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El grupo de investigacion en el que participo trabaja en el &mbito de la Genomica de
la Fertilidad Humana desde tres ejes metabdlicos (folatos, neurotransmisores y hormonas
sexuales) con posibles relaciones hipostaticas o epistaticas, relacionando polimorfismos

genéticos con indicadores bioquimicos y cuadros clinicos.

Se podria decir que las pérdidas reproductivas precoces constituyen en la practica
médica el cuadro clinico de mayor incidencia en el ser humano. Hasta un 15% de los
embarazos reconocidos fracasan, y una de cada cuatro mujeres experimentara un aborto
espontaneo (AE) en algin momento de su vida (Blumenthal, 1992). Dada su gran frecuencia,
el AE constituye una grave preocupacion de salud publica, ademas, porque sin un tratamiento

adecuado puede provocar una alta morbilidad e incluso mortalidad para la madre.
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1.1. DESARROLLO EMBRIO-FETAL

La vida humana debe ser entendida como un proceso continuo en el cual la
fecundacidn resulta un momento critico en tanto que, en condiciones normales, conforma un
nuevo individuo genéticamente distinto, a pesar de que el genoma embrionario no se activara
realmente hasta que se formen 4-8 células (a los 2-3 dias post fecundacion

aproximadamente).

La fecundacion es el conjunto de acontecimientos gque comienzan cuando un
espermatozoide contacta con un ovocito secundario o sus cubiertas y que conducira
finalmente a la mezcla de cromosomas paternos y maternos en la metafase de la primera
division mitotica del embrion unicelular (zigoto). Este complejo proceso, que dara entidad
al embrion como unidad genética, se extiende durante horas, por lo que, a pesar de que resulte

didactico considerarlo asi, no esta justificado hablar del “momento de la fecundacion”.

Aunque el desarrollo embrio-fetal debe ser entendido como un proceso continuo
con limites no siempre facilmente precisables, existen ciertas subdivisiones dentro del
mismo cuyo interés resulta mas didactico que bioldgico (Figura 1). Entre ellas destaca
aquella que fragmenta el periodo de desarrollo en dos fases, embrionaria y fetal, atendiendo
a cronologia. La primera de ellas se extiende hasta la octava semana gestacional y viene
definida por la génesis tisular, mientras que la segunda ocupa desde este limite temporal
hasta la fecha del parto, caracterizandose por un continuo proceso de maduracion y

crecimiento tisular.
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s mensniszn o recdopennad
Periodos Desarrollo prenatal
Primer trimesira Segundo trim estre Tercer timestra
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Figura 1. Periodos del desarrollo prenatal.

1.1.1. Periodo embrionario

Se extiende desde la 3% semana hasta las 82 semana. En €l las células embrionarias
dan origen a sus propios tejidos y sistemas organicos, apareciendo como consecuencia de

ello los caracteres principales del cuerpo.

El ectodermo da origen a los drganos y estructuras en contacto con el mundo
exterior: sistemas nervioso central y periférico, epitelio sensorial del oido, nariz y ojo, piel y

sus anexos; la hipofisis, glandulas mamarias, sudoriparas y esmalte dentario.

El mesodermo da origen al sistema vascular, urogenital, bazo y corteza de las
glandulas suprarrenales. Se divide en: para-axial, intermedio y lateral. El para-axial forma
las somitomeras, que daran origen al mesénguima de la cabeza y se organiza en somitas en

los segmentos occipital y caudal. Cada somita posee un miotoma, esclerotoma y dermatoma.

El endodermo forma el epitelio de revestimiento del tracto respiratorio,
gastrointestinal y la vejiga. Forma el parénquima de: tiroides, paratiroides, higado y

pancreas.

Como consecuencia del crecimiento del sistema nervioso central, el disco
embrionario aplanado empieza a plegarse en direccion cefalocaudal y transversal, formando

las curvas cefélica y caudal y la forma redondeada del cuerpo del embrion. Durante esta
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etapa se mantiene la conexidn del saco vitelino y la placenta por medio del conducto vitelino

y el corddn umbilical respectivamente.

1.1.2. Periodo fetal

Este periodo comprende de la semana 92 a la fecha del parto y se caracteriza por la
maduracion de los drganos y tejidos y el crecimiento rapido del cuerpo, siendo mas lento el
desarrollo de la cabeza. Se produce la maduracion de los esbozos embrionarios, su ubicacion
topografica definitiva y el inicio de su funcion para cubrir parte de las necesidades

biologicas.

Para la consecuciéon de un organismo completo a partir del cigoto, el desarrollo
normal implica crecimiento y diferenciacion, sometidos ambos a una estrecha coordinacion
y a una organizacion rigurosa. Esta regulacion es genética, la cual determina la especificidad
del organismo, y epigenética, que asegura primero la formacion progresiva de los eshozos y
de los 6rganos definitivos después, merced a complejos mecanismos de motilidad celular,

induccidn, regresién y regulacion.

Al comenzar el 3° mes, el desarrollo de la cabeza se vuelve mas lento en comparacion
con el resto del cuerpo. La cara adquiere un aspecto mas humano y en torno a la semana 12

aparecen los centros de osificacion primaria en los huesos largos y del craneo.

Durante el 3°, 4° y 5° mes el feto crece en longitud, mientras que el incremento de
peso se realiza en los ultimos meses antes del parto. Inicialmente la piel fetal tiene aspecto
arrugado por la falta de conectivo y su piel es rojiza, pero en los ultimos meses se redondea
el contorno corporal por el depésito de grasa subcutanea. Hacia el final de la vida intrauterina

el feto esta cubierto de vermix caseoso.
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1.2. CONCEPTO DE ABORTO ESPONTANEO

Se define aborto espontaneo como la pérdida de un embrion o feto por causas no
provocadas intencionalmente, distinguiendose del aborto inducido o interrupcion voluntaria
del embarazo. Ademas, segun la clasificacion clésica, aborto es la finalizacion de la gestacion
antes de que el feto alcance la edad gestacional suficiente para sobrevivir fuera del claustro
materno, es decir, antes de la viabilidad fetal (Acién, 1998). En un principio el concepto
resulta claro, sin embargo, la mayor dificultad reside en la definicién de viabilidad fetal,
dado que el prondstico de supervivencia ha variado sensiblemente en los ultimos afios. Por
tanto, esta definicion es imprecisa ya que no aporta dato objetivo alguno que nos permita

delimitar con exactitud un aborto de un parto inmaduro.

En 1977, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), con el objetivo de unificar
criterios y no subestimar la mortalidad neonatal, definié el aborto como la expulsion o
extraccion uterina de un embrién o feto de 500 gramos o menos (WHO: recommended
definitions, terminology and format for statiscal table related to the perinatal period and use
of a new certificate for cause of perinatal deaths). Posteriormente, la Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia (SEGO) establecio ademas la edad gestacional de 22 semanas
como limite, aunque este dato varia segin la bibliografia y medio que se consulte. La
literatura anglosajona refiere, en general, el limite de las 20 semanas, mientras que en nuestro
medio, se prefiere 22 semanas de gestacion dado que coincide aproximadamente con el peso
establecido por la OMS y con la edad vigente en el legislacion espafiola para la interrupcion

voluntaria del embarazo.
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La introduccion de la edad gestacional permite diferenciar ademas aquellas
gestaciones que pueden presentar un crecimiento intrauterino retardado con un peso al
nacimiento inferior a 500 gramos, pero con una edad gestacional superior a 22 semanas y

gue por tanto, ya no seria considerado aborto.

Sin embargo, la viabilidad clinica es un concepto mas amplio que implica la
capacidad de la medicina actual de prestar asistencia contra la premadurez extrema, y esta
determinada por el desarrollo anatomo funcional del pulmén, o sea la capacidad de
intercambio gaseoso pulmonar, que ocurre aproximadamente entre las 24 a 26 semanas de

gestacion.

Finalmente, segun la edad gestacional en que se produce el aborto, podemos
diferenciar los abortos precoces, los cuales ocurren durante el primer trimestre (hasta 12
semanas), o tardios, que corresponden a los que se producen en el segundo trimestre. Los
abortos precoces (80-85%) predominan sobre los tardios, por ser mas frecuentes las causas

gue acttan de forma mas precoz en la gestacion.

El aborto de repeticion, término establecido por Malpas (1938), se define como “la
pérdida espontanea de tres 0 mas gestaciones consecutivas o de cinco gestaciones alternando
con embarazos de resultado normal antes de la 22° semana de gestacion”. En la actualidad
se utiliza el término mas amplio de pérdida gestacional, que englobaria también pérdidas
reproductivas distintas del aborto, como los abortos subclinicos, los embarazos ectopicos,

las molas, los partos inmaduros, etc.

En la practica clinica, numerosos grupos de trabajo recomiendan que la existencia de
dos AEs ya constituya una situacion de aborto recurrente y, por tanto, merece estudio de

investigacion (Coulam, 1991). Asi, el grupo de consenso de la SEGO considera que existe
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un aborto de repeticion cuando se han producido al menos dos abortos consecutivos 0 més

de dos alternos.
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1.3. EPIDEMIOLOGIA DEL ABORTO ESPONTANEO

La incidencia de interrupciones espontaneas del desarrollo del proceso reproductivo
es muy alta, sobre todo cuando se considera desde las etapas mas precoces. Se calcula que,
teniendo en cuenta los fallos de la fecundacion, de cada 100 “embarazos potenciales” tan

s6lo 31 llegan a término con un feto vivo (Bajo et al., 2009).

La frecuencia del “aborto”, considerando a éste como la “interrupcion espontanea de
la gestacion antes de que el feto haya alcanzado una edad gestacional que lo haga viable”,
depende por tanto del criterio que utilicemos para definir que el embarazo existe. Cuando
tan sélo se tienen en cuenta los embarazos que llegan a la fase de implantacion, la
frecuencia de aborto es del 30% al 40%, alcanzado el diagnostico clinico de embarazo,
la frecuencia baja al 10%-15%b, y si la gestacion progresa y se observa un producto vivo, la
probabilidad de aborto baja notablemente, hasta llegar a cifras comprendidas entre el 3% y
el 4% (Bajo et al., 2009). Estas frecuencias dependen del criterio que se utilice, y por ello, si
no se especifica claramente, los datos que se muestran en las diversas publicaciones no son

comparables.

Estudios meticulosos realizados en mujeres jovenes, sanas y con ciclos menstruales
normales que intentaban un embarazo, han demostrado que es frecuente detectar
transitoriamente Gonadotropina Corionica Humana (hCG) en la orina de mujeres que por lo
demas ignoraban por completo que habian concebido y abortado (Gosden, 1985; Edwards,

1986; Wilcox et al., 1988; Zinaman, Clegg, Brown, O’Connor, & Selevan, 1996).

Cuando el embridn esta vivo entre la octava y la 122 semana, la tasa de aborto hasta

la semana 202 es de tan sélo el 2%. Sin embargo, Rempen (1993) cuando encuentra latido
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cardiaco entre la quinta y la 132 semana, comunica una tasa de abortos del 8.6%; cuando el
latido cardiaco ha sido detectado antes de la novena semana, el grupo presenta una tasa de
abortos superior, del 12.5%. Ademas, comprueba que si la mujer tiene mas de 34 afios, la

frecuencia asciende al 15,5%, y si existe hemorragia vaginal, al 16.3%.

Levi, Lyons, Zheng, Lindsay y Holt (1990) encuentran una tasa de abortos del 24%
cuando existe latido cardiaco positivo pero el embrién tiene una longitud céfalo-caudal

(CRL) menor de 5mm.

Pandya, Snijders, Psara, Hilbert y Nicolaides (1996) en exploraciones realizadas
entre la décima y la 13? semana, observan un 2.8% de embarazos interrumpidos. El 52.5%
correspondian a abortos diferidos, y el 37.5% a gestaciones anembrionadas. También hallan

asociacion significativa con la edad materna y el antecedente de hemorragia vaginal.

Otros autores como Goldstein y cols. (1994) permiten conocer la probabilidad de

aborto en funcion de los hallazgos ecogréficos.

Por otro lado, basandose en estudios poblacionales se ha tratado de relacionar qué
factores pueden influir negativamente sobre la gestacion produciendo un incremento de la
ya de por si elevada incidencia de AE. Dentro de los factores estudiados destacan los

siguientes:

e Edad materna: En un estudio amplio se ha observado que el riesgo de
presentar un aborto se incrementa a medida que aumenta la edad materna
(Nybo, Wohlfahrt, Christens, Olsen & Melbye, 2000); el riesgo de aborto para
mujeres entre 12 y 19 afios era del 13.3 %, frente al 51 % en mujeres entre 40
y 44 afios. Varios estudios han demostrado un incremento del riesgo de AE

en mujeres con edades superiores o iguales a 35 afios (Dominguez et al., 1991;
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Osborn, Cattaruzza, & Spinelli, 2000). El factor que influye de manera més
determinante en el incremento del riesgo es la calidad de los ovocitos, que
empeora con la edad materna y condiciona un aumento de la frecuencia de
alteraciones cromosdmicas (Nybo et al., 2000). Adicionalmente, dado que los
fetos con defectos cromosdmicos es mas probable que mueran en el Gtero que

los fetos euploides, el riesgo disminuye con la gestacion.

Edad paterna: Se ha visto que si el hombre tiene una edad superior o igual a
40 afos, la edad materna comienza a tener un efecto negativo antes de los 35
afios, desde los 30 afios; y en el caso de que la mujer tenga ya 35 afios 0 mas,
si el hombre tiene mas o igual a 40 afios, el aumento del riesgo de interrupcién
espontdnea de la gestacion es mucho mayor (De la Rochebrochard &
Thonneau, 2005; De la Rochebrochard & Thonneau, 2002). En definitiva, se
ha encontrado un claro efecto negativo de la edad paterna después de los 40
afios (De la Rochebrochard & Thonneau, 2003). Mediante la investigacién
con técnicas fluorescentes de hibridacion in-situ se ha sugerido que la
probabilidad de producir embriones aneuploides es mas alta para los padres
mayores (>50 afios) que para los mas jovenes (< 30 afios) (Griffin etal.,
1995). Un andlisis reciente comparando hombres con una edad comprendida
entre 23 y 39 afios, con hombres de 59-74 afios de edad, también concluyo
que hay mas frecuencia de aberraciones cromosomicas en los
espermatozoides de los hombres mayores (Sartorelli, Mazzucatto & de Pina-

Neto, 2001).

Retraso en la concepcidn: Se ha observado que el riesgo de AE es més alto
en parejas que tardan méas de 6 meses en concebir (De la Rochebrochard &

Thonneau, 2002). Varios estudios han documentado la relacion entre un largo
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tiempo requerido para conseguir embarazo y un riesgo mas alto de fracaso de
la gestacion (Rachootin & Olsen, 1982; Gray & Wu, 2000), relacion que
puede ser debida en parte a una asociacién con abortos subclinicos que
pueden constituir un factor importante en el tiempo de concepcién declarado

por la mujer.

En resumen, entre el 10-15% de todos los embarazos reconocidos clinicamente
concluyen en un AE, pero la incidencia verdadera de aborto, que incluye los abortos
precoces, es entre dos y cuatro veces mas elevado (30-60%). Ademas, hay coincidencia en
todos los estudios en relacionar la edad materna avanzada (y en menor grado la paterna) y
los antecedentes de abortos previos como “factores de riesgo” de AE (Suzumori & Sugiura-

Ogasawara, 2010).
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1.4. ETIOPATOLOGIA DEL ABORTO ESPONTANEO

El proceso reproductivo implica una fina coordinacion de gran nimero de procesos
en los cuales pueden producirse alteraciones que conduzcan a errores irreparables
manifestados en forma de aborto. Resulta dificil hablar de etiologia del AE porque aunque
han sido muchas las “causas” descritas, no hay estudios adecuadamente controlados que
establezcan un claro vinculo causa-efecto. En realidad, méas que de factores etiologicos
deberiamos hablar de factores asociados a un proceso del cual desconoceremos el agente

causal en un gran porcentaje de casos (AE de causa desconocida).

Por tanto, los AE se han asociado a multiples causas, destacando las anomalias
intrinsecas del producto y algunas ambientales, pero en la practica clinica habitual no se

identifican en la mitad de los casos (Hanna, Bretherick, Liu, Stephenson & Robinson, 2010).

Por otro lado, dentro de los efectos adversos asociados al consumo de farmacos
(teratogénesis), el creciente desarrollo de la genética estd demostrando que dichos agentes
agresores prenatales acttan sobre un terreno genéticamente predispuesto, es decir, existe una
estrecha relacion entre genotipo y ambiente en lo relativo a la teratogenicidad embrio-fetal.
La existencia de determinadas mutaciones genéticas mas la accion del ambiente puede
conllevar auna alteracion en un metabolito o enzima que intervenga en la via metabolica de

la degradacion de dicho medicamento.

Las principales etiologias propuestas para los AE se pueden clasificar en los

siguientes grupos:
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1.4.1. Anomalias cromosémicas y monogénicas.

En general, los factores genéticos juegan un papel muy importante en los AEs
(Rynekrova, Kasparova, Adamkova, Fait & Hubacek, 2012; Garcia-Enguidanos, Calle,
Valero, Luna & Dominguez-Rojas, 2002; Pandey, Rani & Agrawal, 2005) y, en particular,
se sabe que las anomalias cromosomicas son la causa més frecuente de AE del primer
trimestre (50-60%). En el segundo trimestre de gestacion la frecuencia desciende a un 5-15%

(Simpson, 2007).

Algunas anomalias monogénicas como la deficiencia de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (Toncheva & Tzoneva, 1985) o alteraciones en la inactivacion del
cromosoma X han sido asociadas a una mayor tasa de AE de repeticion (Beever et al., 2003;

Lanasa et al., 2001).

Sin embargo, las causas demostradas en la actualidad son realmente las
cromosomicas. Las cromosomopatias “de novo” en los embriones pueden ocurrir en un 50-
60% de los AEs, sobre todo los que ocurren muy precozmente, siendo las mas frecuentes las
trisomias autosomicas (Boue, Boué & Lazar, 1975; Kalousek, Pantzar, Tsai & Paradice,
1993; Lauritsen, 1975) y siendo ésta también una causa de los abortos de repeticién. Las
poliploidias se presentan en un 20% de los casos y las monosomias en un 10% (Salazar,
Alamos, Arriagada & Selman, 2011). Diferentes estudios coinciden en que la trisomia 16
seguida de las 22, 13 y 21 son las més prevalentes y en ningun caso se observa trisomia del
cromosoma 1 (Quiroga de Michelena et al., 2007; Fritz et al., 2001). También se han
encontrado anomalias cromosdmicas asociadas a los gametos de los progenitores en un 3-
10% de los casos de aborto (Carp, Feldman, Oelsner & Schiff, 2004; De Braekeleer & Dao,

1990).
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Existe controversia en cuanto a la creencia de la aneuploidia recurrente como origen
del aborto de repeticion. Hassold (1980) mostrd que el cariotipo de un segundo aborto
sucesivo era anormal en cerca del 70% de los casos en los que se encontré una aneuploidia
en el primer aborto, y s6lo en un 20% de los casos si el primer aborto era cromosémicamente
normal (Hassold, 1980). Sin embargo, esta observacién podia deberse més a la edad materna
que a cualquier otro factor. Méas recientemente, otros dos grupos volvieron a mostrar que el
siguiente aborto en mujeres con aborto habitual era cromosémicamente anormal en por lo
menos el 48% de los casos, sugiriendo la posibilidad de una aneuploidia recurrente a pesar
de la normalidad de los cariotipos paternos (Daniely, Aviram-Goldring, Barkai & Goldman,
1998; Stern, Dorfmann, Gutiérrez-Najar, Cerrillo & Coulam, 1996). En un estudio de otro
grupo se observé que, en 14 parejas con antecedentes de aborto de repeticion, la proporcion
de embriones anormales en dos ciclos consecutivos de fecundacion in vitro era similar
(Rubio et al., 2003). Estos datos sugieren la recurrencia de tasas similares de
cromosomopatias en las mujeres que sufren aborto habitual. Sin embargo, otros autores
cuestionan la aneuploidia recurrente como origen del aborto de repeticion (Ogasawara, Aoki,

Okada & Suzumori, 2000; Sullivan et al., 2004).

1.4.2. Anomalias anatémicas.

Las anomalias anatomicas como las malformaciones uterinas o los miomas pueden
ser causas probables pero no demostradas de AE de repeticion en primer y segundo trimestre
del embarazo (Homer, Li & Cooke, 2000; Li, Tuckerman & Laird, 2002). Por ejemplo, el
Utero septo es el méas frecuente y el que peor prondstico tiene en lo que se refiere a la
reproduccion. Esta dudosamente relacionado con abortos precoces por posibles defectos en

la vascularizacion en el septo (Fedele, Dorta, Brioschi, Giudici & Candiani, 1989) y de forma
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més consistente con abortos tardios debidos a incompetencia cervical y a un reducido
volumen intracavitario (Propst & Hill, 2000). Sin embargo, no existe ningun estudio hasta el
momento que haya demostrado que al corregir un problema uterino determinado, las

pacientes intervenidas aborten menos que las no operadas (Rai & Regan, 2006).

1.4.3. Infecciones microbianas.

La presencia de infecciones o una flora bacteriana anormal en el tracto genital
externo, vagina y cérvix pueden ser causa de AE (Martin et al., 1982). Pacientes no
inmunizadas frente a Toxoplasma o Rubeola y que contraen dicha infeccion pueden sufrir
un AE esporéadico, pero casi de forma imposible podréa ser la causa de aborto de repeticion
ya que la primoinfeccién genera inmunidad a largo plazo que suele proteger a la mujer

durante el resto de su edad fértil.

1.4.4. Trastornos endocrinos u hormonales.

Existe una débil y no del todo demostrada asociacidn entre el aborto y, por extension,
el aborto de repeticion, y los desérdenes endocrinos u hormonales como el sindrome de
ovarios poliquisticos, diabetes mellitus o mujeres con problemas de tiroides (especialmente
hipotiroidismo), hipersecrecién de LH, disminucion de la progesterona o con defectos en la
fase lutea del ciclo (Coulam & Stern, 1994; Kalter, 1987; Tulppala, Stenman, Cacciatore &

Ylikorkala, 1993).
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1.4.5. Factor seminal severo.

La mayor presencia de anomalias cromosémicas o menor cantidad de
espermatozoides de morfologia normal en varones cuya pareja sufre aborto de repeticion ha
sido propuesta en algunos estudios como una posible etiologia (Carranza-Lira & Celis-Rico,
2011; Collodel et al., 2009). Se propone como hipotesis una mayor velocidad de los
espermatozoides con aneuploidias, por lo cual consiguen llegar al 6vulo con mayor
probabilidad, crear una fecundacién anémala y ser responsables de la pérdida de la gestacion
de forma recurrente (Giorlandino, Calugi, laconianni, Santoro & Lippa, 1998). Sin embargo,
la asociacion entre anomalias espermaticas y el aborto de repeticion no ha podido ser
confirmada en otros trabajos, en especial en ausencia de patologia seminal severa (Bronet et
al., 2012). Pese a la relacion inicialmente establecida entre microdeleciones del cromosoma
Y (Dewan, Puscheck, Coulam, Wilcox & Jeyendran, 2006) y fragmentacion aumentada del
ADN espermético (Carrell et al., 2003) con el aborto de repeticion, recientes estudios
(Bellver et al., 2010; Wettasinghe, Jayasekara & Dissanayake, 2010) han mostrado que los
varones de parejas con aborto de repeticion idiopatico y patologia seminal ausente o no
severa, no presentan mayor prevalencia de microdeleciones Y, y que, aunque muestran un
incremento significativo de los indices de oxidacion y fragmentacion del ADN espermatico,
similar al de varones con oligozoospermia severa, dichos indices se solapan tanto con los de
varones fértiles que no presentan ningun valor predictivo sobre la ocurrencia de aborto de
repeticion. Es decir, que si bien puede estar algo més elevada la oxidacion y la fragmentacion
del ADN espermatico, estos valores no predicen de forma adecuada qué varones sufriran o

no aborto de repeticion, no presentando su evaluacion por tanto ninguna utilidad diagndstica.
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1.4.6. Trombofilias adquiridas y trombofilias heredadas.

Las trombofilias representan un grupo de patologias que se caracterizan por un
desequilibrio entre los sistemas de coagulacion y fibrinolisis, a favor del primero. Pueden ser
adquiridas, como el Sindrome Antifosfolipido (SAF) o algunos casos de resistencia a la
proteina C activada (APCR), o congénitas, como los déficits de proteina C o S y de
antitrombina 111, o mutaciones puntuales de genes implicados en la cascada de coagulacion
(Adelberg & Kuller, 2002). En principio, todas ellas podrian producir complicaciones

gestacionales, como aborto de repeticidn, por su efecto trombogénico.

Con respecto al SAF, es la Unica causa no genética que ha demostrado
invariablemente, a través de ensayos clinicos prospectivos aleatorizados, revisiones
sisteméticas y metaandlisis, ser origen del aborto de repeticion, pues su tratamiento
etiologico reduce drasticamente la probabilidad de un nuevo aborto (Rai & Regan, 2006). Se
considera responsable de un 10-15% de los casos (Branch, Silver, Pierangeli, van Leeuwen
& Harris, 1997; Kutteh, 1996). Los anticuerpos anticoagulante lupico y anticardiolipina IgG

son los méas importantes ya que son los que tienen mayor poder trombogénico y abortivo.

El SAF parece actuar de dos maneras distintas en la génesis del aborto:

a) Su efecto trombogénico arterial y venoso sélo parece ser responsable de los
abortos mas tardios, originados a partir de las 8-10 semanas, momento en que
las conexiones vasculares placentarias ya estan formadas y son susceptibles de
trombosis.

b) Antes de este tiempo, es posible que en su mecanismo de actuacion intervenga
un desequilibrio en la produccion hormonal y una deficiente invasion
trofoblastica endovascular (Chamley, 2002; Levine, Branch & Rauch, 2002),

debida a la union de los anticuerpos antifosfolipido a los fosfolipidos de
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membrana del trofoblasto o a las células endoteliales de los vasos deciduales o

trofoblésticos (Sebire et al., 2002).

Este doble mecanismo del SAF (alteracion de la implantacion embrionaria y posterior
efecto trombotico en los vasos Utero-placentarios) explicaria también el problema de
insuficiencia placentaria originada por el sindrome, responsable de los distintos trastornos
asociados a la gestacion (preeclampsia, desprendimiento de placenta, retraso de crecimiento
intrauterino, muerte fetal intradtero, parto prematuro), y justificaria la vasculopatia de los
vasos deciduales presente en los estudios anatomopatologicos realizados tras los abortos

(Heilmann, von Tempelhoff & Pollow, 2003).

1.4.7. Factores ambientales y de estilo de vida.

En general, el estrés, tabaco, alcohol, radiaciones, factores psicoldgicos y un IMC
superior a 30 pueden estar relacionados con los AEs y de repeticion (Harlap & Shiono, 1980;
Sugiura-Ogasawara et al., 2002), aunque no han sido claramente relacionados con los

altimos.

Clasicamente se ha relacionado el estrés en la mujer como factor que puede actuar
negativamente en la gestacion. En un estudio prospectivo sobre 336 mujeres en las cuales se
determind el estrés mediante tres tests diferentes y la determinacion de cortisol sanguineo,

no se observo que incrementara el riesgo de AE (Nelson et al., 2003).

En cuanto al tabaco, aunque existen estudios que habian relacionado éste como un
factor de riesgo de aborto, se ha discutido su metodologia, y estudios recientes no confirman
esta asociacion, incluso en gestantes que fuman 20 cigarrillos 0 mas (Wisborg, Kesmodel,

Henriksen, Hedegaard, & Secher, 2003; Rasch, 2003; Harlap & Shiono, 1980).
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Existen indicios en estudios realizados sobre un nimero amplio de gestantes con
embarazo Unico (24.679) que indican que un consumo de cinco 0 mas bebidas alcohdlicas
por semana durante la gestacion puede incrementar el riesgo de AE en el primer trimestre
(Rasch, 2003; Harlap & Shiono, 1980; Parazzini et al., 1994). Sin embargo, es comUn en este
tipo de estudios que el consumo de alcohol pueda estar infraestimado porque la paciente no
reconoce la cantidad consumida. Armstrong et al. calcularon que el riesgo de abortos
aumentaba un promedio de 1,3 por cada dia en que se bebiera (Armstrong, McDonald, &
Sloan, 1992). En cambio, King & Fabro en un trabajo prospectivo con 564 mujeres,
comunicd que un bajo nivel de consumo durante el embarazo no se asociaba con riesgo

significativo de aborto (King & Fabro, 1983).

