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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Objetivo: Estimar el potencial efecto causal del acido urico sobre la presencia de
Preeclampsia, utilizando variables instrumentales genéticas identificadas en estudios
ampliados del genoma, a través de un analisis de Randomizacion mendeliana en

gestantes colombianas captadas entre 2000 y 2012 en 8 ciudades del pais.

Metodologia: Estudio analitico de casos y controles. A partir de la base de datos del
estudio GenPE, se realizé un analisis observacional para evaluar el efecto del acido urico
sobre la preeclampsia a través de regresién logistica ajustada. Posteriormente, se
construyd un score genético que fue utilizado como variable instrumental para obtener un
OR e IC95% como estimador causal en el contexto del analisis de Randomizacién

mendeliana mediante el método de dos etapas.

Resultados: 3.251 participantes fueron incluidas en el analisis observacional. Se reporto
un OR ajustado de 1.16 (IC95% 1.09-1.25) para preeclampsia por el aumento de 1 mg de
acido urico. Se utilizd un score genético de 20 SNP’s como variable instrumental. El
analisis de Randomizacién mendeliana incluy6 2.715 gestantes y reporté un OR de 0.73
(IC95% 0.49 — 1.10) y 0.84 (IC95% 0.60 — 1.18) para preeclampsia por el aumento de
una unidad los valores estimados de &cido urico con el score genético ponderado por

peso externo e interno, respectivamente.

Conclusiones: A partir de los resultados obtenidos no fue posible establecer un efecto
causal del acido urico sobre la preeclampsia en gestantes colombianas. Estudios con
mayores tamafos de muestra deben ser realizados para confirmar los hallazgos aqui

reportados.

Palabras clave: Acido Urico, Preeclampsia, Randomizacién Mendeliana
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Abstract

Aim: To estimate the potential causal effect of the uric acid on Preeclampsia, using
genetic markers as instrumental variables in a Mendelian Randomization analysis of

Colombian pregnant women recruited between 2000 and 2012 in eight cities.

Methodology: Case control study. From the database of GenPE study, an observational
analysis was done to assess the effect of uric acid levels on preeclampsia trough adjusted
logistic regression. For Mendelian Randomization analysis, a weighted genetic score was
used as instrumental variable to obtain a causal OR and Cl95%. This analysis was

performed using the two-step method.

Results: 3.251 participants were included in the observational analysis. It was estimated
an OR of 1.16 (IC95 % 1.09-1.25) for preeclampsia by the increase of 1 mg of uric acid. A
genetic score of 20 SNP's was built as instrumental variable. The analysis of Mendelian
Randomization included 2.715 pregnant women and estimated an OR 0.73 (CI9 % 0.49 -
1.10) and 0.84 (IC95 % 0.60 - 1.18) for preeclampsia by the increase of 1 unit of
estimated values of uric acid with external and internal weighted genetic score,

respectively.

Conclusions: From these results, it was not possible to establish a causal effect of the
uric acid on preeclampsia in Colombian pregnant women. Studies with major sample

sizes must be realized to confirm the findings in this study.

Keywords: Uric acid, Pre-eclampsia, Mendelian Randomization
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Término Definicion
Alelo Una de las presentaciones de un gen ubicado en un
locus determinado
Dominante Es el modelo de herencia que requiere la presencia de

Epidemiologia genética

Equilibrio de Hardy
Weinberg

Estratificacion de la

poblacion

Estudios de asociacion
genética

Estudios ampliados del
genoma

Fenotipo
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Frecuencia de alelo
menor

Gen
Genotipo
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Haplotipo

un solo alelo para que se presente una caracteristica
determinada.

Estudio del papel que tienen los factores genéticos en
la salud y enfermedad de las poblaciones

Modelo matematico que predice las frecuencias
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Heterocigoto
Homocigoto
Polimorfismo de

Nucleétido Simple

Randomizacioén
Mendeliana

Recesivo

Variable instrumental

Variante genética

conjunto de loci en un cromosoma.

Individuo con un genotipo constituido por dos alelos
diferentes
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idénticos
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presente en gran porcentaje entre las poblaciones.
Método de analisis que utiliza marcadores genéticos
como variables instrumentales para realizar
estimaciones causales de exposiciones modificables
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observacionales
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SNP

Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de Nucledétido

Simple)
Vi Variable Instrumental
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Introduccion

La Preeclampsia es una enfermedad exclusiva de la gestacién humana que tiene un
impacto negativo en la salud materna y fetal. (1) En Latinoamérica y el caribe, es la
principal causa de muerte materna (2) y en Colombia, si bien la mortalidad materna
secundaria a trastornos hipertensivos del embarazo ha disminuido en los ultimos afios,
esta entidad sigue ocupando el primer lugar de todas las causas de muerte en esta
poblacion, (22,4%) (3) alejando al pais de lo propuesto en los objetivos de desarrollo del
milenio respecto a la salud materna. (4)

Durante los ultimos afios, se han realizado avances importantes en el entendimiento de
la etiologia y fisiopatologia de la preeclampsia. No obstante, este conocimiento no ha
sido traducido a estrategias terapéuticas para esta enfermedad, a excepcion del
consumo de acido acetil salicilico en grupos de mujeres con alto riesgo (5) y la
administracién de sulfato de magnesio para la prevencion de la eclampsia. (6) En el
estudio etioldgico de ésta enfermedad, mdltiples metabolitos en sangre han sido
evaluados y planteados como posibles factores causales, entre ellos el acido Urico, un
marcador de estrés oxidativo que ha mostrado plausibilidad biolégica a partir de estudios
in vitro y cohortes con seguimiento desde el inicio de la gestacion. Sin embargo, los datos
provenientes de estudios observacionales han reportado resultados contradictorios para
este marcador, posiblemente por pequefos tamafios de muestras, causalidad reversa y/o

confusion residual. (7, 8)



18 Acido urico y Preeclampsia: Analisis de Randomizacién Mendeliana

Por otra parte, estudios con mayor nivel de evidencia como ensayos clinicos
aleatorizados disponibles a la fecha y que estudian la relacion del acido urico en mujeres
con preeclampsia, no evaluan adecuadamente el posible efecto causal de este marcador
sino su papel en el desarrollo de complicaciones posterior al diagnostico de
preeclampsia. (9, 10) Por tanto, un escenario en el que se puedan superar los obstaculos
gue han presentado los estudios observacionales en su disefio o analisis seria ideal con
el objetivo de aportar informacion metodolégicamente mas fuerte que permita dilucidar el
posible efecto causal de este marcador en la preeclampsia y eventualmente una

intervencion terapéutica puntual.

Un enfoque que permitiria comprender mejor la relacion causal entre una exposicion
modificable y un desenlace de interés es planteado por la epidemiologia genética. Si bien
esta rama de la epidemiologia se ha enfocado en el estudio de la heredabilidad de las
enfermedades o la susceptibilidad individual para desarrollar una patologia, también
contribuye al estudio de los determinantes ambientales de las enfermedades a nivel
poblacional. Recientemente y con la disponibilidad de estudios ampliados del genoma en
grandes poblaciones, se han realizado progresos importantes en el conocimiento del
papel que desempefian los genes y sus polimorfismos en las enfermedades complejas
(como la Preeclampsia). En este contexto y bajo la premisa de la segunda ley de Mendel
(asignacion aleatoria de los alelos en la meiosis), se ha planteado el uso de las variantes
genéticas como variables instrumentales (no asociadas a variables de confusion) para
estudiar relaciones causales entre un factor de riesgo modificable y una enfermedad,
utilizando datos de estudios observacionales. Dicho analisis es conocido como
Randomizacién Mendeliana, el cual ha sido aplicado a diferentes exposiciones
modificables como niveles elevados de Proteina C Reactiva y enfermedad coronaria,
entre otros siendo capaz de reportar estimadores causales de asociacion al superar las

limitaciones de los estudios observacionales tradicionales. (11, 12)

En Colombia, desde el ano 2000 el “Proyecto GenPE” se ha desarrollado en diferentes

ciudades del pais. Este proyecto es un estudio de casos y controles en gestantes con y
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sin preeclampsia que tiene como objetivo la evaluacién de genes candidatos asociados a
esta enfermedad asi como el efecto de marcadores séricos y plasmaticos en el desarrollo
de la misma. (13) Actualmente, el estudio cuenta con informacion sobre niveles sérico de
acido urico medidos al momento del parto asi como de variantes genéticas identificadas
a partir de estudios ampliados del genoma. Este contexto representa una oportunidad
para implementar técnicas innovadoras de analisis como la Randomizacion Mendeliana
para comprender mejor el posible efecto causal del acido urico en el riesgo de
preeclampsia y asi aportar informacion confiable y que supere las limitaciones

presentadas en los analisis observacionales tradicionales.
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1.Planteamiento del problema

Los niveles elevados de acido drico son un hallazgo frecuente en las mujeres con
Preeclampsia y dicha manifestacion ha sido reportada en multiples estudios
observacionales desde hace varias décadas. (14-16) Sin embargo, la evidencia
disponible no permite establecerse si el acido urico contribuye al desarrollo de la

enfermedad o si es una consecuencia de la misma.

Tradicionalmente, se ha planteado que los niveles elevados de acido urico encontrados
en las pacientes con esta patologia corresponden a una disminucion de la filtracion
glomerular, aumento de la reabsorcion y reduccidn de la secrecion en el tubulo proximal,
secundarios a la afectacion renal la cual es evidente al final de la gestacién. No obstante,
la evaluacion de niveles acido urico a través de algunos estudios experimentales y
cohortes prospectivas de gestantes desde el comienzo de la gestacion han sugerido
cambios fisiopatolégicos a nivel vascular y placentario en presencia de este marcador,
que pueden contribuir al desarrollo de la Preeclampsia como tal. Por ejemplo, en el
trofoblasto humano obtenido durante el primer trimestre de embarazos normales, se ha
reportado un aumento en la secrecidon de sustancias como Interleuquina 13 pro-
inflamatoria, asi como en la expresién de Caspasa cuando las células son expuestas a
acido durico. (17) De esta misma forma, se ha reportado una atenuacién dosis
dependiente de la invasion del trofoblasto y disminucion de la capacidad para desplazar
las células endoteliales en la decidua uterina, cuando el trofoblasto es expuesto a éste
marcador. (18) Asi mismo, en las células vasculares del musculo liso, los niveles
elevados de acido urico se han asociado con el aumento de la expresion de ARNm vy la
secrecion de marcadores pro-inflamatorios como la proteina C - reactiva. (19)
Adicionalmente, en células endoteliales humanas aisladas de la vena umbilical, el acido
urico ha mostrado reducir la produccién de éxido nitrico, debido a la disminucion de la
actividad de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial, lo cual conduce a disfuncién

endotelial, (20) un hallazgo frecuente en pacientes con Preeclampsia. (21)

Teniendo en cuenta la evidencia anterior, mecanismos bioldgicos diferentes a la

afectacion renal presente en el tercer trimestre sugieren un posible efecto biolégico del
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acido urico con un impacto negativo sobre el tejido placentario y la vasculatura sistémica
desde el inicio de la gestacion, lo cual podria desencadenar las manifestaciones clinicas
de hipertension y proteinuria al final del embarazo. (22, 23) Estos hallazgos permiten
suponer que niveles elevados de acido urico pueden tener un papel en la génesis de la
enfermedad, sin embargo, la evidencia disponible a partir de estudios observacionales

tiene resultados contradictorios.

Muchos de los estudios observacionales en torno a éste tema son disefios de casos y
controles. La gran mayoria, han tenido como objetivo probar las diferencias de medias o
medianas de los niveles de este marcador entre las pacientes con y sin Preeclampsia al
final de la gestacion. Llama la atencién que los estudios reportados presentan tamarnos
de muestra pequefios que pueden no ser adecuados para demostrar una diferencia entre
los grupos que se comparan e incluso, es frecuente encontrar analisis de asociacién no
ajustados por variables de confusion. Adicionalmente, este tipo de disefio no permite
evaluar la una posible asociacion causal en el desarrollo de la enfermedad pues puede
presentarse causalidad reversa. (7, 14-16, 24-29) Por otra parte, la evaluacién de la
precision diagndstica a través de la estimacion de las caracteristicas operativas del acido
urico ha sido otro enfoque bastante utilizado. No obstante, el marcador no ha mostrado
un buen desempefio, pues en su mayoria los estudios encuentran sensibilidades bajas.
(26, 29, 30) Teniendo esto en cuenta, otros disefios de estudios como cohortes o
ensayos clinicos en torno a ésta tematica son enfoques necesarios para evaluar de una
mejor manera el posible efecto causal entre el acido urico y la Preeclampsia. En la Tabla
3, se exponen estudios de cohorte donde se realizan mediciones de acido urico en
participantes con hipertension gestacional y se evalua la progresion a preeclampsia al
final de la gestacién. En los tres estudios, se evidencian estimadores de asociacién que
reflejan un riesgo de presentar la enfermedad por el incremento en una unidad del &cido
urico. Dichos estimadores también muestran que la asociacion estudiada esta afectada
por confusion, pues se modifican al realizar el analisis de manera ajustada. Sin embargo,
no todos los posibles confusores, por ejemplo la dieta y datos sobre obesidad o
sobrepeso de la gestante al momento de la toma del &cido urico son tenidos en cuenta
en los andlisis ajustados. Esta situacion refleja la posibilidad de persistir confusion

residual en la relacidon causal de interés.
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Tabla 3. Estudios de cohorte que evaluan la asociacion entre acido urico y el riesgo de

preeclampsia

Autor Criterio de Edad Enfoque Muestra OR (IC 95%) Confusores
(afo) inclusién  materna (PE)
Hawkins Gestantes n.r. Retrospectivo 1880 OR 2.3 (1.7- Paridad
(2012), con (1142) 3.0)
Australia hipertension ORa22(1.7-
(31) gestacional 3.0)
Bellomo Gestantes 30.4 Prospectivo 163 (73) OR 9.1 (4.8- Edad, edad
(2011), con (4.1) 17.4) gestacional,
Italia (32) hipertension ORa 7.1 (3.2- hemoglobina,
de novo 15.7) plaquetas,
creatinina,
presion sistolica,
diastdlica
Wu Gestantes 30.3 Retrospectivo 249 OR 3.8 (1.51- Edad, edad
(2012), con (5.8) (158) 3.83) gestacional,
China hipertension ORa 2.33 acido urico al
(33) gestacional (1.45-3.74) inicio de la
hipertension,

tratamiento
antihipertensivo,
paridad,
tabaquismo,
obesidad,
historia de
preeclampsia

Edad materna reportada como el promedio de afios y su desviacién estandar.

El otro disefio disponible para evaluar causalidad esta representado por los ensayos

clinicos. En este tipo de estudios, un escenario hipotético para evaluar el efecto causal

del marcador seria a través de la asignacion aleatoria de una intervencién que disminuya

los niveles de acido urico en gestantes previamente sanas para evaluar el riesgo de

desarrollar la enfermedad al final de la gestacién. Sin embargo, en el caso del acido

urico y la preeclampsia sélo hay disponibles dos publicaciones donde se hacen

intervenciones para disminuir los niveles de este marcador pero en pacientes con

diagnostico confirmado de preeclampsia, y su objetivo es evaluar las complicaciones de

la enfermedad como desenlace principal, (Tabla 4).
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Tabla 4. Ensayos clinicos controlados, aleatorizados, doble-ciego que evaluan la
disminucion de los niveles de acido urico con pacientes con preeclampsia

Autor  Criterio de Edad Farmaco Exp/No Desenlaces Estimadores
(afo), inclusién Exp/No exp exp
pais
Schackis n.r. 26/26 Probenecid 20/20 Eclampsia, Niveles de acido
(2004), 250mg/12hrs Abruptio, urico Probenecid:
Suréafrica edema 28.5 (18-32),
(10) pulmonar y placebo: 19 41.0
muerte fetal. (31-73) p= < 0.01.
Gulmezo PA: 29/28 Alopurinol 27/29 Prolongacion Niveles de acido
glu 160/110 100mg/12hrs del urico Alopurinol:
(1997), mmHg embarazo, 0.32 (0.19-0.81),
Surafrica PU: 2+ tira complicacion placebo: 0.43
(9) reactiva es maternas  (0.28-0.55) p=
0.004.

Edad materna reportada como el promedio de afios. n.r. No reporta. Niveles de acido urico en (mmol/L)

Por otra parte, las revisiones sistematicas disponibles sobre acido urico y preeclampsia
se han centrado en evaluar las caracteristicas operativas del marcador para diagndstico
de la enfermedad y/o sus complicaciones. Algunas de las revisiones se abstienen de
presentar datos agrupados dada las diferencias clinicas y metodoldgicas entre los
estudios, dificultando la interpretacion de los resultados. Para aquellos con un estimador
agrupado, se observan LR que producen cambios pequefios entre la probabilidad pre y
post test. Meads et al, presentan sus resultados agrupados sin embargo el acido urico

presente una sensibilidad baja para el diagndstico de la enfermedad (Tabla 5).

Tabla 5. Revisiones sistematicas sobre acido urico y preeclampsia

Autor Articulos n Desenlace Estimadores Comentarios
(Afno)
Meads (2008) 5 514 Preeclampsia S: 36% (IC95%  La prueba no
(34) 22 - 53%). E: es precisa.
83% (IC95% 73
- 90%).
Cnossen* 5 572 Preeclampsia S:0.0% - 55.6% La evidencia
(2006) (35) (IC95% n.r.)y E:  no permite
76.9% - 94.9% generar
(1IC95% n.r.). conclusiones

firmes sobre la
utilidad del
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marcador.
Thangaratinam 18 3193 Prediccion de Eclampsia El acido urico
(2006) (36) complicaciones es un pobre
maternas y LR +2.1 predictor de
fetales en (IC95% 1.4-3.5) complicaciones
mujeres con yLR-0.38 maternas y
preeclampsia (1C95% 0.18~ fetales en
0.81). mujeres con
Hipertension preeclampsia
severa LR+ 1.7
(IC95% 1.3—
2.2)yLR-0.49
(1C95% 0.38-
0.64)
Koopmans* 8 1565 Precision Eclampsia: S: El acido urico
(2009) (37) diagndstica 36% - 92%. E: parece un test
para 54% - 95%. util en el
complicaciones (IC95% n.r.) manejo de la
dela preeclampsia.

HELLP: S: 16%
-24%. E: 46% -
91%. (1C95%
n.r.)

preeclampsia

S: Sensibilidad, E: Especificidad. *Datos sin agrupar por alta heterogeneidad clinica y metodoldgica. LR:
Likelihood Ratio

Debido a la disponibilidad de éste tipo de informacién, en las Guias de Practica Clinica
publicadas en 2012 y 2013 acerca de la atencion sobre las complicaciones hipertensivas
asociadas con el embarazo para Colombia, la medicién de acido urico sélo se considera
en las pacientes con un riesgo biopsicosocial elevado, y se da una recomendacion C con
un nivel de evidencia IV, lo que significa que la informacion disponible hace parte de

series de casos, estudio de cohortes y casos y controles de mala calidad. (38, 39)

A pesar de las limitaciones de la evidencia actual, es importante resaltar el tipo de
informacion disponible que aportaria argumentos sobre el posible efecto causal del acido
urico. Los estudios de cohortes que realizan mediciones del marcador antes de la
semana 20 de gestacion (momento a partir del cual se puede hacer el diagndstico de

preeclampsia), cobran vital importancia y se exponen en la Tabla 6. En estos estudios,
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los niveles elevados del marcador se presentaron antes del inicio de la enfermedad
(temporalidad entre la exposicién y desenlace) y reportan estimadores ajustados de
riesgo al comparar el ultimo cuartil de distribucién del metabolito con el de referencia.
Teniendo en cuenta los hallazgos de éstas cohortes y los provenientes de estudios in
vitro, puede suponerse una plausibilidad biolégica del acido urico sobre el desarrollo de la

preeclampsia, la cual debe demostrarse adecuadamente.

Tabla 6. Estudios de cohortes que evaluan la asociacion entre los niveles de acido urico
antes de las 20 semanas de gestacién y el riesgo de preeclampsia

Autor Pais (raza) Caso Edad Tipo; con Medicion Estimador Ajuste
(afio) materna PE/ ; (IC 95%)
con PE/ sin PE unidades
sin PE
Zhou China PA > 29.6/28. P.61/939 Ensayo ORa 2.06 Edad
(2012) (asiaticas) 140/90 6 colorimétri (0.91-4.70) materna
(40) PU Cco; IMC al
>300m umol/L inicio
9
Wolak Israel (medio n.r. n.r. R. n.r.; ORa 140 n.r.
(2012) oriente) 264/5243 mEqg/L (1.20-1.70)
(41)
Laughon Estados PA > n.r. P. 60/1370 Ensayo ORa 1.82 Paridad e
(2011) Unidos 140/90 colorimétri (1.03-3.21) IMC al
(42) (caucasicas & PU co; mg/dl inicio
y >300m
afroamerican g
as)

Edad materna en afos. Tipo: Direccionalidad (P: Prospectivo, R: Retrospectivo). PE: Preeclampsia, n.r.: no
reportado, PA: Presién arterial, PU: proteinuria. IMC: indice de Masa Corporal

Teniendo en cuenta la evidencia anterior, a través de los estudios observacionales se ha
encontrado una asociacion de riesgo entre el acido urico y la preeclampsia, la cual se
atenua posterior al analisis ajustado por posibles variables de confusion. Sin embargo, la
posibilidad de causalidad reversa (para estudios de casos y controles) y especialmente
de confusién residual no permiten establecer el efecto real de este marcado en el

desarrollo de esta patologia.
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Dichas limitaciones pueden superarse a través del enfoque brindado por la epidemiologia
genética. En primer lugar, en el contexto de variaciones genéticas que puedan producir
alteraciones fenotipicas que semejen los efectos bioldgicos de una exposicion ambiental
modificable, puede también entonces alterarse el riesgo de desarrollar una enfermedad.
En segundo lugar, se debe hacer énfasis en que la distribucion de los polimorfismos es
independiente de las variables de confusion que afectan el estudio de una relacién causal
dado la asignacion aleatoria de los alelos al momento de la concepcién. Es aqui donde el
analisis de Randomizacién Mendeliana juega un papel importante, pues los marcadores
genéticos como los Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP por sus siglas en inglés)
son utilizados como variables instrumentales por tener una asociacion con la exposicion
de interés (niveles de &cido Urico), no estar relacionados directamente con el desenlace
(preeclampsia) y ser independientes de otros posibles confusores en el estudio de la
asociacion de interés (edad materna y tabaquismo). Al disponer de informacion de
marcadores séricos y variantes genéticas en gestantes colombianas pertenecientes al
Proyecto GenPE, se hace posible la implementacion del analisis de Randomizacion
Mendeliana para establecer el potencial efecto causal del acido urico en el desarrollo de

la preeclampsia.

