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1. INTRODUCCION

La preeclampsia representa un problema de salud pablica, ya que es una de las principales
causas de morbimortalidad materno-perinatal en el mundo, con afectacidn de hasta el 8% de
todos los embarazos (Correa et al., 2016). El diagnostico temprano permite implementar
acciones clinicas que se anticipen al dafio multisistémico y de esta manera evitar todas las
comorbilidades materno-fetales que la enfermedad desencadena a corto y largo plazo. En la
actualidad, el diagndstico de la preeclampsia es tardio, lo que esta en relacion con las altas

tasas de morbimortalidad descritas a nivel mundial.

Esta enfermedad con afectacion de mdltiples sistemas esté caracterizada por la presencia de
hipertension arterial de inicio reciente en una mujer con > 20 semanas de gestacion junto
con la afectacién de 6rganos blanco y adicionalmente puede progresar a formas severas de
la enfermedad como eclampsia o sindrome HELLP. A la fecha se ha determinado que la
invasion trofoblastica alterada y la disfuncidn endotelial placentaria son los mecanismos mas
importantes en el desarrollo de la preeclampsia. Sin embargo, dada la complejidad
fisiopatologica subyacente a la preeclampsia, ain no se conocen todos los factores
implicados en su desarrollo. Se considera que la preeclampsia es una entidad multifactorial
en donde factores genéticos y ambientales, se encuentran asociados al fenotipo. Desde el
punto de vista genético, se han usado diferentes abordajes y tecnologias en busqueda de
variantes genéticas candidatas potencialmente relacionadas con el desarrollo de la
enfermedad. Los estudios de ligamiento y asociacion inicialmente localizaron regiones con
posibles variantes de interés, para algunas de las cuales, fue posible avanzar en su estudio
gracias a otras técnicas como la secuenciacion y los estudios funcionales. Entre ellos se
destaca STOX1, que es un factor de transcripcion descrito en 2005, ha sido considerado
ampliamente por su rol en el desarrollo de la enfermedad, y su implicacion en la
diferenciacion trofoblastica (Berends et al., 2007). Dada la potencial implicacién de STOX1
en la etiologia molecular de la preeclampsia, este trabajo analizé la region codificante del
gen, para realizar la descripcion de las variantes genéticas identificadas en una muestra de

mujeres colombianas con preeclampsia severa y sindrome HELLP.



Mediante secuenciacion de Sanger y el analisis bioinformatico de la potencial patogenicidad
de dichas variantes genéticas, se identificaron 8 variantes missense en el ORF de STOX1.
Por primera vez se establecieron las caracteristicas genético-poblacionales de las variantes

del gen en pacientes colombianas afectadas con la enfermedad.

Consideramos que nuestro principal resultado en el anélisis del ORF, fue el hallazgo de la
variante ¢.563C>A (p.T188N) ya que los andlisis in silico y de conservacién evolutiva
permiten sugerir su potencial patogenicidad y funcion. Adicionalmente, nuestro estudio
establecio una asociacion estadisticamente significativa entre la PE y la variante ¢.457T>C

(p.Y153H), previamente descrito en otras poblaciones.

Respecto a la region promotora, a pesar que no era un objetivo central de nuestro trabajo,
identificamos una variante genética que potencialmente altera la unién con factores de
transcripcion que probablemente pueden tener consecuencias sobre la actividad
transcripcional del gen. Estimamos que ambos hallazgos deben ser validados mediante

estudios funcionales que apoyen estas apreciaciones.

De esta manera los resultados de esta tesis permiten establecer que STOX1 puede llegar a ser
un biomarcador molecular de PE severa, con potencial uso a nivel clinico para el diagnostico

temprano de la enfermedad.



2. MARCO TEORICO

2.1 Preeclampsia

2.1.1 Definicion

La preeclampsia es un sindrome multisistémico especifico del embarazo, diagnosticado
después de las 20 semanas de gestacion, caracterizado por hipertension arterial de inicio
reciente y/o proteinuria (Haram et al., 2014). En los casos en los cuales no hay evidencia de
proteinuria, el diagndstico se realiza por la presencia de hipertension arterial y signos de
afectacion en un drgano blanco, como edema pulmonar, trombocitopenia, dafio renal o

alteracion en el SNC (Chaiworapongsa et al., 2014).

Se han descrito 2 subtipos de la enfermedad, definidos por el momento de aparicion de esta.
La primera es la forma de preeclampsia temprana, que se desarrolla antes de las 34 semanas
de embarazo, la cual estd asociada con alteraciones fetales, como la restriccion del
crecimiento intrauterino, el oligoamnios y la placentacion defectuosa. La segunda hace
referencia a una forma tardia, que se presenta después de las 34 semanas, con factores
maternos preexistentes como el sindrome metabdlico o la diabetes asociados a

comorbilidades materno-fetales (Chaiworapongsa et al., 2014; Huppertz, 2018).