1.4.8. Factor farmacoldgico.

Hace décadas se creia que la placenta servia de barrera estanca que protegia al feto
de los efectos adversos de los farmacos. El desastre de la talidomida cambié completamente
esta idea, demostrando que la exposicion embrio-fetal a farmacos durante los periodos
criticos del desarrollo podia producir dafios irreversibles. EI comprobado por este farmaco
ha sugerido la posibilidad de que cualquier farmaco pueda ser una nueva talidomida, lo que
ha conducido, en ocasiones, al extremo contrario como es tener una percepcion de
teratogénesis alejada del perfil de seguridad real del farmaco (Koren, Pastuszak, & Ito,

1998).

Por teratogénesis o dismorfogénesis entendemos la alteracion morfologica,
bioquimica o funcional, inducida durante el embarazo y que es detectada durante la
gestacion, en el nacimiento o con posterioridad (Pérez-Landeiro, Allende-Bandrés,

Ferndndez, J, & Palomo Palomo, 2002).
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Los medicamentos pueden dafiar al feto en cualquier periodo del embarazo, aunque
el momento de mayor riesgo es el primer trimestre ya que durante la fase embrionaria
(especialmente en los dias 20-55 posfecundacion) tiene lugar la formacion de la mayoria de

los 6rganos. Evidentemente, un factor de gran importancia es el tipo de sustancia consumida.

Los efectos nocivos que los farmacos administrados a la madre pueden tener sobre el
feto han sido conceptualizados en tres tipos: teratogenia, efectos indeseables sobre el
desarrollo y efectos secundarios sobre el feto y/o neonato. Los mecanismos de lesién embrio-
fetal son mdaltiples: la accion que pueden producir sobre el material hereditario, las
alteraciones del crecimiento de los tejidos, la detencion o modificacion de la morfogénesis
normal y la destruccion celular. Por su parte, la variabilidad en la expresion del potencial
teratogénico de un medicamento depende de factores como la dosis consumida, el periodo
del embarazo en que se administrd, la interaccion con otros factores ambientales (por

ejemplo la multiterapia) y la susceptibilidad individual de la madre y el feto (Mitchell, 2003).

Légicamente, cuanto méas inmaduro es el producto de la concepcion, mas sensible
resulta a los posibles agentes nocivos. Pero, ademas del agente en si, interesa el momento en
que actia a modo de noxa farmacoldgica. EI amplio conocimiento actualmente existente
sobre desarrollo embriolégico humano permite tener bien establecido el momento de mayor
vulnerabilidad para cada organo o sistema de Organos. Segun se muestra en la Figura 2
queda bien establecido el momento de mayor vulnerabilidad para cada érgano o sistema
de Organos. Las barras de color morado corresponden a los periodos de mayor
susceptibilidad, en dependencia del calendario de morfogénesis por periodos del desarrollo
y que corresponde a la fase de maxima intensidad en la sintesis de ADN en cada uno de esos
organos o sistemas (Taboada Lugo, Lardoeyt Ferrer, Quintero Escobar, & Torres Sanchez,

2004).
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Figura 2. Fases del desarrollo, consecuencias de la accion teratégena de los farmacos en

cada fase y periodos de mayor sensibilidad a la accion teratégena de los farmacos.

Esquema de Moor modificado (tomado de Alonso et al., 1987).

El creciente desarrollo de la genética esta demostrando que los agentes agresores

prenatales de naturaleza ambiental actian sobre un terreno genéticamente predispuesto, por

lo que existe una relacion estrecha entre genotipo y ambiente en lo relativo a la

teratogenicidad embrio-fetal inducida por medicamentos. Esto explica el hecho de que un

mismo medicamento no presente la misma potencialidad teratogénica en dos gestantes que

lo hayan consumido en el mismo periodo y con igual dosis, lo que pudiera deberse a la

existencia en tal caso de un defecto génico que conlleve una alteracién en un metabolito o

enzima que intervenga en la via metabdlica de la degradacion de dicho medicamento. Un

ejemplo en tal sentido lo constituye la administracién de un aminoglucdésido a dosis minima

en dos gemelos dicig6ticos, que produjo sordera en uno de ellos y en el otro no. La existencia
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de la mutacion 1555 en el ADN mitocondrial explica tal situacion, pues la presencia de esta
mutacion predispone a la ototoxicidad por aminoglucésidos. Sin embargo esta alteracion del
genotipo constituye una causa necesaria pero no suficiente; para que se desarrolle la sordera
es preciso la intervencion del ambiente, en este caso la administracion de algun farmaco de

este grupo farmacoldgico (Taboada et al., 2004).

En la Figura 3 se resumen los mecanismos de accion teratdgena, asi como los

factores que influyen en la misma:

TERATOGENIA POR FARMACOS

MECANISMOS DE ACCCION
TERATOGENA

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
IACCION TERATOGENA

Mutaciones en las células fetales.
Aparicion de alteraciones cromosomicas:

o Interferencias en las mitosis.
Efectos directos sobre el embrién-feto:

o Cambios en las hormonas queregulan
la diferenciacion sexual.

o Alteraciones en la composicidn o
caracteristicas de las membranas
celulares.

o Inhibicidn en la sintesis yo actividad
enzirmatica.

Efectos indirectos sobre el embrion-feto:

o Disminucidn del aporte materno de
futrientes esenciales

< Disminucidn en el paso trasplacentario
de nutrientes esenciales.

o Defectos en la separacidn cromosémica.

Naturaleza del agente.
Intensidad vy duracion del estimulo,
dependiente del paso trasplacentario:

o Caracter{sticas  fisico-quimnicas

farmaco.

o Grosor ¥ superficie de las membranas
que separan circulaciones matema ¥
fetal.

Flujo sanguineo placentario.
Farmacocinética del feto.
Actividad metabdlica placentaria.
Administracion concomitante de otros
tézicos.

Fase del desarrollo.

Susceptibilidad genética.

Edad materna.

Estado nutricional materno.

Patologia materna titero-placentaria.
Patologia materna sistémica

del

o000

Figura 3. Mecanismos de accion teratogena y factores que influyen en la accion
teratégena (tomado de Armijo&Benitez, 1997).

La teratogenicidad embrio-fetal inducida por agentes quimicos puede ser sospechada

por la presencia de ciertas caracteristicas fenotipicas comunes, alteraciones en la
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morfogénesis y/o alteraciones funcionales. Ademads, algunos medicamentos muestran
"predileccion” por algin érgano o sistemas de drganos especificos, por tratarse de estructuras

embrionarias para las que tienen receptores o especial afinidad.

La embriofetopatia causada por agentes con un alto riesgo teratogénico como la
talidomida o la warfarina, son relativamente faciles de identificar, pero desafortunadamente
resulta mas dificil detectar un teratogeno debil que origina defectos congénitos tan sélo en
un namero reducido de casos. Esto se debe a la incidencia relativamente elevada de los
defectos congénitos y al hecho de que muchas embarazadas toman medicamentos en algun
momento de la gestacion para el tratamiento de enfermedades frecuentes pero leves (Taboada

et al., 2004).

1.4.9. Factores inmunoldgicos.

Por Gltimo, los AEs pueden ser producidos por factores inmunoldgicos, tanto
aloinmunes como autoinmunes. Si bien, un proceso autoinmunitario hace referencia a una
reaccion inmunitaria contra «lo propio», un proceso aloinmune define una reaccién

inmunitaria contra «lo no propio».

Hoy en dia, un embarazo satisfactorio sigue siendo un enigma inmunolégico ya que
los antigenos fetales deben de pasar desapercibidos por el sistema inmunitario materno. De
este modo, los trastornos aloinmunes que son causa de aborto vendrian originados por el
rechazo, por parte de la madre, de los antigenos de origen paterno expresados por el feto,
fundamentalmente a nivel endometrial, en la interfase maternofetal. Para que esto no suceda,
en condiciones fisioldégicas se desarrollan una serie de mecanismos de “tolerancia
inmunitaria”. Un desajuste en el engranaje del sistema inmunitario o en la relacion inmune
feto-materna puede generar patologias como son el aborto de repeticion, hipertension
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inducida por el embarazo (PIH) (Sheffer-Mimouni, Mashiach, Dor, Levran & Seidman,
2002) o la amenaza de parto pre-término. Incluso las patologias placentarias como el retardo
del crecimiento fetal o pre-eclampsia, estan relacionadas con la respuesta inmune materna,
la cual es alin mé&s acusada en embarazos conseguidos con donacion ovocitaria (Gundogan,

Bianchi, Scherjon & Roberts, 2009).

Incluso hoy dia, sigue siendo una incognita la contribucion real de los factores
inmunoldgicos en la etiologia del aborto esporadico. En gran medida, ello se debe a que
seguimos sin conocer con exactitud cuéles son los complejos mecanismos inmunoldgicos

que contribuyen al éxito del embarazo normal.

A pesar de todos estos factores que podrian producir la pérdida de la gestacién, un
30-50% de los abortos, segun estudios, quedan sin un diagnostico etioldgico (Li, Makris,
Tomsu, Tuckerman & Laird, 2002). Por ello, hoy dia, muchas investigaciones, se dirigen a

relacionar los factores inmunoldgicos como posible origen de los AEs (Christiansen, 2006).
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1.5. HORMONAS SEXUALES

El término hormona sexual es sinénimo de esteroide sexual. Estos son hormonas
esteroides que interactan con los receptores androgénicos o estrogénicos de vertebrados
(Guerriero, 2009). Sus efectos estan mediados por lentos mecanismos gendmicos a traves
de receptores nucleares como también por mecanismos no-gendmicos a través de receptores
de membranas y cascadas de sefiales (Thakur & Paramanik, 2009). Las hormonas no
esteroideas hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH), y hormona
liberadora de gonadotrofina (GnRH) generalmente no son consideradas como hormonas

sexuales, a pesar de que desempefian importantes roles relacionados con el sexo.

Los esteroides sexuales naturales son sintetizados por las gdénadas (ovario o
testiculo), por la glandula suprarrenal, o por la conversion de otros esteroides sexuales en

otros tejidos tales como en el higado o el tejido graso (Brook, 1999).

En muchos contextos, las dos clases principales de esteroides sexuales (y el objeto de
nuestro estudio) son los andrégenos y los estrogenos, de los cuales los derivados mas
importantes humanos son la testosterona y estradiol, respectivamente. Otros contextos
incluyen los progestagenos como una tercera clase de esteroide sexual, distinto de los
androgenos Yy estrogenos. La progesterona es el principal progestdgeno humano de origen

natural.

En general, los andrdgenos son considerados "hormonas sexuales masculinas”, ya

que tienen efectos masculinizantes, mientras que los estr6genos y progestagenos son
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considerados "hormonas sexuales femeninas”(ElAttar & Hugoson, 1974), sin embargo todos

los tipos estan presentes en ambos sexos, pero a diferentes niveles de concentracion.

Ademas, hay muchos esteroides sexuales sintéticos. Los andrégenos sintéticos
suelen denominarse como esteroides anabolicos. Los estrdgenos y progestinas sintéticas se
utilizan en los métodos de anticoncepcion hormonal. El etinilestradiol es un estrégeno semi-
sintético. Compuestos especificos que tienen una actividad agonista parcial para
los receptores de esteroides, y por lo tanto actGan en parte como las hormonas esteroides
naturales, se utilizan en condiciones médicas que requieren tratamiento con esteroides en un
tipo de célula, pero donde los efectos sistémicos del esteroide en particular en todo el

organismo son so6lo deseables dentro de ciertos limites (Copland et al., 2009).

En resumen, podemos clasificar las hormonas sexuales en los siguientes tipos:

e Estrogenos:
— Estradiol
— Estriol
— Estrona
e Androgenos:
— Androstenediona
— Dehidroepiandrosterona
— Dihidrotestosterona
— Testosterona
e Progestagenos:

— Progesterona (no incluido en nuestro estudio)
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1.5.1. Estrégenos

Los estrogenos son hormonas sexuales esteroideas derivadas del colesterol de tipo
femenino, producidos por los ovarios, la placenta durante el embarazo, y en menores

cantidades, por las glandulas adrenales.

Los principales estrogenos son: 17p-estradiol, el estriol y la estrona (Figura 4).
Poseen 18 C y es caracteristica especifica la existencia de un anillo aromatico o fenolico en
A, y la carencia del grupo metilo en el C19. Otros esteroides naturales son los obtenidos de

la orina de caballo y yegua: equilina y equilenina (Amado & Florez, 2003).

17B-Estradiol {E2) Estriol (E3) Estrona (E1)

Figura 4. Principales estrogenos.

1.5.1.1. Receptor estrogénico
En ausencia de estrogenos, los receptores estrogénicos (RE) se encuentran
predominantemente, pero no de forma exclusiva, en el citoplasma con un valor de 8 S en
gradientes hipotonicos (PM: 360.000) y de 4 S en gradientes hipertonicos (PM: 80.000). El
numero de receptores es de unos 10.000 por celula, mostrando el 17p-estradiol una alta
afinidad (0,1 nM); en cambio, la estronay el estriol presentan menor afinidad, lo que facilita

su disociacion del receptor y ello explica su menor actividad (Amado & Flérez, 2003).
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Se han identificado dos formas diferentes del RE, normalmente referidas como las
formas a y B, ambas codificadas por genes diferentes e independientes (ESR1y ESR2,
respectivamente). La conformacion activada del RE forma un dimero y, puesto que ambas
variantes son coexpresadas en diversos tipos de células, los receptores pueden formar
homodimeros del tipo REa (aa) o RE (BP), o heterodimeros del tipo REaf (af) (X. Li et al.,
2004). Los RE a y p muestran una significativa similitud de secuencia, y ambos se componen

de siete dominios (Figura 5).

DNA . . e
AF1 binding AF2 (ligand binding)
Homology: 18% 97%  30% 59% 18%
ERa  «@D= @ @~ Q
N [ 51065113 =167 H 5236 . ' ¥ H I '
1 180 263 302 552 595
ERK AKT
ERI} N Q : S : e
1 144 227 255 504 530

Figura 5. Dominios de REa y REB, incluyendo algunos de los sitios de fosforilacion
conocidos implicados en la regulacion independiente de ligando.

El dominio AF-1 reside en la parte aminoterminal de la molécula y no necesita fijar
estrégeno para iniciar la transcripcion génica. ElI dominio AF-2 reside en la porcion
carboxiterminal donde se fijan los estrégenos. ElI complejo receptor-estrégeno cambia las
caracteristicas del receptor y, una vez introducido en el nucleo, permite la union de una larga
serie de factores de transcripcion intermedios (proteinas coactivadoras) que inician la
transcripcion génica. Recientemente se ha descrito la existencia de un segundo RE, lo que

afiade mas complejidad al mecanismo de accion de los estrégenos (Amado & Florez, 2003).

30



INTRODUCCION

Ambos tipos de receptores se expresan en una amplia variedad de tejidos (Figura 6),
aunque existen notables diferencias en sus patrones de expresion (Couse, Lindzey, Grandien,

Gustafsson, & Korach, 1997):

El RE-a es expresado mayoritariamente en testiculo, epididimo, ovario (células de
la granulosa y células de la teca, glandula mamaria, el cerebro (glandula pituitaria),
tejido adiposo, hueso, corazén y el utero (Grohe et al., 1997; Kuiper et al., 1997;
Drummond, Baillie, & Findlay, 1999; Pelletier & EI-Alfy, 2000; Taylor & Al-Azzawi, 2000;
Anwar et al., 2001; Horner, Beavan, & Compston, 2001; Morani, Warner, & Gustafsson,

2008; Weiser, Foradori, & Handa, 2008).

En cambio, el RE-B es expresado mayoritariamente el ovario (células de la
granulosa y células de la teca, cuerpo luteo y ovocito), colon, hipotalamo, trompas de
Falopio, pulmon, adipocito, rifidon, hueso, corazén, vejiga, suprarrenales, testiculos y
prostata (Enmark et al., 1997; Grohé et al., 1997; Kuiper et al., 1997; Saunders, Maguire,
Gaughan, & Millar, 1997; Taylor & Al-Azzawi, 2000; Anwar et al., 2001; Bord, Horner,
Beavan, & Compston, 2001; Bocca, Billiar, Albrecht, & Pepe, 2008; Driesche, Smith,
Myers, & Duncan, 2008; Morani, Warner, & Gustafsson, 2008; Weiser Foradori, & Handa,

2008).
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Mammary
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Figura 6. Representacion esquematica de la localizacion del receptor de estrogenos en el
tejido humano (de tomado Drummond & Fuller, 2010).

Los receptores de estrogeno son receptores citoplasmicos en ausencia de ligando,
pero los dltimos estudios llevados a cabo han demostrado que una fraccion de estos

receptores se localizan en el nucleo celular (Htun, Holth, Walker, Davie, & Hager, 1999).

1.5.1.2.  Acciones de los estrogenos
Los estrogenos son considerados principalmente hormonas feminizantes. Entre sus
efectos se encuentran los cambios en los depoésitos de grasa corporal, el desarrollo y
crecimiento mamario, la estimulacion de la proliferacion celular del utero, trompas de
Falopio y epitelio vaginal, la maduracion de los ovarios y la produccién de hormonas
esteroides durante la fase luteal del embarazo (Sherwood, 2011; Telleria etal.,

1998). Asimismo, también se encuentran implicados en el control de la conducta sexual
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femenina a nivel del SNC (Freeman, 2006). Por otro lado, ademaés de participar en la funcion
reproductiva, los estrdgenos son necesarios para el mantenimiento del equilibrio
hidroelectrolitico y de la masa 6sea (de ahi los problemas de osteoporosis que se presentan
después de la menopausia) y participan en aspectos relacionados con la fisiologia vascular
tales como la proliferacion epitelial de los vasos sanguineos, siendo factores

cardioprotectores, entre otras funciones (Harris, 2007; Sherwood, 2011),

No obstante su importante papel en la fisiologia femenina, los estrégenos también
son necesarios en procesos fisioldgicos de los machos, lo que ha dejado atras la idea de que
las caracteristicas definitorias de machos y hembras se deben a androgenos y estrdégenos
respectivamente. Uno de los efectos estrogénicos mas estudiados en el macho es el feedback
negativo sobre la secrecion de testosterona. Este fendbmeno consiste en la inhibicion que
los estrogenos ejercen sobre la secrecidn de la LH en pituitaria (Sandberg, 1980; Ricke et al.,
2008). Puesto que esta hormona se encarga de estimular la secrecion de testosterona por parte
de las células de Leydig testiculares, el feedback negativo producido por los estrégenos
resulta en disminucidn de los niveles testosterona, que a su vez lleva a una menor produccion

de DHT (Ricke et al., 2008; Sharpe, 1998).

El desarrollo y funcion testicular también requieren de los estrégenos, lo cual queda
evidenciado por el macroorquidismo y la oligozoospermia que se observan en hombres con
niveles bajos de E2. Sin embargo, quiza el efecto estrogénico mas importante a nivel del
éxito reproductivo del macho sea el control de la reabsorcion de fluidos a nivel del
epididimo, proceso que causa un aumento en la cantidad de espermatozoides en el semen y
por lo tanto aumenta la probabilidad de que se produzca la fecundacion (Sharpe, 1998; Hess

etal., 1997)
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1.5.2. Androgenos

El principal andrdgeno es la testosterona, que contiene 19 C con dos grupos metilo
en posiciones 18 y 19, y doble enlace en 4-5. En muchos tejidos la testosterona se convierte
en dihidrotestosterona (DHT), por reduccién en posicion 5a, comportandose como
metabolito activo (Figura 7). Existen otros androgenos naturales con actividad débil; los
principales son los precursores androstenodiona y el andrégeno de origen suprarrenal

deshidroepiandrosterona.

OH

5a-REDUCTASA

O

T

TESTOSTERONA DIHIDROTESTOSTERONA

Figura 7. Transformacion de testosterona en dihidrotestosterona por accién de la
enzima 5a-reductasa.

Los andrégenos son hormonas sexuales esteroideas derivadas del colesterol de tipo
masculino, por los testiculos, pero también por los ovarios en la mujer (androstenediona) y
por la corteza suprarrenal de las glandulas suprarrenales (principalmente

dihidroepiandrosterona).
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1.5.2.1. Receptor androgénico

El receptor de los andrégenos tiene la misma estructura bésica de los receptores
esteroides, pero su concentracion celular es mas baja que la de otros receptores esteroides,
incluso en los tejidos androgeno-dependientes. Su gen se localiza en el cromosoma X y su
mecanismo de accion es similar al de todos los receptores esteroideos. El receptor responde
a la testosterona, pero tiene tres veces mas afinidad por la DHT (Hemat, 2004), un derivado
de la testosterona que se produce en diversas células mediante el efecto de la 5a-reductasa
(Figura 8). El receptor no sdlo tiene mas afinidad por la DHT sino que ademas el complejo

DHT-receptor es mas estable que el complejo testosterona-receptor.

Hay dos enzimas 5a-reductasa, con el 50 % de homologia en su secuencia de
aminoéacidos. El gen de la enzima de tipo 1 (SRD5A1) se encuentra en el cromosoma 5y la
enzima se expresa preferentemente en la piel del area no genital (p. ej., en el cuero
cabelludo), higado y cerebro, mientras que el gen de la enzima de tipo 2 (SRD5A2) se
encuentra en el cromosoma 2 y la enzima se expresa en los tejidos genitales del varéon (piel
escrotal, epididimo, vesiculas seminales y prostata) e higado. Esta ultima enzima se
encuentra asociada a la membrana nuclear y es inhibida por el antagonista finasterida

(Rittmaster, 1994).

1.5.2.2.  Acciones de los androgenos
Los efectos de los androgenos no son resultado de distintas acciones de una misma

hormona, sino que son el reflejo de la misma accion sobre diferentes tejidos.

e Acciones androgenicas. Los androgenos son los responsables de que se
desarrollen los caracteres sexuales secundarios del varén, que empiezan en la
pubertad y terminan en la madurez.

La testosterona origina:
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- Crecimiento y maduracion de los 6rganos sexuales.

- Crecimiento del pelo

- Efecto sobre la voz, hipertrofia de la mucosa laringea.

- Aumenta el espesor de la piel y la resistencia de los tejidos subcutaneos.
Acciones anabolizantes (sintesis proteica). Los androgenos favorecen el
desarrollo muscular mediante la incorporacion de aminoécidos en las
proteinas musculares (Salvador, Moya-Albiol, Martinez-Sanchis & Simon,
1999). En este sentido han sido administrados en la vejez para aumentar la
fortaleza muscular y el vigor (Johansen, Mulligan & Schambelan 1999).
También se ha observado un blogueo post-ejercicio del catabolismo proteico.
Se invierten los efectos catabdlicos de los glucocorticoides puesto que sus
receptores son ocupados por los androgenos (Wilson, 1988).

Efecto sobre el crecimiento 6seo y la retencion del calcio. Gracias a la
accion de los andrégenos el espesor de los huesos aumenta de manera
considerable, tanto a nivel cortical como trabecular (Chesney, Mazess &
Rose, 1978) y ademas, se depositan en ellos gran cantidad de sales de calcio.
Aumento de la eritropoyesis. Los androgenos incrementan el nimero de
células rojas, hemoglobina y hematocrito, ademas de incrementar también la
sintesis de eritropoyetina (Palacios, Campfield, Mclure, Steiner & Swerdloff,
1983). Hecho por el cual se produce un aumento de la capacidad aerébica.
Efecto sobre el equilibrio de electrolitos y agua. Aumenta la reabsorcion de
sodio en los rifiones, por lo que se retiene agua y cloruro sodico. Este
fendmeno provoca un aumento de peso.

Estimulan la lipolisis. Se ha visto que parecen aumentar el nimero de

betaadrenorreceptores en el tejido adiposo (Xu, Pergola & Bjérntorp, 1990)
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e Otros efectos. Los androgenos inhiben la secrecion gonadotropica de la
adenohipofisis (Bijlsma, Duursma, Thijssen & Huber, 1982), disminuyen la
concentracion plasmatica de SHBG, elevan las concentraciones plasmaticas
de LDL-colesterol y provocan un descenso del HDL colesterol (Crist, Peake

& Stackpole, 1986), aumentan la excrecion de 17-cetoesteroides.

1.5.3. Diferenciacidn gonadal y sexual

La existencia de hormonas gonadales en un individuo y su concentracion en un
momento determinado de su vida constituyen un marco de referencia que, en condiciones
fisiolégicas, se halla establecido por los mecanismos de diferenciacion sexual. La
determinacion del sexo y la diferenciacion sexual son procesos secuenciales que implican,
de manera sucesiva, el establecimiento del sexo genético o cromosomico del cigoto en el
momento de la concepcion, la determinacion del sexo gonadal o primario en respuesta al
sexo geneético y la regulacion por parte del sexo gonadal de la diferenciacion del aparato
genital que define al sexo fenotipico. El desarrollo de los caracteres sexuales secundarios,
especificos de cada sexo, en la época de la pubertad refuerza la expresion fenotipica del

dimorfismo sexual.

La determinacion del sexo esta intimamente relacionada con el control del desarrollo
del sexo gonadal o primario, es decir, de los ovarios o los testiculos, y la diferenciacion
sexual depende de los sucesos que ocurran después de la organogénesis gonadal. Estos
procesos estan regulados por no menos de 30 genes localizados en los cromosomas sexuales
y autosomas, los cuales actian mediante diversos mecanismos, como los factores de
organizacion, las hormonas esteroideas gonadales, ciertas secreciones peptidicas y

receptores tisulares especificos (Marx, 1995). Tanto el embrion masculino como el femenino
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poseen drganos primarios comunes e indiferenciados que siguen una tendencia inherente
hacia la feminizacion, a menos que en su desarrollo sean interferidos por factores
masculinizantes de diversa naturaleza, es decir, un ovario se diferencia como tal a menos que
la gbnada embrionaria indiferente sea desviada por un factor organizador del testiculo, el
cual es regulado por el cromosoma Y. Més aun, la diferenciacion femenina de las estructuras
somaticas sexuales (el tracto genital interno y externo) es independiente de la existencia de
las hormonas gonadales y aparecera siempre que no existan testiculos, aun cuando no existan
ovarios. Por consiguiente, el dimorfismo sexual del fenotipo, derivado de la diferenciacion
sexual, esta mediado por el testiculo fetal y sus secreciones hormonales, no por el ovario. La
diferenciacion masculina si existen testiculos surge a pesar de que el feto se encuentra en un

ambiente rico en estrogenos y gestagenos de origen placentario.

La principal funcion del cromosoma Y es dirigir la génada embrionaria bipotencial e
indiferenciada hacia la diferenciacién como testiculo y asegurar la espermatogénesis. La
organizacion testicular se origina hacia los 45 dias de la gestacion, a diferencia del ovario
que no sale de su etapa indiferenciada hasta los 3 meses. Las primeras células especificas del
varon que se diferencian son las células de Sertoli, que rodean las células germinales. Estas
células obligatoriamente han de tener la dotacion cromosémica Y. La siguiente
diferenciacion de las células de Leydig (hacia los 60 dias) parece que esta bajo el control de
las células de Sertoli. Estas células germinales no dirigen la diferenciacion gonadal; sélo
toman la forma de la gonada en la que se encuentran (oocitos en el ovario normal y

espermatogonias en el testiculo normal).

Los genes WT1, codificador de la proteina del tumor de Wilms, y SF1, codificador
del factor esteroidogénico 1, son esenciales para el desarrollo de la gonada indiferenciada

(Barrionuevo, Burgos, Scherer, & Jiménez, 2012).
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Posteriormente, en la diferenciacion hacia testiculo desempefia un papel esencial el
gen SRY (Region determinante del sexo en Y) del cromosoma Y. La proteina SRY tiene una
secuencia central de 80 aminoacidos homdloga a las proteinas HMG (high mobility group),
que se fija al ADN y acta como un factor de transcripcion (Lefebvre, Dumitriu, Penzo-
Méndez, Han, & Pallavi, 2007). También resulta esencial para la diferenciacion hacia
testiculo un gen del cromosoma 17, el SOX9, que también codifica una proteina HMG, la
cual es potenciadora de los efectos de la proteina SRY (Clarkson & Harley, 2002). Ademas,
en la diferenciacién hacia ovario es necesaria la actuacién de un gen del cromosoma X, el

DAX1, que pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares de hormonas.