1.1 Pregunta de investigacion

¢.Estan los niveles de &cido urico asociados causalmente con la presencia de
Preeclampsia en mujeres primigestantes colombianas, menores de 26 afios, previamente

sanas y captadas al momento del parto, entre 2001 y 2012 en 8 ciudades del pais?

P: Mujeres primigestantes, menores de 26 afios, previamente sanas.
I: Gestantes con marcadores genéticos que eleven los niveles de acido urico
C: Gestantes con marcadores genéticos que no eleven los niveles de acido urico

O: Preeclampsia
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Factible: La recoleccion de la informacién basica asi como de las mediciones y
resultados de los polimorfismos en las pacientes a incluir en el estudio ya se encuentra

realizado, por tanto se cuenta con el material para el analisis estadistico correspondiente.

Interesante: Aborda una problematica comun en nuestro pais, con gran impacto en salud
publica y en la que es necesario seguir trabajando para encontrar formas de diagndstico

temprano con el fin de disminuir las muertes maternas por esta causa.

Novedosa: No se han realizado hasta el momento analisis de Randomizacion

mendeliana evaluando el papel causal del acido urico en mujeres con Preeclampsia.

Etica: No se realizaran intervenciones de ningun tipo en las pacientes, pues solo se
trabajaran con los datos recolectados de quienes dieron su aprobacion para el uso de su
informacioén en diferentes proyectos derivados del proyecto GenPE al momento de la

firma del consentimiento informado.

Relevante: Pretende responder y aclarar el impacto de los factores de riesgo causales

con la PE, con el fin de poder identificar tempranamente la enfermedad.

1.2 Justificacion

En la investigacion epidemioldgica, el efecto causal de un fenotipo modificable es de
interés pues a través de una intervencion especifica y estrategias preventivas podria
disminuirse la frecuencia de una enfermedad, asi como sus posibles complicaciones. Sin
embargo, el estudio de las causas en las enfermedades complejas a través de los
métodos de la epidemiologia observacional, presenta problemas relacionados con
confusion residual y causalidad reversa que no permiten establecer conclusiones fuertes
sobre una asociacion de interés, como en el caso del acido urico y la preeclampsia. Si
bien los estudio in vitro publicados recientemente reconocen un efecto biolégicamente
plausible en ésta enfermedad, este marcador tiene evidencia contradictoria e incluso

debil metodolégicamente para definir el posible efecto causal en la preeclampsia.

Asi mismo, teniendo en cuenta que la preeclampsia es una enfermedad con un impacto

negativo sobre la madre y el producto, los esfuerzos por estudiar adecuadamente los
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factores etioldgicos son necesarios. Por tanto, nuevas estrategias que no estén afectadas
por las limitaciones mencionadas previamente y que ademas, puedan establecer
causalidad (especialmente si no se disponen de ensayos clinicos en la tematica) podrian

brindar informacion relevante para tomar decisiones terapéuticas o preventivas.

La union de la informacion genética y los datos observacionales puede ayudar a
comprender de una mejor manera, la relacion entre un fenotipo intermedio y un
desenlace. Teniendo esto en cuenta, variantes genéticas estrechamente relacionadas
con un factor de riesgo modificable, como los niveles elevados de &cido urico pueden ser
candidatas a variables instrumentales para evaluar el efecto causal sobre un desenlace.
Este enfoque conocido como Randomizacién Mendeliana, puede ayudar a establecer de
forma no sesgada el verdadero papel del acido urico en la preeclampsia. De
comprobarse, aportaria informacion que sirva de argumento fuerte para la evaluacion de

una intervencion terapéutica que disminuya los niveles de este marcador.

Por tanto, a partir de los datos del Estudio GenPE, en el que se cuenta con informacion
de marcadores genéticos obtenidos a partir de estudios ampliados del genoma y niveles
séricos de acido urico en gestantes colombianas con y sin preeclampsia, se hace posible
estudiar la hipétesis de causalidad entre éste marcador y la enfermedad, mediante una
técnica de analisis innovadora que utiliza variables instrumentales, libres de confusién y

que no ha sido aplicada hasta el momento para la pregunta de investigacién en cuestion.
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2.Marco de referencia

La Preeclampsia se caracteriza por la presencia de hipertension arterial (Presion arterial
sistélica >140 y/o diastélica >90 mmHg) y proteinuria (300mg/24hr o 1+ por tirametria en
muestra aislada de orina), después de la semana 20 de gestacion, segun criterios
propuestos por el National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy. (43)

El unico tratamiento definitivo para ésta enfermedad es el parto, pues asi se garantiza la
eliminacion del tejido placentario en su totalidad sin embargo, esta opcion no siempre es
la mejor alternativa pues en embarazos lejos del término, el producto puede tener mas

probabilidades de complicaciones respiratorias entre otras, al nacimiento. (1)

2.1 Carga de la enfermedad

La Preeclampsia complica entre el 2 y 8% de todos los embarazos y es la segunda causa
de muerte materna a nivel mundial; sin embargo estos datos pueden variar entre las
regiones. (1) Para 2006, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estim6 que los
trastornos hipertensivos del embarazo eran responsables del 16,1% (1IC95% 6,7% -
24,3%) de las muertes maternas en los paises desarrollados. (44) No obstante, esta cifra
es mas alta para los paises de Latinoamérica y el Caribe (25,7%, 1C95% 7,9% — 52,4%) y
muy baja para las regiones africanas y asiaticas, Figura 2-1. (2)
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Figura 2-1. Proporcion de muertes maternas por Trastornos Hipertensivos del embarazo
a nivel mundial.

b Hypertensive disorders

7 [ Missing or excluded
] 0401D10400%
[ 10401920400% { =
I 20401D30400% o
 >30401%

Tomado de: WHO analysis of causes of maternal death: a systematic review. (2)

En Colombia, es dificil establecer la incidencia real de esta enfermedad pues no se
cuenta con estudios de cohortes que reporten indicadores confiables. (45) Sin embargo,
las muertes maternas y sus causas son eventos de notificacion obligatoria en todo el
pais, lo cual ha permitido tener informacién relacionada con el comportamiento de las
causas de la mortalidad materna. Segun el Instituto Nacional de Salud (INS) y el Sistema
de Vigilancia Epidemioldgico (SIVIGILA) en el periodo de 2010 a 2012, los trastornos
hipertensivos ocuparon el primer lugar, siendo responsables del 22,4% de todas las
muertes maternas en el pais; (3) y aunque la mortalidad materna secundaria a los
trastornos hipertensivos ha disminuido durante ese periodo (Figura 2-2), éstos siguen
ubicandose dentro de las principales causas de muertes maternas y por tanto,
contribuyendo de manera negativa con la Razon de Mortalidad Materna. Esta es una de
las razones por las cuales Colombia no ha podido acercarse a la meta propuesta en los
objetivos de desarrollo del milenio en cuanto al topico relacionado con mejorar la salud

materna. (4)
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Figura 2-2. Porcentaje de muertes maternas secundarias a Trastornos Hipertensivos del
Embarazo en Colombia entre 2000 y 2012
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Fuente: Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE). Afio 2012 con datos parciales. (46)

Por otra parte, los trastornos hipertensivos del embarazo desencadenan otras
complicaciones que afectan negativamente tanto a la madre como al feto. Por ejemplo, el
sindrome HELLP (H "hemodlisis", EL "elevated liver enzymes", LP de "low platelet count")
se ha descrito como complicacién que aparece entre el 10% y 20% de los casos de
Preeclampsia severa, principalmente en embarazos pretérmino (50%). Por su parte, la
eclampsia (convulsiones ténico-clonicas en una mujer embarazada o recientemente
desembarazada que no se pueden atribuir a otras causas), puede aparecer en el 1-2%
de la preeclampsia severa y aunque es dificil de predecir, los signos y sintomas
premonitorios pueden estar presentes en el 79% de los casos durante la semana antes
de su aparicion. (1) Adicionalmente, efectos a largo plazo de la Preeclampsia en la madre
y el producto también se han reportado. Diferentes estudios han encontrado una
asociacion entre el antecedente de Preeclampsia y la presencia de enfermedades
cardiovasculares (OR 2,28; IC95% 1,87 - 2,78), enfermedad cerebrovascular (OR = 1.76,
IC95% 1,43 - 2,21) e hipertension arterial (RR = 3,13; 1C95% 2,51 - 3,89) en la madre a
futuro. (47) En el producto de la gestacion, los efectos de la preeclampsia pueden
presentarse in utero, al momento del nacimiento y durante el desarrollo. La disminucién

de la circulacion utero-placentaria, secundaria a la inadecuada invasion del trofoblasto y
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disfuncion endotelial generada por la Preeclampsia, puede conducir a la restriccion del
crecimiento intrauterino con hipoxia y acidosis subyacente. Su frecuencia varia entre las
poblaciones y se han reportado incidencias entre el 9-35% segun la edad gestacional en
la que se realicen los estudios. Asi mismo, debido al riesgo de abruptio de placenta y la
restriccion de crecimiento, el producto tiene mayor probabilidad de desarrollar sufrimiento
fetal agudo durante el trabajo de parto y morir in Gtero, especialmente en los casos de
Preeclampsia severa. Sin embargo, la mortalidad perinatal puede variar segun la region.
Por ejemplo, en el Reino Unido el 6% de los fetos de madres con eclampsia mueren
versus el 27% de los fetos en paises de medianos y bajos ingresos. (48) En los
embarazos lejos del término, pueden presentarse complicaciones relacionadas con la
prematuridad como enterocolitis, retinopatia, displasia broncopulmonar y alteraciones en
el neurodesarrollo en el periodo postnatal. A largo plazo, se ha descrito que los hijos de
madres con Preeclampsia tienen mas probabilidades de ser hospitalizados en su vida
adulta (11-25%) y de desarrollar trastornos hematoldgicos, endocrinos, metabdlicos entre
otros. (49) La afectacion del binomio madre-hijo por la Preeclampsia es un escenario que
da lugar a una continua busqueda de evidencia, la cual pueda traducirse en medidas
preventivas y/o terapéuticas con el fin de evitar las consecuencias negativas de ésta

enfermedad.

2.2 Fisiopatologia de la preeclampsia

La Preeclampsia es una enfermedad compleja, pues en su desarrollo hay una interaccién
de factores genéticos y medioambientales que propician la aparicién del cuadro clinico.
Teniendo esto en cuenta, la causa especifica de la Preeclampsia permanece aun
desconocida y esto ha generado multiples teorias sobre su etiologia. (1) De manera
general se ha identificado un componente materno y otro placentario en el desarrollo de
la enfermedad.
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2.2.1 Componente materno

Diferentes caracteristicas maternas previas al embarazo han sido identificadas al
aumentar la probabilidad de presentar Preeclampsia durante la gestacion entre ellas,
hipertension arterial crénica (RR 7.7 1C95% 5.7-10.1) (50), obesidad (ORa 4.19 1C95%
3.21-5.48) (51) y niveles elevados de triglicéridos (Diferencia promedio ponderada 0.24
mmol/l, IC95% 0.13-0.34, P <0.0001) (52). Dichas caracteristicas son conocidos factores
de riesgo cardiovasculares y pueden reflejar un camino fisiopatolégico comun entre la
Preeclampsia y las enfermedades cardiovasculares. Estos factores se han asociado con
un aumento de marcadores inflamatorios y radicales libres que propician el exceso de
estrés oxidativo desde el inicio del embarazo. (53) Adicionalmente, se ha reportado que
aquellas mujeres con familiares de primer grado (madre o hermanas), tienen hasta 5
veces mas riesgo de presentar la enfermedad. En esta misma via, los genes paternos se
han relacionado con un aumento en el riesgo de Preeclampsia, en las mujeres que tienen
embarazos de hombres que han tenido embarazos con Preeclampsia previamente. (54)
Sin embargo, los estudios de genes candidatos en esta enfermedad publicados a la
fecha, no han reportado asociaciones robustas con evidencia epidemiolégica fuerte.
Replicaciones de los resultados con poblaciones mas grandes son necesarios para tener

un mejor conocimiento de la base genética de esta entidad. (55)

2.2.2 Componente placentario

La placenta es un factor predisponente para el desarrollo de la Preeclampsia. Embarazos
molares (con presencia de placenta pero no de feto) y la presencia de restos placentarios
después del parto, se han asociado con el desarrollo del sindrome clinico de hipertension
y proteinuria asi como, la resolucion del mismo 48 horas después del parto cuando la

eliminacion del tejido placentario se ha producido. (56)

Desde el primer trimestre, el desarrollo de una placentacién anormal se ha asociado a
remodelacion superficial o ausente de las arterias espirales uterinas por parte del

trofoblasto extravelloso, (57) ocasionando una alteracion del flujo placentario con eventos
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de isquemia/reperfusion (58) (59) y liberacion de sustancias pro inflamatorias y anti
angiogénicas al sistema circulatorio materno. (59) La disminucién del flujo utero-
placentario y los eventos de isquemia/reperfusion secundarios a la inadecuada invasion
del trofoblasto, podrian ser responsables del aumento de la hipoxia en el espacio
intervelloso, lo cual a su vez podria aumentar la produccidén de sustancias pro oxidantes
(super 6xido y radicales libres) y disminuir la secrecién de 6xido nitrico, resultando en un
exceso de estrés oxidativo en el espacio placentario de las pacientes con preeclampsia.
Ademas, se ha encontrado tanto en placentas como en el sistema circulatorio materno de
pacientes con preeclampsia, mayor produccion de cantidades de superdéxido y mucho
menos de sustancias antioxidantes en comparacién con las placentas y pacientes con

gestaciones normales. (60)

El resultado final de los procesos fisiopatolégicos que tienen lugar en el desarrollo de la
preeclampsia, se traducen en disfuncién del endotelio materno. En la preeclampsia, la
presencia de hipertension arterial de novo y proteinuria evidencian al endotelio como
6rgano diana de la enfermedad. Los signos y sintomas (vasoconstriccion arterial
sistétmica y endoteliosis glomerular en el rifidén), muestran que la vasculatura
especialmente en los sitios con endotelio fenestrado, es la mas afectada. La activacion
del endotelio en las pacientes con preeclampsia se ha asociado con niveles elevados en
sangre de sustancias vasoconstrictoras, marcadores de estrés oxidativo, y citoquinas
inflamatorias, asi como disminucion en la produccion de prostaciclina y 6xido nitrico,
importantes vasodilatadores, en circulacién materna. (60) Dentro de los marcadores de
estrés oxidativo, el acido urico se ha comportado como un metabolito asociado a la
presencia de la preeclampsia desde hace mas de un siglo, sin embargo no existe una
recomendacion fuerte sobre su uso en el diagndstico de la enfermedad por baja calidad

de la evidencia cientifica disponible.

2.3 Acido Urico

El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas. Las bases purinicas

(guanina e hipoxantina) son catalizadas por la enzima xantina oxidasa a xantina y acido
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urico. En la mayoria de los mamiferos, los niveles permanecen bajos (0.5-1.0 mg/dl) al
ser convertido en alantoina (un producto de excrecidon muy soluble) por la enzima Urato
oxidasa (Uricasa). En los humanos y grandes primates, sus valores se encuentran mas
elevados debido a multiples mutaciones que inactivaron el gen que codifica para la
enzima durante la evolucion de los hominidos. (61) La inactivacién de la enzima Uricasa
y la subsecuente elevacion en los niveles de este marcador se han considerado una
ventaja evolutiva, pues la funcion del acido urico es la de ser un potente antioxidante
plasmatico (contribuye en >50% de la capacidad antioxidante en la sangre), un poderoso
eliminador de radicales libres y quelante de iones metalicos, cuando existe un medio
hidrofilico. (62) Adicionalmente, el aumento en los niveles se ha considerado como una
ventaja al permitir que los hominidos pudiesen mantener la presion sanguinea con baja
ingesta de sal, suponiéndose que este aumento pudo ser esencial para mantener la
posicién vertical de esta especie. (61, 63) La homeostasis en sus niveles depende del
equilibrio entre la produccion (dieta rica en purinas, alcohol, fructosa) y Ila
secrecion/reabsorcion en el tubulo renal (70%) e intestinal (30%). Cuando el acido urico
llega al rifidn es filtrado por el glomérulo en su totalidad, para luego ser reabsorbido en su

mayoria (90%) al final del tubulo proximal. Figura 2-3 (64)

Figura 2-3. Excrecion renal de acido urico
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Tomado de: Bergamini et al, (65)
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Diferentes Proteinas Transportadoras de acido urico (URAT) han sido identificadas en
células tubulares apicales y basolaterales renales, como las responsables de la actividad
reabsortiva a nivel tubular. Entre ellas, la proteina URAT1 (gen SLC22A12), OAT4 (gen
SLC22A11) y GLUT9 (gen SLC2A9). (64) Los estudios ampliados del genoma han
identificado varios dichos genes asociados a niveles elevados de acido Urico y
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas. Por ejemplo, mutaciones en el gen
SLC22A12, SLC2A9 y ABCG2 (un transportador renal y extra renal) se han asociado a
niveles elevados de éste marcador y presencia de gota en la vida adulta. GLUT9 se ha

identificado como responsable del 4% en la varianza de los niveles. (66, 67)

Si bien la actividad principal del &cido urico es la de ser un antioxidante plasmatico, existe
una paradoja en su funcidén pues se ha reportado que cuando los niveles de este
metabolito permanecen elevados de manera cronica en presencia de un ambiente
lipofilico, su funcién protectora se inhibe y se convierte en una sustancia pro oxidante
(formando radicales libres). (63) Un desencadenante inicial del dafo producido por este
marcador se ha identificado a través de la via del inflamosoma, donde los cristales
monosoddicos de urato han mostrado un efecto negativo en la linea de monocitos-
macrofagos al estimular la secrecion de interleuquinas inflamatorias (IL-1B). Esta

secrecion recluta otras células inflamatorias y amplifica esta reaccion. (68)

Estudios in vitro han evidenciado disminucion de 6xido nitrico en cultivos celulares, asi
como bloqueo de la vasodilatacion inducida por acetil colina y disminucion de los nitritos
circulantes cuando se exponen a altos niveles de éste marcador. También, se ha
demostrado que el acido urico reacciona directamente con el 6xido nitrico a través de
una reaccion rapida e irreversible, que resulta en la formacion de 6-aminouracilo y
deplecién de éxido nitrico comprometiendo su accién vasodilatadora en el endotelio. (62)
Adicionalmente, estudios in vitro evidencian que el acido urico reacciona en la presencia
de peroxinitrito, generando intermedios reactivos y productos alquilos (triureto), los cuales
también pueden reaccionar con las células endoteliales alterando su funcion normal.
(Figura 2-4) (69)
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Figura 2-4. Productos derivados del acido urico en presencia de otros oxidantes
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En esta misma via, estudios en animales han reportado que al inhibir la enzima Uricasa,
los niveles de acido uUrico se elevan de forma rapida y después de tres semanas, la
presion arterial se incrementa y se producen dafios irreversibles en la vasculatura y el
glomérulo. Estos cambios son mediados por alteraciones en el eje renina-angiotensina a
nivel juxtaglomerular y baja disponibilidad de 6xido nitrico en la macula densa, resultando
en vasoconstriccion de la arteriola aferente y eferente. (70)

Por otra parte, diversos estudios observacionales prospectivos en humanos han
mostrado que los niveles elevados de acido urico son un factor de riesgo independiente
para desarrollar enfermedades cardiovasculares como hipertension arterial (RR 3.0,
1C95%1.56-3.97 para hombres y RR 3.4, IC95% 2.10-3.81 para mujeres), (71) diabetes
mellitus tipo 2 (RR 1.56, 1C95% 1.39-1.76), (72) accidentes cerebrovasculares (RR 1.47,
IC95% 1.19, 1.76) y muerte (RR 1.26, 1C95% 1.12, 1.39). (73) Estos hallazgos han sido
relevantes para comprender de una mejor manera como el acido urico puede contribuir
causalmente a la patogénesis de enfermedades cardiovasculares a través del estrés

oxidativo y la disfuncién endotelial.
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2.3.1 Acido urico en el embarazo normal

En la etapa temprana de la gestacion normal, las concentraciones de acido urico
disminuyen entre un 25-35% por diferentes causas, entre ellas: el aumento en los niveles
de estrégenos, la expansién del volumen sanguineo y el aumento de la tasa de filtracién
glomerular. Posteriormente, las concentraciones van incrementando progresivamente
secundario al aumento en la produccion fetal, disminucién de la unién con la albumina y
de su eliminacién, hasta el final de la gestaciéon donde se alcanzan niveles similares a los
de mujeres no embarazadas. (74) Sin embargo, diferentes escenarios se han reportado
al comparar los niveles de acido urico en gestantes sanas y mujeres no embarazadas.
Un estudio publicado en mujeres africanas, reportd mayores niveles en las mujeres
embarazadas durante el segundo trimestre gestacion que las mujeres no gestantes (8.0
mmol/l vs 5.5 mmol/l, p= <0.05). (75) Mientras que un estudio con un mayor tamafio
muestral, encontrd niveles mas bajos de acido urico en las gestantes en segundo y tercer
trimestre comparado con las mujeres no embarazadas (Segundo trimestre 0.15 +/- 0.03
mmol/L, Tercer trimestre 0.14 +/- 0.02 mmol/L versus 0.29 +/- 0.04 mmoL en mujeres no
embarazadas p=<0.001). (76) Otro escenario esta representado por los embarazos
gemelares. Si los fetos contribuyen a la produccion de acido urico, el aumento en el
numero de productos pudiese incrementar los niveles en los embarazos multiples. Bajo
esta hipotesis se han realizado algunos estudios observacionales reportando que las
mujeres con embarazos gemelares y en tercer trimestre tenian valores mas elevados de
acido urico que aquellas con embarazos unicos (5.0 + 0.9 versus 3.7 £ 0.6 mg/dl, p <
0.01y54 +1.6versus 4.7 £ 1.2 mg/dL, p = 0.001). (77, 78)

2.3.2 Acido urico y Preeclampsia

Teniendo en cuenta la alteracién a nivel vascular y renal desencadenada por el acido
urico, asi como la evidencia a partir de estudios observacionales entre éste marcador y el
riesgo de enfermedades cardiovasculares, se ha renovado el interés por estudiar el

potencial efecto causal de éste marcador en la preeclampsia dado que las principales



39

caracteristicas de ésta patologia también se relacionan con cambios a nivel vascular y

renal.