Ademas la preeclampsia tiende a progresar hacia formas mas severas, con el desarrollo de
comorbilidades, como el deterioro de la funcion renal, aparicion de alteraciones visuales o
cerebrales, eclampsia (preeclampsia mas convulsiones y edema cerebral) y el sindrome

HELLP (hemdlisis, elevacion enzimas hepaticas y trombocitopenia) (Aouache et al., 2018).

2.1.2 Epidemiologia

La preeclampsia afecta entre el 3% y el 5% de todos los embarazos, siendo la primera causa
de morbimortalidad materno-fetal en el mundo (Mol et al., 2016). En Colombia, constituye
la segunda causa de mortalidad materna, por debajo de la hemorragia posparto (Mortalidad
materna, Sivigila, Instituto Nacional de Salud, Colombia, IV periodo 2020 DANE,

Estadisticas). Teniendo en cuenta los subtipos de preeclampsia, la forma tardia es la



presentacion mas prevalente, con mas del 80% de los casos. La forma temprana aunque se
asocia a comorbilidades mas severas, como la restriccion del crecimiento intrauterino,
representa cerca del 12% de los casos de la enfermedad (Chaiworapongsa et al., 2014;
Huppertz, 2018). Del total de embarazos complicados con preeclampsia, entre un 10% y un
20% de los casos progresa a sindrome HELLP (Ditisheim & Sibai, 2017).

Por otra parte, la preeclampsia se asocia a numerosos factores de riesgo, entre los que se
encuentran: historia familiar en ler grado de preeclampsia, antecedente personal de
preeclampsia, haber sido producto de un embarazo con preeclampsia (también aplica para la
pareja) nuliparidad, edad materna extrema (< 20 afios y > 35 afios), embarazo multiple,
primipaternidad, diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes, factores ambientales, entre
otros (Chaiworapongsa et al, 2014; Craici, Wagner, Weissgerber, Grande, & Garovic, 2014;
Skjerven et al, 2005).

Ademas, es importante mencionar que existe algun riesgo de desarrollo de secuelas a largo
plazo en las mujeres que presentan preeclampsia, con un aumento del riesgo de hasta 4 veces
de ser hipertensas cronicas y de cerca de 2 veces en la probabilidad de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (Hutcheon et al., 2011).

2.1.3 Diagnostico

El diagnostico de la preeclampsia se realiza con cifras tensionales >140/90 mmHg en 2 tomas
con 4 horas de diferencia, en una gestante previamente normotensa, o >160/110 mmHg en 2
tomas con algunos minutos de diferencia, asociado a proteinuria (>300mg/24h o con relacion
proteinuria/creatinuria >0,3mg/dL o tiras reactivas con >1+). En la actualidad, el diagnostico
de preeclampsia no incluye de forma estricta la presencia de proteinuria, por lo que es posible
hacer el diagndstico en su ausencia, si existen signos y sintomas de por lo menos una
manifestacion de afectacién de érgano blanco o criterio de severidad, definidos por: i)
trombocitopenia con < 100.000 plt/uL, ii) concentracion de creatinina sérica con un valor
>1,1 mg/dL o el doble del valor de la concentracion de creatinina sérica en ausencia de otra

enfermedad renal, iii) elevacion de transaminasas hepéticas dos veces por encima de la



concentracion normal, iv) edema pulmonar o sintomas de alteracion visual o cerebral

(American College of Obstetricians and Gynecologists, 2013).

2.1.4 Tratamiento

El fundamento del manejo clinico de la preeclampsia es la finalizacién del embarazo, con la
expulsion de la placenta y el control definitivo de los sintomas que desencadena la
enfermedad. Sin embargo, lo ideal es mantener el embarazo el mayor tiempo posible para
permitir el desarrollo del feto y asi disminuir las complicaciones de un parto prematuro. Para

esto es primordial garantizar el bienestar materno-fetal durante todo el proceso.

Dentro del manejo médico para el control de la sintomatologia desencadenada por la
preeclampsia, se encuentran los anticonvulsivantes como el sulfato de magnesio, utilizado
de forma profilactica para evitar la progresion a eclampsia, maduraciéon pulmonar fetal con

betametasona y los antihipertensivos como nifedipino o labetalol.