Conseguida la diferenciacion testicular, las células de Sertoli segregan, entre otros
elementos, la sustancia inhibidora del conducto de Mdller, una glucoproteina que funciona
como secrecion paracrina, que avanza por difusion y disuelve el conducto. Esta proteina
pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante b, es similar a la inhibina y su
gen se ha localizado en el cromosoma 19. Las células de Leydig comienzan a sintetizar
testosterona a las 9 semanas, al tiempo que aparecen en ellas receptores para las

gonadotropinas hCG (Gonadotropina coriénica humana) y LH.

Aunque la involucion milleriana no depende de la testosterona, la estimulacion de
los conductos de Wolff para que se diferencien en epididimo, conducto deferente y vesiculas
seminales depende de la existencia de testosterona y de receptores androgénicos.
Curiosamente, el gen responsable de la sintesis de receptores androgénicos esta localizado
en el cromosoma X. En cambio, la diferenciacion de los genitales externos masculinos y del
seno urogenital se debe a la dihidrotestosterona (DHT), derivado activo producido por la
enzima So-reductasa. La prostata y las glandulas bulbouretrales provienen del seno
urogenital y su diferenciacion estd mediada también por la DHT. Las maximas

concentraciones de testosterona fetal (200-600 ng/dl) se alcanzan a las 16 semanas de
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gestacion, y son comparables a las del adulto. Entre las semanas 162 y la 202 cae la
testosterona a 100 ng/dl, y tras la 242 semana, la concentracion es minima y similar a la de
la fase prepuberal (Yen, Jaffe, & Barbieri, 2001). Durante la diferenciacion sexual
masculina, la hCG segregada en el sincitiotrofoblasto estimula la secrecion de testosterona.
Pasado el periodo critico de diferenciacion sexual, las gonadotropinas hipofisarias
mantendran el crecimiento y la funcion del testiculo fetal. La LH hipofisaria actua
concertadamente con la hCG para promover el crecimiento normal del pene y del escroto ya

diferenciados, y el descenso de los testiculos.

En ausencia de cromosoma Y, el primordio gonadal tiene una tendencia inherente a
desarrollarse como ovario, siempre que existan células germinales y pervivan. Este estado
indiferente persiste en el feto femenino hasta varias semanas después que el masculino haya
iniciado la organogénesis testicular. Hacia la 12% semana de gestacion, las células
intersticiales del primordio ovarico muestran signos de esteroidogeénesis, si bien el feto aln
se encuentra bafiado en estrogenos de origen placentario. El ovario, a diferencia del testiculo,
no influye en la diferenciacion sexual del tracto genital femenino, que sigue su curso para
que se desarrollen las trompas de Falopio y el Gtero a partir de los conductos de Muller e
involucionen los conductos de Wolff. Posteriormente, se desarrollan los genitales externos

femeninos, sin que sea precisa la mediacion estrogénica fetal.

La unidad gonadotropica hipotalamo-hipofisaria (responsable de la secrecion pulsatil
y variable de la GnRH hipotaldmica y de la FSH y LH hipofisarias) madura ya en la vida
fetal, sufre un aletargamiento en la infancia y la nifiez, y se reactiva al comienzo de la
pubertad. El patrén de la secrecion de FSH y LH varia segun el sexo. El varon segrega FSH
y LH de forma pulsatil, pero relativamente constante (secrecion tonica), mientras que en la
mujer la secrecion continda siendo pulsatil, pero ademas ciclica, con aumentos

preovulatorios que ocasionan la ovulacion. De nuevo, la tendencia natural es desarrollar un
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patron hipotaldmico femenino de secrecion que origine variaciones ciclicas de

gonadotropinas.

1.5.4. Biosintesis y secrecion de las hormonas gonadales

Las hormonas gonadales, cuando se sintetizan, presentan aspectos comunes que
posteriormente se diversifican segln el tejido y los mecanismos en que se llevan a cabo para
producir los tres tipos de esteroides: androgenos, estrogenos o progestagenos. EIl precursor
de todos ellos es el colesterol, el cual es formado intracelularmente a partir de acetil
coenzima A o es incorporado por las células y utilizado en las mitocondrias. En este caso, el
colesterol sufre la rotura de la cadena lateral y se transforma en pregnenolona (Figura 8)
por accion de la enzima desmolasa, reaccion limitante de la velocidad de sintesis. Esta
reaccién es AMPc dependiente; el AMPc es inducido por la interaccion de la LH o de lahCG
con sus receptores especificos. A partir de la pregnenolona, la sintesis puede seguir dos vias,
de acuerdo con la posicion en que se va a mantener la instauracion de la molécula esteroidea

(Figura 8).
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Figura 8. Esteroidogénesis humana.

1.5.4.1.  Sintesis de andrdgenos

En las células de Leydig del testiculo la pregnenolona se convierte en 17a-
hidroxipregnenolona, deshidroepiandrosterona, androstenodiol y testosterona (Figura
8). El estimulo proviene de la LH segregada por la adenohipofisis; la testosterona circulante,
a su vez, ejerce una accion negativa sobre la GnRH hipotalamica y la LH hipofisaria (Figura
9). Los andrégenos son sintetizados también en otros drganos, como ovario, corteza
suprarrenal y placenta, en la forma de precursores que posteriormente se convierten en
androgenos activos en los tejidos periféricos: higado, piel y tejido adiposo.
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El testiculo produce diariamente 2,5-10 mg de testosterona en el hombre adulto,
originando unos niveles plasmaticos de 350-1.000 ng/dl, que fluctdan de forma circadiana.
En el adulto castrado, los niveles son de 45 ng/dl, en los varones impuberes, 6-7 ng/dl; en
mujeres, los androgenos producidos por el ovario y las suprarrenales alcanzan 0,25 mg,

siendo los niveles plasmaticos de 15-120 ng/dl.

En los tejidos androgeno-dependientes, la testosterona es reducida por la Sa-
reductasa a DHT en el reticulo endoplasmico y el ndcleo. La DHT tiene una afinidad por
el receptor androgénico tres veces mas alta que la testosterona (Hemat, 2004), pero su
concentracion plasmatica es muy baja: 35- 75 ng/dl. A diferencia de otros androégenos como
la testosterona, la DHT no puede ser transformada a estradiol por la enzima aromatasa. Este
hecho es usado frecuentemente en contextos de investigacion para distinguir entre los efectos
de la testosterona unida a un receptor de andrdgenos y a los causados por la testosterona
transformada a estradiol y posteriormente unida a los receptores de estrogeno (Swerdloff &

Wang, 1998).
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1.5.4.2.  Sintesis de estrdgenos

En las células de la granulosa del ovario, durante la fase folicular, la pregnenolona
formada a partir del colesterol sigue la via para formar 17a-hidroxipregnenolona,
deshidroepiandrosterona, androstenodiona y testosterona, la cual sufre el proceso de
aromatizacion del anillo A del esteroide con pérdida de C19, para convertirse en el estrégeno
17p-estradiol (Figura 8); en el ovario, una pequerfia parte de éste se convierte en estrona,
pero en higado, piel, tejido adiposo, muasculo, endometrio e hipotadlamo, la conversion en
estrona es muy abundante (Bonkhoff & Berges, 2009). En la fase folicular, la FSH es el
estimulo de la secrecion 17B-estradiol tras la interaccion con sus receptores de la granulosa
(Figura 10). En la fase lutea persiste la secrecion de 17p-estradiol a partir de la produccion
de androstenodiona y testosterona en las células tecales estimuladas por la LH; los
andrégenos difunden a las células de la granulosa, donde sufren la aromatizacion

correspondiente.

Las mujeres premenopausicas producen 17p-estradiol de forma variable a lo largo
del ciclo: de 100 a 600 mg/dia, lo que origina unos niveles plasmaticos que oscilan desde un

minimo de 50 pg/ml a un maximo preovulatorio de 250-300 ng/ml.

También se segregan estrégenos en el testiculo, en pequefias cantidades por
aromatizacion de una pequefia fraccion de testosterona, y en la placenta. La sintesis en la
placenta es abundante, a partir principalmente del sulfato de deshidroisoandrosterona que se

forma en la bien desarrollada corteza suprarrenal del feto.
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1.5.5. Mecanismo de accion del receptor esteroideo

Los receptores esteroideos pertenecen a una superfamilia de proteinas (receptores de
hormonas esteroideas, hormonas tiroideas, vitamina D y A y otras) que reconocen pequefias
estructuras lipéfilas y activan la transcripcion de ciertos genes. Dichos receptores son
activados por la presencia del ligando, formando dimeros. Los receptores nucleares act(ian
uniéndose a través del su dominio de union a DNA a los elementos de respuesta a hormona
(HRES), cortas secuencias de DNA palindromicas AGGTCA o AGGACA espaciadas por un

numero variable de nucle6tidos.
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Estos HREs estan alejados del sitio de inicio de transcripcion, lo que implica la
formacion de un bucle en el DNA que los acerque al promotor génico. Los efectos
transcripcionales de los receptores nucleares estdn mediados por el reclutamiento de

coactivadores y correpresores.

En el caso de las hormonas esteroideas los receptores nucleares pertenecen a una
subfamilia llamada tipo 1. Las hormonas esteroideas penetran en las células por difusion
(Figura 11); en sus células diana, es decir, las que son sensibles a la hormona, el esteroide
se une a dichos receptores de manera especifica y con gran afinidad, las cuales se encuentran
tanto en el citoplasma como en el nacleo de la célula, formando dimeros. La fijacion del
complejo receptor-esteroide a los HREs modifica la transcripciéon de ciertos ARNm, su
procesamiento y traduccidn a proteinas especificas en genes alejados de los sitios de union,
gracias a la presencia de coactivadores/correpresores. Una vez que el complejo receptor-
esteroide ha interactuado con los sitios aceptores del nucleo, sufre reacciones que terminan

por desocupar el receptor, que es reciclado, y eliminar el esteroide de la célula.
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Figura 11. Mecanismo de accidn clase | de los receptores nucleares.
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Los receptores esteroideos pueden constar de diversas subunidades y mostrar grados
distintos de asociacion segun si el esteroide esta unido o no y segun si progresa hacia el
nucleo o permanece en el citoplasma. Una manera de detectar estos cambios en la asociacion
de subunidades es la ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa, en condiciones de alta
(0,3M CIK) o baja (no CIK) fuerza ionica. En el primer caso, las constantes de sedimentacién
suelen ser de 3,5S a4 S; en el segundo de 6 S a 10 S. Un coeficiente alto de sedimentacion
en ambiente de fuerza idnica baja indica que se ha formado un complejo que contiene, por

lo menos, una subunidad fijadora de hormona.
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1.6. HORMONAS SEXUALES Y SU RELACION CON ABORTOS

ESPONTANEOS DE CAUSA DESCONOCIDA

En cuanto a la relacion de los polimorfismos genéticos en el desarrollo de AE de
causa desconocida no esta aln clara (Pandey et al., 2005). En los Gltimos afios ha habido
grandes esfuerzos en investigar el papel de las variantes comunes genéticas en la
predisposicion a padecer un AE, como por ejemplo, polimorfismos del sistema inmune,

variaciones en el gen del factor V, o en el gen de MTHFR (Rynekrova et al., 2012).

Sin embargo, aunque las hormonas sexuales estan implicadas en todas las etapas de
reproduccion y en el desarrollo fetal, polimorfismos de genes implicados en sus vias

metabolicas no han sido tan extensamente estudiados.

Se sabe que los niveles reducidos de progesterona pueden conducir a AE (Szekeres-
Bartho, Wilczynski, Basta & Kalinka, 2008) en las primeras etapas de gestacion. Algunos
estudios han encontrado relacion entre polimorfismos del receptor de progesterona y AE
(Schweikert et al., 2004; Su, Lee, Chen & Kuo, 2011) pero no ha sido confirmado por otros

autores (Traina et al., 2011; Aruna et al., 2010; Su, Lin & Chen, 2011).

Los estrogenos son también importantes para el éxito reproductivo, ya que influyen
en el desarrollo del endometrio, asi como la funcion placentaria, la maduracién y la
perfusion (Albrecht, Aberdeen & Pepe, 2000; Guibourdenche, Fournier, Malassiné & Evain-
Brion, 2009). Varios polimorfismos que codifican para los receptores de estrégenos tipo 1

(ESR1) han sido evaluados en pacientes con AE de repeticion, pero dicha asociacion requiere
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de una mayor investigacion. También se han encontrado asociaciones entre polimorfismos

del gen que codifica la enzima aromatasa CYP19A1 y AE (Cupisti et al., 2009).

Y en cuanto a los andrdgenos, también se conoce que son un factor esencial para el
éxito de lareproduccion (Walters, Simanainen & Handelsman, 2010). A nivel molecular, sus
efectos son mediadas a través de la activacion de los receptores de androgenos (AR), a través
de la conversion de testosterona en DHT mediante la enzima 3-oxo-5-alfa-esteroide 4-
deshidrogenasa (SRD5A1 y 2). Aunque no se han encontrado estudios en mujeres
abortadoras, estudios en modelos animales encuentran una asociacion entre la deficiencia de

esta enzima y la pérdida fetal (Mahendroo, Cala, Landrum & Russell, 1997).

Por tanto, existen evidencias para pensar que ciertas alteraciones genéticas en las vias
metabolicas de las hormonas sexuales puedan tener una influencia en el riesgo de pérdida
fetal. Es interesante indicar que en la actualidad la mayoria de los trabajos relacionados con
este tema, se han realizado en madres abortadoras de repeticién y muy pocos estudios hacen

el analisis genético en el propio tejido fetal, como es nuestro caso.

El presente trabajo, pretende investigar en muestras de tejido fetal 8 polimorfismos
de genes implicados en el metabolismo de hormonas sexuales (ESR1, CYP19A1ly SRD5A2)

y su asociacién con los AE de causa desconocida.
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1.7. POLIMORFISMOS ESTUDIADOS

Ver Anexo |: Caracteristicas de los genes y polimorfismos estudiados.

1.7.1. SRD5A2

La enzima 3-ox0-5-alfa-esteroide delta 4-deshidrogenasa 2 es codificada por el gen
SRD5A2 (2p23.1). Este gen se extiende por mas de 40 kilobases de ADN gendmico y

contienen 5 exones y 4 intrones. La proteina estd compuesta por 254 aminoacidos.

Cataliza la conversion irreversible intracelular de testosteronaen el mas
potente andrégeno, la DHT, la cual es esencial para una diferenciacion normal de los
genitales masculinos externos y el desarrollo del seno urogenital. Esta proteina (isoenzima
2) se expresa en niveles altos en estructuras andrégeno-dependiente, tales como la prostata,
el epididimo (especialmente en las células basales), y las vesiculas seminales. Es activa a pH
acido, presentando un estrecho intervalo de pH dptimo (alrededor de 5) y es sensible a
inhibidores 4-azasteroide, por ejemplo finasteride (facilitado por RefSeq, Julio 2008).
Mediante la inhibicion se bloquea la conversion de testosterona en DHT, produciendo

reducciones significativas de los niveles de DHT en suero y tejidos.

Tanto la isoenzima 1 como la 2 tienen como sustrato preferente a la progesterona,
seguido por la testosterona y con una considerable distancia, la corticosterona (Negri-Cesi,

Poletti, A., & Celotti, 1996).
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La deficiencia en la isoenzima 2 es un trastorno autosémico recesivo poco frecuente
que provoca un Pseudohermafroditismo masculino en el hombre. Es una enfermedad
caracterizada por una diferenciacion incompleta de los genitales masculinos en pacientes con

genotipo 46 X-Y.

Por su parte, el sindrome clasico (Hipospadias pseudovaginales perineoscrotales) se
caracteriza en el nacimiento por la presencia de unos genitales externos ambiguos con un
falo de aspecto clitoriano, hipospadias, escroto bifido y seno urogenital persistente con un
orificio vaginal perineal ciego. Sin embargo, los fenotipos de los genitales externos pueden

ir desde una aspecto femenino completo a uno masculino con hipospadias y/o micropene.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de los siguientes polimorfismos del

SRD5A2:

1.7.1.1.  rs523349
El polimorfismo rs523349 (V89L), ubicado en chr2:31805706-31805706, es una
variante C>G que corresponde a un mutacion de sentido equivocado por sustitucion de valina
por leucina en el codén 89 (V89L). Se sabe que la variante G (leucina) disminuye la tasa de

conversion de testosterona en DHT tanto in vitro como in vivo (Makridakis et al., 1997).

Un estudio publicado en el afio 2007 de 1466 casos, relaciono al alelo G de este SNP

con aumento de riesgo de cancer de ovario (Beesley et al., 2007).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs523349
se encuentran expresadas en la Figura 12 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics - rs523349 (SNP)», s. f.).
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Figura 12. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs523349. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=
British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.1.2.  rs9282858
El SNP rs9282858 (A49T), en posicion chr2:31805826-31805826, es una variante
A>G que corresponde a una mutacion de sentido equivocado. Provoca un cambio de
aminodcido alanina por treonina en posicion 49 (A49T) lo cual incrementa la actividad

SRD5AZ? in vitro (Makridakis, di Salle & Reichardt, 2000).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs9282858
se encuentran expresadas en la Figura 13 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics - rs9282858 (SNP)», s. f.).

EUR sub-populations
CEU FIN GBR IBS TSI
| :
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» T 7% » T:3% » T 4% » T:2% » T 1%

Figura 13. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs9282858. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=
British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.
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1.7.2. CYP19Al

El gen CYP19A1, ubicado en el cromosoma 15921.1, codifica un miembro de la
superfamilia de enzimas del citocromo p450, la enzima aromatasa. El gen est4 constituido
por 10 exones separados por intrones de longitud variable, que dan lugar a un ADNc de 3,4
kb y codifican una proteina de 503 aminoacidos (pm 55 kDa). Al menos cuatro promotores
distintos se han identificado para la aromatasa, dando lugar a diferentes regulaciones

tisulares de su expresion.

La proteina codificada se localiza en el reticulo endoplasmaético de la célula y cataliza
los Gltimos pasos de la biosintesis de los estrdgenos, tres hidroxilaciones consecutivas en el
C18 junto con 2 deshidrataciones que conducen a la aromatizacion del anillo de
androstenediona a estrona (Figura 14). Es una enzima limitante de la velocidad de
conversion de andrégenos en estrégenos (Ghimenti et al., 2013). Puede ser encontrada en
varios tejidos incluyendo las gonadas, cerebro, tejido adiposo, placenta, vasos
sanguineos, piel, huesos, yendometrio, como también en los tejidos de

la endometriosis, fibroides uterinos, cancer de mama, y cancer de endometrio.
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Figura 14. Biosintesis de estrégenos.
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Las mutaciones en este gen pueden resultar en un aumento o disminucion de la
actividad aromatasa; los fenotipos asociados sugieren que el estrogeno funciona tanto como
una hormona esteroide sexual como un factor de crecimiento y diferenciacion. Este gen

expresa las dos variantes de la transcripcion (facilitado por RefSeq, Mayo 2014).

Se ha descrito un sindrome causado por una mutacién del gen CYP19 que es heredado
de una forma autosémica recesiva: Sindrome de deficiencia de la aromatasa. La
acumulacién de androgenos durante el embarazo puede llevar a una virilizacion de una
mujer al nacer. Las mujeres tendrdn amenorrea primaria y los individuos de ambos sexos son

altos, ya que la falta de estrdégenos no llevara la epifisis al cierre.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de los siguientes polimorfismos del

CYP19A1:

1.7.21.  rs4646
El SNP rs4646, en posicion chr15:51502844-51502844, es una variante 3> UTR
A>C. Elalelo C (o G) ha sido asociado con aumento de niveles de estrogenos (Raskin et al.,
2009). Recientemente se ha publicado que la frecuencia G-G del haplotipo establecido entre
rs4646-rs700518 es significativamente mayor en mujeres con preeclampsia en comparacion

con muestras control (Shimodaira et al., 2012).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs4646 se
encuentran expresadas en la Figura 15 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics — rs4646 (SNP)», s. f.).
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Figura 15. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs4646. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=
British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.2.2.  rs10046

El polimorfismo rs10046 del gen de la aromatasa se localiza en la region 3’-UTR
G>A del gen CYP19A1 (chr15:51502986-51502986). El alelo A (o T) ha sido relacionado
con mayor actividad enzimatica al parecer mediada por un aumento de los niveles de ARNm
de CYP19A1 (Fasching et al., 2008). Por otro lado, Dunning et al. (2004) encontraron en
mujeres postmenopausicas que el SNP rs10046 fue un factor predictivo de diferentes niveles
de estradiol, estrona, y ratio estradiol:testosterona, aunque este polimorfismo solo esta
presente en el 1,6% de la varianza total. Ademas, y en relacion al tema que nos ocupa, Cupisti
et al. (2009), publica el primer estudio que identifica este polimorfismo de la aromatasa y su

asociacion con el riesgo de AEs.

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs10046 se
encuentran expresadas en la Figura 16 («1000 Genomes browser. Homo sapiens -

Population genetics — rs10046 (SNP)», s. f.).
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Figura 16. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs10046. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=
British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.2.3. rs2236722

El SNP rs2236722, ubicado en chr15:51534995-51534995, es una variante C>T que
corresponde a una mutacion de sentido equivocado por sustitucion de triptéfano por arginina
en el codon 39 (Trp39Arg, también denominado W39R). Hasta el momento solo se ha
asociado este polimorfismo en mujeres japonesas con cancer de mama, mostrandose la
variante del alelo arginina como un factor protector de su desarrollo (Hamaguchi et al.,
2008). Parece ser que este hecho esta relacionado con un estudio experimental in vitro
realizado por Nativelle-Serpentini, Lambard, Séralini y Sourdaine (2002), donde se concluye
que la variante mutada R codifica una proteina aromatasa inactiva, lo que deriva a una
incapacidad de sintesis de estrogenos, lo cual esta relacionado con el menor riesgo de

desarrollo de cancer de mama estrdgeno dependiente (Nativelle-Serpentini et al., 2002).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs2236722
se encuentran expresadas en la Figura 17 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics — rs2236722 (SNP)», s. f.).

57


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=335779971&db=hg19&position=chr15%3A51534995-51534995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamaguchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18820009
http://www.eje-online.org/search?author1=C+Nativelle-Serpentini&sortspec=date&submit=Submit
http://www.eje-online.org/search?author1=C+Nativelle-Serpentini&sortspec=date&submit=Submit

INTRODUCCION
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Figura 17. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs2236722. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=
British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.3. ESR1

Este gen, localizado en el cromosoma 625.1 y constituido por 8 exones de mas de
140 kb, codifica el receptor humano de estrégenos 1 (también denominado forma alfa). Se
compone de varios dominios importantes para la union de la hormona, el ADN y la
activacion de la transcripcion. La proteina codificada se localiza en el interior de la célula,
en el nucleo, donde se puede formar un homodimero o un heterodimero con el receptor de

estrégenos tipo 2 (facilitado por RefSeq, Marzo 2014).

La principal funcién del receptor de estrégeno es la de actuar como factor de
transcripcion que se une al ADN con el fin de regular la expresion génica. Sin embargo, el
receptor de estrogeno presenta funciones adicionales independientes de la union a ADN. El
receptor ERa es expresado mayoritariamente en endometrio, células de cancer de mama,

celulas del estroma ovérico e hipotalamo.

Se han descrito hasta 3 isoformas del ERo obtenidas mediante splicing alternativo.

Los genes del receptor de estrogenos albergan diversas variaciones de la secuencia de ADN
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que pueden influir en el riesgo de desarrollar trastornos ginecoldgicos asociados a la

infertilidad y resultados negativos en FIV (Altmae et al., 2007). Mutaciones en este gen dan
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lugar al denominado Sindrome de resistencia a estrogenos.

El intron 1 del ESR1 contiene dos polimorfismos de un solo nucleétido en los sitios
de restriccion: Xbal (A/G) y Pvull (T/C), rs9340799 y rs2234693 respectivamente (Figura

18). Estos dos polimorfismos estan separados entre si 50pb y estan en desequilibrio de

ligamiento (Ayvaz, Ekmekgi, Baltaci, Onen & Unsal, 2009).
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Figura 18. Receptor de Estrégenos a (ESR1).

A continuacion describimos los polimorfismos objeto de estudio:

1.7.3.1.

El SNP rs9340799 [Xbal (A/G)], ubicado chr6:152163381-152163381, es una

variante 351A>G intronica. Aunque la mutacion es silenciosa, y no causa sustitucion de

rs9340799
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aminoacidos, puede estar en desequilibrio de ligamiento con otras mutaciones del ESR1, y
afectar tanto la expresion del gen como su funcién (Ayvaz et al, 2009). Se ha demostrado
que este SNP puede alterar la expresion del receptor e incluso modificar el sitio de union del

factor de transcripcion (Maruyama et al., 2000 y Herrington et al., 2002).

El locus Xbal de ESR1 esta asociado con endometriosis (Hsieh, Wang, Chang & Lin,
2007) y con fracaso en el resultado tras técnicas de reproduccion asistida (Georgiou,

Konstantelli, Syrrou, Messinis & Lolis, 1997; Sundarrajan, Liao, Roy & Ng, 1999).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs9340799
se encuentran expresadas en la Figura 19 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics — rs9340799 (SNP)», s. f.).

EUR sub-populations
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Figura 19. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs9340799. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=

British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.3.2.  rs2234693
El SNP rs2234693 [Pvull (T/C)], ubicado chr6:152163335-152163335, es una

variante 397T>C intronica.
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El polimorfismo Pwvull parece estar asociado en varones a azoospermia u

oligospermia severa idiopatica (Kukuuvitis et al., 2002).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs2234693
se encuentran expresadas en la Figura 20 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics — rs2234693 (SNP)», s. f.).
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Figura 20. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs2234693. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=

British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.

1.7.3.3.  rs6932902
El SNP rs6932902, ubicado chr6:152376524-152376524, es una variante A>G

intronica.

Se ha asociado con diferentes rangos de severidad de criptorquidia pero no con la
ocurrencia de ésta (Wang et al., 2008). Ademas, la copia materna de la variante parece estar
asociada con un mayor riesgo de hipospadias en hijos de padres con dicho SNP. Esto sugiere
que los alelos maternos de ESR1 se expresa mas plenamente que el alelo derivado del padre.
Aungue ESR1 no es uno de los genes impresos conocidos actualmente, la identificacién
experimental de este tipo de genes sigue siendo un reto, ya que la expresiébn monoalélica de

los genes impresos puede ocurrir sélo en determinados tejidos, en etapas particulares del
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desarrollo, o en alguna de la isoformas. Por lo tanto, es poco probable que todos los genes

impresos humanos sean ya conocidos (Van der Zanden et al., 2012).

Las frecuencias poblacionales alélicas de 5 sub-poblaciones Europeas del rs6932902
se encuentran expresadas en la Figura 21 («1000 Genomes browser: Homo sapiens -

Population genetics — rs6932902 (SNP)», s. f.).
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Figura 21. Frecuencias sub-poblacionales Europeas de rs6932902. CEU= Utah Residents
(CEPH) with Northern and Western European Ancestry, FIN= Finnish in Finland, GBR=

British in England and Scotland, IBS= Iberian Population in Spain, TSI= Toscani in Italia.
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La incidencia de interrupciones del desarrollo reproductivo es un proceso frecuente
en el embarazo (entre el 4% y el 10%, dependiendo del periodo de gestacion). Mientras que
las infecciones, la toxicidad quimica y farmacologica, desérdenes endocrinos, enfermedades
maternas (fibromas uterinos, diabetes mellitus, trastornos tiroideos, trombofilias, anticuerpos
antifosfolipido y anticoagulante lupico, hiperhomocisteinemia, hipertermia materna...) y
otros factores han sido considerados como un impacto negativo para el desarrollo
embrionario, es evidente que los factores genéticos juegan un papel muy importante en el

AE. En particular, se sabe que las anomalias cromosdmicas son causa frecuente de AE.