Tradicionalmente, se ha descrito que el mecanismo principal para el aumento de acido
urico en la preeclampsia es debido a la reduccion en la excrecion renal, secundaria a
vasoconstriccion sistémica, reduccién del flujo sanguineo renal y disminucion de la tasa
de filtracion glomerular. Pero estas alteraciones se producen cuando el cuadro clinico ya
se encuentra instaurado, sugiriendo que la elevacion en los niveles corresponderia a una
consecuencia de la enfermedad. Sin embargo, estudios recientes de niveles elevados de
este marcador en células de trofoblasto han mostrado un efecto negativo a nivel
placentario. Una concentracion dosis dependiente se ha evidenciado, disminuyendo la
invasién del trofoblasto asi como la integracién a la microvasculatura uterina a mayores
concentraciones de &cido urico. (17) Asi mismo, un aumento en la secrecién de
interleuquinas pro inflamatorias a través de la via del inflammosoma y activacion de la
caspasa en células de trofoblasto de primer trimestre de la gestacién. (16)
Adicionalmente, en células vasculares humanas, los niveles elevados de &cido urico

disminuyen la produccién de 6xido nitrico endotelial a este nivel. (78)

Los niveles elevados de acido durico pueden corresponder a una respuesta
antiinflamatoria defensiva y apropiada pero si este estado progresa, los efectos negativos
sobre la vasculatura predominan. Los niveles elevados de éste marcador se han
asociado a un ambiente de estrés oxidativo, caracterizado por el aumento en la
produccién de radicales libres y disminucion en los niveles de sustancias antioxidantes.
Este ambiente tiene un impacto negativo sobre la vasculatura materna a nivel sistémico,
al activar el endotelio y la produccion de sustancias vasoconstrictoras como endotelina y
tromboxano, mientras que la produccién de vasodilatadores como la prostaciclina y 6xido
nitrico se encuentra disminuida. Adicionalmente, se ha descrito que el acido urico limita la
funcién de la enzima o6xido nitrico sintetasa en el endotelio y activa las plaquetas
circulantes, hallazgos caracteristicos de esta enfermedad. (23) Estos hallazgos sugieren
un efecto negativo del acido uUrico desde el inicio de la gestacion, que contribuiria a la
aparicion de hipertensién y proteinuria al final del embarazo a través de una via final

llamada disfuncion endotelial.
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2.4 Epidemiologia genética

La fusion entre la epidemiologia y la genética da como resultado una disciplina
estrechamente relacionada con la epidemiologia tradicional, que tiene como objetivo
estudiar los determinantes genéticos de las enfermedades y el efecto de los factores
genéticos y no genéticos en diferentes patologias. En los ultimos afios, la epidemiologia
genética se ha popularizado gracias a los avances tecnoldgicos y potentes métodos
estadisticos para el estudio de diversas enfermedades, especialmente de aquellas con
un patrén de herencia no mendeliano como es el caso de las enfermedades complejas.
(79)

Diversos disefios de estudios observacionales especificos de esta rama de la

epidemiologia se han descrito: (79-81)

» Estudios de ligamiento: tienen como objetivo identificar marcadores especificos
en cada cromosoma que se segregan en familias afectadas por una misma
enfermedad. Si el marcador estudiado se segrega mas de lo esperado en la
poblacion a estudio, sera identificado como un posible gen asociado con la
enfermedad en cuestion. Este tipo de disefio ha sido ampliamente utilizado en el
estudio de las enfermedades monogénicas o de herencia mendeliana (afectacion

de un solo gen, ej: anemia falciforme).

= FEstudios de asociacion genética: En este tipo de estudios, se utilizan los
principios estadisticos de los estudios observacionales de asociacion.
Principalmente, utilizando disefios de casos y controles en poblaciones no
relacionadas, se estudia la frecuencia de un marcador o variante genética (ej:
SNP’s) entre los individuos sanos y afectados por un fenotipo o enfermedad
determinada. Estos estudios parten de una hipotesis segun la plausibilidad
biolégica de un gen con una enfermedad determinada, por lo que se seleccionan
variantes genéticas en genes especificos. El aumento en la frecuencia de un alelo

o genotipo en los casos, puede interpretarse como un incremento en el riesgo de
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desarrollar la enfermedad asociado con la presencia de la variante. (82) Este
disefio ha sido muy utilizado en el estudio de la preeclampsia. (55) De ésta
manera se han identificado mutaciones en los genes que codifican para las
enzimas Metilenetetrahidrofolato Reductasa (MTHFR) y Oxido Nitrico Sintasa
Endotelial (NOSe), entre otros, probdndose una asociacién de riesgo para el
desarrollo de preeclampsia al final de la gestacién. (83) Sin embargo, los
resultados obtenidos por este tipo de estudios no siempre han podido replicarse y
por tanto no se han generado conclusiones firmes y robustas sobre el papel de

genes especificos en el desarrollo de la enfermedad. (55)

Estudios Ampliados del Genoma (GWAS): Con el advenimiento de nuevas
tecnologias de microarrays (chips), fue posible desarrollar un nuevo tipo de
estudio de asociacion, en donde a través de plataformas especializadas (lllumina
y Affymetrix) se puede escanear el genoma completo de un individuo en busca de
alrededor de un millén de variantes genéticas, las cuales pueden asociarse a un
cuadro clinico determinado. Para el desarrollo de estos estudios, se define como
primer paso el cuadro clinico de interés (desenlaces cuantitativos o cualitativos) y
se escoge el test estadistico apropiado para establecer la fuerza de asociacion
con las variantes genéticas a evaluar. Posteriormente, se define la forma en que
se codificara el genotipo (dominante, recesivo, multiplicativo o aditivo) y se
definen las variables clinicas de interés para ajustar el analisis. Adicionalmente, el
analisis genético debe considerar especialmente la subestructura de la poblacion
estudiada como una covariable por la que debe ajustarse el analisis, pues
diferencias relacionadas con la etnicidad pueden asociarse con el desenlace por
haber estratificacion de la poblacién. (84) Debido a que se realizan multiples
comparaciones de asociacién, debe corregirse el nivel de significancia, lo que

usualmente se hace utilizando la férmula de Bonferroni:

0."

k

Donde k es el numero de pruebas estadisticas realizadas. Por ejemplo, para un
GWAS que evalte 900.000 SNP’s, el nivel de significancia a utilizar es de 0.5 x
1078, (84, 85)
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En el caso de la preeclampsia, un GWAS publicado en 2012 reportd variantes
genéticas (SNP’s) asociadas con la enfermedad (rs7579169, p=3.58x107,
OR=1.57 1C95% 1.32-1.87; rs12711941, p=4.26x10", OR=1.56 1C95% 1.31-
1.86), que se encontraban localizadas en el brazo largo del cromosoma 2 en el
gen de la inhibina beta B (INHBB), sin embargo la importancia funcional de éste

gen en la enfermedad aun no es clara. (86)

Finalmente, para poder validar los resultados obtenidos en un GWAS deben
poderse replicar en una muestra adicional e independiente. Es decir, repetir el
disefio del GWAS y aquellas asociaciones significativas que coincidan con los
resultados previos pueden ser interpretadas como efecto replicados. Técnicas
como meta analisis de diferentes resultados de GWAS también han sido

aplicadas para incrementar el poder estadistico. (87)

2.4.1 Estudios ampliados del genoma en acido urico

Se estima que los niveles del &cido urico tienen una heredabilidad entre el 40 y 70%, por
lo que ha resultado de gran interés el estudio de las variantes genéticas asociadas a la
elevacion de dichos niveles. Un GWAS realizado en poblacion china que incluyd 12,281
personas, tuvo como objetivo evaluar alrededor de novecientos mil SNP’s y su asociacion
con niveles séricos de acido Urico. Sus resultados fueron replicados en una muestra
independiente de 8.830 personas. Los resultados finales reportaron dos loci genéticos
(SLC2A9 p= 8,98 x 10°* y ABCG2 p= 3,34 x 10™*%) asociados significativamente con los
niveles elevados de éste marcador. SLC2A9 se encuentra localizado en el cromosoma 6
y codifica para un transportador de glucosa (GLUT9) que puede reabsorber &cido urico
en los tubulos renales y ABCG2 un exportador de acido Urico que media su excrecién
renal. (88) Resultados de diferentes GWAS que evallan poblaciones de distinto origen

étnico se exponen en la Tabla 7. Los genes reportados con variantes que presentaron
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una significancia estadistica estan relacionados con el mecanismo de regulaciéon y

excrecion renal del acido urico.

Tabla 7. GWAS sobre acido urico

Autor Etnicidad n Niveles (m/h) Gen Confusores p
Charles, Africano 1.107 5,02 mg/di SLC2A9 Edad, sexo, IMC, TFG, 1,38 x 107
2011 (89) americanos 6,25mg/dl hipertension, diabetes tipo 2,

estratificacion de la
poblacion.
Kamatani, Asiaticos 14.700 n.r SLC22A12  Afo de nacimiento, género, 2.34x 107",
2010 (90) SLC2A9, estratificacion de la o
ABCG2 poblacién 7.09 x10 7,
1.14x 107"
Karns, Caucasicos 1.395 265.4mmol/L SLC2A9 Edad, sexo 2.33x10° "
2013 (91)
361.0 mmol/L
Nam-son, Asiaticos 1.957 4,30mg/dI PPP1R12B n.r. 229 x 107
2014 (92) 5,67mg/dl
Vorungati, Mexicano 632 4,94 mg/dl SLC2A9 Peso IMC, PA, niveles de 1.3x10°"
2013 (93) americanos triglicéridos, HDL, LDL y
6,1mg/d| colesterol total, glucosa,
insulina y fenotipos de la
funcion renal
Wallace, Caucasicos 1.955 N.R. SLC2A9 Centro de reclutamiento, 1.85x 107"
2008 (94) edad, edad2, sexo y el IMC.

m/h: mujeres’hombres. IMC: indice de Masa Corporal. TFG: Tasa de Filtracién Glomerular. PA: Perimetro
abdominal

En esta misma via, un meta-analisis de GWAS independientes realizado por Kolz, reunié

los resultados de 14 estudios independientes para un total de 28.141 individuos europeos

caucasicos no relacionados. Este meta analisis report6 954 SNPs que superaron el

umbral de significancia (5 x 10®). Los SNP’s se agruparon alrededor de nueve loci

(Figura 2-5), cuatro de los cuales son los reguladores conocidos de los niveles séricos de
acido urico: SLC2A9 (p=5.2 x 10%°"), ABCG2 (p=3.1 x 10%), SLC17A1 (p =3.0x 10™)y
SLC22A12 (p=2.0 x 10°). Ademas, cinco nuevos loci fueron identificados SLC22A11
(p=6.76 x 10™), GCKR (p=1.46 x 10°), PDZK1 (p=2.76 x 10°), LRRC16A (p=8.56 x 107)
y SLC16A9 (p=1.1 x 10®). (67)
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Figura 2-5 Manhattan plot de GWAS sobre acido urico en poblacién caucasica
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Tomado de: Kolz et al. (67)

Posteriormente, un meta analisis de 48 GWAS combinados con un total de 110.347
individuos europeos no relacionados y mas de dos millones de SNP’s investigados,

replico las sefales del estudio anterior e identificd 18 nuevos diferentes loci: PKLR (p=6.2
x 10 ), HNF4G (p= 4.4 x 10 ), ASAH2 (p=7.4 x 10 ), HLF (p = 5.4 x 10 "), MUSTN1
(p=2.6 x 10 ), VEGFA (p=8.0 x 10 ), INHBB (p=1.6 x 10 ), entre otros. (66) Estos
loci y marcadores genéticos constituyen una base importante para la construccion de un

score alélico que sera la variable instrumental para responder la pregunta de

investigacion en cuestion, a través de la metodologia del presente estudio.

2.5 Randomizacion Mendeliana

La Randomizacion Mendeliana cuenta con dos definiciones, una con un enfoque genético

y otra con un enfoque epidemioldgico.

» Genética: Se define como la asignacién aleatoria de los alelos al momento de la
meiosis y recibe su nombre a partir de Gregor Mendel quien plante6 los
postulados sobre los patrones de herencia, especificamente la ley de la

segregacion independiente, también conocida como la segunda ley de Mendel:
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"El comportamiento de cada par de caracteristicas diferenciales en uniéon hibrida es

independiente de las otras diferencias entre las dos plantas originales”. (95)

Por tanto si los alelos se distribuyen de forma aleatoria, podria interpretarse que son
independientes de los factores conductuales y ambientales que usualmente confunden
las asociaciones epidemioldgicas entre un factor de riesgo modificable y un desenlace.
Esto, puede ser aprovechado para estudiar la asociacién entre un factor de riesgo y un

desenlace desde una perspectiva epidemiologica.

» Epidemiolégica: En el enfoque epidemiolégico, la aleatorizacion al momento de la
concepcidén puede semejar la asignacion aleatoria que se realiza en los ensayos
clinicos. (Figura 2-6) (96)

En un ensayo clinico aleatorizado, la asignacion al azar de la intervencion soélo tiene
efecto a través del tratamiento recibido, ya que este se encuentra en la via causal entre
la asignacion y el desenlace. En un entorno de Randomizacion mendeliana, esto
corresponderia a la suposicion de que los efectos de una variante genética sobre un
desenlace solo ocurren a través del fenotipo intermedio (factor de riesgo modificable).
(97)
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Figura 2-6. Comparacion entre ensayos clinicos y Randomizacién mendeliana
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Adaptado de: Burgess et al. (98)

En 1986, Martijn Katan fue el primero en plantear este tipo de analisis, incluso antes de
que se utilizara el término de Randomizacién mendeliana como tal. Para la época, se
sugeria que los niveles bajos de colesterol se asociaban a un mayor riesgo de cancer.
Sin embargo, dicha asociacién podria explicarse por causalidad reversa o por factores
confusores (como el cigarrillo). Por tanto, Katan planteé que a partir de las variantes del
gen de la apolipoproteina E (APOE) que se asociaban con diferentes valores de
colesterol, si los niveles bajos eran en realidad un factor de riesgo causal para el cancer,
entonces se esperaria que los individuos con el genotipo asociado a colesterol bajo
tuviesen mayor riesgo de cancer. Por el contrario, si existiese causalidad reversa o
confusidon en la asociacion observada en estudios observacionales, entonces no se
esperaria ninguna asociacion entre el genotipo APOE y el cancer. Si bien Katan no tenia

datos para demostrarlo, planteé un disefio de estudio. (96)
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El término de Randomizacion mendeliana fue usado por primera vez para describir un
disefo que planteaba evaluar la eficacia del trasplante de médula ésea alogénico con y
sin hermano compatible en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda. La presencia o
no del antigeno leucocitario humano esta determinada por la asignacion aleatoria de los
alelos al momento de la concepcidn, lo cual permite una comparacién aleatorizada y no
influida por variables como estadio de la enfermedad y estado general del paciente. La
comparacion del desenlace entre los dos grupos de pacientes (con y sin hermano
compatible), se realizé independiente de si recibieron o no el trasplante, como en una

forma de analisis por intencion de tratar. (99)

Teniendo esto en cuenta, el principio de Randomizacion mendeliana puede definirse
como un analisis que utiliza las variantes genéticas en estudios observacionales, con el
fin de hacer inferencias causales sobre el efecto de una exposicidon en un desenlace.
Dichas variantes genéticas son utilizadas como variables instrumentales, las cuales

deben cumplir tres asunciones para ser consideradas como tal.

2.5.1 Variables instrumentales

El uso de variables instrumentales inicié en los analisis economeétricos y posteriormente
se implementd en el contexto epidemiolégico. Se considera una variables instrumental

(2) a aquella que cumpla las siguientes asunciones (Figura 2-7):

1. Z se asocia con la exposicion de interés X (factor de riesgo modificable)
2. Z es independiente de variables de confusién (U) en la asociacién de X y el
resultado (Y).

3. Z es independiente de Y dado X vy los factores de confusion U.
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Figura 2-7. Asunciones de la variable instrumental

U

Z X

La variante genética (variable instrumental) la cual se asigna al azar y esta presente
desde el nacimiento (precediendo el desenlace), se asocia con el resultado de interés (Y)
s6lo mediante el factor de riesgo o fenotipo intermedio (X). En esta linea causal no estan
presentes los confusores (U) (aleatorizacion de los alelos en la meiosis) que usualmente
afectan la relacién entre las variables X y Y en la epidemiologia observacional. De ésta
manera, se eliminan los posibles sesgos mas comunes en los estudios observacionales
(confusién y causalidad reversa), y por tanto se puede estudiar el posible papel causal de
un marcador sérico o factor de riesgo modificable (niveles de acido urico) y la presencia

de un desenlace o enfermedad (preeclampsia) (Figura 2-8).

Figura 2-8. Grafico directo aciclico sobre la asociacién entre acido urico y preeclampsia
utilizando marcadores genéticos como variables instrumentales

Confusores

Polimorfismo Niv'e o8 ——» | Preeclampsia
de Nucleétido [———» s’é!rlcos’ qe
Simple (SNP) acido urico

Sin embargo, para que la interpretacién de los resultados sea lo mas precisa posible, las

variables instrumentales deben ser escogidas cuidadosamente. El conocimiento sobre el
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efecto bioldgico de la variante genética sobre un fenotipo intermedio (Z se asocia con X)
es primordial para cumplir con la primera asuncion de las variables instrumentales. Es
por esto que la informacién obtenida a partir de los GWAS puede ser til en este paso.
Adicionalmente, se han descrito aproximaciones estadisticas como el estimador F de
Cragg Donald para evaluar la fuerza de asociacion entre el instrumento y el fenotipo

intermedio, siendo un F 210 un punto de corte para seleccionar dichas variantes. (100)

En esta misma via, cuando se cuenta con multiples variantes genéticas que se asocian
con los niveles de un marcador o multiples variantes que tienen un efecto pequeno,
puede resumirse la informacién del efecto de cada una de ella a través de un score
alélico (también conocido como score genético o poligénico) el cual puede utilizarse
como una variable instrumental. El score (no ponderado) se calcula como el numero total
de alelos de riesgo en un individuo o la suma de los pesos ponderados de cada alelo de
acuerdo al tamafo de su efecto. Estos scores son especialmente utiles en el estudio de
rasgos poligénicos multifactoriales, pues une los efectos pequefnos de variantes comunes
o variantes raras. Los efectos de la variante genética sobre los valores de un marcador
pueden ser estimados internamente (a partir de los datos que se estan analizando) o
externamente (datos provenientes de otros estudios o conocimiento previo). En cualquier
caso, las variantes incluidas en el score deben cumplir con las asunciones de la variable
instrumental para mejorar la estimaciéon del efecto causal. La decision de cuantas y
cuales variantes se incluyen en el score, se sugiere este basado en conocimientos
cientificos en lugar de pruebas estadisticas. De esta manera, el score puede explicar una
considerable proporciéon en la variacion del factor de riesgo modificable o fenotipo
intermedio. (101)

=  Estimacion del efecto causal

A través del analisis de Randomizacion Mendeliana, puede establecerse:
1. Si existe un efecto causal entre una exposiciéon y un desenlace, y
2. El tamano de dicho efecto.

En la tabla 8 se resumen los principales métodos estadisticos utilizados.
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Tabla 8. Métodos estadisticos en Randomizacion Mendeliana

Método Caracteristicas
Parameétricos
Dos etapas de Minimos Cuadrados Se realizan dos etapas de regresion:
1. Regresion de la exposicion en la variable
instrumental
2. Regresién del desenlace en la exposicion,

utilizando los valores estimados en la primera
etapa. En desenlaces binarios, se realiza
regresion logistica en la segunda etapa

Maxima Verosimilitud Las dos etapas se realizan simultaneamente.
Tiene propiedades no sesgadas, de normalidad y
eficiencia. Puede ser utilizado en caso de
instrumentos débiles ya que la mediana de la
distribucién del estimador es cercana a la no
sesgada.