En la preeclampsia sin complicaciones se recomienda realizar controles médicos 2 veces a
la semana hasta completar 37 semanas y en caso de aparecer complicaciones previas, se debe
derivar a parto. Por otro lado en la preeclampsia severa, ante los inminentes riesgos que
representa para la madre y el feto, las guias de manejo sugieren completar minimo 34
semanas de gestacion, con la terminacion del embarazo en caso de aparicion de cualquiera
de las siguientes complicaciones: falla renal, edema pulmonar, trombocitopenia severa,
coagulacion intravascular diseminada, abruptio placentae, sintomas cerebrales persistentes,
pruebas fetales insatisfactorias 0 muerte fetal independiente de la edad gestacional

(American College of Obstetricians and Gynecologists, 2013).

2.1.5 Etiopatogenia

En la actualidad no se conocen por completo los eventos que desencadenan la enfermedad.
Sin embargo, es posible afirmar que al menos parte de la causa debe subyacer en la placenta,
debido a que al retirarla durante el parto, el cuadro clinico debido a la enfermedad

desaparece en la mayoria de los casos (Malik et al., 2019). Se han postulado teorias acerca



de la fisiopatologia y los eventos cardinales que explicarian el desarrollo de la preeclampsia
(Correa et al., 2016). Dentro de las teorias propuestas, existe un modelo compuesto por 3
etapas, que se describe brevemente a continuacion. Una etapa inicial, que involucra la
inmunoregulacién materna, ya que durante el embarazo debe existir un equilibrio entre el
sistema inmunitario materno y los aloantigenos paternos para que pueda desarrollarse un
embarazo exitoso (Michita et al., 2018). Cuando la tolerancia inmunoldgica materna es
inadecuada se establece un ambiente uteroplacentario alterado, que desencadena un conjunto

de respuestas conducentes a la preeclampsia (Paauw & Lely, 2018).

La segunda etapa del modelo involucra una invasion trofoblastica deficiente producida por
la transformacion incompleta de las arterias espirales (Paauw & Lely, 2018). En una
gestacion normal, las arterias espirales presentan cambios fisiologicos en la conformacion
de sus paredes, permitiendo que las células trofoblasticas reemplacen la tanica media e
intima en toda su extension hasta la decidua y el miometrio, convirtiéndose en un sistema
vascular de baja resistencia y alta capacitancia. En la preeclampsia la invasion trofobléstica
no alcanza el miometrio, manteniendo un territorio vascular de alta resistencia, lo que
conduce a un lecho placentario hipdxico con isquemia secundaria y liberacion de factores
proinflamatorios sistémicos (Figural) (Manual obstetricia-ginecologia-2017). Como
evidencia de ello, se ha descrito una activacion exagerada de monocitos y neutréfilos, asi
como la sobreexpresion de receptores Toll-like 4 (TLR4) involucrados en la induccion de
citoquinas proinflamatorias que favorecen este proceso patoldgico (Correa et al., 2016; El-
Sayed, 2017).
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Figura 1. Transformacion arterias espirales en preeclampsia vs embarazo normal. Modificado de Chaiworapongsa, T.
etal. 2014.

Como respuesta ante la hipoxia placentaria se presenta ademas la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y un aumento de las tasas de apoptosis celular, lo que contribuye
junto con los factores antes mencionados a una placentacion anormal, con disfuncién de la
angiogénesis y un imbalance en la produccion de factores proangiogénicos (Craici et al.,
2014). Algunas de las moléculas mas estudiadas e involucradas en la angiogénesis de la
preeclampsia, se describen de forma breve a continuacion, sFltl es el receptor endotelial de
VEGF y PIGF, que actia como un antagonista de ambos. Al estar sobreexpresado en la
placenta preeclamptica se ha asociado con los signos caracteristicos de la enfermedad
generandose dafio endotelial (Maynard & Karumanchi, 2011; Maynard et al. 2003). PIGF
(factor de crecimiento placentario), es una proteina proangiogenica, que induce el desarrollo
y la maduracion del sistema vascular placentario (Chau et al., 2017). VEGF es otro factor
proangiogénico, asociado al mantenimiento de la integridad de la membrana de filtracion
glomerular, a la produccion de ¢xido nitrico y prostaciclinas en relacion con la

vasodilatacion, asi como a la regulacion de la presion arterial (Maynard et al., 2003).Por



ultimo, sEng es un receptor de superficie celular para TFG-B, sobreexpresado en la
preeclampsia, que actia como antiangiogénico amplificando el dafio vascular causado por

sFIt1 al antagonizar la actividad del factor transformante beta (Venkatesha et al., 2006).

En la etapa final del modelo, todos los factores liberados por la placenta anormalmente
implantada junto con el dafio endotelial instaurado, conducen al sindrome clinico con las

manifestaciones clasicas descritas antes y sus complicaciones (Paauw & Lely, 2018).

