PAI-1 en seis
muestras, cuyos resultados fueron comparados con un laboratorio de referencia (Laboratorio

IACA, Bahia Blanca) resultando en un 100 % de concordancia.

Anadlisis estadistico: se utilizé el programa Instat. Al ser variables categéricas se
realizaron tablas de contingencia aplicando el test Chi cuadrado. En todos los casos se
consideraron valores de p< 0.05 como estadisticamente significativos. El riesgo se calculé con

el estadistico Odds Ratio (OR) y se expresé con un intervalo de confianza (IC) del 95%.



RESULTADOS

Evaluacién del desempefio de PCR-RFLP y PCR-AE para la determinacion de la mutacién

C677T del gen MTHFR y del polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1

Mutacion C677T del gen de MTHFR: en este caso se coamplific6 un fragmento del gen de
MTHFR y parte del gen del fibrinbgeno que se utiliza a modo de control interno de la PCR y de
la digestion. Los productos obtenidos de la amplificacién analizados en gel de agarosa,
muestran dos fragmentos de ADN de 552 y 198 pares de base (pb) (Figura I, carril 1)
correspondientes a los fragmentos amplificados del gen de Fibrinbgeno y de MTHFR

respectivamente.

Los productos amplificados fueron sometidos a la digestién con la enzima Hinf I, que
genera tres fragmentos de 56, 136 y 360 pb, pertenecientes al gen de fibrindgeno, y que se
observa en todos los casos. En cuanto al gen de MTHFR, si la mutacién no esta presente la
enzima no digiere y por lo tanto se observa un fragmento de 198 pb, ( Figura |, carril 3). Si por
el contrario uno de los alelos esta mutado, posterior a la digestion se observa un fragmento de
175 pb, correspondiente al alelo mutado y ademas la banda de 198 pb correspondiente al alelo
sano (carriles 2 y 5), este es el patrén que presentan los individuos heterocigotas. Finalmente
en el caso que ambos alelos estén mutados (individuo homocigota) se observa solo la banda de

175 pb (carril 4).



Figura I: productos de la co-amplificacién por PCR del gen de MTHFR vy de fibrinGgeno y su posterior

digestion, analizados en gel de agarosa al 3%.
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Carril 1: producto amplificado sin digerir, carriles 2 y 5 patron de individuos heterocigotos para la
mutacioén, carril 3: patron de individuo que no presenta la mutacion, carril 4; patréon de individuo

homocigota para la mutacion, carril 6: marcador de peso molecular (MPM).

Polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1: Los productos obtenidos de la amplificacion
analizados en gel de agarosa, muestran en todos los casos el fragmento de ADN de 256 pb
(control de amplificacién) y una banda de 139pb o de 140pb segun amplifique el alelo 4G 6 5 G.
Los patrones posibles que pueden observarse son los siguientes: Genotipo 4G/5G (carriles 1 y

2), Genotipo 5G/5G (carriles 3y 4) y Genotipo 4G/4G (carriles 6y 7)
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Figura Il: productos de amplificacion de la PCR-AE del gen PAI-1, analizados gel de agarosa al 2%.
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Carril 1 y 2: patrén de individuo 4G/5G, carril 3 y 4: patron de individuo 5G/5G, carril 5: marcador de peso

molecular (MPM), carril 6 y 7: patrén de individuo 4G/4G.

Estudio comparativo de la prevalencia de la mutacion C677T de MTHFR vy del
polimorfismo del gen PAI-1 entre la poblacion control y las pacientes con complicaciones

obstétricas

A fin de establecer la posible relacién entre fracaso obstétrico y la mutacion C677T de
MTHFR y el polimorfismo del gen PAI-1, se estudié la presencia de ambas alteraciones
genéticas en un grupo de mujeres que presentaron diferentes manifestaciones clinicas

relacionadas a dificultades en el embarazo cuya distribucion se observa en la Tabla 1.
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Tabla 1: Distribucién de las diferentes patologias en la poblacion estudiada (n:122)

Dificultad para embarazarse 34/122 (28%)
Fracaso de ICSI 14/122 (11,5%)

1 aborto 34/122 (28%)

2 6 més abortos 32/122 (26%)

MFIU 5/122 (4.1 %)
Eclampsia 2/122 (1.6%)

RCIU 1/122 (0.8%)

Los valores obtenidos de la prevalencia de las alteraciones estudiadas en el grupo control
se detallan en la Tabla 2. Al evaluar la mutacion C677T del gen de MTHFR un 54% de las
mujeres resultaron heterocigotas, mientras que la prevalencia de heterocigotas en las mujeres
con complicaciones obstétricas fue mayor (Tabla 3). De igual modo ocurre con la prevalencia de
mujeres homocigotas para la mutacion, donde la prevalencia es mayor en el grupo de mujeres

con complicaciones (Tablas 2 y 3).

En cuanto al polimorfismo de PAI-1 el genotipo 4G/4G, asociado a trombosis, tiene una

prevalencia mayor en la poblacién con trastornos en el embarazo.
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Tabla 2: prevalencia de la mutacion C677T del gen de MTHFR y del polimorfismo del gen PAI-1 en el

grupo control.