Métodos Bayesianos Es un método similar al de maxima verosimilitud,
pero el parametro estimado representa el efecto
entre el promedio de la distribuciéon de la
exposicion en el promedio de la distribucién del
desenlace.

Semi-paramétricos

Métodos de momentos generalizados y Estos métodos no identifican un parametro causal
Modelos de medias estructurales como tal, deben realizarse pasos adicionales para
interpretar la informacion.

Los métodos mas utilizados son los paramétricos, entre ellos el de dos etapas de
minimos cuadrados. En este caso, para K variables instrumentales disponibles, siendo
los individuos i=1,..., N que tienen una exposicion xi, un desenlace yi y asumiendo un
modelo genético aditivo por alelo para las variables instrumentales k=1,..., K, se obtiene

el siguiente modelo para la primera etapa de regresion:
" =l +Z V k gix + &4
k
(1.0)

Al correr el modelo, se obtienen los valores estimados del efecto de la variante genética

(VI) en la exposicién o fenotipo intermedio, obteniéndose la siguiente ecuacion:
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1" =0 +2! “kge ! ey
k
(1.1)

Es importante que esta primera etapa, sea calculada en los controles unicamente. Los
valores estimados (x) de la exposicion (siendo el parametro de interés ! ;) se utilizan en
la segunda etapa del analisis, donde se evalua el efecto de la exposicidon en el desenlace

asi:

Vit 1o+ xl+ 1y

(2.0)

Este analisis se ha popularizado en la ultima década, siendo aplicado principalmente en
el estudio de enfermedades complejas. Por ejemplo, un estudio publicado por el C
Reactive Protein Coronary Heart Disease Genetics Collaboration (CCGC), utilizé cuatro
SNP’s como variables instrumentales (que explican 98% de la variacion en el gen de la
CRP en las poblaciones de ascendencia europea) para estimar la asociacion entre los
niveles elevados de éste marcador y la presencia de enfermedad coronaria. Si bien en
los analisis observacionales crudos y ajustados se habia observado que la PCR era un
marcador de riesgo para desarrollar ésta enfermedad, al realizar el analisis de

Randomizacion mendeliana no se pudo confirmar los mismos hallazgos, Figura 2-9. (12)

Figura 2-9. Comparacion del efecto (observacional vs genético) de los niveles de PCR y
la enfermedad coronaria

Risk ratio* (95% CI) Risk ratio* (95% Cl)
for CHD per 1 SD for CHD per 1 SD
higher ln CRP (mg/L) higher In CRP (mg/L)

Circulating usual concentrations of CRP

Adjusted for age, sex, and ethnicity 1.49 (1.40to0 1.59)
Further adjustedt —_— 1.33(1.23t0 1.43)

Genetically raised concentrations of CRP#
SNP analyses —_— 1.00 (0.90t0 1.13)
Haplotype analyses —_— 1.00 (0.89t0 1.12)

0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8

Tomado de: (12)
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Analisis similares se han desarrollado para evaluar el papel del acido urico en las
enfermedades cardiovasculares. A partir de dos grandes cohortes, 68.674 sujetos fueron
evaluados utilizando la variante del gen SLC2A9 (rs7442295) como variable instrumental.
Para el analisis observacional entre el marcador y el riesgo de enfermedad coronaria se
reportd un estimador de riesgo, HR 1.49 (IC95% 1.46 -1.52), el cual se atenuaba al
ajustar por diferentes variables confusoras HR 1.21 (IC95% 1.18 - 1.24). Sin embargo, el
analisis de variable instrumental reporté un HR de 0.93 (IC95% 0.79 - 1.09) para
enfermedad coronaria por el aumento en una desviacion estandar del acido urico, Figura
2-10. (102)

Figura 2-10. Comparacién del efecto (observacional y genético) del acido urico en la
enfermedad coronaria

Hazard ratio

Observational (5%
CGPS - 1.55(1.51t01.59)
CCHS —— 1.34(1.28t01.39)
Pooled <> 1.49 (1.46t01.52)

Observational, adjusted
CGPS —- 1.21(1.17t0 1.26)
CCHS —a— 1.21(1.15t0 1.26)
Pooled > 1.21(1.18t0 1.24)

Instrumental variable
CGPS . 0.97 (0.81t01.18)
CCHS L 0.84 (0.621t01.13)
Pooled B 0.93 (0.79 t0 1.09)

0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Hazard ratio (log scale) for ischaemic heart
disease per 0.09 mmol/L increase in uric acid

Tomado de: (102)

= [ ijmitaciones

Para una adecuada interpretacion de los resultados obtenidos a partir de estudios como
los mencionados anteriormente, deben reconocerse y tratar de controlarse algunos
obstaculos propios de la distribucién genética poblacional, para disminuir la probabilidad

de sesgos en la interpretacién de los resultados.
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1. Equilibrio de Hardy — Weinberg: Es un modelo matematico que predice bajo
ciertos supuestos la frecuencia de los genotipos en la descendencia a partir de las
frecuencias alélicas paternas. Para un SNP’s bialélico este principio puede

expresarse como:
- LY L pgl q?
Donde p es la frecuencia del alelo A1y q la del alelo A2 en una determinada poblacion.

El equilibrio esta presente si: el apareamiento de la poblaciéon es al azar, no hay
presencia de mutaciones, no hay migracién o emigracion, no hay deriva genética: la
poblacion es lo suficientemente grande para que los cambios en la frecuencia de alelos
debido a procesos aleatorios no juegan un papel observable, no hay seleccion a favor o
en contra de cualquier rasgo. En los grandes estudios poblacionales estas condiciones

se cumplen en la mayoria de los casos.

Este modelo puede comprobarse utilizando la prueba de X? o el test exacto de Fisher
para comparar las frecuencias alélicas observadas y esperadas. Se sugiere realizar la
prueba para el equilibrio de Hardy Weinberg sélo en los controles, ya que es posible una
violacion del principio matematico para los SNP’s asociados en los casos debido a un

cambio en la frecuencia de los alelos en este grupo. (82)

2. Estratificacion de la poblacion

Se refiere a diferencias sistematicas en las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones
de una poblacion mas grande. Esta situacion puede presentarse por diferentes
ascendencias debido al apareamiento no aleatorio, la deriva genética o mezcla de la
poblacion. Si no se controla de manera adecuada, pueden generarse resultados falsos
positivos. Métodos utilizados para controlarla incluyen el Control Gendmico y el uso de

Componentes Principales para el ajuste de los modelos de regresion. (82)

3. Desequilibrio de ligamiento

El equilibrio de ligamiento sucede: “Cuando la frecuencia de cada alelo en los haplotipos

es la misma que la de cada alelo en el conjunto de la poblacion”. Por ejemplo teniendo en
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cuenta dos loci, uno polimérfico con alelos A y a, y otro polimdérfico con el alelo D
(enfermedad) y d (normal) como se observa en la figura 2-11. Hipotéticamente, en una
poblacion la frecuencia alélica para el primero de ellos es del 50% (A 'y a) y 10% para el
alelo de enfermedad (D) en el segundo. Sin embargo, conocer las frecuencias alélicas no
significa que sepamos la distribucién de las combinaciones posibles (AD, Ad, aD, ad).
Existe equilibrio de ligamiento cuando después de la recombinacion, los haplotipos que
contienen el alelo D tienen una frecuencia del 5% cada uno, constituyendo el 10% de la

frecuencia alélica conocida antes de la recombinacion. (103)

Figura 2-11. Descripcion del Equilibrio de ligamiento

f(D) 10%
A
= Locus 1 D
f(a) 50%
0, 0, 0, 0,
50%  50% 5% 5% F(A) 50%
45% 45%
d
Locus 2 L
a. 10% 90% b. f(d) 90%

Adaptado de: Nussbaum et al. (103) . a. Loci 1 y 2 ubicados cercanamente. Frecuencias alélicas
para cada uno de ellos. b. Frecuencias de haplotipos en equilibrio de ligamiento después de la
recombinacion.

Dos loci estan en desequilibrio de ligamiento (o en asociacion alélica) cuando sus alelos
se heredan juntos con mas frecuencia de la esperada por el azar. Esto ocurre porque
estan lo suficientemente cerca en el mismo cromosoma al momento de la recombinacion,

lo cual hace que no se hereden por separado (sino como un mismo haplotipo). (104)
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Continuando con el ejemplo, si todos los cromosomas que tienen el alelo D, también
tiene el alelo a y ninguno el alelo A, la frecuencia esperada para aD seria mas alta de la

esperada.

El desequilibrio de ligamiento puede medirse a través de la siguiente formula:
D =h-—p! xIp2

(3.0)

Donde h es la frecuencia poblacional del haplotipo y p7 y p2 son las frecuencias de los
alelos mayores en el primero y segundo sitio cercano respectivamente. Sin embargo, D
puede influenciarse facilmente por las frecuencias alélicas por lo que otras medidas
suelen utilizarse (P y D’). r?es la correlacién al cuadrado de dos alelos y D’ es D escalado

a su maximo valor dado las frecuencias alélicas.

2 D'
T =
(Pt 12q!q")

(4.0)

Sus valores van de 0 a 1, siendo 1 un desequilibrio de ligamiento total.

Si D<0:
!
1/ =
Dmax
(5.0)
Si D>0:
!
ll=—
I"#$
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2.6 Estudio GenPE

El proyecto GenPE - Genética y Preeclampsia - (www.genpe.org) (13), es un estudio

prospectivo de casos y controles que capta gestantes al momento del parto, con y sin

preeclampsia en varias instituciones de diferentes ciudades del pais (Tabla 9).

Este estudio es desarrollado por el grupo de Estudio Genético de Enfermedades
Complejas perteneciente al Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Auténoma de Bucaramanga en alianza con University College London — UCL y London
School of Hygiene and Tropical Medicine en Reino Unido, quienes tienen un papel activo

en el analisis e interpretacion de los datos genéticos.

Tabla 9. Universidades y Hospitales en Estudio GenPE

Ciudad Universidad Hospital
Bucaramanga Universidad Autonoma de Bucaramanga Hospital Local del Norte
— UNAB (Centro coordinador).
Universidad Industrial de Santander — Hospital Universitario de
ulS Santander - HUS
Cali Universidad del Valle Hospital Universitario del
Valle
Cartagena Universidad de Cartagena Maternidad Rafael Calvo
Medellin Universidad CES Hospital General de Medellin
Clinica Prado
Laboratorio Prolab
Universidad Pontificia Bolivariana Clinica Universitaria
Bolivariana
Tunja Hospital San Rafael de Tunja
Bogota Fundacion Universitaria de Ciencias de ~ Hospital San José
la Salud — FUCS
Pontificia Universidad Javeriana Hospital San Ignacio
Cucuta Universidad Auténoma de Bucaramanga Hospital Universitario Erasmo
- UNAB Meoz
Popayan Universidad del Cauca Hospital Universitario San

José de Popayan
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Previa firma de consentimiento informado a las gestantes que aceptan participar (Anexo
1), se les realiza una entrevista y aplica un cuestionario para registrar datos
sociodemograficos, antecedentes personales y familiares sobre enfermedades
cardiovasculares y preeclampsia (madre y hermanas), consumo de vitaminas prenatales,
presencia de infecciones en la gestacién actual (vaginosis, infeccidon de vias urinarias,
enfermedades de transmisién sexual), consumo de cigarrillo, sintomas premonitorios,
edad gestacional al momento de la captacion, dos tomas de presiones arteriales
separadas de 4 hrs, proteinuria, complicaciones de la preeclampsia, datos del recién
nacido (peso, talla, Apgar) y se realizan tomas de sangre para obtener muestras de ADN

y suero.

Las muestras y formatos de las pacientes captadas en cada uno de los centros de
reclutamiento son almacenados y posteriormente enviados una vez a la semana al centro
coordinador (UNAB - Bucaramanga), donde las muestras son alicuotadas y almacenadas
a -80 grados centigrados hasta su analisis. Un comité de desenlaces, compuesto por
investigadores clinicos y metodologicos pertenecientes al grupo, se reunia

periodicamente para validar la inclusion de cada una de las participantes.

Bajo la financiacion de la Wellcome Trust Cases Control Consortium (WTCCC) — Reino
Unido (105), en el 2008 fue realizado un Genome Wide Association Study (GWAS)
utilizando la plataforma Affymetrix 6.0 en pacientes con preeclampsia y controles, con el
fin de evaluar alrededor de un millén de marcadores genéticos (SNP’s) y su asociacion
con la presencia de la enfermedad. Al terminar esta primera fase, se realiz6 una
replicacién de los resultados del GWAS mediante el uso de Inmunochip, encontrando
significancia estadistica en varios marcadores genéticos pertenecientes a diferentes vias

fisiopatoldgicas conocidas de la enfermedad (resultados no publicados).

Por otra parte, en la poblacion del estudio GenPE también se realiza la medicién y
analisis de diferentes marcadores serolégicos que tienen plausibilidad biolégica con la
enfermedad y que puedan comportarse como factores de riesgo o proteccién para la

preeclampsia. Entre ellos: Factores angiogénicos (PIGF, VEGF, sflt-1), metabolitos del
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metabolismo lipidico (Colesterol-LDL, Colesterol-HDL, Triglicéridos), marcadores de
estrés oxidativo (acido urico), marcadores de inflamaciéon (Proteina C Reactiva,

Pentraxina 3, Homocisteina) y vitaminas (acido félico).

Por tanto, a partir de los marcadores genéticos identificados en esta poblacion junto a la
medicion de niveles de diferentes marcadores, se dispone de un material valioso en el

que se pueden estudiar:

1. Estudios de asociacion: evaluando el riesgo de pre-eclampsia segun los marcadores
Séricos.

2. Estudios de asociacién genética: a partir de marcadores genéticos que puedan
asociarse a mayor riesgo de pre-eclampsia

3. Estudios de causalidad: utilizando marcadores genéticos que influyan niveles de un
marcador sérico y que a su vez este marcador aumente el riesgo de tener la

enfermedad.

Con el ultimo enfoque, se hace posible el andlisis de nuevas técnicas estadisticas
utilizadas en la epidemiologia genética para comprender de una mejor manera la
etiopatologia de la preeclampsia y que ésta informacion pueda usarse en futuro cercano
para la implementacion de acciones en posibles blancos terapéuticos, para poder

disminuir el impacto negativo de ésta condicion sobre el estado de salud materno y fetal.
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Estimar el potencial efecto causal del Acido Urico sobre la presencia de Preeclampsia,
utilizando variables instrumentales genéticas identificadas en estudios ampliados del
genoma, a través de un analisis de Randomizacion mendeliana en gestantes

colombianas captadas entre 2000 y 2012 en 8 ciudades del pais.

3.2 Objetivos especificos

Componente observacional:

1. Determinar la asociacién entre los niveles séricos de Acido Urico y la

presencia de preeclampsia en gestantes colombianas.
Componente genético:

1. Identificar las variantes de susceptibilidad genética para los niveles de Acido
Urico, a partir del estudio de asociacién ampliada del genoma humano
(GWAS e Inmunochip) en pacientes gestantes colombianas desarrollado con
la WTCCC.

2. Determinar la frecuencia y distribucion de las variantes genéticas
determinantes para Acido Urico por etnicidad y localizaciéon en poblacion
gestante de Colombia.

3. Evaluar el efecto de las variantes genéticas seleccionadas sobre el riesgo de
presentar Preeclampsia.

4. Estimar el papel causal del Acido Urico en la Preeclampsia mediante el uso de

randomizacion mendeliana a partir de las variantes genéticas identificadas.
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4.Metodologia

4.1 Diseno

Estudio observacional analitico de casos y controles, desarrollado a partir de la

informacion recolectada en el Proyecto GenPE.

Exposicion de interés: niveles séricos de acido urico estudiados como variable continua

y categorica de acuerdo a la distribucion por quintiles del metabolito en los controles.
Definiciones:

Casos: Pacientes primigestantes de mas de 20 semanas de gestacion, con presencia de
hipertension arterial 2 140 y/o 90 mmHg asociado a proteinuria 2300mg en 24 horas o

21+ por tirametria en una muestra aislada sin evidencia de infeccién del tracto urinario.

De acuerdo al inicio de la preeclampsia, se defini6 como temprana aquella con
presentacion antes de las 34 semanas, intermedia entre las 34 y 37 semanas y tardia

para aquellas después de las 37 semanas.

Controles: Pacientes primigestantes normotensas al término de la gestacién (>37

semanas) sin presencia de proteinuria (++ en muestra aislada).

Los datos incluidos en el presente estudio corresponden a casos y controles

confirmados.

4.2 Poblacion

= Poblacion de referencia: gestantes menores de 26 afios, con y sin preeclampsia
en Colombia
» Poblacién blanco: gestantes menores de 26 afios, con y sin preeclampsia que

han sido captadas en 12 Instituciones Prestadoras de Servicios de salud en 8
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421

Ciudades de Colombia, quienes aceptaron participar en el estudio GenPE e
investigaciones derivadas.
Poblaciéon a estudio: Pacientes validadas en la base de datos del Estudio

GenPE que cumplan los siguientes criterios de elegibilidad

Criterios de inclusion

Pacientes en la base de datos del Estudio GenPE, que cumplan con la definicion
de caso o control

Gestantes con cuantificacion de niveles séricos de acido Urico y medicién de
marcadores genéticos en estudio ampliado del genoma (GWAS)

Pacientes que hayan aceptado en su consentimiento informado participar en

estudios derivados del estudio GenPE.

4.2.2 Criterios de exclusion

Pacientes con niveles de acido urico por debajo del limite de deteccion de la

técnica o sin resultado reportado como tal.

4.2.3 Muestra

Seleccion de la muestra: Las pacientes que cumplieron los criterios de elegibilidad
fueron seleccionadas a través de un muestreo no probabilistico consecutivo y a

conveniencia.

Estimacioén del poder: Teniendo en cuenta, la disponibilidad de 3.251 pacientes
para el analisis observacional, asumiendo un nivel de significancia del 95%, una
relaciéon caso control 1:1 y una diferencia en la exposicion del 5%, se podria
estimar un Odds Ratio de hasta 1.22 con un poder del 80%. Calculo realizado en

el programa Epidat 4.1®.
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Para el analisis de Randomizacion Mendeliana, se puede calcular el tamafio de

muestra de la siguiente forma: (106)

A partir del método delta para la razon de dos estimaciones, a través de la

formula:

\"'ﬂr(f)j(;y)

\-"1’11‘([,)’[\;) = -
ﬁ(}X

Donde By Y Bex son los estimados de asociacién genética con el desenlace y la
exposicion, respectivamente. La varianza asintotica del estimador Bgy obtenida
mediante regresion logistica y asumiendo un poder del 80%, con un nivel de
significancia del 0.05, prueba de hipdtesis a dos colas y un numero similar de

casos y controles, en el escenario de un desenlace binario se puede resumir:

31.39
N=———.
Bls pGX
Donde Bis es el tamano efecto causal al cuadrado por el aumento en una
desviacion estandar del factor de riesgo y p’exla correlacion al cuadrado entre la
exposicion y la variante genética (coeficiente de determinacién R? de la regresién

de la exposicion en la variable instrumental).

Teniendo en cuenta, la disponibilidad de 2.674 pacientes para el analisis genético,
asumiendo un nivel de significancia del 5%, un coeficiente de determinacién (R?)
de 0.02 entre el score y los niveles de acido urico, se podria estimar un efecto
causal (OR) de 2.2 con un poder del 82.2%.

Poder calculado a través de la herramienta online

https://sb452.shinyapps.io/power/
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4.3 Medicion de acido urico

Al momento de ingresar al estudio GenPE, a todas las pacientes se les extrajo sangre de
la vena antecubital, usando tubos Vacutainer® de 7 ml sin anticoagulante (Becton
Dickinson, EE.UU). Los tubos se dejaron coagular y posteriormente se centrifugaron a
3,000 rpm durante 10 minutos, y el suero obtenido se transfirié a viales en fracciones de

300 uL y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

La cuantificacion de los niveles de acido urico se realizé entre Junio de 2010 y Julio de
2011 con el método colorimétrico enzimatico, el cual tiene una sensibilidad de 0,35 y un
intervalo de deteccion de 2,17 a 23,1 mg/dl en RxImola sistema automatizado (Randox,
Antrim, UK). El personal encargado de realizar la medicién desconocia la clasificacion

como caso o control de las gestantes.

4.4 Genotipificacién

La extraccion de ADN se realizd previamente en el centro coordinador del estudio
(Bucaramanga, Colombia), con el kit de QlAamp (QIAGEN®, Hilden, Germany) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, a 1806 casos y 2392 -controles.
Posteriormente, las muestras fueron enviadas al Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI)
en el Reino Unido (2008) para la identificacion de marcadores genéticos. Todas las
muestras fueron genotipadas utilizando la plataforma Genome-Wide Human SNP Array
6.0 (Affymetrix ®), la cual puede identificar alrededor de 996.000 marcadores genéticos a

lo largo de los 22 autosomas.

Se evaluo la calidad del ADN teniendo en cuenta los siguientes criterios: concentraciéon
de 50 ng/ml minimo, falta de degradacion, concordancia entre el sexo del fenotipo y
genotipo (4 marcadores sexuales). Asi mismo, se excluyeron los genotipos con
Frecuencia de Alelo Menor <1%, No equilibro de Hardy Weinberg (HWE log p<10%),

duplicados, asignacion del genotipo (genotype call rate) <0.95 y missingness >0.1.
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A partir de ésta informacion, se identificaron los determinantes genéticos de acido urico

(SNP’s) que serviran para el analisis de variables instrumentales.

4.5 Variables

Las caracteristicas operativas de las variables medidas en el presente estudio se

describen en la Tabla 10.