Sin embargo, una vez descartadas las patologias anteriormente mencionadas queda
un porcentaje de AE donde no se encuentra causa etiologica. El creciente desarrollo de la
genética esta demostrando que ciertos polimorfismos genéticos maternos o fetales pueden

relacionarse con esos AEs no clasificables (ver introduccion).
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2.1. HIPOTESIS

En nuestro trabajo nos hemos centrado en el estudio de 8 polimorfismos relacionados
con el metabolismo de las hormonas sexuales en el feto y su relacion con los AE de causa
desconocida, bajo la hipdtesis de que un desequilibrio en la produccion de hormonas

sexuales en el feto esta implicada en la interrupcion de la gestacion.

Para ello se han seleccionado muestras de tejido fetal procedentes de AE de causa
desconocida y se han estudiado varios polimorfismos de dos enzimas presentes en dicho eje

hormonal y un receptor:

- Laenzima 5a-reductasa (SRD5A2), que cataliza la conversion de testosterona en

dihidrotestosterona;

- Laenzima aromatasa (CYP19A1), responsable de la conversion de testosterona

en estradiol; y

- El receptor de estrdgenos tipo 1 (ESR1).
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2.2, OBJETIVOS

Demostrar la asociacion de variaciones genéticas polimoérficas con Abortos
Esponténeos de causa desconocida en muestras fetales, por sus segregaciones alélicas y
genotipicas en valoraciones; individuales, en interacciones y haplotipos, aplicando dos

perspectivas:

1) Asociacion de la edad gestacional del aborto con las variaciones polimorficas

seleccionadas,

2) Asociacion del sexo fetal a las variantes estudiadas y su relacion con la edad

gestacional.
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3.1. TIPODE ESTUDIO

El estudio realizado es de tipo epidemioldgico, observacional, retrospectivo de casos
y controles. Fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de la
Victoria (Méalaga). Las muestras del grupo control fueron obtenidas con el consentimiento
informado por escrito de los sujetos. El estudio se hizo conforme a la declaracién de Helsinki

(General Assembly of the World Medical Association, 2014).
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MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

3.2.1. Grupo Fetal

El grupo de estudio consistio en 206 muestras de tejidos fetales de AE de entre los

afios 2009 y 2010, fijados en formol tamponado neutro e incluidos en parafina, obtenidos del

Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Materno-Infantil del Centro Regional

Hospitalario Carlos de Haya (Malaga).

3.2.1.1. Procedimiento para la recogida

. Busqueda de los estudios correspondientes a abortos mediante el programa

informatico PAT-Win v.3.4.1 en el registro de biopsias histopatoldgicas del

Hospital Materno Infantil de Méalaga.

. Filtraje mediante criterios de inclusion-exclusion (detallado en el siguiente

apartado) de AE de causa desconocida y busqueda de las preparaciones

histoldgicas seleccionadas.

. Corte con micrétomo en secciones de 3-4 um y tincion con hematoxilina-eosina.

El orden preferente de eleccion del tipo de tejido fue: timo, otros y por Gltimo

macerado.

. Observacion de las preparaciones tefiidas al microscopio Optico y seleccién de

tejido embrionario o fetal (sin contaminacién de placenta, decidua u otros tejidos).
Fue frecuente la observacion de cambios involutivos en la placenta producidos

tras la muerte fetal y autolisis mas o0 menos avanzada en el tejido fetal.

72



MATERIALES Y METODOS

E. Busqueda de los bloques de parafina seleccionados como validos y corte de los
mismos con microtomo en secciones de 15-20 um. Etiquetado con el nimero de
biopsia de los archivos de anatomia patologica.

F. Recogida de datos en tabla: afio, niUmero de biopsia, bloque de parafina
seleccionado, edad gestacional, edad materna, y datos resultantes del estudio

histopatologico.

3.2.2. Grupo Control

El grupo control fue constituido por una poblacion de 331 estudiantes universitarios
voluntarios de la Facultad de Medicina (Universidad de Malaga) de raza blanca, sanos y
europeos, nacidos en Malaga en la década de los noventa, con una media de edad 20,73 afios
y una desviacion tipica de 2,69 afios. La generacion de los alumnos corresponderia a la del
grupo fetal teniendo en cuenta el afio de procedencia de la muestra. El 42% del grupo control
eran varones y el 58% mujeres.

Hemos considerado por tanto, que el grupo de alumnos ha tenido la misma
probabilidad de exposicion a la variable independiente de nuestro estudio (AE) que la

experimentada por el caso, tanto en cantidad como en oportunidad.

3.2.2.1. Procedimiento para la recogida
Extraccidn de células epiteliales de saliva mediante frotis con hisopos estériles en
seco de la mucosa bucal.
Se realizaron dos tomas: con un hisopo se frot6 la cara interna del carrillo derecho y
con el otro, la cara interna del carrillo izquierdo. Los hisopos correctamente identificados se

dejaron secar a temperatura ambiente en un lugar protegido. No se introdujeron en sus
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respectivas fundas hasta no estar completamente secos, para evitar proliferaciones
bacterianas con la humedad y posterior degradacion del ADN.
La recogida de la muestra se realiz6 media hora antes de ingerir o beber cualquier

alimento o bebida.

74



MATERIALES Y METODOS

3.3. EVALUACION CLINICA

3.3.1. Criterios de inclusion

3.3.1.1.  Grupo Fetal
Estas muestras fueron seleccionadas por el control previo de la historia clinica, y

estableciendo como criterio de inclusion:

— Confirmacién histologica de AE de igual 0 menos de 24 semanas de gestacion
(x 2 semanas).

— Etiologia desconocida. Para establecer la causa desconocida de los abortos nos
basamos en la historia clinica del padre y madre, ausencia de enfermedades
gestacionales (preeclampsia, traumatismos, infecciones, trombosis...) y en el

analisis histoldgico de los tejidos fetales.

3.3.1.2.  Grupo Control

— Todos los individuos seleccionados son europeos.
— Residentes en Malaga (sur de Espafia).
— Los padres y abuelos de los incluidos son también europeos y nacidos en Espafia.

— Firma del consentimiento informado.

3.3.2. Criterios de exclusion

3.3.21. Grupo Fetal

Las siguientes patologias fueron descartadas:
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— Acréneo

— Agenesia renal

— Anencéfalo

— Bridas amnioticas

— Coriamnionitis

— Degeneracion hidrdpica
— Desprendimiento placenta
— Embarazo tubérico

— Eritroblastosis

— Feto mal formado

— Higroma quisticonucal
— Hipoplasia pulmonar

— Isoinmunizacién RH

— Labio leporino

— Mola parcial

— Neumonia/Bronconeumonia
— Onfalocele

— Quistes bucales

— Raquisquisis

— Rifion pélvico

— Siringomelia

— Toxoplasmosis congénita
— Villitas aguda

— Villitas crénica necrotizante
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Ademas se excluyeron los productos del aborto de madres con historia clinica de
abortos de repeticion o que habian sido sometidas a tratamientos de reproduccion

asistida en afios anteriores.

3.3.2.2.  Grupo Control

— Limitacion intelectual o social para la compresion y/o seguimiento del estudio.
— Fueron rechazados del estudio todos los sujetos que demostraron padecer o haber
padecido  enfermedades  hepéticas, renales, gastrointestinales y/o

cardiovasculares, asi como los que informaron haber recibido tratamiento de

algun tipo tres meses antes del estudio.
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3.4. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS

3.4.1. Extraccién de DNA

Para la extraccion de DNA de las muestras del grupo fetal y control se llevaron a
cabo dos protocolos normalizados de trabajo diferentes debido a las distintas caracteristicas
de éstas.

En el grupo fetal, el estudio genético de los productos del embarazo abortado es muy
complejo, ya que el tiempo transcurrido desde que el aborto tiene lugar y las alteraciones
consecuentes a una maniobra evacuadora (generalmente un legrado) impiden habitualmente

un analisis adecuado del material.

3.4.1.1.  Tejidos parafinados de Abortos Espontaneos (Grupo Fetal)
Las muestras fetales fueron obtenidas de tejidos parafinados y fijados en formol
tamponado neutro procedentes de los archivos histoldgicos de Anatomia Patoldgica. Los
tejidos fueron previamente desparafinados mediante tratamiento con xilol (Coura, Prolla,
Meurer & Ashton-Prolla, 2005). La extraccion de DNA se llevé a cabo mediante técnica de
salting-out (Miller, Dykes & Polesky, 1988).

Se detalla el protocolo llevado a cabo en las muestras del grupo fetal:

= Preparacion de la muestra e identificacion
— Cortes en secciones de 15-20 um siguiendo los criterios de inclusion-exclusion
para el grupo fetal anteriormente descritos.

— Registro de la muestra con su nimero de identificacién en la base de datos.
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= Desparafinizacién
— Xilol: ImL (10 min, 65°C).
— Centrifugar a 12000 rpm, 5 min.

— Descartar sobrenadante.

(Repetir proceso anterior 5 veces)

— Etanol Absoluto, 96%, 70%: 1ml. Lavar la muestra con la serie descendente de
alcoholes, homogenizando y centrifugando a 12000 rpm, 5 min y descartando
sobrenadante.

— Agua destilada: 100uL. Diluir el pellet.

— Tris CIH 1 M, EDTA 100 mM: 1mL (lavar).

— Centrifugar a 13000 rpm, 10 min.

— Descartar sobrenadante.

— TrisCIH 1 M, EDTA 100 mM con SDS 1%: 0.6 mL, Tris CIH 1 M, EDTA 100

mM: 0.6 mL y Proteinasa K: 40 pL.

Afadir al pellet e incubar a 55°C toda la noche. Agitar.

= Extracciéon DNA (Salting Out)

— Precipitacién salina en frio:

En esta etapa se precipitan los restos celulares. Se realiza en frio, introduciendo los
viales en hielo picado, y afiadiendo la solucién salina (NaCL 6M).
1. Afadir 320uL de NaCl 6M (solucion de precipitacion), agitar los viales e

introducir en frio 10 minutos.
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Centrifugar 3 min, 4°C a maximas rpm.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, el DNA esta en la solucién.

Repetir la operacion.

Precipitacion del DNA con isopropanol

Afiadir 600 pL de isopropanol y mantener 10 minutos a temperatura ambiente.
Mezclar suavemente.

Centrifugar 3 min, 4°C a maximas rpm.

Retirar el sobrenadante, el pellet es el DNA precipitado.

Etanol 70

Afadir 500uL de EtOH 70°C en frio. Mezclar suavemente.
Centrifugar 3min, 4°C a maximas rpm.
Retirar el maximo posible de EtOH y secar muy bien antes de la elucion.

Elucién en agua

Afiadir 200uL de agua libre de nucleasas a 55°C y dejar media hora en el bloque

caliente. Después se mantendra en agitacién a 37°C, 600 rpm durante una hora.

3.4.1.2.  Saliva (Grupo Control)

En el grupo control la extraccion de DNA se llevo a cabo en saliva mediante el kit

comercial Wizard Genomic DNA purification (Promega®). El procedimiento consiste

basicamente en una lisis celular en presencia de proteinasa K y RNAasa, precipitacion de

proteinas y precipitacion de DNA con isopropanol. EI DNA precipitado se seca con etanol y

se rehidrata con agua libre de DNAasa.
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3.4.2. Analisis de calidad DNA extraido

Una vez extraido el DNA, tanto del grupo fetal como del grupo control, se llevé a

cabo un analisis de calidad. Para ello se evalud concentracion, pureza y fragmentacion.

3.4.2.1.  Concentraciény pureza

La cuantificacion del DNA se basa en medidas de absorbancia mediante
espectrofotometria, utilizando el espectro de luz |ultravioleta. ElI método
espectrofotométrico estd basado en la medida directa de la absorcion de la radiacion
electromagnética por parte de la muestra, siendo ésta cuantificable mediante la correlacion
de la absorbancia con la concentracion del acido nucleico a determinar. La concentracion de
acidos nucleicos se determina midiendo a 260 nm y comparando con un blanco.

Para este trabajo se utilizo el espectrofotémetro de amplio espectro NanoDrop®, que
mide muestras de 1 ul con alta precision y reproducibilidad mediante métodos de tension
superficial.

Dado que la absorbancia maxima (A) de las soluciones de ADN y ARN corresponde
a260 nmy la de las soluciones de proteinas es a 280 nm, el cociente de los valores obtenidos
a 260 nm y a 280 nm (A2e0/A2g0) proporciona una estimacion del grado de pureza de los
acidos nucleicos. Consideramos una extraccion lo suficientemente pura para el anélisis de
polimorfismos los valores obtenidos de Azso/Azs0 superiores a 1,8. Si la muestra también
contiene proteinas, el cociente Azso/Azg0 Seré considerablemente inferior a dichos valores y

no podré determinarse con exactitud la cantidad de acidos nucleicos.

3.4.2.2.  Fragmentacion
Se valoro la integridad del DNA extraido mediante su visualizacion en gel de

agarosa al 0,8%. Se eligi6 un total de 15 muestras al azar para la comprobacion.
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La totalidad de las muestras pertenecientes al grupo fetal presentaron rasgos de
fragmentacion pero en todas ellas se evidencid fragmentos superiores a 3000 pb.

La amplificacion de ADN a partir de tejidos embebidos en parafina en los servicios
de Anatomia Patoldgica, mediante reaccion en cadena de la polimerasa, es afectado por el
tipo de fijador y los tiempos empleados (Garcia, Benavente, Melo, Roa & Roa, 2006). Este
tratamiento de la muestra repercute negativamente en la integridad del DNA, lo que ha

afiadido un nivel de dificultad al analisis de polimorfismos en la muestra de tejido fetal.

3.4.3. Determinacion de los polimorfismos genéticos a estudiar

En el presente trabajo se han estudiado 2 polimorfismos de SRD5A2 (rs523349,
rs9282858), 3 polimorfismo del CYP19A1 (rs4646, rs10046, rs2236722) y 3 polimorfismos
del receptor de ESR1 (rs9340799, rs2234693, rs6932902) tanto en el grupo fetal como en el
grupo control.

El analisis de SNP se realizé mediante RT-PCR con sondas TagMan® usando una
técnica de microarray comercializada (TagMan® Open Array Genotyping System - Applied
Biosystems). Los resultados obtenidos fueron posteriormente procesados mediante el
programa informatico TagMan Genotyper® Software.

TagMan® Open Array Genotyping System (Applied Biosystems) es una plataforma
de genotipado de SNPs compuesta por un cargador automatico de muestras, un termociclador
especifico para amplificacion en arrays y un sistema de toma de imagen para captura de sefial
fluorescente de la sonda.

Esta plataforma permite el genotipado masivo de SNPs combinando la quimica
TagMan® y la nanofluidica en un soporte o array dividido en 48 sub-arrays compuestos por
64 orificios. Asi, el array cuenta con 3072 orificios (capacidad de 33 nl retenido por
capilaridad) que permite la obtencidn simultanea de 3072 genotipos. En dichos orificios se
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ubican las sondas especificas (previamente seleccionadas por el usuario y sintetizadas por la
casa comercial) y se llevan a cabo las reacciones TagMan® especificas.

Para extraer la informacién de genotipos se utilizd TagMan Genotyper® Software
que permite interpretar los datos de fluorescencia de sondas Tagman por RT-PCR para
convertirlos a genotipo.

El flujo de trabajo consistié en la mezcla de las muestras con TagMan® OpenArray®
Genotyping Master Mix, el producto se cargd sobre la placa de genotipado previamente
disefiada, se sello, se programé el ciclo adecuado y se capturd el resultado en forma de
imagen.

Para nuestro estudio, la placa disefiada permitié el genotipado de 64 SNPs (es este
trabajo solo se expone 8 de esos SNPs) para cada una de las 48 muestras procesadas
simultdneamente. Se considerd como criterio de correcta amplificacion la deteccion de mas
de 58 SNPs de los 64 estudiados (aproximadamente el 90%) por muestra.

El disefio de las sondas y cebadores utilizados fue realizado por la casa comercial
Applied Biosystems en base a las secuencias adyacentes y la zona polimorfica de los SNPs

de interés nuestros («TagMan Search», s. f.).
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3.5. ANALISIS DE CROMOSOMOPATIAS EN UNA

SUBPOBLACION DE ABORTOS ESPONTANEOS

El anélisis de cromosomopatias se llevo a cabo en una subpoblacion de 94 AEs
seleccionados al azar. Para su estudio se utilizd la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa y fluorescente (QF-PCR), que utiliza varios marcadores polimdrficos (pequefias
repeticiones en tamden o microsatélites) especificos para cada cromosoma. Se analizaron los
marcadores clasicos de las aneuploidias utilizadas en el diagndstico clinico, 13, 18, 21 X e
Y y ademas se afiadieron marcadores de los cromosomas 15, 16 y 22. De esta forma,
podemos detectar por encima del 70% de las cromosomopatias mas prevalentes encontradas
en AEs (Quiroga de Michelena et al., 2007; Fritz et al., 2001).

Para ello el DNA fetal se amplific6 en tres reacciones de multiplex (A, By C). La
mezcla de cebadores que se utilizé en cada reaccion, asi como su secuencia, concentracion
y marcador fluorescente se muestra en la Tabla 1.

Las condiciones de PCR llevadas a cabo fueron: 100 ng de ADNg, 1X TagGold
Buffer, 1,5 mM de CI2Mg, 200nM de dNTPs, 3 pl de la mezcla de primers (Tabla 1) y 2U
de Amplitaq Gold DNA Polimerase (Applied Biosystems).

La reaccion de PCR de cada marcador se ha estudiado individualmente en el
termociclador con gradiente de temperatura Perkin-Elmer 9600®. El andlisis tiene las
mismas condiciones de amplificacion para las 3 mezclas. La amplificacion se llevo a cabo
en termociclador ABI2720 (Applied Biosystems) usando: 94°C 10 min, seguido de 32 ciclos
de 94°C 1 min, 58°C 1min, 72°C 1 min, con una extension final de 15 min a 72°C (Tabla 2).

Los productos de las reacciones fueron analizados utilizando un secuenciador automético
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ABI 3130 (Applied Biosystems). El tamafio de los alelos y las areas de cada uno de ellos fue
determinado y revisado con el software Genotyper Version 4.0 (Applied Biosystems). Se ha

incluido un control negativo (H20) en todas las series de trabajo.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores, concentracion de éstos y posicion en el cromosoma
en cada mezcla de reaccion multiplex (A, By C).

NOMBRE MEZCLA SECUENCIA CEBADORES CONCENTRACION LOCALIZACION
D13S742 Fwd A PET-ATAACTGGGCTAGGAATGGAAATA 55nM 13912.12
D135742 Rev A GACTTCCCAATTCAGGAGGACT 55nM 13q12.12
D13S258 Fwd A FAM-ACCTGCCAAATTTTACCAGG 35nM 13921
D135258 Rev A GACAGAGAGAGGGAATAAACC 35nM 13921
D13S631 Fwd A PET-GGCAACAAGAGCAAAACTCT 35nM 13931-32
D13S631 Rev A TAGCCCTCACCATGATTGG 35nM 13931-32
D13S628 Fwd A FAM-TAACATTCATTGTCCCTTACAGAT 110nM 13931-q32
D13S628 Rev A GCAAGGCTATCTAACGATAATTCA 110nM 13931-9q32
D18S391 Fwd A PET-GGACTTACCACAGGCAATGTGACT 35nM 18pter-18p11.22
D18S391 Rev A TAGACTTCACTATTCCCATCTGAG 35nM 18pter-18p11.22
D18S535 Fwd A NED-TCATGTGACAAAAGCCACAC 70nM 18912.2
D18S535 Rev A AGACAGAAATATAGATGAGAATGCA 70nM 18q12.2
D18S858 Fwd A FAM-AGCTGGAGAGGGATAGCATT 55nM 18921.1
D18S858 Rev A TGCATTGCATGAAAGTAGGA 55nM 18921.1
D18S499 Fwd A FAM-CTGCACAACATAGTGAGACCTG 70nM 18921.32-q21.33
D185499 Rev A AGATTACCCAGAAATGAGATCAGC 70nM 18921.32-q21.33
D18S390 Fwd A NED-TAACCAAAGCAAATCCCTGG 30nM 18922.2
D18S390 Rev A CACTTACACTGTITATCCTGG 30nM 18922.2

D2151435 Fwd A VIC-CCCTCTCAATTGTTTGTCTACC 35nM 21921
D21S1435 Rev A GCAAGAGATTTCAGTGCCAT 35nM 21921
D2151437 Fwd A FAM-ATGTACATGTGTCTGGGAAGG 40nM 21921.1
D21S1437 Rev A TTCTCTACATATTTACTGCCAACA 40nM 21921.1
DXYS218 Fwd A VIC-TGTGTTTGGGTTTCCTCTGTC 70nM Xp22.32 Yp11.3
DXYS218 Rev A AGCGAAACTCCGTCTCAAAATA 70nM Xp22.32 Yp11.3
DXS 6803 Fwd A VIC-GAAATGTGCTTTGACAGGAA 70nM Xq12-Xp21.33
DXS 6803 Rev A CAAAAAGGGACATATGCTACTT 70nM Xq12-Xp21.33
X22 Fwd A VIC-TCTGTTTAATGAGAGTTGGAAAGAAA 70nM Xq28 Yq
X22 Rev A ATTGTTGCTACTTGAGACTTGGTG 70nM Xq28 Yq
SRY Fwd B VIC-AGTAAAGGCAACGTCCAGGAT 55nM Yp1l.31
SRY Rev B TTCCGACGAGGTCGATACTTA 55nM Ypll.31
D13S305 Fwd B VIC-GCCTGTTTGAGGACCTGTCGTTA 55nM 13912.1-13914.1
D13S305 Rev B TGGTTATAGAGCAGTTAAGGCAC 55nM 13912.1-13q14.1
D13S634 Fwd B NED-TCCAGATAGGCAGATTCAAT 170nM 13q14.3
D13S634 Rev B CCTTCTTCTTCCCATTGATA 170nM 13q14.3
D1851002 Fwd B “AM-CAAAGAGTGAATGCTGTACAAACAKXC 70nM 18911.2
D18S1002 Rev B CAAGATGTGAGTGTGCTTTTCAGGAG 70nM 18q11.2
D18S386 Fwd B PET-TCAGGAGAATCACTTGGAAC 90nM 18922.1
D185S386 Rev B TCCATGAAGTAGCTAAGCAG 90nM 18922.1
D21S1414 Fwd B FAM-CAATTCCCCAAGTGAATTGCCTTC 70nM 21921
D21S1414 Rev B AAATTAGTGTCTGGCACCCAGTA 70nM 21921
D2151809 Fwd B NED-TACCCAAGGTGACAGACACC 40nM 219211
D2151809 Rev B GAGCAGGTTGTCCTACCTCA 40nM 219211
D2151412 Fwd B VIC-CGGAGGTTGCAGTGAGTTG 40nM 21922.2
D21S1412 Rev B GGGAAGGCTATGGAGGAGA 40nM 21922.2
D21S51411 Fwd B PET-AATGTGTGTCCTTCCAGGC 90nM 21922.3
D21S1411 Rev B GTAGATACATACATATGATGAATGC 90nM 21922.3

Fwd =Foward (cebador 5”) Rev = Reverse (cebador 3’). En color aparecen los marcadores fluorescentes.
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Tabla 1.- Cont. Secuencia de los cebadores, concentracion de éstos y posicion en el
cromosoma en cada mezcla de reaccion multiplex (A, By C).

NOMBRE MEZCLA SECUENCIA CEBADORES CONCENTRACION LOCALIZACION
D2151446 Fwd B FAM-ATGTACGATACGTAATACTTGACAA 90nM 21022.3-ter
D21S1446 Rev B GTCCCAAAGGACCTGCTC 90nM 210922.3-ter

DXYS 6809 Fwd B FAM-TGAACCTTCCTAGCTCAGGA 55nM Xp

DXYS 6809 Rev B TCTGGAGAATCCAATTTTGC 55nM Xp
AMXY Fwd B NED-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG 40nM Xp22.1-22.3
AMXY Rev B ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG 40nM Xp22.1-22.3
SBMA Fwd B FAM-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 55nM Xq11.2-Xq12

SBMA Rev B TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC 55nM Xq11.2-Xq12

HPRT Fwd B VIC-ATGCCACAGATAATACACATCCCC 35nM Xqg26.1

HPRT Rev B CTCTCCAGAATAGTTAGATGTAGG 35nM Xq26.1

D15S1050 Fwd C FAM-TGGAACATCTGTCATAGTGG 150nM 15q
D15S1050 Rev C TCCCTGTTTAATCATCTTCA 150nM 15q
D15S818 Fwd C VIC-TGTGCATCCTCTATGTCCCT 20nM 15922
D15S818 Rev C GCTAAGATGGCGCCATTG 20nM 15922
D15S123 Fwd C VIC-AGCTGAACCCAATGGACT 40nM 15022.33
D155123 Rev C TTTCATGCCACCAACAAA 40nM 15922.33
D15S816 Fwd C FAM-AATAGAAACACAGGAGATCTCTTT 40nM 15925
D15S816 Rev C GTCAGGCGAGTTTTTGAAGA 40nM 15925
D16S764 Fwd C VIC-TTGTTAAGTGAGGCATGATG 80nM 16p13.1
D16S764 Rev C CTGTGCTTGGACCTGAAGAT 80nM 16p13.1
D16S490 Fwd Cc FAM-TGACAGGCACATAGATTATTATGC 70nM 16p13.3
D16S490 Rev C CGTACCCGGCTGATTATTTTAGAT 70nM 16p13.3
D16S2624 Fwd Cc VIC-TGAGGCAATTTGTTACAGAGC 40nM 16922.3
D1652624 Rev C TAATGTACCTGGTACCAAAAACA 40nM 16022.3
D1652621 Fwd C VIC-GTCATATGGGCCAATTCCC 35nM 16q24.2
D1652621 Rev C TACCGCGTAGTGAGACTGTG 35nM 16q24.2
D225685 Fwd C FAM-TTCTTAGTGGGGAAGGGATC 80nM 22911
D22S685 Rev C TGAGTTTGATGTTTTTGATAGACA 80nM 22911
D22S444 Fwd Cc FAM-TTTGAACTAAGCCTTAAAAATGC 20nM 22q12
D22S444 Rev C TGTTTGGCTTGAAGAAGGAG 20nM 22912
D225684 Fwd C FAM-CCCTCTCCCTCTCTTACAGG 20nM 22912
D225684 Rev C TTCTTAGTGGGGAAGGGATC 20nM 22q12
D225280 Fwd C VIC-GCTCCAGCCTATCAGGATG 40nM 22913
D225280 Rev C GATTCCAGATCACAAAACTGGT 40nM 22913

Fwd = Foward (cebador 5’) Rev =Reverse (cebador 3°). En color aparecen los marcadores fluorescentes.
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Tabla 2. Condiciones de amplificacidn de las 3 mezclas de reaccién
en cadena de la polimerasa multiplex.

Reaccion Temperatura Tiempo Ciclos
Desna}turqlllzauon y 94°C 10min 1
activacion Taq
94°C 1min
Amplificacion 58°C Imin 32
72°C 1min
Extension final y adicion 799G 15min 1

adenina
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3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para calcular la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas y el equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) de cada polimorfismo entre casos y controles se utilizé el test
chi? de Pearson.

Para el estudio de asociacion entre polimorfismos y AE se realizé un modelo de

regresion logistica.

Para escoger el modelo de herencia en cada genotipo (codominante, dominante, recesivo,
sobredominante) se utilizé el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) y el criterio de
Informacion Bayesiano (BIC).

Para calcular la odd ratio (OR) con un 95% de intervalo de confianza de cada
genotipo y de las interacciones entre ellos se utilizo el test de Cochran’s-Haenzel.

El método utilizado para realizar la estimacion estadistica de frecuencias haplotipicas
fue el algoritmo esperanza-maximizacion (EM) y el analisis de asociacién con la
enfermedad se llevo a cabo mediante modelos de regresion logistica.

Para estimar diferencias en la aparicién de los AEs en los genotipos de riesgo
significativo se usé el método de Kapla-Meier y el test de Mantel-Cox.

Todo esto fue calculado mediante los paquetes estadisticos SNPStats («SNPStats:
your web tool for SNP analysis», s. f.) y SPSS 22.0.2.