Sin mutacién 16/50 (32 %)
I
Homocigoto 7/50 (14 %)
I
4G/5G 32/50 (64 %)
I
5G/5G 12/50 (24 %)
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Tabla 3: prevalencia de la mutacién C677T del gen de MTHFR y del polimorfismo del gen PAI-1 en la

poblacion con complicaciones obstétricas.

Mutacién C677T MTHFR n:89
Sin mutacién 15/89(17%)
Heterocigoto 55/89 (62%)
Homocigoto 19/89 (21%)
Polimorfismo de PAI-1 n:122
4G/5G 55/122 (45 %)
4G/AG 34/122 (28 %)
5G/5G 33/122 (27 %)

Al considerar la mutacion homocigota de MTHFR no se hall6 diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control y las pacientes con complicaciones obstétricas (Tabla 4). En
la mutacién heterocigota tampoco se observé diferencia estadisticamente significativa, lo cual

es logico dado la prevalencia de esta mutacion en la poblacién sana.

Analizando los datos obtenidos del polimorfismo 4G/4G del gen PAI-1 se pudo constatar
que existi6 una correlacion positiva estadisticamente significativa en las pacientes con
complicaciones, (OR 2.83, Tabla 4) revelando una clara tendencia de aumento del riesgo

trombofilico en este grupo.
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Tabla 4: Comparacion poblacién sana vs pacientes con complicaciones obstétricas

Pacientes
MTHFRC677T N: 89
Heterocigoto 55/89 (62%)
Homocigoto 19/89 (21%)
PAI-1 N: 122
4G/4G 34/122 (28%)

DISCUSION

Poblacion control

N:50

27/50 (54%)

7/50 (14%)

N:50

6/50 (12%)

0.3763

0.3669

0.0288

OR

1.378

1.667

OR

2.833

0.6831-2.78

0.6472-4.296

IC

1.106-7,257

En general, para la mutacibn C677T de la MTHFR, casi todos los estudios han

encontrado una incidencia similar en todos los grupos raciales (entre 10 y 15% de

homocigotos), excepto en los africanos y los descendientes de éstos en América (en torno al

7% de homocigotos) (4). Para el polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1 estudios previos muestran

que la prevalencia es de 10 % de homocigotos 4G/4G.(1).
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Nuestros hallazgos, aun cuando el nimero de individuos sanos fue limitado, sugieren
que la prevalencia de la mutacién C677T de la MTHFR y del polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1

es de 14% y 12% de homocigotos respectivamente, en la poblacién estudiada.

La literatura muestra que el polimorfismo 4G/5G del gen PAI-1 y la mutacion C677T de
la MTHFR estan asociados a trombosis venosas y complicaciones obstétricas del embarazo

como aborto recurrente y preeclampsia severa (1,15)

En el estudio de Guan y colaboradores (10) se demostrd asociacion entre el genotipo
4G/AG y aborto recurrente que se veia potenciada si se asociaba al gen del genotipo
homocigota de MTHFR. Por otro lado, Dossembach-Glaninger y col (11) estudiaron varios
factores genéticos entre los que se encontraba el polimorfismo del PAI-1 4G/5G y la

concurrencia aislada de genotipo 4G/4G no tuvo asociacion significativa con aborto recurrente.

En la actualidad se suman una gran cantidad de estudios que demuestran la vinculacion
entre el fracaso obstétrico y la base del conocimiento que hoy se tiene sobre sujetos
homocigotos 4G/4G que tienden a mostrar unas concentraciones del PAI-1 un 25% superiores

a los sujetos 5G/5G (con los heterocigotos 4G/5G situados en valores intermedios) (12).

Por otro lado, la hiperhomocisteinemia como consecuencia de un genotipo homocigoto
de MTHFR se considera factor de riesgo trombofilico. (13,14). Por tal motivo, conocer la
existencia de algun defecto trombofilico congénito o adquirido junto a otros parametros
bioquimicos de la coagulacién es crucial para planificar el embarazo, ya que permite conocer el
riesgo de complicaciones obstétricas, para poder prevenirlas instaurando el tratamiento

adecuado.

Mediante este estudio fue posible validar la técnica de RFLP-PCR para la deteccién de la

mutacion C677T del gen de MTHFR. Tomando en cuenta la experiencia publicada en trabajos
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previos fue posible ajustar las condiciones al Laboratorio de Biologia Molecular de la Fundacion
Para el Progreso de la Medicina, contando asi con una técnica que si bien es laboriosa, resulta
robusta, reproducible y econémica. En cuanto a la determinacién del polimorfismo 4G/5G del
gen PAI-1, se valido la técnica de PCR-AE. Esta técnica resulta robusta, reproducible y
relativamente simple de llevar a cabo ya que solo consiste en la realizacion de PCR y

evaluacién posterior de los productos mediante electroforesis en geles de agarosa.

En este trabajo demostramos que en la poblacién estudiada hay una alta prevalencia del
polimorfismo 4G/4G del gen PAI-1 como factor de riesgo, confirmando la interaccion entre el
genotipo y otras variables biol6gicas y metabdlicas que se asocian con el incremento del riesgo

trombofilico y alteraciones obstétricas.

Los resultados presentados confirman la importancia del estudio de estos polimorfismos,
con principal énfasis en el caso del polimorfismo del gen PAI-1, en protocolos trombofilicos para

los casos de fracaso obstétrico.

Los autores declaran que no hay conflicto de intereses de ningun tipo.
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