Tabla 10. Definicién operativa de las variables

Variable Medicion Naturaleza Esca_la_ fje Funcion Unidades
mediciéon

Edad materna  Cuantitativa Continua Razon Independiente Afos
Lugar de Bucaramanga, Cali,

9 o, Cualitativa Discreta Nominal Independiente Cartagena, Medellin, Tunja,
captacion .~

Bogota, Cucuta, Popayan
Raza Cualitativa Discreta Nominal Independiente Blanga, Afrogmerlcana,
Mestiza, Indigena

Estrato social Cualitativa Discreta Nominal Independiente anZJ;))(<3), Medio-alto (3 o
Madre con PE Cualitativa Discreta Nominal Independiente Si, No
I;Ermana con Cualitativa Discreta Nominal Independiente Si, No
Tabaquismo Cualitativa Discreta Nominal Independiente Si, No
Infecciones Cualitativa Discreta Nominal Independiente Si, No
Emparazo Cualitativa Discreta Nominal Independiente Si, No
multiple
Edad . Cuantitativa Continua Razon Independiente Semanas
gestacional
P.re§|.on arterial Cuantitativa Continua Razén Independiente mmHg
sistélica
P.reS'F’!‘ arterial Cuantitativa Continua Razén Independiente mmHg
diastdlica
Preeclampsia Cualitativa Discreta Nominal Dependiente Si, No

<34 semanas,
Inicio PE Cualitativa Discreta Nominal Dependiente 34-36.6 semanas,
37 semanas y mas

Acido Urico Cuantitativa  Continua Razon Independiente 2.2 - 10 mg/dL
<3.8 mg/dl,

Quintiles de o . . . 3.81-4.4mg/dl,

Acido Urico Cualitativa Discreta Ordinal Independiente 4.41-5.0mg/dI,

5.1-5.78mg/dl,
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>5.78 mg/dl)
Spore geneético Cuantitativa Continua Razén Independiente 11-31
sin ponderar
Score genético
ponderado por Cuantitativa Continua Razon Independiente 0.626-2.610
efecto externo
Score genético
ponderado por Cuantitativa Continua Razon Independiente -1.403- 0.256
efecto interno
Quintiles del
score genético  Cualitativa Discreta Ordinal Independiente  11-20, 21, 22-23, 24, 25-31
sin ponderar
- <1.432,
(slcli)lpemge;n(:éetilco 1.433-1.642,
Cualitativa Discreta Ordinal Independiente 1.643-1.806,
ponderado por
efecto externo 1.807-2.004,
>2.006
- <-0.841,
(slcli)lpemge;n(:éetilco -0.840--0.681,
Cualitativa Discreta Ordinal Independiente -0.680 - -0.539,
ponderado por
efecto interno -0.538- -0.365,
>0.365.

4.6 Analisis estadistico

4.6.1 Componente observacional

Las variables continuas se reportaron como medias con sus respectivas Desviaciones
Estandar (DE). Las variables cualitativas se reportaron como frecuencias absolutas y
relativas. Los datos perdidos para cada variable también fueron reportados. Se realizé un
analisis descriptivo para identificar posibles variables de confusion. Las diferencias entre
casos y controles fueron reportadas como diferencia de promedios e Intervalos de
Confianza 95% (IC95%) estimadas a través de la prueba f student con varianzas
desiguales para variables cuantitativas y Odds Ratio sin ajustar (OR) e IC95% para las
variables cualitativas. Se realizé de ésta manera, pues dichos estimados aportan mayor

informacién que solo el valor de p.

Previo al analisis de asociacion, se evalud el efecto de los valores extremos de acido
urico en la asociacidén entre la exposicion y el desenlace, mediante regresion logistica
robusta. Adicionalmente, teniendo en cuenta que en un modelo de regresion logistica, la

relacion funcional de la variable independiente con la dependiente debe ser lineal, se
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realizd una regresion no paramétrica denominada Locally Weighted Scatter Plot Smooth
(LOWESS) para verificar dicho hallazgo (Anexo 2). (107)

La asociacion entre la exposicion de interés y el desenlace se realizd mediante regresién
logistica robusta, reportdndose OR e IC95% como medida de efecto. Dichos estimadores
se reportan de forma cruda y con ajuste progresivo por variables de confusion. La
magnitud de la asociacién se evalu6 de dos formas, primero con los niveles de acido
urico estandarizados como variable continua, en donde el OR reportado indica el odds de
ser un caso por el incremento en una desviacion estandar en los niveles del marcador y
posteriormente, el acido urico se categorizd en quintiles de acuerdo a la distribucion del
metabolito en los controles para establecer la forma de la asociacion mediante la relacion
dosis respuesta entre los quintiles de acido urico y la presencia de preeclampsia con una

linea de tendencia estimada a través de regresién logistica ajustada por la edad materna.

Asi mismo, se estudio la asociacion de los niveles de acido urico con el desenlace de
acuerdo al momento de inicio de la enfermedad, definiéndose como temprana (<34
semanas), intermedia (34-36.7 semanas) y tardia (37+ semanas) utilizando un modelo de
regresion logistica multinomial, sin ajustar y con ajuste progresivo por las variables de
confusién identificadas. (108) En este modelo no se realizé ajuste por la edad gestacional
dado que esta variable definia el desenlace (momento de inicio) y por tanto el modelo no
convergiria. Los resultados de este andlisis de asociacién son reportados como OR
crudos y ajustados por variables de confusion con sus respectivos IC95%.

El analisis fue realizado en Statacorp v. 13.0

4.6.2 Componente genético

» Variantes genéticas asociadas a niveles de acido urico

Con el objetivo de identificar los potenciales marcadores genéticos a incluir en la

construccién el Score genético, se realizaron las siguientes actividades:
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*» Revisidon de estudios ampliados del genoma en poblaciéon general: A través
de una busqueda ampliada de la literatura, utilizando los términos MeSH
“Genome-Wide Association Study” AND “Uric acid” se identificaron los estudios
que evaluaban la asociacién entre marcadores genéticos (SNP’s) y niveles de

acido urico en poblaciones de diferente origen étnico.

¥ Revision de la informaciéon de UCL-LSHTM-Edinburgh-Bristol (UCLEB)
consortium: El Consorcio UCLEB tiene como objetivo el desarrollo de
herramientas sobre prediccién, analisis de causalidad y desarrollo de farmacos
para las enfermedades cardiometabdlicas, a partir de la integracion de datos
sobre el genotipo, biomarcadores y desenlaces cardiovasculares. La informacién
es recolectada a partir de doce cohortes con alrededor de treinta mil individuos
reclutados al nacer o en la mitad de la vida y seguimiento prospectivo. (109) Se
realizé una revision de la informacion disponible sobre el efecto del acido urico en
enfermedades cardiovasculares para discutir los SNP’s que habian sido

identificados por ellos previamente, con el objetivo de complementar la busqueda.

¥ Estudio ampliado del genoma realizado en la poblacion de GenPE:
Previamente, se complet6 un GWAS en las participantes del estudio GenPE
utilizando la plataforma Affymetrix 6.0. La genotipificacion incluyé un control de
calidad determinado por muestras con: concentracion de ADN original de al
menos 50ng/ml, ausencia de degradacién de DNA, acuerdo entre el sexo
fenotipico y el asignados en los cuatro marcadores de iPLEX y concordancia de al
menos el 65% de los 26 SNP’s de Affymetrix incluidos en el ensayo Sequenom
iPLEX. Posterior al control de calidad, 1.806 casos y 2.392 controles se incluyeron
en el analisis de asociacién. Se excluyeron los genotipos con Frecuencia de Alelo
Menor <0.01%, pérdida de informacion <0.1, asignacion de genotipo <0.95,

desviacion significativa del Equilibrio de Hardy Weinberg y duplicados.

A través del software PLINK se realizé el analisis de la asociacion entre los SNP’s y los
niveles de acido urico esta poblaciéon. Los resultados se reportaron mediante graficos
Mahattan y Quantile-Quantile (Q-Q) sin ajustar y ajustados por dos componentes

principales, para controlar por estratificacion de la poblacién. EI Manhattan plott grafica el
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valor de p (logqo) obtenido para cada SNP en el eje de las Y y los 22 cromosomas en el
eje de las X. Se denomina “hit” a los niveles de p por encima del valor minimo de
significancia establecido después de la correccion por multiples comparaciones a través
del método de Bonferroni (p 0.05 x 10®). Los Q-Q plott grafican la distribucién observada

de los SNP’s versus la esperada para determinar si existe estratificacion de la poblacion.

De todos los SNP’s encontrados, se verificaron aquellos que hubiesen sido
genotipificados en el GWAS de GenPE y existiese informacién disponible en la base de
datos. Posteriormente, se realiz6 una busqueda de SNP’s proxy utilizando la
herramienta SNP Annotation and Proxy Search para complementar la informacion de
aquellos marcadores que no se habian medido directamente en la poblaciéon de GenPE.
Se tomo6 como criterio de seleccidon, marcadores proxys un DL >0.8 respecto al marcador
no medido. (110) Para cada SNP encontrado en la busqueda anterior, se report6 el

cromosoma, gen y su valor p reportado en la literatura.

= Construccién del score genético

Dada la cantidad de SNP’s relacionados con los niveles de acido Urico identificados en el
paso previo, se construyd un score genético el cual permitiera resumir la informacién en

una sola variable instrumental.

Primero, se seleccioné un SNP de cada regidn, teniendo en cuenta los siguientes

criterios:

= Medicién directa en la poblacion de GenPE
= Mayor R? con el SNP de referencia reportado en la literatura

» La menor distancia (kb) respecto al SNP de referencia

Posteriormente, se evalué el DL entre los SNP’s preseleccionados y aquellos con un DL
>0.5 fueron excluidos. Para cada uno de los SNP’s incluidos dentro del score alélico se

describid la frecuencia del alelo del efecto, la frecuencia de alelo menor reportada en la
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literatura y la hallada en la poblacién de GenPE, el efecto (B) del SNP sobre los niveles
del marcador de forma externa (GWAS en poblacion general) e interna (GenPE). El
efecto interno del SNP sobre los niveles de acido urico fue calculado en el grupo de los
controles a través de un modelo de regresion lineal sin ajustar para evitar que la
presencia de enfermedad produjera alguna alteracion en la magnitud de la asociacion
entre el genotipo y el marcador. En este mismo grupo, se estimo el equilibrio de Hardy
Weinberg para las variantes seleccionadas. Asi mismo, se presenta la relacion de cada
SNP individual (B) con los niveles de &cido urico, la cual fue estimada a través de un
modelo de regresion lineal simple. Se asumié un modelo genético aditivo (Homocigoto
para el alelo silvestre, Heterocigoto y Homocigoto para el alelo mutado), en donde el
incremento en un alelo de riesgo en el genotipo produce el cambio de una unidad de

acido urico (mg/dl).

=  Asunciones de la variable instrumental

Z (Score) esta asociado con la exposicion (Niveles de acido urico): La relacion entre
la variable instrumental y el fenotipo intermedio se estudia a través del efecto del score
como variable continua y categorizada en quintiles sobre los niveles de acido urico,
estimado mediante regresion lineal ajustada por componentes principales. Dicho analisis
e presenta sin ponderar (suma de los alelos de riesgo), ponderada por efecto externo
(multiplicacion de cada genotipo por el coeficiente reportado en los estudios de
referencia) e interno (multiplicacion de cada genotipo por el coeficiente obtenido a través
de la regresion lineal). En cada caso, se reporta el valor B, IC95%, valor p y R? como
medida de la proporcion de la varianza en los niveles de acido urico explicado por el

score.

Z (Score) es independiente de variables de confusién (U) en la asociacion la
exposicion (Niveles de acido urico) y el resultado (Preeclampsia): Se estimé la
asociacion entre el score y la edad a través de regresion lineal ajustada por componentes
principales describiéndose el coeficiente e IC95%. Asi mismo, entre el score y consumo
de cigarrillo mediante regresion logistica reportandose como medida de efecto el

coeficiente (log odds) e IC95%.
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Z (SNP) no afecta el desenlace (Preeclampsia), excepto por la via de la exposicion:
Se estimé el coeficiente (log odds) e 1C95% para el score genético sin ponderar,
ponderado por efecto externo e interno sobre el riesgo de preeclampsia, a través de

regresion logistica.

= Analisis de Randomizacién Mendeliana

Se realizé un analisis de Randomizacion mendeliana a través del método de dos etapas
de regresion. En la primera parte, se modeld mediante regresién lineal la asociacion
entre el score como variable independiente y los niveles del marcador como desenlace
en la poblacién de controles, ajustando por componentes principales para evitar
estratificacion de la poblacion. Posteriormente, se utilizaron los coeficientes de acido
urico estimados en la regresion lineal como variable independiente para estudiar su
asociacion con la presencia de preeclampsia a través de una regresion logistica. Se
reporta el OR e 1C95% como estimador final indicando la cuantificacién del potencial
efecto causal por el aumento de una unidad de acido urico en el riesgo de desarrollar

preeclampsia, dado el analisis a través de variables instrumentales.

El analisis fue realizado en Statacorp v. 13.0
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5.Resultados

A partir de la base de datos del Estudio GenPE, se identificaron 3.265 gestantes que

cumplian los criterios de elegibilidad, como se observa en la Figura 5-1.

De las pacientes con cuantificacion de acido urico, se excluyeron 61 muestras que tenian
un resultado no confiable o por debajo de los limites de deteccion. Adicionalmente, 14
pacientes presentaron valores extremos del marcador (4DE por encima de la media,
correspondiendo a 7 casos y 7 controles), alterando la distribucion normal del metabolito

como se observa en la Figura 5-2.

Dichas pacientes fueron excluidas del analisis porque podrian generar una interpretacion
erronea de la forma de la asociacion entre el desenlace y la exposicion, adicionalmente
su exclusion no producia cambios considerables en los estimadores obtenidos a través

de los analisis de regresion logistica. (Anexo 2)

La ciudad con mayor captacién de pacientes fue Cartagena (41.1%), seguida de
Bucaramanga (23.0%) y Medellin (21.1%).
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Figura 5-1. Flujograma de pacientes incluidas en el analisis de acido urico y
preeclampsia

Total participantes en GenPE
=9,032.

4,011 casos y 5,021 controles
captadas entre Diciembre
2000 y Mayo 2012

No validadas por el comité
de desenlaces, n= 702
(7.7%).

> 309 casos, 316 controles, 77
no clasificables.

Sin cuantificacion de acido
\ 4 urico n = 4,884
Participantes con
cuantificacion de acido
urico, n = 3,446. 1,508
casos v 1,938 controles.

Por debajo del limite de
deteccién (n = 11)

v

Muestra con resultados no
confiable (n = 50)

> 25 afios (n = 120)

\ 4
Participantes = 3,265.

1,372 casos y 1,893
controles

Participantes con 4DE por

> encima de los niveles
promedio de &cido urico (n =
14)

v

Muestra final = 3,251
participantes. 1,365
casos y 1,886 controles

*4DE: Cuatro desviaciones estandar
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Figura 5-2. Histograma de niveles de acido urico en toda la poblacion

© T T T T
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Niveles de &cido urico (mg/dl)

5.1 Componente observacional

En la tabla 11, se describen las caracteristicas de las gestantes incluidas en el estudio.
La mayor proporcion de gestantes reportaron ser de raza mestiza y estrato
socioecondmico bajo; en aquellas de raza indigena, se presentd mayor proporcion de

gestantes con preeclampsia.

Los casos presentaron una menor edad gestacional y diferencias en los valores de
presion sistolica y diastolica como era de esperarse, con respecto a los controles. Asi
mismo, en las pacientes con preeclampsia se reportd mayor frecuencia de antecedente
materno y de hermana con el mismo desenlace en sus gestaciones. El numero de
embarazos multiples fue bajo en toda la poblacién, pero éste hallazgo se present6é con
mas frecuencia en los casos. La presencia de infeccion en el embarazo actual y

tabaquismo no presentaron una diferencia significativa entre los grupos.
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Tabla 11. Caracteristicas socio demograficas y clinicas de las participantes

Variable Casos Controles Diferencia del
(n=1,365) (n=1,886) promedio (IC95%)*
Edad (afios)** 19.3 (3.1) 18.7 (2.8) -0.6 (-0.80, -0.39)
Edad Gestacional (semanas)** 36.6 (3.4) 39.1 (1.1) 2.5 (2.38, 2.76)
Presion arterial sistélica (mmHg)** 147.7 (11.6) 110.9 (7.6) -36.8 (-37.5, -36.0)
Presion arterial diastélica(mmHg)** 96.4 (8.8) 68.5 (6.3) -27.8 (-28.4, -27.3)
Raza OR (95%ClI)**
Mestiza 969 (70.9%) 1410 (74.7%) Referencia
Blanca 237 (17.3%) 294 (15.5%) 1.17 (0.97, 1.41)
Afroamericano 132 (9.6%) 153 (8.1%) 1.25 (0.98, 1.60)
Indigena 13 (0.9%) 6 (0.3%) 3.15(1.19, 8.33)
No dato 13 (0.9%) 23 (1.2%)
Estrato socioeconémico
Bajo (<3) 1280 (93.7%) 1768 (93.7%) 0.94 (0.66, 1.32)
Medio- Alto (3 o mas) 60 (4.4%) 78 (4.1%)
No dato 25 (1.8%) 40 (2.1%)
Madre con PE
Si 209 (15.3%) 130 (6.8%) 1.11 (1.02, 1.21)
No 874 (64.0%) 1363 (72.2%)
No dato 12 (0.8%) 6 (0.3%)
Hermana con PE
Si 130 (9.5%) 94 (4.9%) 1.14 (0.98, 1.31)
No 663 (49.1%) 871 (46.0%)
No aplica*** 483 (35.3%) 809 (42.9%)
No dato 15 (1.1%) 16 (0.8%)
Infecciones
Si 868 (63.5%) 1189 (63.0%) 1.04 (0.90, 1.19)
No 469 (34.3%) 665 (35.2%)
No dato 5(0.3%) 4 (0.2%)
Tabaquismo
Si 24 (1.7%) 49 (2.6%) 0.67 (0.41, 1.10)
No 1328 (97.2%) 1828 (96.9)
No dato 13 (0.9%) 9 (0.4%)
Embarazo multiple
Si 35 (2.5%) 4 (0.2%) 12.38 (4.39, 34.91)
No 1330 (97.4%) 1882 (99.7%)
No dato 0 0

*Las diferencias en los promedios entre casos y controles fueron calculadas mediante la prueba t para varianzas
desiguales. **Para las variables categéricas, se calcularon OR no ajustados mediantes regresién logistica siendo los
controles el grupo de referencia. ***No aplica: la paciente no tiene hermanas o la hermana de la paciente no ha tenido
hijos. Infecciones hace referencias a vaginosis, infeccion de vias urinarias, enfermedades de transmision sexual y otras.
PE: preeclampsia. Madre con PE hace referencia a la madre de la participante incluida en el estudio.
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La distribucion de los niveles del acido urico entre casos y controles se expone en la
figura 5-3. Los casos presentaron niveles mas elevados del metabolito (5.17mg/dl, DE
1.37) que los controles (4.82mg/dl, DE 1.23).

Figura 5-3. Niveles de acido urico entre casos y controles
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Asi mismo, de acuerdo al momento de inicio de la enfermedad, las gestantes con

preeclampsia antes de la semana 34 presentaron mayores niveles que los demas grupos
(5.41mg/d|, DE 1.45) (Figura 5-4).

Figura 5-4. Niveles de acido urico por momento de inicio de la preeclampsia

10
.

8

6

Niveles de acido Grico (mg/dl)

4

Controles »37 semanas 34 - 37 semanas <34 semanas



76 Acido urico y Preeclampsia: Analisis de Randomizacion Mendeliana

Se evidencia una relacion lineal positiva entre los niveles de acido urico y la presencia de
preeclampsia, especialmente para los dos quintiles mas altos (OR 1.34, 1C95% 1.07-1.67
y OR 2.07, IC95% 1.67-2.58) comparados con el de referencia, asi como una tendencia a
través de los quintiles estadisticamente significativa ajustada por la edad materna (Figura
5-5).

25

Odds Ratio
1.5
L

[ ]
- *p < 0.001
T T T T T
Quintil 1 2 3 4 5
Promedio (mg/dl) 3.2 41 4.7 5.3 6.7
(Rango) (<3.8) (3.81-4.4) (4.41-5.0) (5.1-5.78) (>5.78)
n (%) 185 (14.1) 216 (16.4) 222 (16.9) 289 (22.0) 404 (30.7)

Casos

Figura 5-5. Asociacion entre los quintiles de acido urico y la presencia de preeclampsia

*p representa la tendencia a través de los quintiles ajustado por edad materna. OR e IC95% se presentan en
escala logaritmica.

En la tabla 12 se observa la distribucion por quintiles de los niveles de acido urico entre
casos y controles. Con el ajuste progresivo se evidencia la existencia de confusién sin
embargo, se observa una asociacién de riesgo entre la exposicion a los niveles de acido
urico en el quintil mas alto y la presencia de preeclampsia en el modelo con ajuste

completo.
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Tabla 12. Asociacion entre los quintiles de acido urico y la presencia de preeclampsia

Ajuste C°"tr:°'es Casos OR (IC 95%)
Sin ajuste
<3.8 mg/dl 404 215 Referencia
3.81-4.4mg/dl 372 224 1.13 (0.89, 1.43)
4.41-5.0mg/dl 364 235 1.21 (0.96, 1.53)
5.1-5.78mg/dI 374 270 1.35 (1.08, 1.70)
>5.78 mg/dI 371 421 213 (1.71, 2.64)
Ajuste minimo*
<3.8 mg/dl 401 214 Referencia
3.81-4.4mg/dl 367 220 0.96 (0.73, 1.26)
4.41-5.0mg/dl 362 230 1.01 (0.76, 1.33)
5.1-5.78mg/dI 369 263 1.13 (0.86, 1.48)
>5.78 mg/dI 364 413 1.73 (1.33, 2.24)
Ajuste completo™*
<3.8 mg/dl 389 211 Referencia
3.81-4.4mg/dl 361 218 0.96 (0.72, 1.25)
4.41-5.0mg/dl 349 225 1.00 (0.75, 1.32)
5.1-5.78mg/dI 360 254 1.13 (0.86, 1.49)
>5.78 mg/dI 353 393 1.74 (1.33, 2.27)

*Edad materna, edad gestacional, centro de captacion y etnicidad.
**Ajuste minimo mas fecha de reclutamiento, embarazo multiple, tabaquismo, estrato socioecondémico e infecciones en el
embarazo actual.