Existen actualizaciones del modelo clasico de preeclampsia, hacia un modelo de 6 etapas,
en el cual la primera fase representa todos los factores de riesgo ambientales y genéticos
implicados en la enfermedad. Una segunda etapa que involucra los genes relacionados en la
actualidad. La tercera explica la invasion trofoblastica inadecuada, que conduce a
hipoperfusion e hipoxia placentaria. En una cuarta etapa, se describe la alteracion en la
liberacion de factores maternos y placentarios, lo que explica las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. En la quinta etapa se establece el diagnostico. Por altimo, en la sexta fase
hay signos de aterosis, que ocurre en cerca del 40% de las placentas preeclampticas, lo cual
se caracteriza por ser una forma mas severa de presentacion, con lesiones focales en la pared
de las arterias espirales, que conduce a infarto placentario y trombosis arterial (Michita et al,
2018).

2.2 Aspectos genéticos relacionados con la preeclampsia.

La preeclampsia es una enfermedad multifactorial, donde convergen tanto factores genéticos
como ambientales. Evidencia de la predisposicion genética de la enfermedad fue descrita a
principios de los afios 60 y en estudios posteriores se ha estimado que la heredabilidad del
rasgo es cercano al 55% (Gray et al., 2018; Jebbink et al., 2012). Por esta razén, podemos
considerar que la varianza fenotipica de la enfermedad es debida de manera fundamental a
la varianza genética, lo que determina la importancia de realizar aproximaciones genéticas
en busqueda de genes causales de la susceptibilidad a la preeclampsia. Dado que esta
enfermedad es de tipo complejo, se han asociado mdultiples genes como responsables de
dicha susceptibilidad genética, sin embargo, no es clara la contribucién de estos a la etiologia

molecular de la patologia. Se asume que tanto los genes maternos, como los paternos, tienen



un papel importante en el desarrollo del fenotipo, lo que llevado al desarrollo de estudios
extensivos en familias ha permitido evidenciar la agregacion familiar (Haram et al., 2014).
En el afio 2005 investigadores noruegos, establecieron que las mujeres con familiares
afectados en primer grado de consanguinidad incrementaban el riesgo de sufrir preeclampsia
en un orden de magnitud de 2.2. De igual manera describieron que las mujeres podian
aumentar su riesgo de 1.7% hasta 1.9% si su segundo embarazo era el fruto de la relacion

con una pareja diferente (Skjeerven et al., 2005).

La basqueda de la causa genética de la preeclampsia ha implicado el uso de diferentes
abordajes metodologicos. Inicialmente se realizaron estudios de asociacion y ligamiento, que
permitieron identificar de manera panoramica las regiones cromosomicas asociadas con la
enfermedad, es decir dieron lugar a la localizacién de los loci de susceptibilidad a la
preeclampsia (Figura 2). Por un lado, los estudios de ligamiento usan pedigries familiares,
en una técnica llamada “chromosome walking” o caminar sobre los cromosomas. Mientras
que los estudios de asociacion toman para su analisis grandes cohortes de individuos
divididos en casos y controles, los cuales no estan relacionados. (Buurma et al., 2013; Yong
etal., 2018). Algunos de estos estudios de ligamiento incluyen los realizados en familias
australianas y neozelandesas en el afio 2000, donde describieron el locus PREGL1 en el
cromosoma 2 asociado a preeclampsia/eclampsia, estos hallazgos confirmaban los
previamente descritos en la misma region, por otro grupo de investigadores Islandicos
(Moses et al, 2000). Mas tarde un grupo de investigadores holandeses en el afio 2005
estudiaron 24 familias con parejas de hermanas diagnosticadas con preeclampsia, donde sus
resultados mostraron que el locus 10922 se asocia a la enfermedad y describieron por primera
vez la trasmision materna del alelo de susceptibilidad Y153H del gen STOX1 (van Dijk et al.,
2005).
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Figura 2. Loci de susceptibilidad y sus localizaciones cromosémicas identificadas a través de estudios de asociacion y
ligamiento. Tomado de Yong et al, 2018.