Los resultados obtenidos en los distintos grupos se han expresado como frecuencias
0 como porcentajes y los datos que corresponden a parametros de las caracteristicas de los

individuos estudiados se han expresado como la media * la desviacion tipica.
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3.6.1. Andlisis descriptivo de polimorfismos

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos
nucledtidos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se denomina locus. A cada
posible variante se le denomina alelo. La pareja de alelos observada en un individuo se
denomina genotipo. Los individuos con los 2 alelos idénticos se denominan homocigotos y
los que tienen diferentes alelos heterocigotos. En general se considera variante al alelo menos
frecuente, pero esto puede diferir de una poblacion a otra.

La descripcion estadistica de un polimorfismo consiste, en primer lugar, en estimar
la prevalencia en la poblacién de cada alelo y de cada genotipo posible, lo que en
nomenclatura genética se denomina estimar las frecuencias alélicas y genotipicas,
respectivamente. Las técnicas de laboratorio permiten determinar el genotipo de cada
individuo. Las frecuencias genotipicas, por tanto, se estiman directamente calculando la
proporcion de individuos con cada genotipo. Para estimar las frecuencias alélicas
simplemente se duplica la muestra tomando como unidad de observacion el cromosoma

(cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y se calcula la proporcién de cada alelo.

3.6.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina qué frecuencias
deben observarse en la poblacion para cada genotipo (homocigoto salvaje, heterocigoto u
homocigoto mutado) en funcion de las frecuencias de los alelos. En condiciones habituales,
si la transmision de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y no
ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la
seleccion de alelos, la probabilidad de observar una combinacion de alelos concreta (un

genotipo) depende del producto de las probabilidades (frecuencias) de cada alelo. Estas
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frecuencias esperadas (E) se pueden comparar con las observadas (O) utilizando el test de
la y2:

EHW = X(0O-E)%E, con 1 grado de libertad.

En el caso més sencillo, con un locus con dos alelos A 'y a, con frecuencias alélicas
de p y g respectivamente, el EHW predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto
salvaje AA es p2, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto mutado aa, es g2. El
principio de Hardy-Weinberg es una expresion de la nocion de una poblacion que esta en
"equilibrio genético", y es un principio basico de la genética de poblaciones.

Antes de realizar un andlisis de asociacién se debe comprobar si se cumple el
principio de EHW en la muestra de controles (como representantes de la poblacién general).
En el caso de que se observara una desviacion del equilibrio se deberia revisar el método de
genotipificacion, pues en ocasiones se producen sesgos al interpretar los resultados por ser
maés facil de detectar un genotipo que otros. Otras posibilidades son que los individuos no
sean independientes (p. €j., por consanguinidad) o que se dé una seleccion de un alelo (p. €j.,
por estar asociado con la longevidad). Tampoco debe olvidarse que si empleamos un nivel
de significacion del 5%, por azar puede observarse falta de ajuste al esperado, aunque la
condicion de transmision de alelos con independencia sea correcta en la poblacion del
estudio. En la muestra de casos es posible que no se cumpla el EHW; ello puede ser

indicativo de que el polimorfismo pueda estar asociado con la enfermedad.

3.6.3. Andlisis de asociacion de polimorfismos con la enfermedad

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable
categdrica con varios genotipos posibles y se suele considerar como categoria de referencia

al grupo de individuos homocigotos para el alelo mas frecuente. Para evaluar la asociacion
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de un polimorfismo con la enfermedad se construye la tabla de contingencia
correspondiente y se puede contrastar la hipdtesis de asociacion mediante un test de la
¥2.También se pueden calcular las odds ratios (OR) de cada genotipo respecto de la
referencia para cuantificar la magnitud de la asociacion.

Si es necesario ajustar los andlisis por posibles variables de confusion, entonces es
preferible emplear modelos de regresion logistica por su versatilidad. Ademas, estos
modelos permiten evaluar facilmente si hay interacciones entre el polimorfismo y otros
factores.

Llamaremos ahora p a la probabilidad de ser caso, G al polimorfismo (que codificara
los diferentes genotipos) y Z a una o mas variables por las que se desea ajustar el modelo. El
modelo logistico se define por la ecuacion:

log[p/(1-p)] = a+ PG +vZ

donde a, B y y son pardmetros estimados.

Supongamos que el polimorfismo G es un SNP en el que el alelo variante C modifica
el riesgo de la enfermedad de interés. Ya que cada individuo posee una pareja de alelos, el
riesgo asociado con cada genotipo puede depender del nimero de copias de C, lo que permite
definir cinco modelos de herencia posibles cuya verosimilitud se puede explorar mediante
una adecuada codificacion de los genotipos.

Los 5 modelos principales de herencia posibles, son:

= Modelo codominante: Es el mas general. Cada genotipo proporciona un riesgo
de enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y
homocigotos variantes (Va) por separado respecto a los homocigotos del alelo
mas frecuente. Este modelo emplea 2 coeficientes (grados de libertad) y estima

dos ORs, una para He y otra para Va.
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log[p/(1-p)] = o+ B1He + p2Va +yZ

He=Heterocigotos; Va=Homocigotos mutados

Modelo dominante: Supone que una unica copia de C es suficiente para
modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud;

es decir, heterocigotos y homocigotos tienen el mismo riesgo.

log[p/(1-p)] = o+ Do + yZ

Do= Heterocigotos + Homocigotos Mutados

Modelo recesivo: Supone gque son necesarias 2 copias de C para modificar el
riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo mas frecuente tienen el
mismo riesgo. Se compara la combinacion de ellos respecto a los homocigotos

del alelo variante:

log[p/(1-p)] = o+ BRe +vZ

Re=Heterocigotos + Homocigotos salvajes

Modelo sobredominante: El heterocigoto se compara con el conjunto de

homocigotos salvajes y mutados.

log[p/(1-p)] = o + BHe + yZ

He=Heterocigotos

Modelo aditivo: Supone que cada copia de C modifica el riesgo en una cantidad

aditiva (en escala logit); por tanto, los homocigotos CC tienen el doble de riesgo
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que los heterocigotos. Se compara la combinacion ponderada, donde se da peso

1 a los heterocigotos y peso 2 a los homocigotos CC:

log[p/(1-p)] = o + BAd + yZ

3.6.3.1.  Eleccion de modelos de herencia

No es fécil hallar un criterio para establecer el modelo de herencia més adecuado para
los 8 polimorfismos estudiados en este trabajo. Habitualmente se suele comparar el ajuste
del modelo codominante, que es el méas general (2 parametros), con los deméas modelos (1
pardmetro). Estas comparaciones pueden realizarse mediante el test de la razén de
verosimilitudes. Aun asi, a menudo no es posible diferenciar entre varios modelos y se elige
el que tenga menor valor del criterio de informacion de Akaike (AIC = —2log[L] +
#parametros), donde L es la verosimilitud del modelo. Este criterio pondera el ajuste del
modelo (-2logL) con la complejidad (nimero de pardmetros) (Iniesta, Guin6 & Moreno,
2005). Los resultados obtenidos al aplicar este criterio, puramente estadistico, deben ser

reconsiderados en cada caso particular.

3.6.4. Estudio del desequilibrio de ligamiento

Con frecuencia son varios los polimorfismos que se analizan simultdneamente en un
gen o region candidata de un gen. EI motivo es que el polimorfismo realmente responsable
de influir o modificar el riesgo de la enfermedad puede ser desconocido; por ello se analizan
varios polimorfismos para intentar identificarlo. Entre diferentes polimorfismos localizados
en el mismo cromosoma y relativamente proximos entre si suele observarse cierto grado de
correlacion o asociacion estadistica denominada desequilibrio de ligamiento (linkage

disequilibrium). Esta asociacién tiene su origen en la meiosis, el proceso de la division
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celular que ocurre en la maduracion de las células sexuales. Al final del proceso habra dos
gametos, cada gameto con una copia de cada par de cromosomas. Estos cromosomas no son
idénticos a los cromosomas de los padres debido al proceso de recombinacion (proceso por
el que se intercambian fragmentos de diferentes ejemplares de un mismo par de
cromosomas). De esta manera, los cromosomas heredados por los hijos son una combinacion
entre los cromosomas del padre y la madre. La frecuencia de entrecruzamiento por
cromosoma es pequefia, de 1 a 4, y depende de su tamario. La probabilidad de que entre dos
loci cercanos se dé una recombinacion es baja y, por ello, se observa el desequilibrio de
ligamiento, que tiende a disminuir en sucesivas generaciones hasta llegar al equilibrio
(independencia estadistica).

Asi que, los polimorfismos proximos al agente causal de la enfermedad estudio
estaran asociados con la enfermedad también, y el analisis completo del locus podria ser muy
atil para localizar el polimorfismo causal que estd directamente relacionado con la
enfermedad.

Para determinar el desequilibrio de ligamiento se calcula la D estadistica, es la
desviacion entre la frecuencia del haplotipo esperado (bajo el supuesto de no asociacion) y
la frecuencia observada. Si tenemos en cuenta un caso con dos tipos de alelos, el célculo de
D es el producto de las probabilidades de los dos alelos, y la probabilidad observada de la
pareja:

D= -p12p1p2

El valor de D 'es igual a D en escala [-1,1].
El coeficiente de correlacion entre los alelos (r) y su nivel de significacion (p) se

proporciona también.
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3.6.5. Estudio de asociacion haplotipica

La estimacion de las frecuencias para cada haplotipo seria sencilla si no se dieran
casos de incertidumbre, es decir, casos en que no es posible determinar la pareja de
haplotipos que lleva el individuo debido a que éste tenga 2 0 més loci heterocigotos. Si,
ademés, hay valores perdidos en la determinacion de alguno de los genotipos, la
incertidumbre aumenta.

El método utilizado para realizar la estimacion estadistica de frecuencias haplotipicas
ha sido el algoritmo esperanza-maximizacion (EM) (Excoffier & Slatkin, 1995).

El algoritmo itera repetidamente entre 2 pasos hasta conseguir convergencia. En
primer lugar, se usan unas frecuencias iniciales, no necesariamente correctas, para cada
posible haplotipo. En el supuesto de que esas frecuencias fuesen correctas, y asumiendo que
hay EHW, se podria calcular la frecuencia esperada de cada combinacién de genotipos con
incertidumbre (paso E). Con las frecuencias de cada combinacion de genotipos se pueden
obtener las frecuencias de cada haplotipo maximizando la funcion de verosimilitud de los
haplotipos (paso M). Este paso consiste en contar los haplotipos compatibles con cada
combinacion de genotipos. El algoritmo converge a valores estables de frecuencia de
combinaciones de genotipos con incertidumbre y de frecuencia de haplotipos, que es el
objetivo. Para los individuos con incertidumbre, a cada pareja de haplotipos posible se le
puede calcular una probabilidad. Una limitacion de este método es que no proporciona
directamente varianzas de las estimaciones y, si se analizan simultdneamente muchos
polimorfismos (mas de 20) con un alto grado de incertidumbre, pueden obtenerse soluciones
incorrectas, pues el algoritmo puede tender hacia un méaximo local. En estas situaciones es
importante repetir el algoritmo empleando diferentes valores iniciales de las frecuencias de
haplotipos. No obstante, para el analisis simultaneo de menos de 10 polimorfismos, como es

nuestro caso, este método proporciona soluciones coherentes.
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Este algoritmo permite por tanto identificar o estimar, para cada individuo, la pareja
de haplotipos que posee en funcion de los genotipos. Los haplotipos obtenidos se pueden
analizar en relacién con la enfermedad mediante modelos de regresion logistica.
Normalmente se realiza un analisis de cromosomas y no de individuos, es decir, se duplica
la muestra, de manera que cada individuo contribuye con 2 observaciones, una para cada
haplotipo, y se compara el riesgo asociado con los diversos haplotipos entre si, tomando
como referencia el méas frecuente. Este analisis es mas sencillo de analizar e interpretar que
el de parejas de haplotipos y no parece que requiera la realizacién ajustes, pues los haplotipos
se heredan de manera independiente; no obstante, este aspecto no estd completamente
estudiado.

En caso de incertidumbre por maltiples heterocigotos o valores perdidos, el método
basado en el algoritmo EM proporciona una lista de parejas de haplotipos compatibles, cada
una con una probabilidad de aparicion asociada. Entonces, estos individuos contribuyen en
los datos con més de 2 observaciones y se emplean las probabilidades de aparicion de cada
haplotipo como pesos en el modelo de regresion logistica. El analisis combinado de
genotipos y haplotipos suele ser mas informativo que cualquiera de los 2 aislados, aunque
hay cierta discusion sobre qué analisis es preferible en cada situacion (Clayton, Chapman &

Cooper, 2004; Cordell, & Clayton, 2002).

3.6.6. Estudio de interacciones génicas

Los modelos de interaccion gen-gen afiaden el producto de 2 genotipos a la ecuacion:

log[p/(1-p)] = & + P1G1 + P2G2 + yZ + 8G1 X G2
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A partir de los coeficientes f y 6 de los modelos se puede calcular las OR de
asociacion entre cada genotipo y la enfermedad y los correspondientes intervalos de

confianza del 95%.

3.6.7. Estimacidn de la funcidn de supervivencia

3.6.7.1. Método de Kaplan-Meier

Los datos proporcionados por los estudios clinicos se expresan en multiples
ocasiones en términos de supervivencia. Esta medida no queda limitada a los términos de
vida o muerte, sino a situaciones en las que se mide el tiempo que transcurre hasta que sucede
un evento de interés, como puede ser tiempo de recurrencia, tiempo que dura la eficacia de
una intervencion, tiempo de un aprendizaje determinado, 0 como en el presente caso tiempo
en que se produce la muerte fetal. Por tanto, la supervivencia es una medida de tiempo a una
respuesta, fallo, muerte, recaida o desarrollo de una determinada enfermedad o evento. El
término supervivencia se debe a que en las primeras aplicaciones de este método de anélisis
se utilizaba como evento la muerte de un paciente.

La observacion de cada paciente se inicia al inicio del proceso (tiempo = 0) y continua
hasta la muerte o hasta que el tiempo de seguimiento se interrumpe. Cuando el tiempo de
seguimiento termina antes de producirse la muerte o, mas ampliamente, antes de completar
el periodo de observacion, lo que suele ocurrir en estudios clinicos por abandono del proceso
por parte del paciente, se habla de paciente “censurado”. En el caso de los AESs, el tiempo
cero corresponderia al comienzo de la gestacion y no existiran individuos censurados ya que
todos terminan el estudio (es decir, los individuos abortan en una semana determinada).

El tiempo de supervivencia se define como el tiempo transcurrido desde el
acontecimiento o estado inicial hasta el estado final. El estado inicial debe ser definido de
manera que la fecha en que se produjo el evento pueda ser conocida exactamente (fecha de
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diagndstico, fecha de la intervencion quirdrgica, fecha de inicio de la radioterapia o
quimioterapia, etc.). Como previamente se sefialo las fechas correspondientes al estado
inicial son diferentes para cada sujeto. El acontecimiento o suceso estudiado también debe
estar perfectamente definido para poder determinar exactamente la fecha del mismo. Este
evento esté casi siempre asociado a la muerte del paciente pero no tiene por qué ser asi, ya
que puede hacer referencia también a la fecha de alta, la fecha de remisidn de la enfermedad,
la fecha de recidiva, la fecha de recaida o fallo, etc.

Los métodos estadisticos mas utilizados son los no paramétricos. Asi, las curvas de
supervivencia por lo general se producen usando uno de dos métodos: el analisis actuarial o
el método del limite de producto de Kaplan-Meier (Collet, 1994).

El método Kaplan-Meier calcula la supervivencia cada vez que un paciente “muere”.
El andlisis actuarial divide el tiempo en intervalos y calcula la supervivencia en cada
intervalo. El procedimiento Kaplan-Meier da proporciones exactas de supervivencia debido
a que utiliza tiempos de supervivencia precisos; en cambio, el analisis actuarial da
aproximaciones, debido a que agrupa los tiempos de supervivencia en intervalos.

En este estudio se ha seguido el método de Kaplan-Meier, conocido también como
del “limite del producto”. La caracteristica distintiva del analisis con este método es que la
proporcion acumulada que sobrevive se calcula para el tiempo de supervivencia individual
de cada paciente y no se agrupan los tiempos de supervivencia en intervalos. Por esta
razon es especialmente util para estudios que utilizan un nimero pequefio de pacientes. El
método de Kaplan-Meier incorpora la idea del tiempo al que ocurren los eventos.

La validez de este método descansa en dos suposiciones:

1. Las personas que se retiran del estudio tienen un destino parecido a las que

quedan.
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2. El periodo de tiempo durante el cual una persona entra en el estudio no tiene

efecto independiente en la respuesta.

La mejor manera de analizar el método de Kaplan-Meier es mediante un ejemplo:
supongamos que disponemos de los datos de supervivencia de 10 pacientes que han sido
aleatoriamente asignados a los tratamientos A y B (datos hipotéticos).

Tratamiento:

A:3,5,7,9+ 18

B: 12, 19, 20, 20+, 33+

“+” indica dato censurado y, por tanto, no ha presentado el evento (en este caso morir
de cancer). Con estos datos se construye una tabla como la representada en la Figura 22 para
calcular la proporcion acumulativa que sobreviven hasta el tiempo t, o tasa de supervivencia
acumulativa, de la misma forma que se indico en el ejemplo previo.

Una vez calculada la probabilidad de supervivencia, ésta puede representarse
graficamente, tal como se observa en la Figura 23. Si la Gltima observacion es censurada, el
estimador no llega a cero, como se ve en la figura en el caso del tratamiento B. Los peldafios

de la escalera que desciende se deben a los tiempos no censurados.
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Columna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Columna 5
. Orden de las
Tiempo de ob -
supervivencia| N° de orden |2PS€MVacionesi(y, ./ —r +1)
no censuradas
en meses (r)
Tratamiento A
3 1 1 4/5=0,80 0.8
5 2 3 3/4=0,75 0,6
7 3 3 2/3=0,67 0,4
9+ 4 -- -- --
18 3 5 0 0,0
Tratamiento B
12 1 1 4/5=0.80 0,80
19 2 2 3/4=0,75 0,60
20 3 3 2/3=0,67 0.40
20+ 4 -- -- --
30+ 5 - - —

Figura 22. Tabla para el célculo de la tasa de supervivencia acumulativa.
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Figura 23. Curva de Kaplan-Meier.
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3.6.7.2.  Prueba de Mantel-Cox

Para contrastar las funciones de supervivencia de varias poblaciones se suele utilizar
un test no paramétrico, la prueba de Mantel-Cox (Lee & Wang, 2003). Es un estimador 2
que compara las estimaciones de la funcion de riesgo de dos o més grupos en cada unidad
de tiempo en que ocurre un evento. Se construye comparando el nimero observado y
esperado de sucesos en uno de los grupos en cada uno de esos momentos y agrupando los
resultados para obtener un valor global. De esta forma se calcula si existen diferencias
significativas entre los diversos grupos sometidos al analisis de supervivencia (p<0.05)

En el presente estudio hemos analizado estos métodos para estimar diferencias en la
aparicion de los AEs en los genotipos de riesgo significativo utilizando para ello el paquete

estadistico SPSS 22.0.2.
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4. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LAS

POBLACIONES ESTUDIADAS

4.1.1. Grupo Fetal

4.1.1.1. Edad gestacional
La edad media gestacional del grupo fetal fue de 13 semanas mas 5 dias con un
rango comprendido entre 3 y 26 semanas Yy una desviacion tipica de 5 semanas mas 2
dias. El 44 % de éstos fueron AE de primer trimestre y el 56% del segundo,
considerando la semana 12 el limite entre los dos trimestres.
La distribucion por edades gestacionales del grupo fetal en primer y segundo
trimestre se muestra en las Figura 24 y Figura 25. EI 47,5% de los abortos del primer

trimestre presentan una edad gestacional entre las 10 y 12 semanas.

41.1.2. Edad materna
La edad media materna fue de 31,58 con un rango comprendido entre 15a 44y
una desviacion tipica de 6,17 afos.
La distribucion por frecuencias de edad materna se muestra en la Figura 26.
El 8,63% de las madres del grupo fetal tienen edades comprendidas entre 40 y 44 afios

y el resto entre 15 y 39.
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PRIMER TRIMESTRE
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Figura 24. Distribucidn por edades gestacionales del grupo fetal en el primer

trimestre.

SEGUNDO TRIMESTRE

13-15 16-18 19-21 22-24 25-27
SEMANA GESTACIONAL

N W W b
v o u O

FRECUENCIA DE CASOS (%)
2 RN
o (6] o (6, o

Figura 25. Distribucion por edades gestacionales del grupo fetal en el segundo

trimestre.
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EDAD MATERNA
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Figura 26. Distribucion por edad materna.

4.1.1.3. Tipo de aborto
Segun la edad gestacional en que se produce el aborto, podemos diferenciar los
abortos precoces, los cuales ocurren durante el primer trimestre (hasta las 12
semanas), o tardios, que corresponden a los que se producen en el segundo trimestre.
Los abortos precoces (80-85%) predominan sobre los tardios, por ser mas frecuentes
las causas que actuian de forma maés precoz en la gestacion. En la Figura 27 se puede
observar que el grupo fetal de nuestro estudio cuenta con un mayor porcentaje de

abortos tardios (55,56%).
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TIPO DE ABORTO

m PRECOZ
= TARDIO

Figura 27. Tipo de aborto.

4.1.2. Grupo Control

La edad media de los 331 estudiantes universitarios voluntarios, de raza blanca,
sanos y europeos fue de 20,73 con una desviacion tipica de 2,69 afios.
En cuanto a la distribucion de sexos dentro del grupo control, el 42% eran

varones y el 58% mujeres.
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4.2. FRECUENCIAS ALELICAS Y FRECUENCIAS

GENOTIPICAS

En la Tabla 3 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas en el grupo
casos y en el grupo control de los 8 polimorfismos genéticos objeto de estudio:
SRD5A2 (rs523349, rs9282858), CYP19A1 (rs4646, rs10046, rs2236722) y ESR1

(rs9340799, rs2234693, rs6932902).
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Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas

Gen Referencia Genotipo CIn(%)] AE[n(%)]

C 460 (0.75) 116 (0.54)
G 154 (0.25) 8 (0.46)
rs523349 c/c 173 (56.4) 28 (26.2)
Cc/G 114 (37.1) 60 (56.1)
SRD5A2 G/G 20 (6.5) 9(17.8)
G 639 (0.98)  282(0.98)
A 15 (0.02) 6 (0.02)
rs9282858 G/G 312 (95.4) 139 (96.5)
A/G 15 (4.6) 4(2.8)
A/A 0 (0) 1(0.7)
C 476 (0.73) 199 (0.72)
A 174 (0.27) 79 (0.28)
rs4646 c/c 179 (55.1) 67 (48.2)
A/C 118 (36.3) 65 (46.8)
A/A 28 (8.6) 7 (5)
G 320(0.5) 122 (0.56)
A 322(0.5) 6 (0.44)
CYP19A1
rs10046 G/G 86 (26.8) 29 (26.6)
A/G 148 (46.1) 64 (58.7)
A/A 87 (27.1) 6(14.7)
A 649 (1) 239 (0.98)
G 1(0) 5(0.02)
rs2236722
A/A 324 (99.7) 117 (95.9)
A/G 1(0.3) 5(4.1)
A 396 (0.65) 88 (0.53)
G 210 (0.35) 78 (0.47)
rs9340799 A/A 137 (45.2) 33(39.8)
A/G 122 (40.3) 22 (26.5)
G/G 44 (14.5) 28 (33.7)
T 368 (0.56)  137(0.52)
C 284 (0.44)  127(0.48)
ESR1 rs2234693 T/T 107 (32.8) 32(24.2)
C/T 154 (47.2) 73 (55.3)
c/c 65 (19.9) 27 (20.4)
G 575 (0.9) 232 (0.89)
A 65(0.1) 28(0.11)
rs6932902 G/G 256 (80) 104 (80)
A/G 63 (19.7) 24 (18.5)
A/A 1(0.3) 2 (1.5)

C: Controles, AE: Abortos espontaneos
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4.3. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

En las Tabla 4, Tabla 5y Tabla 6 se observan los resultados del analisis de

equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada SNP teniendo en cuenta los casos, los

controles y la muestra completa. Cada tabla recoge los resultados de un gen.

Tabla 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPS del gen SRD5A2 estudiados.

rs523349
c/C C/G G/G C G p-valor
TODOS 201 174 39 576 252 0.91
CONTROLES 173 114 20 460 154 0.88
CASOS 28 60 19 116 98 0.24
rs9282858
G/G A/G A/A G A p-valor
TODOS 451 19 1 921 21 0.2
CONTROLES 312 15 0 639 15 1
CASOS 139 4 1 282 6 0.052
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Tabla 5. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPS del gen CYP19A1 estudiados.

rs4646
c/C A/C A/A C A p-valor
TODOS 246 183 35 675 253 0.91
CONTROLES 179 118 28 476 174 0.2
CASOS 67 65 7 199 79 0.097
rs10046
c/C T/C T/T C T p-valor
TODOS 115 212 103 442 418 0.77
CONTROLES 86 148 87 320 322 0.18
CASOS 29 64 16 122 96 0.055
rs2236722
T/T T/C c/C T C p-valor
TODOS 441 6 0 888 6 1
CONTROLES 324 1 0 649 1 1
CASOS 117 5 0 239 5 1

Tabla 6. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPS del gen ESR1 estudiados.

rs9340799
A/A A/G G/G A G p-valor
TODOS 170 144 72 484 288 *<0.0001
CONTROLES 137 122 44 396 210 0.057
CASOS 33 22 28 88 78 *<0.0001
rs2234693
T/T c/T c/C T C p-valor
TODOS 139 227 92 505 411 1
CONTROLES 107 154 65 368 284 0.5
CASOS 32 73 27 137 127 0.29
rs6932902
G/G A/G A/A G A p-valor
TODOS 360 87 3 807 93 0.61
CONTROLES 256 63 1 575 65 0.22
CASOS 104 24 2 232 28 0.64
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Como se observa en las Tabla 4 y Tabla 5, todos los SNPs de los genes
SRD5A2 y CYP19A1 se encuentran en EHW, es decir, se puede aceptar que las
frecuencias genotipicas observadas para cada SNP son compatibles con EHW. En
cambio, para el rs9340799 del ESR1 (Tabla 6) se observan valores de p significativos
para el grupo de AE y la poblacion completa, lo que indica que ambas muestras se
encuentran en desequilibrio de HW. La poblacion de controles para todos los

polimorfismos analizados se encuentra en EHW.

113



RESULTADOS

4.4. ANALISIS DE  ASOCIACION DE  GENOTIPOS

INDIVIDUALES Y MODELOS DE HERENCIA

En primer lugar se presentan las tablas donde vienen expresados los valores de
p obtenidos de las pruebas de asociacion alélicas con la enfermedad utilizando un
modelo de regresion logistica (Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9). Ademas se incluye el valor
de OR con un 95% de intervalo de confianza para cada genotipo (test Cochran’s-

Haenzel). Cada tabla se recoge los resultados de un gen.

Los polimorfismos rs523349 (SRD5A2), rs2236722 (CYP19A1) y rs9340799
(ESR1) presentaron diferencias significativas en sus frecuencias alélicas entre grupo
control y los AEs. Se considera significativo un valor de p<0,05 con un 95% de

intervalo de confianza.

Tabla 7. Analisis de asociacidn alélica de los SNPs del gen

SRD5A2 con AE.
Estadistica
Referencia Alelo
OR (95% ClI) p-Valor
rs523349 C 1 .
<0.0001
G 2.52 (1.82-3.49)
G 1
rs9282858 0.8405
A 1.10 (0.42-2.87)
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El polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 mostrd un patrdn claro de relacion
con el AE observandose una correlacion de riesgo con el alelo G (OR=2.52, 95%

IC=1.82-3.49, p<0.0001).