En esta misma via, cuando se evalud la asociacion entre los niveles del marcador y el
momento de inicio de la preeclampsia, en los casos con menos de 34 semanas la fuerza
de la asociacion fue mayor que en las gestantes con preeclampsia intermedia o tardia, al
comparar el quintil mas alto con el de referencia en el ajuste de todas las variables de

confusién (Tabla 13).

Tabla 13. Asociacion entre los quintiles de acido urico y momento de inicio de la
preeclampsia

Ajuste OR (1C95%)

Sin ajuste 37+ semanas 34-36 semanas <34 semanas
<3.8 mg/dl Referencia Referencia Referencia
3.81-4.4mg/dl 1.02 (0.78,1.34) 1.24 (0.80,1.93) 1.56 (0.92, 2.65)
4.41-5.0mg/dl 0.98 (0.74,1.29) 1.78(1.18,2.70) 1.55(0.91, 2.64)
5.1-5.78mg/dI 1.21(0.93,1.57) 1.55(1.01,2.37) 1.81(1.08, 3.03)
>5.78 mg/dI 1.72 (1.34,2.21) 2.78(1.88,4.09) 3.30(2.05, 5.29)

Ajuste minimo*
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<3.8 mg/dl Referencia Referencia Referencia
3.81-4.4mg/dl 0.98 (0.74,1.29) 1.15(0.73,1.81) 1.43(0.83, 2.45)
4.41-5.0mg/dl 0.97 (0.73,1.29) 1.56 (1.01,2.39) 1.29 (0.75, 2.23)
5.1-5.78mg/dI 1.20 (0.92,1.58) 1.31(0.84,2.03) 1.40(0.82, 2.38)
>5.78 mg/dI 1.76 (1.36,2.29) 2.23(1.49,3.35) 2.39(1.46, 3.92)

Ajuste completo™*
<3.8 mg/dl Referencia Referencia Referencia
3.81-4.4mg/dl 0.96 (0.73,1.27) 1.10(0.70, 1.74)  1.39 (0.81, 2.40)
4.41-5.0mg/dl 0.97 (0.73,1.30) 1.54 (0.99,2.38) 1.27 (0.73, 2.22)
5.1-5.78mg/dI 1.22(0.92,1.61) 1.23(0.78,1.93) 1.25(0.73, 2.16)
>5.78 mg/dI 1.78 (1.36,2.33) 2.14(1.41,3.24) 2.32(1.41,3.82)

*Edad materna, centro de captacion y etnicidad. n=3,203. **Ajuste minimo mas fecha de reclutamiento, embarazo multiple,
tabaquismo, estrato socioeconémico e infecciones en el embarazo actual, n=3,113. En el andlisis por subgrupo de
desenlace, la variable edad materna no se incluyé en el modelo porque define el desenlace y por tanto el modelo no
convergiria.

Por otra parte, estudiando la asociacion entre la presencia de preeclampsia y los niveles
de 4cido urico como variable continua, se observa una atenuacion progresiva de la fuerza
de la asociacion, sin embargo en el modelo con ajuste por todas las variables de
confusion, el marcador aun se comporta como un factor de riesgo para preeclampsia al
final de la gestacion (Tabla 14). En el ajuste de la regresién, la edad gestacional fue la

variable que mas influyé en la asociacion de interés.

Tabla 14. Asociacion entre el acido urico y la presencia de preeclampsia en un modelo de
regresion logistica acumulativo

Ajuste Casos Controles OR (95% CI)* ¢]
Sin ajustar 1,365 1,886 1.31 (1.22, 1.41) <0.001
Mas edad materna 1,365 1,886 1.30 (1.21, 1.40) <0.001
Mas edad gestacional 1,352 1,886 1.19 (1.10, 1.30) <0.001
Mas raza 1,340 1,863 1.20 (1.10, 1.30) <0.001
Mas sitio de reclutamiento 1,340 1,863 1.21 (1.11,1.32) <0.001
Mas fecha de captacién 1,340 1,863 1.23 (1.12, 1.34) <0.001
Mas tabaquismo 1,328 1,854 1.23 (1.13, 1.35) <0.001
Mas embarazo multiple 1,328 1,854 1.23 (1.13, 1.35) <0.001
Mas ESE bajo 1,304 1,815 1.21 (1.11, 1.33) <0.001
Mas infecciones 1,301 1,812 1.21 (1.11, 1.33) <0.001

*OR indica el odds de ser un caso por el incremento en 1 DE en los niveles de acido urico. ESE: Estrato Socioeconémico
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De acuerdo al momento de inicio de la preeclampsia, se puede observar una tendencia
con mayor fuerza de asociacion entre los niveles de acido urico y las gestantes con
preeclampsia temprana (OR ajustado 1.38, IC95% 1.18, 1.60) que aquellas con
intermedia (OR ajustado 1.29 IC95% 1.13, 1.47) o tardia (OR ajustado 1.22 IC95% 1.11,
1.34), Figura 5-6, sin embargo, los intervalos de confianza se superponen en los

diferentes momentos de inicio de la enfermedad.

Todos los casos - I—*—i

37+ semanas k L

34-36 semanas |

T
1 1.2 14 1.6
Odds Ratio (IC95%)

<34 semanas

Figura 5-6. Asociacion entre niveles de acido urico y el inicio de preeclampsia

Regresion multinomial ajustada por Edad materna, centro de captacion, etnicidad fecha de reclutamiento,
embarazo multiple, tabaquismo, estrato socioecondémico e infecciones en el embarazo actual. OR e 1C95%
se presentan en escala logaritmica.
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5.2 Componente genético

. GWAS en poblacion de GenPE

En la tabla 15, se presenta el numero de SNP’s genotipificados por cromosoma en el

estudio ampliado del genoma en GenPE, después del control de calidad.

Tabla 15. SNP’s genotipificados en el GWAS de GenPE

Cromosoma Numero de SNPs
1 69,114
2 71,767
3 58,860
4 54,386
5 54,946
6 54,653
7 45,654
8 47,133
9 40,301
10 46,919
11 43,369
12 41,327
13 33,333
14 27,410
15 25,125
16 27,003
17 20,036
18 25,853
19 11,559
20 22,187
21 12,244
22 11,356

Total 844,755
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De las 3.251 pacientes incluidas en el analisis observacional, 536 no tenian datos de
genotipificacion, por lo que el analisis genético se realizé con un total de 2.715 gestantes
(1.111 casos y 1.604 controles).

El analisis de asociaciéon entre los marcadores genéticos medidos en el GWAS de la
poblacion de GenPE vy los niveles de acido urico, reporté multiples hits de asociacion
(p<0.05 x10®) entre diferentes SNP’s para con los niveles de acido rico a lo largo de los
22 autosomas en el analisis sin ajustar, sin embargo en el Q-Q plott (figura 5-7 a) se
evidencia una desviacion entre el valor observado y esperado para la distribucion de los
marcadores en la poblaciéon estudiada, sugiriendo la presencia de confusion por
estratificacion de la poblacion.

Figura 5-7. Manhattan y Q-Q plott del estudio ampliado del genoma en las gestantes del
estudio GenPE sin ajustar

10g10(p)

Observed -logys(p)
o
L
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T T T T
3 s 7 ° 11 124517 _1e 21
a. 2 . s s w0 "z P b 0 1 2 3 4 5 6

Chromosome * Expected —logqs(p)

a. Manhattan plott sin ajustar para los niveles séricos de acido urico. b. Q-Q plott plott sin
ajustar para los niveles séricos de acido urico en las gestantes del estudio GenPE.

El andlisis de asociacion ajustando por dos componentes principales se observa en la
figura 5-8 a. Después de dicho ajuste, se observo sélo un hit localizado en el cromosoma
4, el cual permanecié por encima del nivel de significancia establecido (p 0.05 x 10?®)
para este GWAS. En éste cromosoma se encuentra ubicado el gen SLCA29 el cual ha

reportado los SNP’s con mayor significancia en los estudios publicados previamente.
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Adicionalmente, el Q-Q plott mostré correccion de la desviacion entre el valor observado

y esperado para la distribucién de los SNP’s en la poblacion (figura 5-8 b).

Figura 5-8 Manhattan y QQ plott del estudio ampliado del genoma en las gestantes del
estudio GenPE ajustado por componentes principales

logio(p)

Observed -logi(p)
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a. Manhattan plott ajustado por componentes principales para los niveles séricos de acido
urico. b. Q-Q plott plott ajustado por componentes principales para los niveles séricos de
acido urico en las gestantes del estudio GenPE.

" Basqueda de la literatura y SNP’s proxies

En la tabla 16 se describen los genes y SNP’s asociados a niveles de acido urico
reportados en la literatura. A través de las diferentes busquedas se identificaron 77
marcadores genéticos en total (33 de GWAS realizados en poblacion caucésica, 16 de
GWAS realizados en poblaciones de diferentes origenes étnicos y 28 del consorcio
UCLEB, Anexo 4). Sin embargo, 11 SNP’s se encontraron mas de una vez en las

diferentes fuentes.

Tabla 16. Genes y SNP's asociados a niveles de acido urico

Cromosoma Gen Nombre SNP's

D A W N -

rs7442295
rs734553
Solute carrier family 2 (facilitated glucose rs16890979
transporter), member 9 rs12498742
rs6449213
rs11722228

4 SLC2A9
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ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE),

7 4 ABCG2 rs2231142
member 2
8 i i i i 2078267
11 SLC22A11 Solute carrier family 22 (organic anion/urate rs
9 transporter), member 11 rs17300741
10 i i i i rs1165151
6 SLC17A1 Solute carrier family 17 (organic anion transporter),
11 member 1 rs1183201
12 6 LRRC16A Leucine rich repeat containing 16A rs742132
13 ) . rs1471633
1 PDzK1 PDZ domain containing 1
14 rs12129861
15 i i i i rs478607
11 SLC22A12 Solute carrier family 22 (organic anion/urate
16 transporter), member 12 rs505802
17 ) ) rs1260326
2 GCKR Glucokinase (hexokinase 4) regulator
18 rs780094
19 ) . rs12356193
10 SLC16A9 Solute Carrier Family 16, Member 9
20 rs1171614
21 10 DIP2C DIP2 disco-interacting protein 2 homolog C rs877282
22 6 SLC17A3 Solute Carrier Family 17 (organic anion transporter), rs1165205
member 3
23 6 RREB1 Ras responsive element binding protein 1 rs675209
24 - rs3741414
12 INHBC Inhibin, beta C
25 rs1106766
26 1 TRIM46 Tripartite motif containing 46 rs11264341
27 2 INHBB Inhibin, beta B rs17050272
28 2 ORC4 Origin recognition complex, subunit 4 rs2307394
29 3 SFMBT1 Scm-like with four mbt domains 1 rs6770152
30 5 TMEM171 Transmembrane protein 171 rs17632159
31 6 VEGFA Vascular Endothelial Growth Factor A rs729761
32 7 BAZ1B Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B rs1178977
33 7 PRKAG2 Proteln. klnase,.AMP-actlvated, gamma 2 non- rs10480300
catalytic subunit
34 8 STCA1 Stanniocalcin 1 rs17786744
35 8 HNF4G Hepatocyte nuclear factor 4, gamma rs2941484
36 10 A1CF APOBEC1 complementation factor rs10821905
37 11 OovOoL1 Ovo-like 1(Drosophila) rs642803
38 12 ATXN2 Ataxin 2 rs653178
39 15 UBE2Q2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family member 2 rs1394125
40 15 IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor rs6598541
41 16 NFAT5 Nuclear.factor of activated T-cells 5, tonicity- (s7193778
responsive
42 16 MAF v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma 1s7188445
oncogene homolog
43 17 HLF Hepatic Leukemia Factor rs7224610
44 17 BCAS3 Breast Carcinoma Amplified Sequence 3 rs2079742
45 17 QRICH2 Glutamine Rich 2 rs164009
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Solute Carrier Family 22 (organic anion transporter),

46 6 SLC22A7 rs4149178
member 7
47 1 ARNT Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator rs4970988
48 12 ACVRL1 Activin A Receptor Type ll-Like 1 rs7976059
49 12 B3GNT4 UDP-GICNAc:bgtaGaI beta-1,3-N- (s7953704
acetylglucosaminyltransferase 4
50 16 IRF8 Interferon regulatory factor 8 rs1021479
RPL5P27, Ribosomal protein L5 pseudogene 27, Enolase
51 10 ENO4 family member 4 rs10490911
52 8 RPL32P19, Ribosomal protein L32 pseudogene 19, Macrophage rs10503564
MSR1 scavenger receptor 1
RGNEF, Rho guanine nucleotide exchange factor 28,
53 5 ENCA1 Ectodermal-neural cortex 1 10515180
54 4 C40RF33 Chromosome 4 open reading frame 33 rs10518558
55 6 RPSAP43, Rlbosomal protgln SA pseudogene 43, Fyn-related (1407728
FRK Src family tyrosine kinase
56 12 PTPRQ Protein tyrosine phosphatase, receptor type, Q rs1528288
CYCSP41, Cytochrome ¢, somatic pseudogene 41, B
57 21 BAGE3 melanoma antigen family, member 3 rs1750231
CCL1, Chemokine (C-C motif) ligand 1, Chromosome 17
58 7 C170RF102  open reading frame 102 r$190038
GLRX3, Glutaredoxin 3, Transcription elongation regulator 1-
59 10 TCERGIL like rs2281843
60 2 LRP2 Low density lipoprotein receptor-related protein 2 rs2544390
61 4 ANK2 Ankyrin 2, neuronal rs362468
62 16 RBFOX1 RNA binding protein, fox-1 homolog rs4142923
63 9 C90ORF85 Chromosome 9 open reading frame 85 rs4745138
64 5 FYB, C9 FYN binding protein, complement component 9 rs835189
65 20 ADRA1D Adrenoceptor alpha 1D rs835882
ARIH2P1, Ariadne RBR E3 ubiquitin protein ligase 2
66 18 DSC3 pseudogene 1, Desmocollin 3 rs958727

Los SNP’s con mayor fuerza de asociacion para niveles de acido urico se encontraron
ubicados en el gen SLC2A9. Este gen tiene como funcion facilitar el transporte de
glucosa asi como a contribuir a la homeostasis de la misma. De los seis SNP’s
localizados en este gen, el rs12498742 reportd el menor valor de p (1.0 x 1007%°
GWAS de poblacion europea, (66) seguido del rs734553 (p= 5.2 x 10%”") y el rs16890979

(p= 3.5 x 107%). (67) Asi mismo, el gen ABCG2 cuya proteina tiene como funcién el

)en el

transporte molecular a través de las membranas intra y extracelulares y que ademas
presenta una expresion significativa en la placenta (sugiriendo un papel potencial en éste

tejido), reportd el SNP rs2231142 con mayor fuerza de asociacién con un valor p=1.0 x
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10™*. Finalmente, el rs1165151 localizado en el gen SLC17A71 reporté un valor p de

7.0x107"° como el marcador con mayor significancia en dicho gen.

De los 66 SNP’s reportados en la literatura, 29 no fueron medidos directamente en
GenPE y tampoco se disponia de una SNP proxy en la plataforma de Affymetrix 6.
Adicionalmente, se identificaron 8 SNP’s con mas de un SNP proxy. Un total de 57 SNP’s

potencialmente seleccionables para el score se describen en la Tabla 17.

Tabla 17. SNP's y proxies identificados en plataforma Affymetrix 6.0

?i?epra‘:ﬁrlaa Proxy Distancia R? Mayor Menor FAM
1 rs10480300 rs10480299 187 1.000 T Cc 0.300
2 rs10503564 rs9325776 11222 1.000 A G 0.008
3 rs10821905 rs10994720 33992 0.894 G A 0.192
4 rs1106766 rs1106766 0 1.000 C T 0.258
5 rs1106766 rs4760278 38303 0.836 Cc A 0.275
6 rs1106766 rs4760254 43064 0.836 G Cc 0.275
7 rs1165205 rs1165205 0 1.000 A T 0.500
8 rs1165205 rs1408273 29596 0.869 G A 0.500
9 rs1165205 rs6905614 30057 0.869 A Cc 0.500
10 rs11722228 rs11722228 0 1.000 Cc T 0.350
11 rs12498742 rs12498742 0 1.000 A G 0.225
12 rs1471633 rs10910845 619 1.000 A C 0.483
13 rs164009 rs164009 0 1.000 A G 0.383
14 rs16890979 rs874432 1561 0.956 T A 0.250
15 rs16890979 rs6855911 13743 0.876 A G 0.267
16 rs17786744 rs819196 34285 1.000 A T 0.492
17 rs2078267 rs2078267 0 1.000 T C 0.433
18 rs2079742 rs2079742 0 1.000 T C 0.158
19 rs2231142 rs1481012 13241 0.920 A G 0.108
20 rs2281843 rs16910144 31358 1.000 G A 0.017
21 rs2307394 rs13027200 6775 1.000 A G 0.342
22 rs2307394 rs2890915 73115 1.000 C T 0.342
23 rs2307394 rs1014064 104274 1.000 A G 0.342
24 rs2307394 rs13008838 38397 0.964 A G 0.350
25 rs2307394 rs12053401 40240 0.964 A T 0.350
26 rs2307394 rs13019386 161119 0.964 C G 0.350
27 rs2307394 rs16855486 171112 0.964 T A 0.350
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28 rs2307394 rs1364660 178279 0.964 C T 0.350
29 rs2544390 rs2673172 46 1.000 G T 0.383
30 rs2941484 rs2941481 1400 0.818 G A 0.492
31 rs2941484 rs2941477 2098 0.818 G A 0.492
32 rs4745138 rs4745138 0 1.000 A G 0.008
33 rs4970988 rs4970988 0 1.000 G A 0.350
34 rs505802 rs10897518 3633 1.000 T C 0.258
35 rs642803 rs557675 6099 1.000 T G 0.458
36 rs6449213 rs6449213 0 1.000 T C 0.217
37 rs653178 rs653178 0 1.000 T C 0.417
38 rs6598541 rs1007212 12783 0.963 A G 0.333
39 rs6598541 rs2137683 18503 0.963 G C 0.333
40 rs6598541 rs6598542 21921 0.963 A G 0.333
41 rs6598541 rs4966024 24435 0.963 A G 0.333
42 rs675209 rs1285875 13843 0.813 C G 0.208
43 rs6770152 rs6770152 0 1.000 T G 0.450
44 rs7188445 rs7188445 0 1.000 G A 0.392
45 rs7193778 rs7193778 0 1.000 T C 0.083
46 rs7224610 rs7224610 0 1.000 A C 0.400
47 rs729761 rs729761 0 1.000 G T 0.258
48 rs742132 rs742132 0 1.000 A G 0.358
49 rs7442295 rs7442295 0 1.000 A G 0.217
50 rs780094 rs780094 0 1.000 C T 0.400
51 rs7953704 rs1047796 2227 1.000 C T 0.450
52 rs7953704 rs1047813 2524 1.000 T A 0.450
53 rs7953704 rs6489244 12451 1.000 T C 0.450
54 rs7953704 rs10744335 13845 1.000 T C 0.450
55 rs7976059 rs12367434 3357 0.895 C T 0.333
56 rs877282 rs11253362 553 1.000 C A 0.183
57 rs877282 rs11253369 2078 1.000 G C 0.183

R”representa el DL con el SNP de referencia. Un proxy ideal debe tener un R”>0.8. FAM: Frecuencia del
alelo menor reportada en la literatura.

De estos SNP’s, se selecciond uno por regiéon de acuerdo a los criterios mencionados

previamente, como se observa en la Tabla 18.