Posteriormente se desarrollaron las técnicas de secuenciacion, inicialmente aparecieron las
técnicas de primera generacion con el método de Sanger y posteriormente las técnicas de
siguiente generacion, fue posible realizar el andlisis de grandes regiones gendémicas de
manera simultanea, a través de sistemas con un alto grado de confiabilidad, con lo cual fue
posible aprovechar toda la informacion obtenida de los estudios de asociacion y ligamiento
previos y a partir de esto se plantearon nuevas hipotesis de estudio, con lo cual también se
describieron nuevos genes candidatos posiblemente asociados al fenotipo. Como es el caso
del estudio realizado en el 2018 en una poblaciéon rusa que incluyé 43 pacientes con
preeclampsia y 22 pacientes control, en la cual usaron una aproximacién de secuenciacion
de siguiente generacion dirigida al gen ACVR2A. Este gen habia sido descrito previamente a
través de estudios de asociacion en poblaciones australianas/neozelandesas como un gen
candidato, debido a sus funciones en la invasién trofoblastica y la placentacion. Con esta
metodologia los investigadores describen 2 polimorfismos (rs145399059, rs17692648)
como marcadores de riesgo posiblemente asociados a preeclampsia en la poblacion rusa, lo

cual requeriria estudios adicionales que permitieran validar funcionalmente los hallazgos de



este estudio (Glotov et al., 2019). Otro tipo de abordaje usando secuenciacién de siguiente
generacion es el realizado en Dinamarca por Hansen y colaboradores también en el 2018,
donde incluyen a 50 pacientes con preeclampsia y a 50 pacientes como controles, realizan
secuenciacion de exoma completo (WES) para conformar 2 paneles de estudio, el primer
panel de genes asociados a la enfermedad, es decir, aquellos genes asociados a factores de
riesgo clinico de preeclampsia y un panel de genes que incluia genes de vias bioldgicas
previamente descritas como asociados a la enfermedad. La variabilidad entre variantes fue
comparada entre casos y controles a nivel de procesos bioldgicos, vias de sefializacion y de
cada gen. Estos investigadores encuentran un menor nimero de variantes a nivel de vias de
sefializacion y procesos biologicos en los casos en comparacién con los controles. Sin
embargo, en las limitaciones del estudio mencionan la ausencia de una historia clinica
completa de los controles, lo que no excluye que algunos de ellos tuvieran factores de riesgo
para la enfermedad (Hansen et al., 2018).

En nuestro grupo de investigacion CIGGUR recientemente realizamos un estudio usando
secuenciacion de exoma completo en 79 mujeres colombianas con sindrome HELLP, un
fenotipo extremo de preeclampsia, para lo cual se cre6 un subset de genes asociados a la
enfermedad, que posteriormente fue sometido a una serie de filtros sobre variantes no
sindnimas. Primero se filtraron las variantes con MAF < 0.005, para luego mediante
predictores in silico (SIFT, PolyPhen-2, PhD-SNPs, SNPs&GO) evaluar su posible efecto
patogénico y ademas filtrarlas teniendo en cuenta su conservacion evolutiva. Finalmente se
validaron por secuenciacion de Sanger 110 variantes, las cuales se compararon con una
cohorte de 346 pacientes como grupo control, que pertenecian al mismo origen étnico. De
esta manera dentro de los hallazgos mas interesantes del estudio, encontramos variantes con
efecto funcional drastico en 5 genes que se han relacionado previamente con preeclampsia,
STOX1, PDGFD, IGF2, MMP1 y DNAH11, por generar codones prematuros de parada con
proteinas truncadas de forma secundaria, sin embargo, estos hallazgos requieren estudios
adicionales para su validacion funcional posterior (Jiménez et al., 2020. Identifying new
potential genetic biomarkers for HELLP syndrome using massive parallel sequencing.
Submitted).



A partir de este estudio inicial de sindrome HELLP, surgio entonces el interés por conocer
las variantes moleculares del gen STOX1 en la poblacién colombiana en fenotipos severos
de la enfermedad y establecer que potencial grado de patogenicidad se podria atribuir a estas

variantes.

2.3 Importancia de STOXL1 en la preeclampsia.

STOX1 es un gen localizado en la region 10922, con funcion de factor de transcripcién que
codifica para una proteina de union al ADN, involucrada en la diferenciacion trofoblastica.
Se expresa en tres isoformas llamadas STOX1A, STOX1B, STOX1C. La isoforma A es la
candnica y traduce para la proteina méas larga con 989 aminoécidos. STOX1A estd formada
por el dominio de unién al ADN de tipo hélice alada, el cual posee una gran homologia con
los factores de transcripcion de la familia FOX. Esta region de la proteina esta codificada
por el exon 2y parte del exon 3, y comprende 78 aminoacidos (posicion 111 a 189). También
posee una secuencia de localizacion nuclear (NLS) en el exén 1, una sefial de exportacion
nuclear (NES) en el exdn 3 y el dominio de transactivacion, de igual manera localizado en
el exdn 3 (Figura 3). Las otras isoformas B y C carecen de sefial de exportacion nuclear, por
lo que estan confinadas al ndcleo de manera exclusiva, a diferencia de la isoforma A que
ante sefiales especificas se puede localizar en el citoplasma o en el nlcleo. Ademas, la
isoforma C carece de dominio de union al ADN. (Berends et al., 2007; Rigourd et al., 2009)
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Figura 3. Isoforma A STOX1.