Tabla 8. Analisis de asociacidn alélica de los SNPs del gen

CYP19A1 con AE.
Estadistica
Ref i Alel
eterencia elo OR (95% Cl) p-Valor
C 1
rs4646 0.6056
A 1.09 (0.79-1.48)
G 1
rs10046 0.1187
A 1.28 (0.94-1.74)
A 1
rs2236722 *0.0175
G 13.58 (1.58-116.81)

En cuanto al gen CYP19A1, los polimorfismo rs4646 y rs10046 no mostraron
diferencias significativas en sus frecuencias alélicas, mientras que en el mismo gen, el
alelo G del polimorfismo rs2236722 presentd un alto riesgo (OR=13.58, 95% IC=1.58-

116.81, p=0.0175).
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Tabla 9. Analisis de asociacidn alélica de los SNPs del gen

ESR1 con AE.
Estadistica
Referencia Alelo
OR (95% ClI) p-Valor
A 1
rs9340799 *0.0038
G 1.67 (1.18-2.37)
T 1
rs2234693 0.2103
C 1.20 (0.90-1.60)
G 1
rs6932902 0.7843
A 1.07 (0.67-1.70)

El polimorfismo rs9340799 del gen ESR1, definido por la enzima de restriccion
Xbal, present6 diferencias significativas para el alelo G (OR=1.67, 95% IC=1.18-2.37,

p=0.0038).

4.4.1. Modelos de herencia

Para estudiar la asociacion con la enfermedad y establecer el modelo de
herencia mas adecuado para cada uno de los 8 polimorfismos analizados, se hizo otro
estudio de regresion logistica para el calculo de odds ratio (OR) en funcion de los 5
modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo, sobredominante y aditivo) y
se aplico el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) y el Criterio de Informacion
Bayesiano (BIC). Estos resultados estan expresados en la Tabla 10-17 y el modelo

seleccionado se encuentra sombreado en cada caso.
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El polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2, mostr6 un patron claro de relacion
con el AE observandose una correlacion de riesgo que pormenorizada en sus genotipos
se expresa como una OR de 3.25, 95% 1C=1.96-5.40, p<0.0001 para el heterocigotico
CGyOR de 5.87,95% 1C=2.79-12.35, p<0.0001 para el homocigético GG (Tabla 10).
Se puede observar que cada copia de G modifica el riesgo en una cantidad aditiva, lo
homocigotos GG tienen aproximadamente el doble de riesgo que los heterocigotos CG.

Se ajusta a un modelo aditivo.

En cuanto al gen CYP19A1, el polimorfismo rs4646 (Tabla 12) mostrd
diferencias significativas en heterocigocia, AC (OR de 1.54, 95% [C=1.03-2.30,
p=0.036), siendo el modelo que mejor se ajusta el sobredominante. Sin embargo,
aunque el SNP rs10046 (Tabla 13) que mostré un riesgo significativo en el
heterocigotico AG (OR de 1.66, 95% IC=1.07-2.58, p=0.023), su modelo de herencia
se ajusta a un modelo recesivo donde se observa una alta proteccion para el
homocigético AA (OR de 0.46, 95% 1C=0.26-0.83, p=0.0064). En el mismo gen
CYP19A1, el rs2236722 (Tabla 14) mostr6 un alto riesgo en su genotipo
heterocigotico que se evidencid a pesar de su poco impacto poblacional AG (OR de

13.85, 95% 1C=1.60-119.76, p=0.0039).

Por ultimo, el polimorfismo rs9340799 del gen ESR1 (Tabla 15), definido por
la enzima de restriccion Xbal, presentd diferencias significativas para el homocigoto
GG (OR=3.00, 95% 1C=1.72-5.23, p=0,0002), ajustandose a un modelo de herencia
recesivo, mientras que los otros dos SNPs estudiados en el mismo gen, rs2234693 y

rs6932902, no mostraron asociacion con la enfermedad (Tabla 16 y Tabla 17).
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Tabla 10. Asociacidn genotipica del polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 con AE de causa
desconocida en funcién del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
c/C 173 (56.4) 28 (26.2) 1.00
Co C/G 114 (37.1) 60 (56.1) 3.25 (1.96-5.40) *<0.0001 446.5 458.6
G/G 20 (6.5) 19 (17.8)  5.87(2.79-12.35)
c/C 173 (56.4) 28 (26.2) 1.00
Do *<0.0001 447.2 455.3
CG-GG 134 (43.6) 79 (73.8) 3.64 (2.24-5.93)
C/C-C/G 287 (93.5) 88 (82.2) 1.00
Re *0.0012 466.7 4747
G/G 20 (6.5) 19 (17.8) 3.10 (1.58-6.07)
C/C-G/G 193 (62.9) 47 (43.9) 1.00
S-Do *0.0007 465.6 473.6
C/G 114 (37.1) 60 (56.1) 2.16 (1.38-3.38)
Ad 2.61(1.85-3.69) *<0.0001 4459 454

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontdneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacidon de Akaike, BIC: Criterio de
Informacién Bayesiano

Tabla 11. Asociacion genotipica del polimorfismo rs9282858 del gen SRD5A2 con AE de causa
desconocida en funcién del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
G/G 312 (95.4%) 139 (96.5%) 1.00
0.57 583.6 591.9
A/G 15 (4.6%) 5(3.5%) 0.75 (0.27-2.10)

C: Controles, AE: Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio, AlIC: Criterio de Informacion de Akaike,
BIC: Criterio de Informacion Bayesiano
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Tabla 12. Asociacidn genotipica del polimorfismo rs4646 del gen CYP19A1 con AE de causa

desconocida en funcion del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
c/C 179 (55.1) 67 (48.2) 1.00
Co A/C 118 (36.3) 65 (46.8) 1.47 (0.97-2.22) 0.071 567.3 579.7
A/A 28 (8.6) 7(5) 0.67 (0.28-1.60)
c/c 179 (55.1) 67 (48.2) 1.00
Do 0.17 568.7 577
A/C-A/A 146 (44.9) 72 (51.8) 1.32(0.88-1.96)
C/C-A/C 297 (91.4) 132 (95) 1.00
Re 0.17 568.6 576.9
A/A 28 (8.6) 7(5) 0.56 (0.24-1.32)
C/C-A/A 207 (63.7) 74 (53.2) 1.00
S-Do *0.036 566.1 574.4
A/C 118 (36.3) 65 (46.8) 1.54 (1.03-2.30)
Ad 1.09 (0.79-1.48) 0.61 570.3 578.6

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacién de Akaike, BIC: Criterio de

Informacién Bayesiano

Tabla 13. Asociacion genotipica del polimorfismo rs10046 del gen CYP19A1 con AE de causa

desconocida en funcion del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
G/G 86 (26.8) 29 (26.6) 1.00
Co A/G 148 (46.1) 64 (58.7) 1.28 (0.77-2.14) *0.015 484.5 496.7
A/A 87 (27.1) 16 (14.7) 0.55 (0.28-1.08)
G/G 86 (26.8) 29 (26.6) 1.00
Do 0.97 490.9 499
A/G-A/A 235 (73.2) 80 (73.4) 1.01 (0.62-1.65)
G/G-A/G 234 (72.9) 93 (85.3) 1.00
Re *0.0064 483.4 491.6
A/A 87 (27.1) 16 (14.7) 0.46 (0.26-0.83)
G/G-A/A 173 (53.9) 45 (41.3) 1.00
S-Do *0.023 485.7 493.8
A/G 148 (46.1) 64 (58.7) 1.66 (1.07-2.58)
Ad 0.78 (0.58-1.07) 0.12 488.5 496.6

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacion de Akaike, BIC: Criterio de

Informacién Bayesiano
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Tabla 14. Asociacidn genotipica del polimorfismo rs2236722 del gen CYP19A1 con AE de causa
desconocida en funcion del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
A/A 324 (99.7) 117 (95.9) 1.00
- 13.85 (1.60- *0.0039 519.7 527.9
A/G 1(0.3) 5(4.1) 1 19'(7 6)

C: Controles, AE: Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacién de Akaike, BIC:
Criterio de Informacién Bayesiano

Tabla 15. Asociacidn genotipica del polimorfismo rs9340799 del gen ESR1 con AE de causa
desconocida en funcion del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
A/A 137 (45.2) 33(39.8) 1.00
Co A/G 122 (40.3) 22(26.5)  0.75(0.41-1.35) *0.0005 392.7 404.5
G/G 44 (14.5) 28(33.7)  2.64(1.44-4.85)
A/A 137 (45.2) 33(39.8) 1.00
Do 0.37 405.1 413
A/G-G/G 166 (54.8) 50 (60.2) 1.25 (0.76-2.05)
A/A-A/G 259 (85.5) 55 (66.3) 1.00
Re *0.0002 391.6 399.5
G/G 44 (14.5) 28(33.7)  3.00(1.72-5.23)
A/A-G/G 181 (59.7) 61 (73.5) 1.00
S-Do *0.019 400.4 408.3
A/G 122 (40.3) 22(26.5)  0.54(0.31-0.92)
Ad 1.54 (1.12-2.11) *0.0085 398.9 406.8

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontdneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacion de Akaike, BIC: Criterio de
Informacién Bayesiano

120



RESULTADOS

Tabla 16. Asociacidn genotipica del polimorfismo rs2234693 del gen ESR1 con AE de causa
desconocida en funcion del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
T/T 107 (32.8) 32 (24.2) 1.00
Co c/T 154 (47.2) 73 (55.3) 1.59 (0.98-2.57) 0.17 552.5 564.9
c/C 65 (19.9) 27 (20.4) 1.39 (0.76-2.53)
T/T 107 (32.8) 32 (24.2) 1.00
Do 0.067 550.7 559
C/T-C/C 219 (67.2) 100 (75.8)  1.53(0.96-2.42)
T/T-C/T 261 (80.1) 105 (79.5) 1.00
Re 0.9 554.1 562.3
c/C 65 (19.9) 27 (20.4) 1.03 (0.62-1.71)
T/T-C/C 172 (52.8) 59 (44.7) 1.00
S-Do 0.12 551.6 559.9
c/T 154 (47.2) 73 (55.3) 1.38 (0.92-2.07)
Ad 1.20 (0.90-1.60) 0.21 552.5 560.8

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacién de Akaike, BIC: Criterio de

Informacién Bayesiano

Tabla 17. Asociacion genotipica del polimorfismo rs6932902 del gen ESR1 con AE de causa
desconocida en funcién del modelo de herencia.

Modelo Genotipo C[n(%)] AE[n(%)] OR(95% Cl) P-valor AIC BIC
G/G 256 (80) 104 (80) 1.00
Co A/G 63 (19.7) 24 (18.5) 0.94 (0.56-1.58) 0.39 545.1 557.5
A/A 1(0.3) 2 (1.5) 4.92 (0.44-54.88)
G/G 256 (80) 104 (80) 1.00
Do 545 553.3
A/G-A/A 64 (20) 26 (20) 1.00 (0.60-1.66)
G/G-A/G 319 (99.7) 128 (98.5) 1.00
Re 0.17 543.2 551.4
A/A 1(0.3) 2(1.5) 4.98 (0.45-55.45)
G/G-A/A 257 (80.3) 106 (81.5) 1.00
S-Do 0.76 544.9 553.2
A/G 63 (19.7) 24 (18.5) 0.92 (0.55-1.56)
Ad 1.07 (0.66-1.73) 0.78 545 553.2

Co: Codominante, Do: Dominante, Re: Recesivo, S-Do: Sobredominante, Ad: Aditivo, C: Controles, AE:
Abortos espontdneos, OR: Odds Ratio, AIC: Criterio de Informacion de Akaike, BIC: Criterio de

Informacién Bayesiano
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4.4.2. Genotipos individuales divididos por trimestres

gestacionales

A continuacion se muestra en las Tabla 18, Tabla 19 y Tabla 20 los datos
analizados por trimestres gestacionales seguin los modelos de herencia propuestos en el
andlisis general de asociacion. En general los patrones de frecuencias para los genotipos
estudiados son similares en ambos grupos, aunque en algunos casos se perdieron las

significaciones en el primer trimestre. Cada tabla muestra los resultados de un gen.

Resulté remarcable el hecho de que aun conservando los mismos patrones, la
potencia de los resultados estadisticos en los conceptos de riesgo y proteccion se
incrementaron en el segundo trimestre comparandolos con los resultados obtenidos en
el primer trimestre: OR 3.77 (p <0.0001) frente a 1.72 (p=0.028) en modelo aditivo de
rs523349, OR 2.07 (p=0.0098) frente a 1.82 (p=0.039) en modelo sobredominante de
rs4646, OR 0.32 (p=0.0085) frente a 0.63 (p=0.25) en modelo recesivo de rs10046, OR
20.25 (p=0.0049) frente 6.75 (p=0.21) en modelo dominante de rs2236722. Tan solo el
rs9340799 mostrd un mayor riesgo en el primer trimestre (OR 2.40, p=0.034, frente

3.33, p=0.0028).

En cambio, el polimorfismo rs2234693 que en el analisis de la poblacién total
no mostraba diferencias significativas (OR=1.53, p=0.067), mostro asociacion una gran

potencia estadistica en el segundo trimestre (OR=4.89, p=0.0001).
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Tabla 18. Asociacidn genotipica de los polimorfismos del gen SRD5A2 con AE de causa desconocida

divididos por trimestres gestacionales.

Referencia rs523349 rs9282858
Modelo Aditivo -
Genotipo c/c C/G G/G G/G A/G
Cln(%)] 173(56.4) 114 (37.1) 20 (6.5) 312 (95.4) 15 (4.6)
Frecuencias
PRIMER genotipicas EA[n(%)] 18(42.9) 17 (40.5) 7 (16.7) 54 (96.4) 2 (3.6)
TRIMESTRE OR (95% Cl) 1.72 (1.07-2.76) 1.00 0.77 (0.17-3.46)
Estadistica
P *0.028 0.73
CIn(%)] 173(56.4) 114 (37.1) 20(6.5)  312(95.4) 15 (4.6)
Frecuencias
genotipicas EA[n(%)]  5(10.6) 34(72.3) 8(17) 63 (98.4) 1(1.6)
SEGUNDO
TRIMESTRE OR (95% Cl) 3.77 (2.29-6.19) 1.00 0.33 (0.04-2.54)
Estadistica
*<0.0001 0.21

p

C: Controles, AE: Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio
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Tabla 19. Asociacion genotipica de los polimorfismos del gen CYP19A1 con AE de causa desconocida divididos por trimestres gestacionales.

Referencia rs4646 rs10046 rs2236722
Modelo Sobredominante Recesivo -
Genotipo C/C-A/A A/C G/G-A/G A/A A/A A/G
9 207 (63.7 118 (36.3 234 (72.9 87 (27.1 324 (99.7 1(0.3
Frecuencias C[n (%)] (63.7) (36.3) (72.9) (27.1) (99.7) (0.3)
genotipicas EA [n (%)] 28 (49.1) 29 (50.9) 34 (81) 8(19.1) 48 (98) 1(2)
PRIMER
TRIMESTRE OR (95% Cl) 1.00 1.82 (1.03-3.20) 1.00 0.63 (0.28-1.42) 1.00 6.75 (0.42-109.72)
Estadistica
p *0.039 0.25 0.21
C[n (%)] 207 (63.7) 118 (36.3) 234 (72.9) 87(27.1) 324 (99.7) 1(0.3)
Frecuencias
genotipicas EA [n (%)] 28 (45.9) 33(54.1) 42 (89.4) 5(10.6) 48 (94.1) 3(5.9)
SEGUNDO
TRIMESTRE OR (95% CI) 1.00 2.07 (1.19-3.59) 1.00 0.32 (0.12-0.84) 1.00 20.25 (2.06-198.66)
Estadistica
p *0.0098 *0.0085 * 0.0049

C: Controles, AE: Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio
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Tabla 20. Asociacidn genotipica de los polimorfismos del gen ESR1 con AE de causa desconocida divididos por trimestres

gestacionales.

Referencia rs9340799 rs2234693 rs6932902
Modelo Recesivo Dominante Recesivo
Genotipo A/A-A/G G/G T/T C/T-C/C G/G-A/G A/A
9 259 (85.5 44 (14.5 107 (32.8 219 (67.2 319 (99.7 1(0.3
Frecuencias C[n (%)] (85.5) (14.5) (32.8) (67.2) (99.7) (0.3)
genotipicas EA [n (%)] 23 (63.9) 13 (36.1) 21(38.9) 33 (61.1) 47 (95.9) 2(4.1)
PRIMER
TRIMESTRE OR (95% Cl) 1.00 3.33 (1.57-7.05) 1.00 0.77 (0.42-1.39) 1.00 13.57 (1.21-152.65)
Estadistica
P *0.0028 0.39 0.032
Cn(%)] 259 (85.5) 44 (14.5) 107 (32.8) 219 (67.2) 319 (99.7) 1(0.3)
Frecuencias
genotipicas EA [n (%)] 27 (71) 11 (28.9) 5(9.1) 50 (90.9) 57 (100) 0 (0)
SEGUNDO
TRIMESTRE OR (95% CI) 1.00 2.40 (1.11-5.18) 1.00 4.89 (1.89-12.61) 1.00 0.00 (0.00-NA)
Estadistica
P *0.034 *0.0001 0.57

C: Controles, AE: Abortos espontaneos, OR: Odds Ratio
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4.5. ESTUDIO DEL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

A continuacion se muestra la medida de DL (D, D’, r y p-valor) para los
polimorfismos de los tres genes estudiados: SRD5A2 (Tabla 21), CYP19A1 (Tabla
22) y ESR1 (Tabla 23). En algunas parejas de polimorfismos analizados se obtienen
valores de p superiores a 0.05, lo que indica la independencia de estos marcadores en
las poblaciones de estudio, por el contrario, aquellas parejas que muestran valores
cercanos a 1 de D’ y una p < 0.05 consideramos que se encuentran en desequilibrio de

ligamiento.

4.5.1. Gen SRD5A2

Segln los resultados obtenidos en la Tabla 21 se puede deducir que los
polimorfismos rs523349 y rs9282858 del gen SRD5A2 no se encuentran en

desequilibrio de ligamiento.
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Tabla 21. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos

RESULTADOS

estudiados en el gen SRD5A2

D
rs523349 rs9282858
rs523349 -0.0021
rs9282858
D'
rs523349 rs9282858
rs523349 0.3065
rs9282858
r
rs523349 rs9282858
rs523349 -0.0306
rs9282858
p-Valor
rs523349 rs9282858
rs523349 0.3795
rs9282858

4.5.2. Gen CYP19Al

Los 3 polimorfismos estudiados del gen CYP19A1 (rs4646, rs10046 y
1s2236722), presentaron valores de D’ muy préximos a 1 y un valores de p <0.05 en el
estudio de ligamiento, lo que indica que se encuentran en desequilibrio de ligamiento

(Tabla 22).
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Tabla 22. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos
estudiados en el gen CYP19A1

D
rs4646 rs10046 rs2236722
rs4646 . -0.1238 0.0048
rs10046 . . 0.0034
rs2236722
D'
rs4646 rs10046 rs2236722
rs4646 . 0.9342 0.9903
rs10046 . . 0.9862
rs2236722
r
rs4646 rs10046 rs2236722
rs4646 . -0.5562 0.133
rs10046 . . 0.0834
rs2236722
p-Valor
rs4646 rs10046 rs2236722
rs4646 . <0.0001 0.0001
rs10046 . . 0.0156
rs2236722

45.3. Gen ESR1

De los resultados obtenidos en la Tabla 23 se puede concluir que los SNPs
rs9340799 y rs2234693 del gen ESR1 se encuentran en desequilibrio de ligamiento
con un valor de D’ igual a 0.8805. Por el contrario, el rs6932902 del mismo gen no

presenta una p significativa cuando se combina con rs9340799 o rs2234693.
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Tabla 23. Desequilibrio de ligamiento de los
polimorfismos estudiados en el gen ESR1

D
rs9340799  rs2234693  rs6932902
rs9340799 0.1811 0.0127
rs2234693 0.0032
rs6932902
D'
rs9340799  rs2234693  rs6932902
rs9340799 0.8805 0.1963
rs2234693 0.0563
rs6932902
r
rs9340799  rs2234693  rs6932902
rs9340799 0.7528 0.0864
rs2234693 0.0212
rs6932902
p-Valor
rs9340799  rs2234693  rs6932902
rs9340799 <0.0001 0.0176
rs2234693 0.5277
rs6932902
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4.6. ESTUDIO DE ASOCIACION HAPLOTIPICA

En las Tablas 24-26 se observan los resultados del analisis de asociacion para

los haplotipos formados por dos o tres SNPs a la vez, de un Unico gen.

4.6.1. Gen SRD5A2

Analizando los haplotipos formados por los dos SNPs del gen SRD5A2 (Tabla
24) observamos que el haplotipo asociado de manera significativa con el AE de causa
desconocida es el formado por el alelo G de rs523349 y el alelo G de rs9282858

(p<0.0001).

Tabla 24. Prueba de asociacion haplotipica para SNPs de SRD5A2.

Frecuencias

Haplotipo haplotipicas Estadistica
rs523349/rs9282858 C AE Freq OR (IC95% ) p-Valor
C/G 0.7263 05411  0.6696 1.00
G/G 0.2508  0.4379  0.3081 2.38 (1.67 - 3.38) *<0.0001
C/A 0.0229 0 0.0159 0.00 (-Inf - Inf) 1

C: Controles, AE: Abortos Espontdneos, Freq: Frecuencia, OR: Odds ratio

4.6.2. Gen CYP19A1

En cuanto al gen CYP19AL1 ningun haplotipo formado por los 3 polimorfismos

analizados arrojo resultados significativos (Tabla 25).
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Tabla 25. Prueba de asociacion haplotipica para SNPs de CYP19A1.

Frecuencias

Haplotipo haplotipicas Estadistica
rs4646/rs10046 C AE Freq OR (IC95% ) p-Valor
C/A 0.4964  0.4372  0.4781 1.00
A/G 0.2618  0.2655  0.2631 1.17 (0.83 - 1.66) 0.37
C/G 0.2359  0.2779  0.2489 1.36 (0.91 - 2.04) 0.13
rs4646/rs2236722 C AE Freq OR (IC95% ) p-Valor
C/A 0.7323 07087  0.725 1.00
A/A 0.2661  0.2713  0.2677 1.07 (0.78 - 1.46) 0.69
rs10046/rs2236722 C AE Freq OR (IC95% ) p-Valor
G/A 0.497 0.5619  0.5162 1.00
A/A 0.5015 0.418 0.477 0.78 (0.57 - 1.06) 0.11
rs4646/rs10046/rs2236722 C AE Freq OR (IC95% ) p-Valor
C/A/A 0.4964  0.439 0.4777 1.00
A/G/A 0.2603  0.2508  0.2572 1.15 (0.81 - 1.64) 0.43
C/G/A 0.2359 0.271 0.2477 1.40(0.93 - 2.11) 0.11

C: Controles, AE: Abortos Espontaneos, Freq: Frecuencia ,OR: Odds ratio

4.6.3. Gen ESR1

En la Tabla 26 se puede observar que el haplotipo formado por el alelo A del
rs9340799 (Xbal) y el alelo C del rs2234693 (Pvull) del gen ESR1 esta asociado
estadisticamente con la enfermedad (OR=1.85, p=0.023). Con mayor potencia
estadistica y un riesgo mucho superior esta asociado el haplotipo formado por el alelo
G de Xbal y el alelo T de Pvull (OR=30.84, p<0.0001). Los haplotipos dobles con el
rs6932902 no mostraron diferencias significativas, sin embargo, cuando se asocian los
haplotipos anteriormente mencionados (AC y GT de Xbal/Pvull) con el alelo G de este

polimorfismo los riesgo aumentan considerablemente (2.00 y 50.31 respectivamente).
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Tabla 26. Prueba de asociacion haplotipica para SNPs de ESR1.

Frecuencias

Haplotipo haplotipicas Estadistica
rs9340799/rs2234693 C AE Freq OR (IC 95%) p-Valor
A/T 0.5607 0.412 0.5185 1.00
G/C 0334 03489  0.3383 1.25(0.89 - 1.75) 0.2
A/C 0.1016 0.1391  0.113 1.85 (1.09 - 3.13) *0.023
G/T 0.0037 0.1 0.0303  30.84 (6.56-144.99)  *<0.0001
rs9340799/rs6932902 C AE Freq OR (IC 95%) p-Valor
A/G 0.5936  0.5042  0.5695 1.00
G/G 0.305  0.3881  0.3272 1.36 (0.95 - 1.94) 0.093
A/A 0.0602  0.0342  0.0527 0.67 (0.27 - 1.64) 0.38
G/A 0.0413  0.0735  0.0505 1.92 (0.97 - 3.81) 0.063
rs2234693/rs6932902 C AE Freq OR (IC 95%) p-Valor
T/G 0.5107  0.4652  0.4973 1.00
C/G 0.3877  0.4272  0.3993 1.21(0.88 - 1.67) 0.24
T/A 0.0537  0.0536  0.0536 1.10 (0.49 - 2.49) 0.81
C/A 0.0478  0.054  0.0497 1.24 (0.56 - 2.71) 0.59
rs9340799/rs2234693/rs6932902 C AE Freq OR (IC 95%) p-Valor
A/T/G 0.5077  0.3744  0.4687 1.00
G/C/G 0.2948  0.2902  0.2917 1.18 (0.80 - 1.73) 0.41
A/C/G 0.094 0.1449  0.1104 2.00 (1.13 - 3.51) *0.017
A/T/A 0.0531  0.0391 0.05 0.97 (0.39 - 2.44) 0.95
G/C/A 0.0391  0.0524  0.0447 1.73 (0.74 - 4.07) 0.21
G/T/G 0.0022 0.0828  0.026  50.31(6.05-417.99)  *0.0003

C: Controles, AE: Abortos Espontaneos, Freq: frecuencia, OR: Odds ratio
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4.7. ESTUDIO DE INTERACCIONES GENICAS

Se estudiaron las interacciones génicas de los polimorfismos de diferentes genes
manteniendo los modelos de herencia seleccionados en cada caso. En primer lugar se
enfrentd el rs523349 y rs9282858 del gen SRD5A2 a los polimorfismos rs4646
(sobredominante), rs10046 (recesivo) y rs2236722 del gen CYP19A1 y al rs9340799
(recesivo), rs2234693 (dominante) y rs6932902 (recesivo) del ESR1. En segundo lugar,
se analizo la interaccion de éstos altimos SNPs del gen ESR1 con los polimorfismos

del gen CYP19AL1 (rs4646, 10046 y rs2236722).

Se observaron multiples asociaciones con un posible efecto epistatico entre los
distintos polimorfismos estudiados, la mayoria de ellas no superaban las ORs halladas
en los genotipos individuales, sin embargo, en algunos casos como en las interacciones
GG/AC (rs523349/rs4646) y CG/IAG (rs523349/rs2236722) (Tabla 27, Tabla 28,
Tabla 29, Tabla 30 y Tabla 31) las OR de las mencionadas interacciones superaban
las OR de los genotipos individuales, lo que nos lleva a plantearnos posibles

sinergias sobre el efecto abortivo.
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Tabla 27. Interacciones génicas del polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 con el resto de SNPs estudiados.

RESULTADOS

c/c c/G G/G
Referencia Modelo C EA OR C EA OR C EA OR
(n) (n) (95% C1) P (n) (n) (95% CI) P (n) (n) (95% CI) P
2.11(1.02- 4.76 (1.90-
C/CA/A 100 14 1.00 78 23 4.36) 0.0447 18 12 11.95) 0.0009
rs4646 1.37 (0.62 6.55 (3.15 14.28 (2.39
. . = . . - * . . - *
A/C 73 14 3.05) 0.4406 36 33 12.61) <.0001 2 4 85.32) 0.0035
4.10 (2.23- 5.21(2.12-
G/GA/G 125 18 1.00 83 49 7.52) <.0001 16 12 12.77) 0.0003
rs10046 1.08 (0.42 0.90 (0.28 6.94 (1.30
. . = . . - . . - *
A/A 45 7 2.76) 0.8718 31 4 >.84) 0.8519 3 3 37.07) 0.0233
2.76 (1.63- 573 (2.69-
A/A 172 27 1.00 113 49 4.68) 0.0002 20 18 12.20) <.0001
rs2236722 2.09 (0.08 69 (3.71
. . - . - * _ _
A/G 1 0 52.64) 0.6540 0 5 1283.13) 0.0045 0 0
227 (1.11- 6.48 (2.45-
A/AA/G 136 14 1.00 - 94 22 2.67) 0.0253 15 10 17.10) 0.0002
rs9340799 3.24 (1.23 8.33(3.23 7.28 (1.48
. . - * . . . - *< . . . - * X
G/G 24 8 8.55) 0.0177 14 12 21.47) 0001 4 3 35.90) 0.0147
2.08 (0.74- 1.51 (0.15-
T/T 53 7 1.00 - 40 11 5.85) 0.1640 5 1 14.91) 0.7222
rs2234693 1.13 (0.45 4.60 (1.93 9.08 (3.20
_ . . = . . - * . . - *
c/T-c/C 120 18 .88) 0.7888 74 45 11.00) 0.0006 15 18 25.82) <.0001
G/G-A/G 171 27 1.00 - 114 55 3.05(1.82- .0001 19 19 6.33(2.98- .0001
5.13) 13.47)
rs6932902 6.33 (038
A/A 1 1 104.30) 0.1966 0 0 - - 0 0 - -

C: Controles, AE: Aborto Espontaneo, OR: Odds Ratio
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Tabla 28. Interacciones génicas del polimorfismo rs9282858 del gen SRD5A2 con el resto de SNPs estudiados.