Tabla 18. SNP's y proxies preseleccionados

SNP de la literatura Proxy p*
1 rs10480300 rs10480299 41 %10
2 rs10503564 rs9325776 3.6x10™
3 rs10821905 rs10994720 7.4x107"
4 rs1106766 rs4760278 2.2x107



1.6x 107"

5 rs1165205 rs6905614
6 rs12498742 rs12498742 <1x107%
7 rs1471633 rs10910845 1.2x10™
8 rs164009 rs164009 1.6x 107
9 rs16890979 rs874432 3.55x 107'%
10 rs17786744 rs819196 1.4 x107°
11 rs2078267 rs2078267 9.4x10™
12 rs2079742 rs2079742 1.2x107°
13 rs2231142 rs1481012 1.0x 107"
14 rs2281843 rs16910144 48x10™"
15 rs2307394 rs13027200 2.2x10°
16 rs2544390 rs2673172 4.0x10°
17 rs2941484 rs2941481 4.4 x107"
18 rs4745138 rs4745138 1.5x10°
19 rs4970988 rs4970988 1.0x 107"
20 rs505802 rs10897518 2.04x 10"
21 rs642803 rs557675 29x107"
22 rs653178 rs653178 7.2x107"
23 rs6598541 rs1007212 48x107"°
24 rs675209 rs1285875 1.3x107%
25 rs6770152 rs6770152 26x107°
26 rs7188445 rs7188445 1.6 x107°
27 rs7193778 rs7193778 8.2x 107"
28 rs7224610 rs7224610 54x107"
29 rs729761 rs729761 8.0x107"®
30 rs742132 rs742132 8.5x10”
31 rs780094 rs780094 1.40 x 10”
32 rs7953704 rs1047796 26x107°
33 rs7976059 rs12367434 1.9x10™
34 rs877282 rs11253362 4.56 x 10

*Valor p reportado en la literatura para el SNP de referencia

. Score genético

De los SNP’s preseleccionados y posterior a la evaluacion de desequilibrio de ligamiento,
se obtuvieron 20 SNP’s independientes, los cuales fueron incluidos en el score final
(Tabla 19).
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Tabla 19. Score genético final

Cromosoma SNP HWE FA FAM Efecto  FAM  Efecto 1C95%
externo Genpe GenPE
1 15 rs1007212 0180532 036 G=0373 0043 04376 -0.040 20.108; 0.027
2 12 rs1047796  0.611276 047 C=0.493 -0.029 0.455  0.041 -0.027; 0.109
3 7 rs10480299  0.376318 028 C=0.198 0.035  0.1766 -0.108 -0.194; 0.021
4 1 rs10910845 0.027531 046 C=0.339 0.059  0.4032 -0.112 -0.180; 0.044
5 10 rs10994720  0.098435 0.18 A=0.180 0.057  0.1526 0.018 -0.075; 0.112
6 4 rs12498742  0.695881 0.77 T=0.316 0.373  0.4383 0.224 0.156; 0.292
7 6 rs1285875  0.841993 027 C=0.494 0.061 0412  -0.023 -0.092; 0.045
8 4 rs1481012  0.89771 011 G=0.137 -0.076 0.1857 -0.103 -0.192; 0.015
9 11 rs2078267  0.603581 0.51 T=0.255 -0.073 0.218  0.012 -0.071; 0.095
10 2 rs2673172 0185025 n.r. T=0.467 -0.082  0.3764 0.082 0.012; 0.152
11 8 rs2941481 0178689 0.44 G=0490 0.044  0.4262 0.084 0.016; 0.152
12 12 rs4760278  0.034312 024 A=0.137 -0.09 0263  -0.064 -0.141; 0.011
13 1 rs4970988  0.041702 0.36 A=0.345 -0.028 0.4079 -0.044 -0.112; 0.023
14 12 rs653178 0.056408 051 C=0.219 -0.035 0.2162 -0.119 -0.202; 0.037
15 3 rs6770152  0.901289 0.58 G=0.422 -0.044 0.3699 0.003 -0.067; 0.074
16 6 rs6905614  0.553111 047 C=0.320 0.060  0.3516 0.023 -0.047; 0.094
17 16 rs7193778  0.052219 0.86 C=0.090 -0.046 0.1104 -0.041 -0.150; 0.067
18 17 rs7224610  0.046256 0.58 C=0.259 -0.042 0.2799 -0.146 -0.221; 0.071
19 6 rs729761 0122625 0.3 T=0.176 -0.047 0.1475 0.061 -0.033; 0.156
20 8 rs9325776 1 nr.  G=0.101 -0.039  0.1542 0.032 -0.062; 0.127

HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg (valor de p), FA: Frecuencia del alelo del efecto, FAM: Frecuencia del
Alelo Menor, n.r.. No reportado. Efecto interno y externo corresponde al coeficiente § reportado en la

literatura (Externo) y el estimado a través de regresion lineal simple (interno).

En relacion a la distribucion de los genotipos incluidos en el score de acuerdo a la raza,

se reportd mayor frecuencia de homocigotos para el alelo mutado para el rs7193778 en

las afroamericanas mientras que en las mestizas lo fueron los rs10994720 y rs729761 y

el rs9325776 en las caucasicas (Tabla 20).

Tabla 20. Distribucién de genotipos por etnicidad

SNP Mestiza Caucasica Afro caribe Indigenas
n=1.999 n= 444 n=234 n=14

rs1007212

TT 392 (19.9%) 66 (15.0%) 54 (23.5%) 4 (28.6%)

TC 934 (47.6%) 221 (50.3%) 102 (44.3%) 8 (57.1%)

cC 637 (32.4%) 152 (34.6%) 74 (32.2%) 2 (14.3%)
rs1047796

CcC 389 (19.8%) 90 (20.4%) 64 (27.9%) 2 (14.3%)

CT 967 (49.2%) 209 (47.5%) 113 (49.3%) 5(35.7%)

T 608 (30.9%%) 141 (32.0%) 52 (22.7%) 7 (50.0%)
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rs10480299
TT
TC
CcC

70 (3.6%)
595 (30.7%)
1.301 (66.1%)

16 (3.6%)
131 (29.7%)
293 (66.5%)

16 (6.9%)
69 (29.9%)
146 (63.2%)

5 (35.7%)
9 (64.3%)

rs10910845
cC
CA
AA

358 (18.2%)
894 (45.4%)
714 (36.3%)

84 (19.1%)
221 (50.2%)
135 (30.7%)

27 (11.7%)
100 (43.3%)
104 (45.0%)

10 (71.4%)
4 (28.6%)

rs10994720
GG
GA
AA

47 (2.4%)
474 (24.2%)
1.432 (73.3%)

10 (2.3%)
107 (24.5%)
319 (73.1%)

15 (6.5%)
76 (33.2%)
138 (60.7%)

1(7.1%)
2 (14.3%)
11 (78.6%)

rs12498742
AA
AG
GG

381 (19.4%)
986 (50.2%)
598 (30.4%)

84 (19.1%)
199 (45.2%)
157 (35.7%)

69 (29.8%)
110 (47.6%)
52 (22.5%)

5 (35.7%)
7 (50.0%)
2 (14.3%)

rs1285875
CC
CG
GG

338 (17.2%)
944 (48.0%)
684 (34.8%)

61 (13.9%)
210 (47.7%)
169 (38.4%)

50 (21.7%)
115 (50.0%)
65 (28.3%)

3 (21.4%)
9 (64.3%)
2 (14.3%)

rs1481012
AA
AG
GG

75 (3.8%)
622 (31.7%)
1.267 (64.5%)

12 (2.7%)
115 (26.1%)
313 (71.1%)

4 (1.7%)
53 (23.0%)
174 (75.3%)

1(7.1%)
4 (28.6%)
9 (64.3%)

rs2078267
GG
GA
AA

87 (4.6%)
643 (33.7%)
1.174 (61.7%)

32 (7.5%)
166 (38.7%)
231 (53.9%)

4 (1.8%)
55 (24.2%)
168 (74.0%)

1 (8.3%)
4 (33.3%)
7 (58.3%)

rs2673172
GG
GT
TT

270 (13.7%)
918 (46.8%)
773 (39.4%)

48 (10.9%)
171 (38.9%)
220 (50.1%)

63 (27.4%)
111 (48.3%)
56 (24.3%)

2 (14.3%)
4 (28.6%)
8 (57.1%)

rs2941481
GG
GA
AA

349 (17.8%)
932 (47.5%)
682 (34.7%)

71 (16.1%)
207 (47.0%)
162 (36.8%)

80 (34.6%)
116 (50.2%)
35 (15.1%)

1(7.1%)
7 (50.0%)
6 (42.9%)

rs4760278
CC
CA
AA

159 (8.1%)
747 (38.0%)
1.061 (54.0%)

33 (7.8%)
168 (38.5%)
235 (53.9%)

6 (2.6%)
52 (22.6%)
172 (74.8%)

1(7.1%)
8 (57.1%)
5 (35.7%)

rs4970988
GG
GA
AA

350 (17.8%)
915 (46.6%)
700 (35.6%)

102 (23.2%)
229 (52.2%)
108 (24.6%)

16 (6.9%)
83 (35.9%)
132 (57.1%)

6 (42.9%)
5 (35.7%)
3(21.4%)

rs653178
GG
GA
AA

95 (4.8%)
638 (35.2%)
1.229 (62.6%)

30 (6.8%)
158 (35.9%)
252 (57.3%)

8 (3.5%)
49 (21.3%)
173 (75.2%)

6 (42.9%)
8 (57.1%)

rs6770152
TT
TG
GG

271 (13.8%)
917 (46.6%)
778 (39.5%)

62 (14.1%)
217 (49.3%)
161 (36.6%)

28 (12.1%)
100 (43.3%)
103 (44.6%)

3 (21.4%)
8 (57.1%)
3(21.4%)

rs6905614
AA
AC
CcC

239 (12.2%)
898 (45.7%)
829 (42.2%)

72 (16.4%)
197 (44.7%)
171 (38.9%)

22 (9.5%)
98 (42.4%)
111 (48.0%)

3 (21.4%)
3 (21.4%)
8 (57.1%)

rs7193778
TT
TC
CC

28 (1.4%)
355 (18.1%)
1.583 (80.5%)

10 (2.8%)
104 (23.6%)
326 (74.1%)

1(0.4%)
24 (10.4%)
206 (89.2%)

1(7.1%)
4 (28.6%)
9 (64.3%)

rs7224610
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AA 147 (7.5%) 60 (13.7%) 8 (3.5%) 1(7.1%)

AC 751 (38.2%) 195 (44.4%) 65 (28.1%) 8 (57.1%)

CcC 1.067 (54.3%) 184 (41.9%) 158 (68.4%) 5 (35.7%)
rs729761

GG 49 (2.5%) 10 (2.3%) 8 (3.5%) 1(7.1%)

GT 481 (24.5%) 115 (26.1%) 50 (21.6%) -

TT 1.435 (73.0%) 315 (71.6%) 173 (74.9%) 13 (92.9%)
rs9325776

AA 53 (2.7%) 4 (0.9%) 4 (1.7%) 1(7.1%)

AG 507 (25.8%) 107 (24.3%) 70 (30.4%) 7 (50.0%)

GG 1.402 (71.5%) 329 (74.7%) 156 (67.8%) 6 (42.9%)

Respecto al sitio de reclutamiento, la frecuencia del genotipo homocigoto para alelo
mutado fue mayor al 60% en todos los departamentos en el caso de los rs10480299,
rs1481012 y rs729761. Cartagena y Bucaramanga presentaron la mayor frecuencia de
homocigotos del alelo mutado para el rs7193778 (85.5% y 74.1%, respectivamente),
mientras que en Medellin fue para el rs7193778 (80.3%), en Cali el rs729761 (82.0%), en
Bogota el rs9325776 (73.6%), en Tunja el rs10994720 (90.3%), en Cucuta los rs729761 y
rs2673172 (79.2%) y en Popayan el rs10994720 (100%).

La asociaciéon entre los SNP’s individuales incluidos en el score y los niveles de acido
urico se presentan en la figura 5-9. EI SNP con mayor efecto fue el rs12498742,
indicando que por la adicién de un alelo de riesgo, se produce un incremento de 0.224
mg/dl (Error estandar 0.035, IC95% 0.156 - 0.292, R? = 0.015, p<0.001) en los niveles de

acido urico.
Figura 5-9. Asociacion entre los SNP’s individuales y los niveles de acido urico
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rs653178 - L
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rs12498742| —a—
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-0.100 0.000 0.100 0.200 0.300

Beta (95%Cl)
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Por otra parte, el rs1047796 presentd una asociacion significativa con la edad (-0.267,
IC95% -0.427; -0.107, Error estandar= 0.081, p=0.001) mientras que los rs2078267 (-
0.651, 1C95% -1.039; -0.264, p=0.001) y el rs2941481 (0.537, 1C95% 0.151; 0.923,
p=0.006) lo hicieron con el consumo de cigarrillo en el embarazo actual (Figuras 5-10 y 5-
11).

Figura 5-10. Asociacion entre los SNP’s individuales y edad
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Figura 5-11. Asociacion entre los SNP’s individuales y tabaquismo
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Z (Score) esta asociado con la exposicion (Niveles de acido urico)

El score genético presentdé una asociacion con los niveles de acido urico, tanto
ponderado por pesos externos con y sin ajuste por componentes principales (= 0.255,
ES 0.075, IC95% 0.107 - 0.403, R?*=0.033, p= <0.001 y B= 0.274, ES 0.076, IC95% 0.124
- 0.433, R?=0.004, p= <0.001, respectivamente) asi como para el score ponderado por
pesos internos (B= 0.650, ES 0.096, IC95% 0.461 — 0.839, R?>=0.045, p= <0.001 y B=
0.858, ES 0.087, IC95% 0.686 — 1.031, R?*=0.034, p= <0.001, respectivamente). El score
sin ponderar reporté un valor p de 0.09, el cual al hacer el analisis ajustado aumenté (p=
0.324). En esta misma via, el score sin ponderar no presentdé una relacion clara entre el
incremento en los quintiles y los beta de los niveles de acido trico (p= 0.021, R?>= 0.0043,
Figura 5-12), sin embargo se observé una relacion lineal positiva entre el score
ponderado por el peso externo (p= <0.001, R?= 0.035, Figura 5-13) e interno (p= <0.001,
R?= 0.047, Figura 5-14) con los niveles del marcador en estudio.

Figura 5-12. Asociacion entre el score genético sin ponderar y los niveles de acido urico

AU (mg/dl) 4.99 4.75 4.92 4.96 4.82

< | “n(quintiles) 822 350 742 282 478 2674
v
T T T T T T

T
0 1 2 3 4 5 Total

Quintiles del Score genético
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Figura 5-13. Asociacién entre el score genético ponderado con pesos externos y los
niveles de acido urico

(\l_ -
© ]
N
N
<t AU (mg/dl) 4.82 4.76 4.96 4.93 5.06 B
! n (quintiles) 536 534 535 536 533 2674
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Total

Quintiles del Score genético

Figura 5-14. Asociacion entre el score genético ponderado con pesos internos y los
niveles de acido urico

< 4
o~
O |
N
N
<
! AU (mg/di) 4.58 471 4.94 5.04 5.26 .
n (quintiles) 535 535 535 535 534 2674
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Total

Quintiles del Score genZtico

Z (Score) es independiente de variables de confusion (U) en la asociacién de
interés
La edad no presenté asociacion con el score sin ponderar (p=0.805), ponderado por

pesos externos (p=0.753) ni internos (p=0.801), Figura 5-15.
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Figura 5-15. Asociacion entre el score y la edad

- *Edad (promedio) 18.89 1922 19.04 19.05 1895

Edad (promedio) 19.09 18.90 18.98 19.30 1895

[

0 AU (mg/dl) 482 4.76 4.96 4.93 5.06

% 1 AUy 499 475 492 496 482

quintl) 822 350 722 282 478 2674  quinti) 536 534 535 536 533 2674
T T T T T T T T T T T T

a 1 2 3 4 5 Total b 1 2 3 4 5 Total

- Quintiles del Score genZtico - Quintiles del Score genético

LO_ -
Edad (promedio) 19.00 18.76 19.18 19.07 19.13

0
AU (mg/dl) 458 471 494 5.04 5.26
n (quintiles) 535 535 535 535 534 2674
-
‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
cC. © 1 2 3 4 5 Total

Quintiles del Score genZtico

a. Asociacion entre el score genético sin ponderar y la edad. b. Asociacion entre el score genético ponderado
con pesos externos y la edad. c. Asociacién entre el score genético ponderado con pesos internos y la edad

El consumo de cigarrillo en el embarazo actual tampoco se asocié con el score sin
ponderar (log odds= 0.026, 1C95% -0.061, 0.200, p=0.768), ponderado por pesos
externos (log odds= 0.119, 1C95% -0.148, 0.300, p=0.196), ni internos (log odds= 0.145,
IC95% -0.036, 0.327, p=0.117), Figura 5-16.
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Figura 5-16. Asociacion entre el score y consumo de cigarrillo
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Quintiles del score genético

a. Asociacion entre el score genético sin ponderar y el consumo de cigarrillo. b. Asociacion entre el score
genético ponderado con pesos externos y el consumo de cigarrillo. c. Asociacidon entre el score genético
ponderado con pesos internos y el consumo de cigarrillo

Z (SNP) no afecta el desenlace (Preeclampsia), excepto por la via de la exposicion

Finalmente, el score genético sin ponderar (log odds= 0.002, 1C95% -0.050, 0.056,
p=0.913), ponderado por pesos externos (log odds= -0.025, IC95% -0.080, 0.028,
p=0.353) o internos (log odds= -0.020, 1C95% -0.074, 0.034, p=0.466), no se asociaron

con el desenlace de interés, Figura 5-17.
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Figura 5-17. Asociacion entre el score y preeclampsia
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Quintiles del score genZtico

a. Asociacion entre el score genético sin ponderar y la presencia de preeclampsia. b. Asociacion
score genético ponderado con pesos externos y la presencia de preeclampsia. c. Asociacion entre el score
genético ponderado con pesos internos y la presencia de preeclampsia

entre el

Finalmente, el analisis de Randomizacion Mendeliana a través del uso de variables

instrumentales se reporta en la Tabla 21.

No se observo una asociacion causal entre el odds de ser un caso por el incremento de 1

mg/dl en los niveles de &cido urico, a diferencia de lo observado en el andlisis

observacional (Figura 5-18).
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Tabla 21. Estimadores del analisis de Randomizacion Mendeliana

Variable instrumental OR (IC95%)* Error R?
estandar
Estimador causal con score sin ponderar 0.78 (0.51, 1.20) 0.17 0.0003

Estimador causal con score ponderado por peso 0.73 (0.49, 1.10) 0.15 0.0006
externo

Estimador causal con score ponderado por peso 0.84 (0.60, 1.18) 0.14 0.0003
interno

*Estimacion causal obtenida a través del método de variables instrumentales a partir de un modelo de

regresion logistica utilizando los valores predichos de acido urico en un modelo previo de regresion lineal

multiple ajustada por componentes principales.

Figura 5-18. OR e intervalos de confianza para preeclampsia obtenidos en los diferentes

andalisis observacionales y de variables instrumentales
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|
|
|
|
|
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|
|
|
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VI (Interno) — I L T
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Odds Ratio (IC95%)

*OR indica el odds de ser un caso por el incremento en 1mg/dl en los niveles de acido urico.
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6.Conclusiones

A partir del analisis observacional se encontré una asociacion de riesgo entre los niveles
elevados de acido urico y la presencia de preeclampsia en las pacientes del estudio
GenPE. Estos hallazgos han sido reportados previamente en otros estudios
observacionales, (31, 33) incluyendo aquellos con seguimiento desde el inicio de la
gestacién. (42, 111) No obstante, si bien la asociacion permanecio significativa al incluir
todas las posibles variables de confusion, se observo una atenuacién en la magnitud de
la misma con los estimadores ajustados. Por otra parte, establecer el tipo de asociacion
entre un factor de riesgo modificable y un desenlace puede ser dificil a partir de un
estudio de casos y controles dado que los niveles del metabolito fueron medidos después
del inicio de la enfermedad pudiendo llevar a un escenario de causalidad reversa. Dichas
situaciones son las principales motivaciones para complementar el estudio de asociacion
a través del método de Randomizacion mendeliana con marcadores genéticos como
variables instrumentales. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de éste tipo de
analisis no permitieron establecer un efecto causal del acido urico en el desarrollo de la

preeclampsia en esta poblacidén colombiana.

La confiabilidad de los resultados de analisis de Randomizacion Mendeliana depende de
la validez de las variantes seleccionadas como variables instrumentales y el poder
necesario para detectar efectos causales clinicamente relevantes. En este estudio se
realizé una busqueda minuciosa de variantes genéticas asociadas a los niveles de acido
urico a través de lo reportado en diferentes estudios ampliados del genoma con la
posterior construccién de un score genético de SNP’s independientes para resumir el
efecto de todas las variantes en una sola variable instrumental. Dicho score incluyé la
variante con mayor efecto reportado en la literatura, dando soporte a la plausibilidad
biolégica entre el rs12498742 y los niveles de acido urico, la cual habia sido medida
directamente en la poblacion de GenPE. Adicionalmente, las asunciones de variable
instrumental fueron evaluadas para el score con los diferentes tipos de ponderacion, lo
cual se resalta la validez de dicha variable. Por otra parte, en el escenario de un efecto
causal modesto y baja correlacion entre las variantes genéticas y los niveles del

marcador, se puede requerir de varios miles de pacientes a estudiar para identificar un
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efecto. Es por esto que antes de concluir una ausencia de efecto causal del acido urico
en la preeclampsia, deberian replicarse los resultados en una muestra mayor de

pacientes para ser capaz de identificar estimadores causales mas pequefios (OR < 2.2).