Se ha destacado a STOX1 por ser un gen asociado al desarrollo de la preeclampsia. La
primera descripcion de esta asociacion se dio en el afio 2005, por van Dijk y colaboradores,
quienes analizaron familias con hermanas afectadas con preeclampsia que evidenciaron la
segregacion de variantes moleculares del gen STOX1. De manera precisa los autores
identificaron la variante missense ¢.457T>C, p.Y153H, rs1341667 la cual determinan como
causal de la enfermedad, debido a la estricta conservacion del residuo fenilalanina en la
posicion 153(van Dijk et al., 2005). Estudios posteriores realizados por otros grupos de
investigacion no lograron replicar en poblaciones diferentes los hallazgos de asociacion del
gen STOX1 descrito previamente por Van Dijk et (Berends et al., 2007; Iglesias-Platas et al.,
2007; Kivinen et al., 2007). A pesar de estos resultados discrepantes obtenidos de estudios
de ligamiento y asociacion, la relevancia funcional del gen STOX1 en la etiologia de la
preeclampsia ha sido validada mediante estudios que han usado modelos celulares o
murinos. Al respecto, Rigourd en el 2008 analiz6 un modelo celular en el cual mediante
sobreexpresion de STOX1 en células JEG-3, una linea celular de coriocarcinoma ideal para
el estudio del trofoblasto, demostrd por medio de un microarray y analisis bioinformaticos,
que esta sobreexpresion resulta en la modificacion transcripcional de hasta un 12.5% de los
genes analizados, algunos de los cuales son targets directos de STOX1 como lo demostraron
por medio de inmunoprecipitacion de la cromatina y que ademas se han asociado
previamente con preeclampsia como es el caso de la endoglina, para la cual se evidencio que
era inducido en 2.2 veces y este gen en particular ha sido considerado el marcador mas
temprano de la preeclampsia (Rigourd et al., 2008). Mé&s adelante varios investigadores
continuaron apoyando la asociacion de STOX1 en la fisiopatologia de la preeclampsia, con
abordajes cada vez méas completos, como es el caso del estudio de Doridot y colaboradores
en el 2013, donde a través de la creacion de ratones transgénicos que sobreexpresaban
STOX1 pudieron demostrar la contribucién de dicho gen en el desarrollo de la preeclampsia,
ya que este modelo murino desarrolla los sintomas que se presentan en la enfermedad como

son hipertension arterial y proteinuria (Doridot et al., 2013).

De acuerdo a lo descrito previamente y tomando en conjunto estos hallazgos con respecto a
STOX1, consideramos que los multiples hallazgos positivos en estudios funcionales nos
permiten considerar a STOX1 como un gen determinante en la susceptibilidad genética de la

preeclampsia, por lo cual la identificacién de variantes moleculares tanto en la regién



promotora, como en la region codificante de mujeres afectadas con preeclampsia severa y
sindrome HELLP como es el caso de esta tesis, son del mayor interés para aportar a la

etiologia molecular de la enfermedad.



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen variantes genéticas en la region codificante de STOX1 relacionadas con la
susceptibilidad de desarrollar preeclampsia severa y sindrome HELLP en un grupo de

pacientes colombianas afectadas?



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar las variantes genéticas del gen STOX1 en un grupo de mujeres colombianas con
preeclampsia severa y sindrome HELLP y determinar su potencial asociacion con la
enfermedad.

4.2 Objetivos especificos

1. Mediante el andlisis de la region codificante del gen STOX1 identificar variantes

moleculares potencialmente relacionadas con la susceptibilidad genética para preeclampsia.

2. Determinar mediante andlisis in silico la potencial patogenicidad de las variantes

moleculares missense halladas en la region codificante del gen STOX1.

3. Describir las caracteristicas genético-poblacionales de las variantes de secuencia
identificadas en el gen STOX1.

4. Mediante analisis caso-control determinar la asociacion de variantes moleculares del gen

STOX1 con la susceptibilidad genética a preeclampsia severa y sindrome HELLP.