G/G A/G
Referencia Modelo
C(n) EA (n) OR (95% Cl) p C(n) EA (n) OR (95% Cl) p
C/CA/A 199 69 1.00 - 8 3 0.67 (0.17-2.62) 0.5666
rs4646
A/C 111 62 1.61 (1.06-2.44) *0.0241 7 2 0.51 (0.10-2.54) 0.4121
G/GA/G 222 88 1.00 - 12 3 0.63(0.17-2.29) 0.4834
rs10046
A/A 84 14 0.42 (0.23-0.78) *0.0059 3 1 0.84 (0.09-8.19) 0.8814
A/A 309 111 1.00 - 15 5 0.93 (0.33-2.61) 0.8874
rs2236722
13.92 (1.61- .
A/G 1 5 120.45) 0.0168 0 0 - -
A/AA/G 249 52 1.00 - 10 1 0.48 (0.06-3.82) 0.4872
rs9340799
G/G 41 28 3.27 (1.86-5.76) * <0.0001 3 0 0612;’ (39:))3- 0.7988
T/T 99 28 1.00 - 8 1 0.28 (0.03-2.31) 0.2398
rs2234693
Cc/T-C/C 212 93 0.64 (0.40-1.05) 0.0762 7 4 1.30 (0.37-4.56) 0.6791
G/G-A/G 304 120 1.00 - 15 5 0.84 (0.30-2.37)
rs6932902 0.7486
A/A 1 2 5.07 (0.45-56.40) 0.1869 0 0 - -

C: Controles, AE: Aborto Espontaneo, OR: Odds Ratio
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Tabla 29. Interacciones génicas del polimorfismo rs4646 del gen CYP19A1 con los polimorfismos estudiados del gen ESR1.

RESULTADOS

C/C-A/A A/C
Referencia Modelo
C(n) EA (n) OR (95% ClI) p C(n) EA (n) OR (95% Cl) p
A/A-A/G 163 29 1.00 - 96 21 1.23 (0.66-2.27) 0.5106
rs9340799
G/G 26 10 2.16 (0.94-4.95) 0.0685 17 18 5.95 (2.75-12.87) *< 0.0001
T/T 69 14 1.00 - 38 15 1.94 (0.85-4.46) 0.1156
rs2234693
Cc/T-C/C 138 42 1.50 (0.77-2.93) 0.2358 80 45 2.77 (1.40-5.48) *0.0033
G/G-A/G 202 146 1.00 - 97 42 0.60 (0.39-0.91) *0.0168
rs6932902
2.7671 (0.25-
A/A 0 0 - -- 1 2 30.81) 0.4078

C: Controles, AE: Aborto Espontaneo, OR: Odds Ratio
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Tabla 30. Interacciones génicas del polimorfismo rs10046 del gen CYP19A1 con los polimorfismos estudiados del gen ESR1.

G/G-A/G A/A
Referencia Modelo
C(n) EA (n) OR (95% Cl) p C(n) EA (n) OR (95% ClI) P
A/A-A/G 190 36 1.00 - 65 9 0.73 (0.33-1.60) 0.4323
rs9340799
G/G 33 23 3.68 (1.94-6.98) *0.0001 11 3 1.44 (0.38-5.42) 0.5902
T/T 79 14 1.00 - 26 4 0.87 (0.26-2.87) 0.8168
rs2234693
Cc/T-C/C 155 74 2.69 (1.43-5.07) *0.0021 61 9 0.83 (0.34-2.05) 0.6903
G/G-A/G 229 84 1.00 - 84 16 0.52 (0.29-0.94) *0.0295
rs6932902
A/A 1 1 2.73 (0.17-44.08) 0.4800 0 0 -- --

C: Controles, AE: Aborto Espontaneo, OR: Odds Ratio
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Tabla 31. Interacciones génicas del polimorfismo rs2236722 del gen CYP19A1 con los polimorfismos estudiados del gen ESR1.

A/A A/G
Referencia Modelo
C(n) EA (n) OR (95% Cl) p C(n) EA (n) OR (95% ClI) P
A/A-A/G 257 52 1.00 - 1 1 4.94 (0.30-80.29) 0.2613
rs9340799
G/G 44 24 2.70 (1.51-4.81) *0.0008 0 1 14.71 (0.59-366.21) 0.1011
T/T 106 24 1.00 - 1 1 4.4167 (0.27-73.14) 0.2997
rs2234693
Cc/T-C/C 218 89 1.80 (1.09-2.99) *0.0227 0 0 - -
G/G-A/G 316 115 1.00 - 1 1 2.75 (0.17-44.29) 0.4761
rs6932902
A/A 1 1 2.75 (0.17-44.29) 0.4761 0 0 - -

C: Controles, AE: Aborto Espontaneo, OR: Odds Ratio
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4.8. ESTUDIO DE CROMOSOMOPATIAS Y SEXO FETAL

Los resultados obtenidos del anélisis de cromosomopatias (13, 15, 16, 18, 21, 22, X
e Y) de una subpoblacién de 94 AEs se muestran en la Tabla 32. El 83.75% de los AE fueron
euploides (n=67) y la cromosomopatia mas frecuente fue la trisomia del cromosoma 21
(8,75%) seguida de la triploidia (6,25%). La mayoria de los AEs aneuploides tuvieron lugar
durante el primer trimestre de gestacion.

En cuanto al sexo, el subgrupo fetal estaba constituido por el 34% de sexo masculino

y el 66% de sexo femenino.

Tabla 32. Andlisis de cromosomopatias

AE [n (%)] 1TRIM 2TRIM
TRISOMIA 15 1(1.25) 1 0
TRISOMIA 21 7 (8.75) 6 1
TRIPLOIDE 5 (6.25) 4 1
EUPLOIDE 67 (83.75) 23 44
NA 14 - .

AE: Aborto Espontaneo, 1TRIM: Primer trimestre,
2TRIM: Segundo trimestre
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4.9. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN UNA SUBPOBLACION

EUPLOIDE DE ABORTOS ESPONTANEOS

Se seleccionaron los 67 casos de AEs que en el andlisis de cromosomopatias
clasificamos como “euploides” con la intencion de reproducir el analisis de asociacion de
genotipos individuales. Ademas se estudi6 dicha asociacion en relacion a la edad del aborto

y el sexo fetal.

4.9.1. Andlisis de asociacion de genotipos individuales en

subpoblacion euploide

Los 67 AEs euploides seleccionados del andlisis de cromosomopatias fueron
sometidos a un estudio de asociacion entre los 8 polimorfismos [SRD5A2 (rs523349,
rs9282858), CYP19AL (rs4646, rs10046, rs2236722) y ESR1 (rs9340799, rs2234693,
rs6932902)] y la enfermedad utilizando un modelo de regresion logistica. En la Tabla 33
vienen expresados los valores de p obtenidos y el valor de OR con un 95% de intervalo de
confianza para cada genotipo (test Cochran’s-Haenzel). Dicho analisis se llevo a cabo con
los modelos de herencia seleccionados para cada polimorfismo en apartados anteriores.

Los polimorfismos rs523349 (SRD5A2), rs10046 (CYP19A1), rs9340799 vy
rs2234693 (ESR1) presentaron diferencias significativas en sus frecuencias genotipicas entre
grupo control y la subpoblacion de AEs. Se considera significativo un valor de p<0,05 con

un 95% de intervalo de confianza.
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Tabla 33. Asociacion genotipica de los polimorfismos rs523349, rs9282858, rs4646,
rs10046, rs2236722, rs9340799, rs2234693 y rs6932902 con una subpoblacion euploide
de AEs de causa desconocida.

Frecuencias genotipicas Estadistica
C[n(%)] AE[n(%)] OR (95% Cl) P-valor

Gen Referencia Modelo Genotipo

c/c 173 (56.4) 10 (16.7)

rs523349 Ad Cc/G 114 (37.1) 37 (61.7) 3.49 (2.25-5.43)  *<0.0001
SRD5A2 G/G 20 (6.5) 13 (21.7)
G/G 312 (95.4) 62 (95.4) 1.00
rs9282858 - 0.99
A/G 15 (4.6) 3 (4.6) 1.01 (0.28-3.58)
C/C-A/A 207 (63.7) 36 (58.1) 1.00
rs4646 S-Do 0.4
A/C 118 (36.3) 26 (41.9) 1.27 (0.73-2.20)
G/G-A/G 234(72.9) 52 (92.9) 1.00
CYP19A1 rs10046 Re *0.0003
A/A 87(27.1) 4(7.1) 0.21 (0.07-0.59)
A/A 324 (99.7) 59 (98.3) 1.00
rs2236722 - 0.26
A/G 1(0.3) 1(1.7) 5.49 (0.34-89.02)
A/A-A/G 259 (85.5) 30 (69.8) 1.00
rs9340799 Re *0.016
G/G 44 (14.5) 13 (30.2) 2.55 (1.24-5.27)
T/T 107 (32.8) 9(14.1) 1.00
rs2234693 Do *0.0015
ESR1 C/T-C/C 219(67.2) 55(85.9) 2.9 (1.42-6.27)
G/G-A/G 257 (80.3) 58 (87.9) 1.00
rs6932902 Re 0.13
A/A 63 (19.7) 8(12.1) 0.56 (0.26-1.24)

Ad: Aditivo, S-Do: Sobredominante, Re: Recesivo, Do: Dominante, C: Controles, AE: Abortos
espontdneos, OR: Odds Ratio

Por otro lado, quisimos ver qué relacién existia de manera cuantitativa entre los
polimorfismos que en el analisis de asociacion anterior fueron estadisticamente
significativos (rs523349, rs10046, rs9340799 y rs2234693) y la edad del aborto. Es decir,

quisimos incorporar la idea del tiempo al que ocurren los eventos (el aborto). Como se trataba
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de una subpoblacion con un tamafio reducido (n=67) el recurso estadistico que mejor se
ajusto a este fin fue una representacion de datos en una curva de Kaplan-Meier mediante
la aplicacion de un analisis de supervivencia. En la Figura 28 se incluyen los resultados
relativos al polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 que presentdé una diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.024) en relacién al tiempo. El 50% de las muestras con
genotipo C/C del polimorfismo rs523349 desembocaron en AEs en la semana 10 + 0.58
(media + desviacién estandar), a diferencia de los abortos con genotipo C/G y G/G que
presentaron una supervivencia del 50% a la semana 16 =+ 1.09 y semana 14 + 2.37,

respectivamente.

El resto de polimorfismos analizados en el estudio de supervivencia (rs10046,
rs9340799 y rs2234693) no se muestran al no presentar resultados estadisticamente

significativos.
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Figura 28. Curva de Kaplan-Meier del polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 en una

subpoblacién euploide de AEs.
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4.9.2. Genotipos individuales divididos por sexo fetal

En la Tabla 34 se muestran las frecuencias genotipicas en el grupo de AE de sexo
genético femenino y en el grupo de AE de sexo genético masculino de los 8 polimorfismos
genéticos objeto de estudio: SRD5A2 (rs523349, rs9282858), CYP19AL1 (rs4646, rs10046,

rs2236722) y ESR1 (rs9340799, rs2234693, rs6932902).

Ademas, se hizo un analisis de regresion logistica por sexo para el calculo de OR del
que se deduce que ninguno de los polimorfismos estudiados presenta diferencias
estadisticamente significativas en sus frecuencias genotipicas entre los grupos de sexo
femenino y masculino fetales. Dicho analisis se llevo a cabo con los modelos de herencia
seleccionados para cada polimorfismo en apartados anteriores y partiendo de la subpoblacién

escogida al azar de n=94,
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Tabla 34. Frecuencias genotipicas divididas por sexo fetal.

Gen Referencia

Modelo Genotipo

Frecuencias genotipicas

Estadistica

F [n (%)] M [n (%)] OR (95% Cl)  p-Valor
c/c 16 (30.2) 4(12.9)
rs523349 Ad Cc/G 29 (54.7) 20 (64.5) 1.85(0.90-3.80)  0.086
SRD5A2 G/G 8(15.1) 7 (22.6)
G/G 57 (96.6) 33 (100) 1.00
rs9282858 - 0.18
A/G 2(3.4) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
C/C-A/A 30 (51.7) 14 (46.7) 1.00
rs4646 S-Do 0.65
A/C 28 (48.3) 16 (53.3) 1.22 (0.51-2.96)
G/G-A/G 52 (94.5) 22 (84.6) 1.00
CYP19A1  rs10046 Re 0.15
A/A 3 (5.5) 4(15.4)  3.15(0.65-15.27)
A/A 56 (96.5) 28 (96.5) 1.00
rs2236722 -
A/G 2(3.5) 1(3.5) 1.00 (0.09-11.51)
A/A-A/G 32 (80) 10 (55.6) 1.00
rs9340799 Re 0.059
G/G 8(20) 8(44.4)  3.20(0.95-10.73)
T/T 12 (19.7) 7(22.6) 1.00
rs2234693 Do 0.75
ESR1 C/T-C/C 49 (80.3) 24 (77.4) 0.84 (0.29-2.41)
G/G-A/G 59 (98.3) 31 (100) 1.00
rs6932902 Re 0.36
A/A 1(1.7) 0(0) 0.00 (0.00-NA)

Ad: Aditivo, S-Do: Sobredominante, Re: Recesivo, Do: Dominante, F: Femenino, M: Masculino, OR:

Odds ratio
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DISCUSION

5.1. SOBRE CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LAS

POBLACIONES ESTUDIADAS

5.1.1. Grupo Fetal

Aunque aparentemente haya una distribucion homogénea entre trimestres
gestacionales y aproximadamente la mitad de los casos del grupo fetal sean del primer
trimestre y la otra mitad del segundo, la mayoria de ellos se sitGan entre la semana 10 a 15
de gestacion. A partir de la semana 9 el embrion pasa a denominarse feto y comienza la
maduracion de los esbozos embrionarios, su ubicacién topografica definitiva y el inicio de
su funcidn para cubrir parte de las necesidades bioldgicas (Larsen & Larsen, 2002). Ademas,
el contexto hormonal va fluctuando a lo largo del desarrollo embrionario. A modo de
ejemplo, se sabe que las maximas concentraciones de testosterona en fetos del sexo
masculino (200-600 ng/dl) se alcanzan a las 16 semanas de gestacion, y son comparables a
las del adulto. Sin embargo, entre las semanas 162 y la 20? la testosterona cae a 100 ng/dl, y
tras la 24 semana, la concentracion es minima y similar a la de la fase prepuberal (Yen,
Jaffe, & Barbieri, 2001). Todo esto nos hace enfocar el analisis estadistico de los
polimorfismos funcionales de manera individual y/o interaccionados, en la totalidad de la
poblacion fetal y dividida por trimestres gestacionales ya que los posibles desbalances

hormonales afectaran en menor o mayor medida segun el momento preciso del desarrollo.

Un estudio publicado en la revista British Medical Journal demostré que el riesgo de
AE suponia un: 13,3% para las mujeres de entre 12 y 19 afios; 11,1% en el grupo de 20 a 24;

11,9% en el de 25 a 29; un 15% para las de entre 30 y 34; un 24,6% en aquéllas que tienen
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entre 35y 39; 51,0% para las de 40 a 44 y 93,4% para las de 45 afios 0 mas» (Nybo et al.,
2000). El 8,63% de las madres del grupo fetal de nuestro trabajo tienen edades comprendidas
entre 40 y 44 afos, lo que supone, tal y como anteriormente se expuso un riesgo de AE de
un 51,0%. Por tanto, la gran mayoria de las madres (entre 15 y 39 afios) presentan un riesgo

base de AE asequible para el estudio.

Por otro lado, los abortos precoces predominan sobre los tardios (80-85%), por ser
mas frecuentes las causas que acttan de forma mas precoz en la gestacion. Sin embargo, el
grupo fetal de nuestro estudio cuenta con un mayor porcentaje de abortos tardios (55,56%),
posiblemente porque los abortos muy tempranos pasan frecuentemente desapercibidos por
la propia gestante y no se tiene registro de ello en las unidades de Ginecologia ni, por tanto,

en los archivos del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital.

5.1.2. Grupo Control

La poblacién escogida para este estudio es un grupo control de una generacion

coetanea a la de la extraccion de la muestra del grupo fetal.
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5.2. SOBRE CRITERIOS DE CALIDAD DE LOS RESULTADOS

OBTENIDOS

5.2.1. Comparacién de frecuencias alélicas y genotipicas con bases

de datos cientificas

Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas de nuestro grupo control con las
frecuencias publicadas en la base de datos cientifica “1000 Genomes” de las poblaciones
EUR (European) e IBS (lberian Population in Spain). No se observaron diferencias
significativas entre las frecuencias poblaciones, lo que avala en primera instancia la seleccion

de la poblacion y el analisis molecular (ver Anexo Il).

5.2.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Una vez obtenidas las frecuencias alélicas y genotipicas de los 8 SNPs en la poblacion
de casos y controles de nuestro estudio y antes de analizar la asociacion entre éstos y la
enfermedad, se debe comprobar si se cumple el EHW en la poblacién de controles. Este
principio determina qué frecuencias debemos observar asumiendo que los alelos se
transmiten de forma independiente entre generaciones y siempre que no haya seleccion entre

ellos (Iniesta et al., 2005).

Los 8 polimorfismos estudiados en nuestra poblacion de controles estan en EHW, es
decir, podemos aceptar que las frecuencias genotipicas observadas para cada uno de los SNPs
son compatibles con el EHW. En la muestra de AEs es posible que no se cumpla el EHW,

ya que esperamos que en estos casos algunas de las frecuencias genotipicas observadas sean
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distintas a las esperadas debido a que ese polimorfismo puede ser responsable, en cierta
forma, de la aparicion de la patologia. Un ejemplo de esto pudiera ser en nuestro estudio el

rs9340799 del gen ESR1 que se desvia del equilibrio en la poblacion de casos.

Las razones para que un SNP no cumpla EHW en un grupo control pueden ser varias:

Tamarfio muestral pequerio.

- Fallo en el método de genotipado. En ocasiones se producen sesgos al interpretar
los resultados por ser mas facil de detectar un genotipo que otro.

- Que los individuos no sean independientes (p. €j., por consanguinidad) o que se
dé una seleccion de un alelo (p. ej., por estar asociado con la longevidad).

- Nivel de significacion del 5% empleado. Por azar puede observarse falta de ajuste

al esperado, aunque la condicion de transmision de alelos con independencia sea

correcta en la poblacion del estudio.

En conclusidn, este estudio nos ha permitido aplicar un segundo control de calidad a
nuestras muestras y nos ha llevado a la decision de seguir estudiando los 8 SNPs previamente

seleccionados.
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5.3. SOBRE EL ANALISIS DE ASOCIACION DE GENOTIPOS

INDIVIDUALES Y MODELOS DE HERENCIA

El papel del sistema hormonal en el desarrollo embrionario y viabilidad fetal se
presupone clave, ya que el orden epigenético del correcto desarrollo fetal estd en parte
determinado por el sistema hormonal desde el principio (Moog et al., 2015). Existen
polimorfismos genéticos que estdn implicados directamente en el funcionamiento de las
hormonas sexuales y cuya expresion individual e interaccion puede dar balances hormonales

variables cuya repercusion en el desarrollo y viabilidad fetal puede ser importante.

En el presente estudio hemos encontrado una asociacion en muestras fetales con el
riesgo de AE de causa desconocida en los polimorfismos genéticos rs523349 del gen
SRD5A?2; rs4646, rs10046 y rs2236722 del gen CYP19A1 vy el rs9340799 del gen ESR1
implicados en el metabolismo de hormonas sexuales. Por el contrario, los polimorfismos
rs9282858 del gen SRD5A2 y 152234693 y rs6932902 del gen ESR1 no mostraron

asociacion estadisticamente significativa.

La enzima 3-oxo-5-alfa-esteroide 4-deshidrogenasa 1 es codificada por el gen
SRD5A2, y cataliza la conversion de testosterona en el androgeno biolégicamente mas
activo, la dihidrotestosterona (DHT). EI SNP rs523349 es una variante C/G y corresponde a
un mutacion de sentido equivocado con un cambio de valina por leucina, conocido también
por V89L.. Se sabe que la variante leucina (G) disminuye la tasa de conversion de testosterona
en DHT (Beesley et al., 2007). En nuestros resultados se observa una alta asociacion del
alelo G con el riesgo de abortar. Esta asociacion se muestra significativa tanto en el genotipo

heterocigotico como en el homocigotico, proporcionando cada copia de G una modificacion
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del riesgo en una cantidad aditiva. Los homocigotos GG presentaron el doble de riesgo
(OR=5.87, 1C=2.79-12.35, p<0.0001) que los heterocigotos CG (OR=3.25, 1C=1.96-5.40,
p<0.0001). Como se ha mencionado este alelo estd asociado a una disminucion de la tasa de
conversion de testosterona por lo que existe la posibilidad de un aumento de testosterona
como sustrato y una disminucién de DHT. Nuestros datos no coinciden con otros autores
(Huber et al., 2006) que no observaron relacion de este polimorfismo en madres con abortos
de repeticion. Sin embargo, nuestros resultados se hallan en muestras fetales de AEs de causa
desconocida, por lo que ambos trabajos no son comparables. Por otro lado, estudios en
modelos animales mutados en el gen SRD5A1 encuentran asociacion entre la deficiencia de

la enzima 5a-reductasa y pérdida fetal (Mahendroo et al., 1997).

El gen CYP19A1 codifica la enzima aromatasa. Esta enzima se encuentra en el
reticulo endoplasmatico de la célula y cataliza los dltimos pasos de la biosintesis de los
estrégenos. Los polimorfismos seleccionados del gen CYP19A1 representan tres espectros
funcionales de la aromatasa en su paso a estradiol: el rs4646 (A/C) muestra un aumento del
paso a estradiol del alelo C (Raskin et al., 2009), el rs10046 (G/A) un aumento del paso a
estradiol en el alelo A (Haiman et al., 2007; Fasching et al., 2008) y el rs2236722 G/A es
un polimorfismo que presenta una casi total inactividad de la aromatasa (alelo G) en el paso

de testosterona a estradiol (Nativelle-Serpentini et al., 2002).

En relacion a este ultimo SNP, rs2236722 G/A, solo se pueden observar individuos
heterocigoticos, ya que no existen sujetos homocigoticos para esta variante en las
poblaciones estudiadas. Este hecho poco usual a nivel poblacional (polimorfismo solo
representado en los heterocigoticos AG vy tan solo en el 1% de determinadas poblaciones)
puede ser interpretado como una haploinsuficiencia de la aromatasa que compromete el

desarrollo fetal y que por tanto su actividad incompleta o variaciones de la misma pueden
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ser decisivas en la viabilidad fetal. No obstante, debido a su baja frecuencia, estos resultados

deben ser reproducidos y contrastados en estudio posteriores.

Con respecto al rs10046 del CYP19A1, el alelo A gue esta asociado a una mayor tasa
de actividad de la aromatasa (Fasching et al., 2008) presenta un efector protector sobre el
AE. Por el contrario, el alelo G (o C) de dicho SNP presenta un efecto de riesgo sobre el AE
(Cupisti et al., 2009). Nuestros resultados muestran un efecto protector del genotipo AA 'y
por tanto, un mayor riesgo de AE en genotipos A/G-G/G, lo cual se afirma en el estudio de
Cupisti y cols (2009). En cuanto al rs4646 del mismo gen, observamos que los individuos
heterocigotos presentan riesgo comparados con ambos grupos de homocigotos. Este efecto
observado es de dificil explicacion ya que cada variante tiene consecuencias opuestas sobre

la actividad de la aromatasa.

En resumen, podriamos decir que nuestros resultados sobre los polimorfismos
relacionados con el CYP19A1 muestran unas asociaciones funcionales coherentes entre la

viabilidad fetal y una adecuada capacidad de conversion de testosterona en estradiol.

Es de tener en cuenta la influencia conocida de los estr6genos para el éxito
reproductivo, ya que influyen en el desarrollo del endometrio, asi como la funcién
placentaria, la maduracion y la perfusion (Albrecht et al., 2000; Guibourdenche et al., 2009).
No existen referencias del posible efecto de una disminucion de estradiol fetal sobre su
viabilidad, dada la alta impregnacion estrogenica del feto durante el embarazo (Gerhardt et
al., 2006) aunque pudiera darse, y podria estar coadyuvado por una disminucion de la
actividad del receptor estrogénico ESR1; tal es el caso del polimorfismo analizado en este
trabajo. En estudios recientes sobre los polimorfismos rs9340799 (Xbal) y rs2234693
(Pvull) del ESR1 se ha evidenciado resultados de asociacion entre estos polimorfismos y el

AE, en mujeres abortadoras (Pineda et al., 2010) y en tejidos de abortos (Anousha et al.,
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2013) similares a los obtenidos en este trabajo. Recientemente, Pan et al. (2014) hallaron
diferencias significativas entre el alelo G y el genotipo GG del polimorfismo rs9340799
(Xbal) y mujeres abortadoras de repeticion de causa desconocida. En nuestro caso, tanto el
alelo G como el genotipo GG se asocié de igual modo al AE, con la salvedad de que nuestra

poblacion a estudiar es el propio tejido fetal.

Modelos de herencia

Dado que cada individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado con cada
genotipo calculado puede depender o no del nimero de copias de un alelo variante, lo que
nos permite definir varios modelos de herencia posibles cuya verosimilitud se puede explorar

mediante una adecuada codificacion de los genotipos.

No es fécil hallar un criterio para establecer el modelo de herencia que mejor se ajusta
para un polimorfismo concreto, y lo adecuado es obtener una validacion en el laboratorio y/o

ser replicado en otros estudios epidemioldgicos.

A continuacion se explican los modelos de herencia que mejor se ajustan a los
polimorfismos tomando como criterio para su eleccion el menor valor de AIC y BIC

obtenido:

El modelo seleccionado para el polimorfismo rs523349 del gen SRD5A2 fue el
aditivo. Este modelo supone que cada copia de G modifica el riesgo en una cantidad aditiva
(en escala logit); por tanto los homocigotos GG tienen el doble de riesgo (aproximadamente
6 de OR) que los heterocigotos CG (aproximadamente 3 de OR). Por otro lado, en el caso
del polimorfismo rs9282858 del mismo gen, no hubo representacion del genotipo AA ni en
la poblacion control ni en la de casos, por lo que no ha lugar a la seleccion de modelo de

herencia.

154



DISCUSION

En cuanto al polimorfismo rs4646 del gen CYP19A1, encontramos que los
individuos homocigotos para el genotipo mas frecuente (CC) y el genotipo variante (AA)
tienen practicamente el mismo riesgo, por lo que el modelo que se ajusta mejor a esta
circunstancia es el sobredominante. Este modelo es de dificil explicacion biolégica dado
que solo se expresa riesgo en heterocigocia (AC en rs4646), posiblemente porque la

frecuencia del genotipo mutado es muy baja.

En el caso del SNP rs10046 del gen CYP19A1, hace falta dos copias de la variante
A para modificar el riesgo: los heterocigotos AG y los homocigotos del alelo de mayor
frecuencia GG tienen aproximadamente el mismo riesgo, de tal forma que en este modelo
recesivo el genotipo AA se compara con GG y AG. Se puede interpretar en el rs10046 que

son necesarias dos copias de A para obtener un efecto protector.

Al igual que para el caso del rs9282858, no existe representacion ni en la poblacion

control ni en la de casos de individuos con genotipo GG en el rs2236722 del gen CYP19AL1.