A la fecha no se cuenta con estudios publicados de Randomizacién Mendeliana para
acido Urico ni otros marcadores en sangre en el contexto de la preeclampsia. Sin
embargo, el papel del acido urico si ha sido evaluado en otras enfermedades
cardiovasculares reportando resultados contradictorios entre los analisis observacionales
y aquellos realizados a través de Randomizacion mendeliana. Un estudio de dos grandes
cohortes evaluo el efecto de éste marcador y su asociacion con enfermedad isquémica
coronaria y los niveles de presion arterial en cerca de 59.000 sujetos. (102) El analisis
observacional report6 una elevacién de 2.42 mmHg (2.32 — 2.51mmHg) por el incremento
en una desviacion estandar de acido urico y una asociacién de riesgo (HR 1.21, 1C95%
1.18 — 1.24) para la enfermedad isquémica sin embargo, el estimador causal obtenido a
través del analisis con una variable instrumental (SLC2A9, rs7442295) no fue significativo
para cambios en la presion arterial (0.63mmHg, IC95% -0.04 — 1.29) o enfermedad
coronaria (HR 0.93, IC95% 0.79 — 1.09). (102) En esta misma via, a través de un score
genético que incluyé 14 SNP’s asociados a acido urico (incluyendo SLC2A9, rs12498742,
HLF, rs7224610, SLC22-A11, rs2078267, entre otros), tampoco fue posible establecer el
efecto causal de éste marcador con diferentes desenlaces cardiovasculares como
enfermedad coronaria, diabetes mellitus, accidente cerebrovascular y falla cardiaca,
excepto el riesgo de gota (OR 5.84; IC95% 4.56 — 7.49). (112) Asi mismo, un meta-
analisis de 17 estudios observacionales prospectivos y 166.486 individuos estudi6 el
papel de este metabolito sobre el riesgo de enfermedad coronaria a través de un score
genético con 31 SNP’s, sin ser posible establecer una asociacién de tipo causal (OR
1.05; 1C95% 0.92 — 1.20). (113) Sin embargo, otros estudios como el reportado por
Kleber et al, estudié la asociacidén casual entre acido urico y desenlaces cardiovasculares
utilizando un score genético (8 SNP’s) ponderado, encontrando un estimador causal para
mortalidad por enfermedades cardiovasculares (HR, 1.77; IC95% 1.12 - 2.81) y muerte
subita (HR, 2.41; IC95% 1.16 - 5.00) por el incremento en una unidad (mg/dl) de acido
arico. (114)
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De acuerdo a lo presentado, el analisis de Randomizacion mendeliana permite
complementar la estimacion de las medidas de asociacion obtenidas a través del analisis
de regresion en los datos observacionales. Futuros estudios con muestras mas grandes
de gestantes con y sin preeclampsia deben ser desarrollados con el objetivo de confirmar
los hallazgos aqui reportados.
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Anexo 1: Consentimiento informado
Proyecto GenPE

e 3

o[ ]

[ | |
unab

Paciente N°:

Consentimiento Informado. Proyecto GenPE

INTRODUCCION

La Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Autbnoma de Bucaramanga —
UNAB-, en asocio con Universidades e Instituciones de Salud de Colombia y en alianza
con Colciencias y Universidades de Reino Unido, investigan desde el ano 2000 factores
de riesgo genético asociados a Preeclampsia y sus complicaciones. La Preeclampsia es
una enfermedad caracterizada por hipertensidén arterial durante el embarazo, la cual es
muy comuUn en nuestro medio, y causa importante de mortalidad materna y perinatal en
el mundo entero.

OBJETIVO-JUSTIFICACION

El objetivo general del proyecto es investigar marcadores genéticos y seroldgicos
asociados con el riesgo de desarrollar Preeclampsia. En el estudio genético se hard un
andlisis amplio de marcadores genéticos (Genome-wide scan), lo cual permitird en un
futuro desarrollar medidas preventivas y tratamientos adecuados, evitando que mds
mujeres y sus hijos enfermen y mueran a causa de la Preeclampsia o de su
complicaciones.

PARTICIPACION

Si desea participar en el estudio, usted responderd un cuestionario que incluye sus datos
de identificacion y antecedentes de ciertas enfermedades personales y familiares. Luego
se realizardn dos tomas de tensién arterial y se le pedird que recoja una muestra de orina.
Finalmente, se tomard una muestra de sangre por puncién en la vena del antebrazo,
utilizando material desechable, la cual serd précticamente indolora y sin repercusiones
para su salud. Si usted lo autoriza, se tomard una muestra de la sangre del corddn
umbilical del bebé, a quien no se le hard ninguna puncidn. Las muestras serdn
manejadas Unicamente por personas involucradas en el proyecto y almacenadas en el
laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la UNAB. Las muestras serdn analizadas
para conocer los niveles en sangre de determinados marcadores serolégicos. Ademds, se
extraerd ADN para realizar andlisis de marcadores genéticos asociados a la enfermedad,
procedimiento que NO implica manipulacion genética.

GARANTIAS PARA SU PARTICIPACION

Todos sus datos de identificacion, resultados y andlisis del estudio serdn mantenidos en
anonimato. La decision de participar es totalmente voluntaria, sin costo alguno. Usted es
libre de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar sin que por
ello se generen perjuicios de tipo laboral, social, econédmico o en la relacién que usted
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mantiene con su médico. La informacién generada es estrictamente confidencial y a ella
soélo tendrdn acceso los investigadores. Los resultados generales del estudio se publicardn
y serdn presentados en congresos, pero en ningun caso usted serd identificada
personalmente. Si decide retirarse del estudio, sus muestras serdn inmediatamente
descartadas.

Es importante aclarar que ninguna persona involucrada en el estudio, incluyéndola a
usted, recibird beneficio econdmico alguno como pago por su participacion. Usted
recibird fiel copia de este documento. Si tiene alguna pregunta, no dude en hacerla; con
mucho gusto el personal investigador aclarard sus inquietudes.

BENEFICIOS

Esta investigacion pretende conocer porqué se desarrolla la Preeclampsia, y a partir de
alli, desarrollar medidas preventivas y nuevos medicamentos que puedan tratar de
manera oportuna a la mujer con esta enfermedad, evitando que mds mujeres y sus hijos
enfermen o mueran a causa de la Preeclampsia o de sus complicaciones. Es importante
gue usted tenga en cuenta que si decide que su informacién y muestra de sangre
puedan ser utilizadas en estudios futuros, siempre tendrd el derecho de mantener su
anonimato y a refirar este consenfimiento en cualquier momento que considere
conveniente. El interés del grupo de investigacion es seguir estudiando la predisposicidon
genética que tienen las personas para presentar enfermedades comunes en nuestra
poblacién, pero NUNCA su muestra de DNA serd utilizada para procedimientos de
manipulaciéon genética.

Contacto:

Si usted tiene alguna duda sobre este estudio o necesita informacién adicional, por favor
contdctenos:

Centro Coordinador Nacional GenPE

GenPE@unab.edu.co

Teléfono: +57-7- 6399156, ext. 505 Dra. Norma Serrano — Dra. Carolina Pdez
Bucaramanga - Colombia

Consentimiento:

Con mi firma declaro que los alcances del estudio me han sido explicados, que todas mis
preguntas fueron respondidas y que los posibles danos o molestias o posibles beneficios
me han sido explicados. Entiendo que tengo el derecho de no participar o de dejar de
participar en cualgquier momento, sin que por ello sufra alguna consecuencia en la
atencién médica, y que la informacién que pueda identificarme no serd publicada ni
presentada en congresos. Yo, por lo tanto, doy mi autorizacion para participar en el
estudio GenPE.

Nombre de la participante: CC No.

Fecha:

Firma de la participante
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Yo, de manera voluntaria autorizo que las muestras de sangre y el ADN extraido sean:
Desechadas una vez el estudio finalice

Preservados para posteriores estudios nacionales o internacionales relacionados

con el actual

Nombre del Testigo CC No.

Firma del Testigo

Consentimiento para la participacion del recién nacido

Yo/Nosotros, y
con CC No. de y

de respectivamente, como

padre(s)/representante(s) legal(es), de manera voluntaria doy/damos mi/nuestro
consentimiento para la toma de una muestra de la sangre del corddn umbilical de

mi/nuestro hijo(a) para que haga parte del proyecto GenPE.

Declaro que dado que el padre de mi hijo(a) no estd disponible, decido dar la
autorizacién en nombre de los dos.

Yo/Nosotros doy/damos nuestro consentimiento para que las muestras de sangre del
corddn umbilical y ADN de mi/nuestro hijo(a) sean:

Desechadas una vez el estudio finalice

Preservados para posteriores estudios nacionales o internacionales relacionados con el
actual

Firma de la Madre Firma del Padre

Firma del Testigo

Nombre de la persona que obtuvo el consentimiento:

Firma / CC No. / Fech

PREGUNTAS REALIZADAS POR LOS PARTICIPANTES
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Anexo 2: Relacion funcional entre el
desenlace y la exposicion en el modelo
de regresion logistica

Cuando se incluyen los valores séricos del metabolito con 4DE por encima de la media

(14 pacientes), no se observa una relacion lineal entre la exposicion y el desenlace.

Figura 6-1. Relacion funcional entre la presencia de preeclampsia y los niveles de acido
urico.

Lowess smoother Lowess smoother

T

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 2 4 6 8 10
Niveles de fcido cerico (mg/dl) Niveles de #cido cerico (mg/dl)

Desenlace
Desenlace

A. Relacion con presencia de valores extremos. B. Relacién sin presencia de valores extremos.

(107)

Posteriormente, se realizé un analisis de asociacién mediante regresién logistica robusta
(por la presencia valores extremos), pero a pesar de esto el marcador no tenia una
relacion lineal con el desenlace. Por tanto, se realizé un analisis de sensibilidad para
comparar los estimadores y errores estandar de las regresiones logisticas con y sin estos

valores (Tabla 22).
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Tabla 22. Estimados de la regresion logistica robusta con y sin valores extremos

Modelo* OR 1IC95% Coeficientes 1C95%
Ajustado sin 1,16 1,08 1,24 0,15 0,08 0,22
valores extremos
Ajustado con 1,15 1,07 1,22 0,14 0,07 0,20
valores extremos

*Ajustado todas las variables de confusién

Sin estas 14 pacientes, los estimadores de asociacion obtenidos a través de regresion

variaron minimamente por lo que se decidid excluir estas pacientes del analisis.
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Anexo 3: Construccion del modelo de
regresion logistica

Para la construccion del modelo se siguieron los pasos planteados por Kleinbaum. (115)

1. Especificacion de las variables

A través de la revision de la literatura, se identificaron las posibles variables de interés
relacionadas con los niveles de acido urico y la presencia de preeclampsia. Esta
informacion fue esquematizada mediante un diagrama causal aciclico, con el objetivo de
entender las posibles relaciones causales entre dichas variables como se observa en la

figura 6-1. El diagrama fue realizado mediante el programa DAGitty. (116)

Figura 6-2. Diagrama causal aciclico.

Family_history_of_Pre-eclampsia
Nulliparity
BMI
Py
<7
. S
Socioeconomic_strata Oxidative_stress.
Placental_ischemia/reperfusion
Alcohol_consumption
Race Smoking” Multiple_pregnancy Altered_renal_function
Maternal_age
Dietary_intake
<] Gestational_age Q
® c®
Serum uric acid levels Pre-eclampsia

Relaciones causales entre los niveles de acido Urico y la presencia de preeclampsia. En gris claro se expone
la informacion que no fue captada o medida en nuestra poblacién. En rosado, se grafican las variables
recolectadas que se asocian con la exposicion y desenlace de interés. En verde sélo aquellas relacionadas
con la exposicion y en azul las asociadas al desenlace.
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El consumo de proteinas es una de las variables que mas se asocia a niveles elevados
de acido urico. (117) En nuestro medio, el consumo de proteinas esta influenciado por el
estrato socioecondmico. La edad en las mujeres se ha correlacionado con mayores
niveles del marcador (correlacion parcial 0.08, p=0.01) (117) y mayor riesgo de
preeclampsia para aquellas con mas de 35 afios (9.4% vs 6.4%).(118) La raza, se ha
reportado como una variable que predispone a mayores niveles de acido urico y gota en
ciertos grupos étnicos, evidenciando un papel relacionado con la predisposicion genética.
(119) Asi mismo, en las mujeres afroamericanas se ha reportado mayor incidencia de

preeclampsia comparadas con las caucésicas (5.2%; OR 1.41, 1C95% 1.25-1.62). (120)

La relacion entre las variables expuestas en el diagrama fue tenida en cuenta junto con el
analisis bivariado inicial entre casos y controles para identificar las posibles variables de

confusion.

2. Evaluacion de la interaccion

Se estudid el efecto del tiempo (entre la captacion y la medicién de los niveles del
marcador) sobre la asociacién entre la preeclampsia y los niveles de acido urico con el
objetivo de establecer si el efecto del factor de riesgo (niveles) en el desenlace es
constante independientemente del tiempo de almacenamiento de las muestras (Tabla
22).

= |dentificacion de las variables

X: Niveles de acido urico estandarizados
Z: Tiempo de almacenamiento
Y: Presencia de preeclampsia

Teniendo esto en cuenta, se decidi® evaluar la interaccién: +/- 5 afios de

almacenamiento * niveles estandarizados de acido urico, mediante el siguiente modelo:

Ly 1B Bzt 5l 1
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Donde:

B0= Constante

B1= coeficiente de los niveles de acido urico estandarizados
B2= coeficiente del tiempo de almacenamiento

B3= coeficiente de la interaccion

Tabla 23. Evaluacion de la Interaccion

Modelo Coef Error std Log likelihood 2z P>z 1IC95%
Sin ajustar 275 .036 -2181.936 7.61|0.000|0.204 0.346
Mas .263 .036 -2178.788 7.2210.000|0.191 0.334
almacenamiento >5
afios
Mas interaccién 241 .040 -2178.011 6.00|0.000|0.162 0.320

*Coef: Coeficiente de regresion, std: Estandar

Los coeficientes de regresion y los Log likelihood estimados en el modelo completo (con
la interaccién) permanecen constantes (Tabla 23), lo cual es confirmado a través del

likelihood ratio test para comparar el modelo con y sin la interaccion, p=0.212.

3. Evaluacion de los factores de confusiéon seguido por la consideracion de

precision.

La construccién del modelo de regresion logistica se realizé de forma acumulativa y se
evaluo la significancia de las variables en cada uno de los modelos a través del likelihood

ratio test como se observa en la Tabla 24.

Tabla 24. Construccion del modelo de regresion logistica

Ajuste OR (IC 95%)* LR** p
Sin ajustar 1.31 (1.22, 1.41) - -
Edad materna 1.30 (1.21, 1.40) 28.62 <0.001
Edad gestacional 1.19 (1.10, 1.30) 862.92 <0.001
Raza 1.20 (1.10, 1.30) 5.46 0.141
Sitio de reclutamiento 1.21 (1.11,1.32) 44.94 <0.001
Fecha de captacion 1.23 (1.12, 1.34) 4.32 0.037
Antecedente materno de preeclampsia 1.21 (1.11,1.32) 12.49 <0.001
Antecedente de hermana con preeclampsia 1.20 (1.07, 1.34) 3.80 0.050
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Tabaquismo 1.23 (1.13, 1.35) 0.84 0.360
Embarazo multiple 1.23 (1.13, 1.35) 4.06 0.043
ESE bajo 1.21 (1.11, 1.33) 0.01 0.940
Infecciones 1.21(1.11,1.33) 5.81 0.015

*Odds Ratio (Intervalo de confianza del 95%), **Likelihood Ratio Test

Teniendo en cuenta el diagrama causal aciclico asi como el analisis bivariado de las

caracteristicas sociodemograficas y clinicas de las pacientes, se incluyeron las siguientes

variables en el modelo de regresion logistica: edad materna, edad gestacional, raza, sitio

de reclutamiento, fecha de captacién, embarazo multiple, ESE bajo e infecciones.

Si bien el antecedente materno y en hermana de preeclampsia son variables asociadas

estadisticamente con el desenlace en nuestro estudio, tienen mayor probabilidad de

presentar sesgo de memoria y no se cuenta con informacién para poder confirmar o

descartar dicho antecedente, por lo que no fueron incluidas dentro del modelo de

regresion.
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Anexo 4: SNP’s reportados en la

literatura de acuerdo al origen étnico

Se describen los SNP’s asociados a niveles de &acido urico encontrados en el meta

analisis de estudios ampliados del genoma en poblacion general y de origen caucasico y
los reportados por el consorcio UCLEB (Tabla 25, 26 y 27). (66)

Tabla 25. SNP’s de acido urico en poblacién caucasica.

SNP Cromosoma Gen A1 A2 FA1 Efecto E.S. p
1 rs10480300 7 PRKAG2 T C 028 0.035 0.006 4.1x107°
2 rs10821905 10 A1CF A G 0.18 0.057 0.007  7.4x107"
3 rs11264341 1 TRIM46 T C 043 -0.050 0.006 6.2x107"
4 rs1165151 6 SLC17A1 T G 047 -0.091 0.005 7.0x107"
5 rs1171614 10 SLC16A9 T C 022 -0.079  0.007 2.3x107%®
6 rs1178977 7 BAZ1B A G 081 0.047 0.007 1.2x107"%
7 rs12498742 4 SLC2A9 A G 077 0.373 0.006  1.0x107"°
8 rs1260326 2 GCKR T C 041 0.074 0.005 1.2x10™*
9 rs1394125 15 UBE2Q2 A G 034 0.043 0.006 2.5x10°"°
10  rs1471633 1 PDZK1 A C 046 0.059 0.005 1.2x107%
11 rs164009 17 QRICH?2 A G 061 0.028 0.005 1.6x107"
12 rs17050272 2 INHBB A G 043 0.035 0.006 1.6x107"
13 rs17632159 5 TMEM171 C G 031 -0.039  0.006 3.5x107"
14 rs17786744 8 STC1 A G 058 -0.029  0.005 1.4x107°
15  rs2078267 11 SLC22A11 T C 0.23 -0.073  0.006 9.4x107%
16 rs2079742 17 BCAS3 T C 085 0.043 0.008 1.2x107°
17 rs2231142 4 ABCG2 T G 011 0.217 0.009 1.0x107™*
18 rs2307394 ORC4L T C 068 -0.029  0.005 2.2x107°
19  rs2941484 HNF4G T C 048 0.044 0.005 4.4x107"
20  rs3741414 12 INHBC T C 013 -0.072  0.007 2.2x107*
21 rs4149178 6 SLC22A7 A G 084 -0.034  0.007 1.2107°
22 rs478607 11 NRXN2 A G 084 -0.047  0.007 4.4x107"
23 rs4970988 1 ARNT A G 0.36 -0.028  0.005 1.0107"
24  rs642803 11 OVOL1 T C 046 -0.036  0.005 2.9x107"
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

rs653178

rs6598541
rs675209

rs6770152
rs7188445
rs7193778
rs7224610
rs729761

rs7953704
rs7976059

12
15
6
3
16
16
17
6
12
12

ATXN2
IGF1R
RREB1
SFMBT1
MAF
NFATS
HLF
VEGFA
B3GNT4

ACVRI1B-
ACVRL1

= > 4> 4> 4 4> >

OO0 000000o

0.85
0.36
0.54
0.58
0.24
0.92
0.77
0.16
0.47
0.35

-0.035
0.043

0.061

-0.044
-0.032
-0.046
-0.042
-0.047
-0.029
0.032

0.005 7.2x107"%
0.006 4.8x107"
0.006 1.3x107%
0.005 2.6x107"°
0.005 1.6x107°
0.008 8.2x107"
0.005 5.4x107"
0.006 8.0x107"°
0.005 2.6107°
0.005 1.9107°

A1: Alelo del efecto. F. A1: Frecuencia del alelo del efecto. Efecto: niveles del acido urico (mg/dl) E.S.: Error
estandar. P: valor de p corregido por comparaciones multiples. Nivel de significancia < 6.8 x 107,

SNP Cromosoma gen A1 A2 F A1 Etnicidad Efecto p
1 rs1165205 6 SLC17A3 A T 0.694  Caucasico -0.105 4.34 x10°®
2 rs11722228 4 SLC2A9 T C 0.313 Asiatico 0.202 6.54 x 10°%°
3 rs1183201 6 SLC17A1 T A 0.707  Caucasico -0.062 3.04x10™
4 rs12129861 1 PDZK1 A G 0.324  Caucasico -0.062 2.68 x 107
5 rs12356193 10 SLC16A9 A G 0.914  Caucasico 0.054 1.07x 10°®
6  rs16890979 4 SLC2A9 C T 0.263  Asiatico -0.024  3.55x10"
7 rs17300741 11 SLC22A11 A G 0.674  Caucasico 0.062 6.68 x 10
8 rs2231142 4 ABCG2 C T 0.119 Asiatico 0.226 3.10x 10
9 rs505802 11 SLC22A12 T G 0.427  Caucasico -0.056 2.04 x 10
10 rs6449213 4 SLC2A9 C T 0.142  Caucasico NR 3.15x 107
11 rs734553 4 SLC2A9 T G 0.695  Asiatico 0315  522x10%"
12 rs742132 6 LRRC16A A G 0.708  Caucasico 0.054 8.50 x 10
13  rs7442295 4 SLC2A9 G A 0.252  Caucasico -0.02 1.85x10™"°
14  rs780094 2 GCKR T C 0.301 Caucasico 0.052 1.40 x 10
15 rs877282 10 DIP2C A C 0.093  Caucasico NR 4.56 x 10
Tabla 26. SNP’s de acido urico en poblacién de diferente origen étnico.
*SNP’s evaluados en la plataforma Affymetrix 6.0 y disponibles en GenPE. A1: Alelo del efecto. F. A1:
Frecuencia del alelo del efecto. Efecto: niveles del acido urico (mg/dl). P: valor de p corregido por
comparaciones mdltiples. NR: No reportado (67, 94, 121-124)
Tabla 27. SNP’s con significancia estadistica identificados por UCLEB.

SNP Cromosoma Gen A1 Efecto P

1 rs1021479 16 IRF8 T 0,514 3x107
2 rs10490911 10 RPL5P27, ENO4 G -0,549 2,2x10-®
3 rs10503564 8 RPL32P19, MSR1 A -0,671 3,6x107°
4 rs10515180 5 RGNEF, ENC1 A 0,74 1,6x107%°
5 rs10518558 4 C4ORF33, A 0,584 2,6x107"7

CYCSP14SP14
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CCL1, C170RF102
ABCG2
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LRP2
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RBFOX1
CI90ORF85
SLC22A12
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ARIH2P1, DSC3
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P4
P

40 44> 44440406 4+

-5,16
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-0,062
0,078
0,666
0,678
0,062
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-0,359
0,173
-0,536
NR
0,606
NR
0,623
-0,056
NR
0,315
0,054
0,052
-0,839
0,502
-0,594

2x10™"
3x107™
3x10”
1x10°®
6,6x10™*
1,7x10™"?
7x10™

1,0x107

1,7x10°™"°
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1,110

A1: Alelo del efecto. NR: No reportado
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