Los SNPs rs9340799 y rs6932902 del gen ESR1 se ajustan a un modelo recesivo.
En el primer polimorfismos, hace falta dos copias de la variante G para modificar el riesgo:
los heterocigotos AG y los homocigotos del alelo de mayor frecuencia AA tienen
aproximadamente el mismo riesgo, de tal forma que en este modelo el genotipo GG se
compara con AAy AG. En este caso 2 alelos G contribuye a un aumento del riesgo asociado
a la enfermedad. Sin embargo, para el rs6932902, aunque estadisticamente el modelo
seleccionado seria recesivo, existe una representacion tan baja del genotipo AA en las

poblaciones estudiadas que no se puede definir un modelo de herencia.

Por ultimo, el modelo de herencia seleccionado para el polimorfismo rs2234693
supone que una Unica copia de C seria suficiente para modificar el riesgo y ser portador de

2 copias lo modifica en igual magnitud. A este modelo se le denomina “dominante”.
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5.3.1. Genotipos individuales divididos por trimestres gestacionales

Las asociaciones arriba mencionadas se hacen mas fuerte estadisticamente cuando la
poblacion se divide por trimestres gestacionales, hecho que es aun mas remarcable si

tenemos en cuenta el tamafio de la poblacidon al dividir por trimestres.

Se debe destacar el caso del rs523349 de la enzima a-5-reductasa, donde se duplica
el riesgo en el segundo trimestre, asi como el polimorfismo rs2236722 de la enzima
aromatasa, donde los AEs con genotipo AG (muy infrecuente) se sitan en el segundo
trimestre de gestacion. En cuanto al rs10046 del CYP19A1 se observd un aumento de
proteccion para el alelo A en este mismo periodo. Ademas, el SNP rs2234693 del gen ESR1,
que en el andlisis previo con la poblacién completa no mostr6 significancia, presenté un
riesgo de 4.89 (1C=1.89-12.61, p=0.0001) en el segundo trimestre de gestacion. Resulto que
cerca del 91% de los AEs de este segundo trimestre presentaban como minimo un alelo C

del rs2234693.

Estos resultados nos llevan a plantear la posible interrelacion de estos polimorfismos
con variaciones de balances hormonales en un momento clave de contexto hormonal-fetal:
el comienzo del segundo trimestre del embarazo. Las variantes implicadas provocarian un
desequilibrio endocrino motivado por una disminucion de DHT vy estradiol, y/o una

disminucién de la actividad del ESR1, frente un aumento de testosterona.

Es sabido que el feto en la etapa inicial de la gestacion tiene un aumento de
testosterona cuyo mayor nivel se alcanza alrededor de la 102-162 semanas (230 ng/dl).
Posteriormente por retroalimentacion negativa a la pituitaria, causada por el aumento de los

estrégenos maternos, la testosterona fetal disminuye a 75-100 ng/dl (Kiesewetter, Kalayoglu
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& Sachs, 1973). Por tanto, un embarazo con éxito sélo puede lograrse a través del didlogo

equilibrado entre la madre y el feto mediado a través de la placenta.

Por otro lado, el aumento de la significacion durante el segundo trimestre de
embarazo podria tener relacién con la circunstancia conocida de que la frecuencia de
anomalias cromosomicas en AE del primer trimestre de embarazo es de 50-60%, y en el
segundo trimestre de gestacion las anomalias cromosomicas son mucho menos frecuentes,
representando un 15% de los AEs (Simpson, 2007). Es decir, analizando la poblacion del
segundo trimestre de gestacion nos aseguramos de que aproximadamente el 85% de los casos

analizados son euploides.
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54. SOBRE EL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO Y

ASOCIACIONES HAPLOTIPICAS

La mayoria de las enfermedades complejas (determinadas por varios genes y por
factores ambientales) no siguen un patron hereditario mendeliano tipico, por lo que los
estudios clasicos de ligamiento no se pueden aplicar. En estos casos hay que acudir a métodos
de ligamiento que no requieren ajuste de la muestra a un modelo concreto de herencia,

Ilamados métodos no-paramétricos o independientes de modelo.

Los genes se transmiten en cromosomas con estructura fija y la posicion de cada locus
en el cromosoma no se altera excepto en el caso de translocaciones y reorganizaciones
cromosémicas. Dos loci estan ligados si se encuentran proximos en un cromosoma. La
asociacion estadistica entre alelos de loci cercanos de un cromosoma se denomina
“Desequilibrio de Ligamiento” (DL) y se genera por mutaciéon y seleccion. Es una
“violacion” de la segunda ley de Mendel. Cuando los alelos de diferentes marcadores se
encuentran préximos entre si, no existe una segregacion independiente de los mismos, lo
cual trae consigo que a nivel poblacional se observen genotipos comunes entre individuos.
El valor de LD se estima a partir de las frecuencias alélicas y haplotipicas observadas en la
poblacidn, y este valor va a medir la desviacion de estas frecuencias observadas, con respecto

a las esperadas, cuando los loci segregan de manera aleatoria.

Los estudios de genes candidatos generalmente incluyen varios SNPs dentro de un
mismo gen. En nuestro caso, 2 polimorfismos del gen SRD5A2, 3 del gen CYP19A1y 3 del
gen ESR1. En general, los SNPs bajo investigacion capturan informacion sobre la
variabilidad genética subyacente del gen en consideracién, aunque el SNP pueda no servir
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como una variante causal de la enfermedad. Esto es, los SNPs bajo estudio no son

necesariamente funcionales (Foulkes, 2009).

5.4.1. Gen SRD5A2

Los polimorfismos rs523349 y rs9282858 del gen SRD5A2 no se encuentran en
desequilibrio de ligamiento, y por lo tanto no parecen heredarse en blogue. Los resultados
del andlisis de haplotipos muestran una asociacion del alelo G del rs523349 cuando se
combina con el alelo G del rs9282858 con el riesgo de AE. Si bien es cierto, el riesgo
obtenido mediante el haplotipo GG (OR=2.38) es menor al resultante del analisis de
asociacion de genotipos individuales para el rs523349 (OR=2.61). Dado que de forma
individual el rs9282858 no estaba asociado a la enfermedad, podemos pensar que el riesgo
resultante del analisis de haplotipos se debe al peso que ejerce el alelo G del rs523349 y no

tanto por el haplotipo en si mismo.

Como se ha mencionado, el alelo G del rs523349 esté4 asociado a una disminucion de
la tasa de conversion de testosterona y de manera estadisticamente significativa a los AE
(Mahendroo et al., 1997) por lo que existe la posibilidad de un aumento de testosterona como

sustrato y una disminucion de DHT.

5.4.2. Gen CYP19A1

Los 3 polimorfismos estudiados del gen CYP19AL1 (rs4646, rs10046 y rs2236722),

presentaron valores de D’ muy proximos a 1 y un valores de p <0.05 en el estudio de

ligamiento, lo que indica que se encuentran en desequilibrio. Son SNPs que se localizan
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fisicamente muy cerca y probablemente se heredan juntos en pequefios bloques, lo que hace

necesario su estudio de asociacion haplotipica.

Del anélisis de asociacion de haplotipos doble y triples se deduce que no existe
asociacion entre éstos y el AE de causa desconocida. Es interesante observar que en el
estudio preliminar de asociacion con genotipos individuales, el alelo G del rs2236722
mostraba un riesgo de 13,83, y al realizar las posteriores combinaciones haplotipicas dicho
alelo desaparece. Esto es debido a que existe muy poca representacion poblacional de la
variante mutada, y estadisticamente no se dan combinaciones haplotipicas con suficiente

frecuencia con el alelo G del rs2236722.

5.4.3. Gen ESR1

Los SNPs rs9340799 (Xbal) y rs2234693 (Pvull) del gen ESR1 se encuentran en un
fuerte desequilibrio de ligamiento a consecuencia de la corta distancia fisica entre ellos (46
nt). Por el contrario, el rs6932902 del mismo gen no presenta una p significativa cuando se

combina con rs9340799 o rs2234693.

Las frecuencias haplotipicas inferidas de nuestro estudio en el grupo control son muy
similares a las obtenidas en el trabajo de Pineda et al. (2010) (AT: 0.56 vs. 0.54; GC: 0.33
vs. 0.37; AC: 0.10 vs. 0.08; GT: 0.004 vs. 0.002). Sin embargo, nos llamé especialmente la
atencion que el 10% del grupo de AE presentaran el haplotipo GT el cual es muy poco
frecuente en la mayoria de la poblacion viva (0.37% de nuestro grupo control). Por lo tanto,
en el estudio de asociacion, el haplotipo GT mostr6 una fuerte asociacion con la enfermedad
(OR=30.84, p<0.001). Una posible explicacion a nivel molecular reside en que el alelo C del
SNP rs2234693, definido por la enzima de restriccion Pvull, contiene un sitio de union
funcional para el factor de transcripcién B-myb que incrementa el ratio de transcripcion del
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gen ESR1 (Herrington et al., 2002). Sin embargo, el alelo T, no presenta dicho sitio de union

y podria representar una menor expresion del gen ESR1.

Por otro lado, a pesar de que el rs6932902 del gen ESR1 no estaba asociado a la
enfermedad en el estudio preliminar de genotipos individuales, cuando se asocia el alelo G
de éste al haplotipo GT de los polimorfismos rs9340799 y rs2234693, respectivamente, el

riesgo aumenta considerablemente (OR=30.84 vs. OR=50.31, GT vs. GTG).

Aunque todos estos resultados del andlisis de haplotipos deben manejarse con
cuidado y ser reproducidos en otros trabajos con un mayor tamafio muestral, se pueden dar

tres tipos de explicaciones a estos hechos:

1. Error de genotipado. En nuestro caso las frecuencias genotipicas obtenidas en
cada uno de los polimorfismos fueron contrastadas con bases de datos cientificas
publicadas (ver apartado 5.2.1.).

2. Aumento de la frecuencia de entrecruzamiento. Hecho muy improbable por
tratarse de SNPs que se encuentran en desequilibrio de ligamiento.

3. Segregacion de la poblacion hacia abortos de haplotipo GTG por desarrollo

inviable.
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5.5. SOBRE EL ESTUDIO DE INTERACCIONES GENICAS

Hasta el momento hemos realizado diferentes andlisis de asociacion de un
polimorfismo individual con la enfermedad y analisis simultdneos de multiples loci en
regiones candidatas de un gen concreto (en particular, regiones del gen SRD5A2, del gen
CYP19A1 y del gen ESR1). Dado que dichos genes se traducen en enzimas implicadas en
una ruta bioguimica relacionada con el metabolismo de hormonas sexuales, es interesante

hacer estudios de asociacion gen a gen.

Cuando se analizan las interacciones genotipicas de los distintos polimorfismos de
los 3 genes a estudio, hay casos en los que se observa una sinergia que incrementa la razén
de riesgo. En nuestro caso hemos seleccionado el incremento triple de la razén de riesgo
de las estimaciones individuales como criterio de seguridad. Bajo este criterio cumplen las

siguientes interacciones:

a) Genotipo GG del rs523349 del gen SRD5A2 y genotipo AC del rs4646 del gen
CYP19A1, la cual nos lleva a una OR de 14.28 (2.39-85.32).

b) Genotipo CG del rs523349 del gen SRD5A2 y genotipo AG del rs2236722 del gen
CYP19A1, la cual nos lleva a una OR de 69 (3.71-1283.13).

¢) Genotipo AC del rs4646 del gen CYP19A1 y genotipo GG del rs9340799 del gen
ESR1, la cual nos lleva a una OR de 5.95 (2.75-12.87).

Todo lo anteriormente expuesto nos hace plantearnos tres posibles interpretaciones

derivadas del equilibrio hormonal entre estrogenos, testosterona y DHT:
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» Aumento de testosterona

Teniendo en cuenta que los polimorfismos de SRD5A2 y CYP19A1 confluyen en la
posibilidad de un efecto comun, cual es, un aumento de la testosterona, descrito como
teratogeno de categoria X [segun la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA)], tendriamos que considerar que este aumento de dicha hormona en la

encrucijada enzimatica puede estar relacionado con la viabilidad fetal.

> Disminucién de estradiol y efecto estrogénico

Al igual que Cupisti et al. (2009), observamos una asociacion entre polimorfismos
del gen que codifica la enzima aromatasa, implicada en la conversion de testosterona a
estradiol, y AE. Los estrégenos son importantes para el éxito reproductivo, ya que influyen
desde el punto de vista materno en el desarrollo del endometrio, asi como la funcion
placentaria, la maduracion y la perfusion (Albrecht et al., 2000 y Guibourdenche et al.,
2009). No existen referencias del posible efecto de una disminucién de estradiol sobre la

viabilidad fetal, y aunque pudiera darse, estaria ligado a su vez a un aumento de testosterona.

» Desbalance hormonal: DHT-Testosterona-Estradiol

Como anteriormente hemos descrito, el feto en la etapa inicial de la gestacion tiene
un aumento de testosterona cuyo mayor nivel se alcanza alrededor de la 102-162 semanas
(230 ng/dl). Posteriormente por retroalimentacion negativa a la pituitaria, causada por el
aumento de los estrogenos maternos, la testosterona fetal disminuye a 75-100 ng/dl
(Kiesewetter et al., 1973). Por tanto, un embarazo con éxito solo puede lograrse a traves del

dialogo equilibrado entre la madre y el feto mediado a través de la placenta.
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5.6. SOBRE EL ESTUDIO DE CROMOSOMOPATIAS Y

POLIMORFISMOS EN LA SUBPOBLACION EUPLOIDE

La denominacion de “subpoblacion euploide de AES” no es del todo correcta porque
no se ha realizado un estudio del cariotipo completo en ella. Sin embargo, podemos decir
que dicha subpoblacion tiene elevada probabilidad de serlo dado que han sido testadas las
cromosomopatias mas frecuentes descritas en AEs: cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e
Y (Quiroga de Michelena et al., 2007; Fritz et al., 2001). Ademas, de los 67 AEs normales
para las cromosomopatias analizadas, 44 (65%) eran abortos correspondientes al segundo
trimestre de gestacion, donde la aparicion de una anomalia cromosdmica se reduce al 15%

de los AEs (Simpson, 2007).

En el estudio de asociacion de genotipos individuales en la subpoblacion euploide se
confirman los resultados obtenidos en la poblacion completa para el rs523349 del gen
SRD5A2, aunque con un ligero aumento de riesgo pero manteniendo la misma potencia
estadistica. La mencionada asociacion se distribuye claramente por genotipos cuando la
poblacion es analizada cuantitativamente por la edad gestacional del aborto en el analisis de
supervivencia. Se observé que los AEs con uno o dos alelos G del rs523349 presentan una
mayor frecuencia de aborto en el segundo trimestre gestacional. Se sabe que la variante G
(leucina) disminuye la tasa de conversion de testosterona en DHT (Beesley et al., 2007). Este
efecto puede ser importante en el segundo trimestre de gestacion en el que se presupone
clave la biodisponibilidad de DHT o la adecuada disminucion de los niveles de testosterona

fetales a partir de la semana 16 (Kiesewetter et al., 1973).
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Los resultados obtenidos para los SNPs estudiados de los genes CYP19A1 y ESR1
confirman igualmente las tendencias halladas pero de manera menos contundente desde el
punto de vista estadistico que en el caso del polimorfismo rs523349. El riesgo se pierde en
el caso del rs4646 en modelo sobredominante y del rs2236722 del gen CYP19A1. Ambos,
como se explicd en apartados anteriores, dieron resultados para la poblacion fetal completa
de dificil explicacién, uno por lo que significa el propio modelo sobredominante (rs4646) y
otro por los elevados riesgos obtenidos y la poca representacion del genotipo mutado en la
poblacion (rs2236722). Por tanto, insistimos en que esos resultados deben reproducirse en

futuras investigaciones para confirmarlos.

Por otro lado, en nuestra poblacion observamos que el niUmero de AE femeninos
duplica al masculino. Se ha publicado que la tasa de aborto masculina es mayor en los
primeros meses del embarazo, siendo, por tanto, mas alto el nimero de abortos de embriones
de sexo masculino que femenino. Esta tendencia se invierte a medida que avanza la gestacion

(Botella y Clavero, 1993).

En el estudio de los polimorfismos seleccionados no observamos diferencias
estadisticamente significativas en sus frecuencias genotipicas entre los grupos fetales de sexo
femenino y masculino. Si bien es destacable, en el polimorfismo rs9340799 observamos una
asociacion casi significativa (p=0.059) del genotipo GG en el cual se duplica la poblacion de
AE masculinos respecto a la femenina. Este hecho es destacable porque hay una inversion

de la ratio femenino-masculino con respecto a la poblacion de estudio.
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Este es el primer estudio que describe una asociacion entre los polimorfismos
rs523349, rs10046, rs2236722, rs9340799 y rs2234693 en muestras de tejido fetal de AE de
causa desconocida. Los polimorfismos asociados se relacionan con una mayor disponibilidad
de la testosterona, descrita como teratdgeno de categoria X (segin la FDA), una disminucion
de DHT y estradiol y una disminucién de la actividad mediada por el receptor de estrégenos
tipo 1, todo ello clave en el desarrollo del feto en el segundo trimestre de gestacion. Por todo
lo mencionado, se deberia tener en cuenta que estos desequilibrios hormonales puedan estar
relacionados con la viabilidad fetal. Los resultados obtenidos en este estudio, como todos los

estudios de poblacion reducida, necesitan reproducirse.

Varias preguntas surgen a partir de nuestros resultados: ¢Hay un desequilibrio
hormonal critico para la viabilidad fetal?, ;los cambios en el riesgo asociado a distribuciones
de variantes genéticas en el segundo trimestre podrian ser factores de influencia determinante
en el desarrollo fetal?, ;pueden los cambios hormonales en la mujer afectar al desarrollo fetal

durante el segundo trimestre dependiendo del genotipo de éste?
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5.7. LIMITACIONES

= Pequefio tamafio muestral.

= Caracterizacion del grupo fetal pobre, analisis de cromosomopatias y sexo fetal

incompleto.

= Contribucion de variedad de estilos de vida y factores ambientales durante el embarazo

gue no son controlables.

= Las vias secundarias que afectan a la traduccién y metabolismo de proteinas no estan

contempladas en este trabajo.
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5.8. PERSPECTIVAS FUTURAS

El disefio de los estudios genéticos para la identificacion de genes y mecanismos
bioldgicos implicados en la patogénesis de los AE de causa desconocida tiene desafios, ya
que hay varias opciones en la definicion de los sujetos de estudio y controles. Un modelo de
estudio ideal trataria de analizar a los casos abortados, la pareja y los hijos vivos de la misma

pareja como control interno.

La aplicacion de estudios de asociacion genética centrados en genes candidatos pre-
seleccionados con posible efecto patoldgico (como ocurre en nuestro caso) muestra sus
limitaciones. Polimorfismos de aproximadamente 100 genes han sido investigados y
asociados con AE (de repeticion) y frecuentemente han dado resultados inconsistentes o
negativos. Las direcciones futuras en investigacion de factores de riesgo genéticos
predictivos y biomarcadores de AE de causa desconocida se basaran en la integracién de
enfoques alternativos en los estudios de genes individuales (SNP, variaciones de nimero de
copia, expresion de gen-proteina, regulacion epigenética), asi como en el analisis de todo el
genoma. Todo esto se veria reforzado por la red de colaboracion entre centros de

investigacion y clinicas de reproduccion asistida (Rull, Nagirnaja & Laan, 2012).
En nuestro caso particular, seria muy interesante llevar a cabo una serie de mejoras:

- Incremento del tamafio muestral para aumentar el poder estadistico y comprobar si

se repiten las tendencias descritas tras dividir la muestra por trimestres.
- Estudio completo de cromosomopatias y sexo fetal.

- Trabajar con el producto de gestaciones no evolutivas conservadas en alcohol sin

posterior parafinizacién para obtener una mejor calidad de extraccion de ADN.

-Estudio de asociacion entre niveles hormonales de estradiol y testosterona y
genotipos de las enzimas SRD5A2, CYP19A1 y ESR1 para verificar los efectos bioldgicos

de los polimorfismos.
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1. Lavariante G del polimorfismo rs523349 del gen SRD5AZ2, relacionado con una
disminucion de la actividad a5-reductasa, y por tanto, con una acumulacién de
testosterona, se asocia a un fuerte aumento del riesgo de aborto. Este aumento se
duplica en funcion del nimero de alelos de riesgo G implicados y se incrementa
cuando se llega al segundo trimestre de embarazo, periodo en el que el papel de
la testosterona adquiere mayor relevancia, sobretodo en fetos masculinos. No se
hallaron haplotipos resefiables para el gen SRD5A2.

2. Delos tres polimorfismos funcionales estudiados sobre la aromatasa (CYP19A1),
enzima que cataliza el paso de testosterona a estradiol, dos de ellos, en concreto
el rs10046 y el rs2236722, ambos relacionados con una disminuciéon de la
conversion de testosterona en estrogenos, presentan variaciones de riesgo de
aborto, que se ve aumentado en el segundo trimestre de gestacion. La mayor
expresion del riesgo se observa en el genotipo A/G del rs2236722 del CYP19AL1.
Este genotipo, cuyo alelo G es muy escaso, estd sobrerrepresentado en la
poblacion de AEs y asociado a una funcionalidad nula. Debido a limitaciones
poblacionales, no se hallaron haplotipos resefiables para los polimorfismos
estudiados del CYP19A1.

3. De los tres polimorfismos estudiados del ESR1, el genotipo GG del rs9340799,
relacionado con una mayor actividad del receptor, present6 unos niveles de riesgo
significativos comparados con los controles, siendo ligeramente mayor este
riesgo en el primer trimestre de gestacion.

4. Tras estudiar los polimorfismos del ESR1 en asociacion haplotipica, se hallé una
fuerte asociacion con el AE de haplotipo GT de los rs9340799 y rs2234693.

Ambos SNPs se encuentran en un fuerte desequilibrio de ligamiento, y el
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haplotipo GT no se presenta en la poblacion control, por lo que este resultado nos
Ileva a plantear futuros estudios de confirmacion.

En la valoracion de las interacciones genotipicas de los distintos genes se
encuentran fuertes incrementos de OR entre el rs523349 del SRD5A2 cuando se
asocia con el rs4646 o el rs2236722 del CYP19A1. También entre el rs4646 del
CYP19A1 y el rs9340799 del ESR1. Todas estas interacciones proponen una
tendencia funcional, cual es, el aumento de testosterona, en detrimento de la
actividad estrogénica y de dihidrotestosterona.

La distribucion de AEs segln el periodo gestacional en que se producen, en los
polimorfismos que se asocian a los mismos, se agrupa significativamente en el
comienzo del segundo trimestre, periodo en el que se produce un incremento de
la produccion testosterona en fetos masculinos.

En general, los resultados obtenidos nos permiten concluir que un desequilibrio
hormonal entre la via de formacién de DHT y la via de formacion de estradiol a
partir de la testosterona juega un papel importante en el correcto desarrollo fetal,
que este desequilibrio posiblemente afecta mas a los fetos masculinos; y que se

observa mayoritariamente en el comienzo del segundo trimestre de embarazo.
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ANEXO 1. CARACTERISTICAS DE LOS GENES Y POLIMORFISMOS ESTUDIADOS.

| GEN | seosa CYP19A1 L em

NOMBRE 3_0:(0_3;1';;;:’;;;2?:;'“3 4 Citocromo P450, familia 19, subfamilia A, polipéptido 1 (AROMATASA) Receptor de estrégenos 1 (FORMA ALFA)

LOCUS 2p23.1 15g21.1 6025.1

Estructuras andrégeno-dependiente
N e \EVaNe (0] B8 tales como la prdstata, el epididimo

' Gonadas, cerebro, tejido adiposo, placenta, vasos sanguineos, piel, huesos,y  Es expresado mayoritariamente en endometrio,

. ; endometrio, como también en los tejidos de la endometriosis, fibroides células de cancer de mama, células del estroma
TISULAR (especialmente en las células - . . . . -
B . uterinos, cancer de mama, y cancer de endometrio. ovarico e hipotalamo.
basales), y las vesiculas seminales.
Cataliza la conversidn irreversible La principal funcion del receptor de estréogeno es la de
FUNCION intracelular de testosteronaen el Cataliza los ultimos pasos de la biosintesis de los estrogenos. actuar como factor de transcripcion que se une al ADN
mads potente andrégeno, la DHT. con el fin de regular la expresion génica.
rs523349 rs9282858 rs2236722 rs9340799 rs2234693
rs4646 rs10046 rs6932902
n (V89L) (A49T) (W39R) [Xbal (A/G)] [Pvull (T/C)]
m chr2:31805706  chr2:31805826 chr15:51502844 chr15:51502986 chr15:51534995 chr6:152163381 chr6:152163335 chrb:152376524
VARIANTE C>G Transversion G>A Transicion A>C Transversion G>A Transicion A>G Transicion A>G Transicion C>T Transicion  G>A Transicion

TIPO DE SNP Missense Missense 3 UTR 3 UTR Missense Intron Intron Intron

CAMBIP DE Val89Leu Alad9Treo = - Trp39Arg - - -
AMINOACIDO

. El alelo T (o A) ha sido relacionado Se ha demostrado
La variante G . . . .
. . con mayor actividad enzimatica al . . que este SNP
(leucina) disminuye . . Segln estudios in
La variante G . parecer mediada por un aumento . . afectarala
la tasade . El alelo C ha sido . vitro, la variante .,
L. (treonina) . de los niveles de RNAm de e expresion del .
= conversion de . asociado con . . mutada R codifica . Haplotipo con
FUNCION incrementa la . CYP19A1. Ademas, se ha visto que receptor e incluso -
testosteronaen L. aumento de niveles L . una Xbal (A/ G).
. actividad . es factor predictivo de diferentes , puede llegar a
dihidrotestosterona . de estrogenos. . . proteina aromatasa o e
.. SRD5A2 in vitro. niveles de estradiol, estrona, y . . modificar el sitio de
tanto In vitro como . . Inactiva. L.
in vivo ratio estradiol:testosterona en unidn del factor de
mujeres postmenopdusicas. transcripcién.

Beesley J, 2007; s . . . . . . Maruyama H, 2000;
REFERENCIA Makridakis NM, Makridakis NM, RaskinL, 2009 Fasching PA, 2008; Dunning AM, Nativelle-Serpentini Herrington DM, Maruyama H, )
2000 2000 2004. C, 2002 2002 2000
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ANEXO 2. COMPARACION DE FRECUENCIAS POBLACIONALES.

Alelosy 1000 GENOMES POBLACION

Gen Referencia

genotipos EUR IBS CONTROL
C 0721 0.766 0.749
G 0279  0.234 0.251
rs523349 c/C 0519 0579 0.564
C/G 0404 0374 0371
SRD5A2 G/G 0078  0.047 0.065
C 0968  0.981 0.980
T 0032  0.019 0.020
59282858 C/C 0936  0.963 0.954
C/T 0064 0.037 0.046
A 0290  0.304 0.270
C 0710  0.696 0.730
rs4646 A/A 0085  0.093 0.086
A/C 0410 0.421 0.363
C/C 0505 0.486 0.551
CYP19A1 A 0488  0.477 0.500
G 0512  0.523 0.500
rs10046 A/A 0249 0252 0.268
A/G 0479  0.449 0.461
G/G 0272  0.299 0.271
A 1.00 1.00 1.00
52236722 AA 1.00 1.00 0.997
A 0692  0.659 0.650
G 0308 0341 0.350
rs9340799 A/A 0473 0421 0.452
A/G 0437 0477 0.403
G/G 0089  0.103 0.145
C 0422  0.453 0.440
T 0578  0.547 0.560
ESR1 rs2234693 c/c 0175 0215 0.199
C/T 0495  0.477 0.472
T/T 0330 0308 0.328
A 0104  0.070 0.100
G 0.896  0.930 0.900
r$6932902 A/A 0016  0.009 0.003
A/G 0177 0121 0.197
G/G 0807  0.869 0.800

EUR: European, IBS: Iberian Population in Spain
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Dedicado también a todas esas madres que abordaron, abordan y abordardn la experiencia de la
pérdida gestacional, una realidad poco visible e inmersa en infinidad de tabiies; y a esos padres en los

que, auin hoy, casi nadie repara. Un asunto que la Ciencia en general y la Medicina en particular tienen

pendiente desde el principio de los tiempos.

Y a todos esos nifios a los que se llora, aunque no llegasen a venir.
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