5. METODOLOGIA

5.1 Poblacién de estudio

Se incluy6 un grupo de 100 mujeres, conformado por 87 mujeres con diagnostico de
preeclampsia severa y 13 mujeres con sindrome HELLP, procedentes del servicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario Mayor-Méderi, de Bogota- Colombia.
Las caracteristicas demograficas de las pacientes se presentan en la Tabla 1. Los criterios
diagnosticos de preeclampsia con criterios de severidad que se tomaron en cuenta fueron: i)
cifras tensionales sistolicas > 160 mmHg y/o diastélicas >110 mmHg en 2 ocasiones con al
menos 4 horas de diferencia en una paciente en reposo, ii) trombocitopenia < 100.000/Ml,
iii) alteracion de la funcion hepética evidenciado por elevacion de transaminasas al doble del
valor normal, dolor epigastrico o en cuadrante superior derecho severo y refractario al
tratamiento, que no puede ser explicado por otros diagnosticos o ambos. iv) insuficiencia
renal progresiva (creatinina sérica > 1.1mg/dL o el doble del valor sérico en ausencia de otra
enfermedad renal v) edema pulmonar vi) alteraciones visuales o cerebrales inicio reciente.
Por otro lado, los criterios diagndsticos para sindrome HELLP tomados se basaron en la
clasificacion de Missisipi que se subdivide en 3 clases: 1) Plaquetas < 50.000/uL, AST o
ALT >70 UI/L, LDH > 600 UI/L 2) Plaquetas < 100.000/uL - > 50.000pL, AST o ALT >
70 UI/L, LDH > 600 UI/L. 3) Plaquetas < 150.000/uL - > 100.000uL, AST o ALT > 70
UI/L, LDH > 600 UI/L (Barnhart, 2015; Dusse et al., 2015; Haram et al., 2009). Todas las
pacientes de forma voluntaria firmaron el consentimiento informado para participar en el
estudio y posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica. Se realizd extraccion de
ADN genémico, mediante salting out, segun protocolo establecido en el laboratorio
CIGGUR (Anexo 1) y también se realiz6 extraccion de ADN por columna, usando los kits

de Zimo Research corp, segun el protocolo del fabricante correspondiente. (Anexo 3).

El ADN extraido fue cuantificado mediante Thermo Scientific™ NanoDrop™ One, teniendo
en cuenta la relacion de pureza 260/280 y 260/230. Se consideraron ADN de buena calidad
aquellos que cumplian con la relacion de pureza 260/280 cercana a 1.8y la relacion 260/230
entre 1.8y 2.2,



Tabla 1. Caracteristicas demograficas pacientes con PE severa y sindrome HELLP.

VARIABLES NUMERO | PROMEDIO| DS
EDAD (afios)
<20 5
20-34 74 28,5 7.2
>35 21
TA SISTOLICA (mmHg) 161 22
TA DIASTOLICA (mmHg) 101 16
IMC (Kg/m2) 286 [11,3
PRIMIPATERNIDAD 72/100

ANTECEDENTE FAMILIAR PE | 22/100
ANTECEDENTE PERSONAL PE| 4/100

PE TEMPRANA 22/87

PE TARDIA 65/87
SINDROME HELLP

ANTES DE 34 SEM 4/13

DESPUES DE 34 SEM 9/13

5.2 Disefio de primers para el ORF de STOX1

Teniendo en cuenta que el ORF (open reading frame) del gen STOX1 consta de 4 exones, se
realiz6 el disefio de los primers de amplificacion y secuenciacion con las siguientes
consideraciones: para los exones 2 y 4 fue posible utilizar la herramienta bioinformatica
PRIMERS3 (v. 0.4.0) usando como Tann 64°C y 62°C, respectivamente. Sin embargo, para
los exones 1 y 3 se disefiaron primers de manera manual debido a las caracteristicas
particulares de estos exones, en el caso del exon 1, tiene un contenido GC alto (79%) y 136pb
de dicho exon que son idénticas sobre el intron 1. EIl exén 3 se dividio en 3 bloques y se
disefiaron 3 juegos de primers de amplificacion y 8 primers de secuenciacion, debido a la
longitud del exén (2359pb). Adicionalmente se uso la herramienta bioinformatica BLASTn
(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch) en todos los primers

disefiados, con el fin de verificar la especificidad de los mismos por el gen STOX1. Los
primers y las condiciones de PCR estandarizadas se indican en la tabla 1, las secuencias de

los primers se indican en los anexos. (Anexo 2)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch

Tabla 2. Condiciones de estandarizacion de PCR para el ORF de STOX1

PCR CONDICIONES Secuenciaciéon ,
EXON — - - Pb leidas en ORF
PRIMER FORWARD | PRIMER REVERSE| Tm |Extensién|{DMSO| Longitud Primers
1 HuSTOX1-Ex1-4F | HUSTOX1-Ex1-7R 64 60seg 4% 661pb HuSTOX1-Ex1-SeqlF 1-310
HuSTOX1-Ex2-1F | HUSTOX1-Ex2-1R| 64 50seg 719pb HuSTOX1-Ex2-SeqlF 311-463
HuSTOX1-Ex3-8F HuSTOX1-Ex3-3R| 60 40seg 4% 537pb  |HUSTOX1-Ex3-Seq-1F 464-846
HuSTOX1-Ex3-5F 657-1107
3-2 HuSTOX1-Ex3-5F | HuSTOX1-Ex3-5R| 64 90seg 4% 1007pb |HUSTOX1-Ex3-Seg- 1088-1650/1017-
3F/ HuSTOX1-Ex3-5R 1586
HuSTOX1-Ex3-Seq2R 1526-2137
3-3 | HUSTOXI-EX3-6F |HUSTOXI-Ex3-6R| 65 | Q0seg | 4% | 14o7pp [HeotOXlEx3-Seqrdfl 18812477
HuSTOX1-Ex3-Seq-5F 2320-2822
HuSTOX1-Ex3-Seq7F 2160-2822
4 HuSTOX1-Ex4-1F | HUSTOX1-Ex4-1R| 62 40seg 543pb | HUSTOX1-Ex4-Seq-1F 2823-2970

Posteriormente los productos de PCR amplificados fueron verificados en geles de agarosa al
1.2%, tefiidos con bromuro de etidio. Para cada amplicon se determind que tuviera el peso
molecular esperado segun la tabla 2, comparandolo con un Invitrogen™ 1 Kb Plus DNA
Ladder.

5.3 Andlisis de los productos de secuenciacion de Sanger de STOX1

Los productos amplificados fueron secuenciados mediante la metodologia de Sanger y los
primers de secuenciacion utilizados fueron disefiados segun lo descrito en el apartado 5.2,
(Tabla 1 y Anexo 2). La secuenciacién fue realizada en un secuenciador automatico ABI
PRISM 3500xI por la empresa Elim Biopharm. Luego los archivos producto de esta
secuenciacion en formato abl se analizaron de forma manual a través del visualizador de
FinchTV 1.4.0,

(https://digitalworldbiology.com/FinchTV). Se consideraron para el analisis las secuencias

cromatogramas Geospiza Version

de dptima calidad, que permitieran identificar claramente las variantes homocigotas y
heterocigotas. Se utilizd la herramienta bioinformatica de alineamiento de secuencia
las

maltiple MUSCLE  (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), para comparar

secuencias obtenidas y las correspondientes a la version WT de STOX1 tomadas de la base
de datos ensembl usando el transcrito identificado como ENST00000298596.11. Esta
aplicacion permitio identificar las variantes homocigotas, y para algunos casos verifico las

variantes heterocigotas identificadas previamente con el analisis manual descrito.


https://digitalworldbiology.com/FinchTV
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

Posteriormente, con las variantes identificadas en la secuenciacidn de Sanger, se realiz6 una

traduccion in silico, usando Expasy (https://web.expasy.org/translate/) con lo cual se

obtuvieron variantes de tipo no sindénimas (missense) y sinénimas. Para cumplir con los
objetivos de esta tesis, solo se tuvieron en cuenta en el anélisis final las variantes missense.
En las pacientes analizadas no se encontraron otro tipo de cambios genéticos en el gen
STOX1. La potencial patogenicidad de las variantes identificadas se analizd por medio de

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) para lo cual se tom6 Q6ZVD7 como el

cédigo de la secuencia proteica de STOX1, segln la base de datos Swiss-prot. También se

utiliz6 SIFT  (https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT seqg submit2.html) tomando la

secuencia de la proteina de STOX1 identificada en la base de datos CCDS de NCBI con el
codigo CCDS41535. Adicionalmente, se utilizo Mutation Taster como un tercer predictor
de patogenicidad (http://www.mutationtaster.org/) de igual manera usando el codigo
identificador del transcrito de Ensembl ENST00000298596.11, para la secuencia codificante
(ORF) de STOX1. (Tabla 3).

Para el analisis de conservacion evolutiva se comparo la secuencia proteica curada de STOX1
humana, identificada con Q62vD7 contra la secuencia proteica curada de Stox1 de raton,

identificada con B2rOL2, usando Uniprot (https://www.uniprot.org/) y posteriormente con

los alineamientos se ubic6 cada variante para validar la conservacion entre las 2 especies.
(Anexo 4)

Teniendo en cuenta que la preeclampsia es una enfermedad multifactorial en la cual las
variantes comunes pueden tener un pequefio efecto funcional y las variantes raras
patogénicas podrian potencialmente explicar fenotipos mas severos, decidimos para el

analisis final categorizar las variantes identificadas en dos grupos:

1. Variantes missense que cumplieran al menos con 2 de 3 criterios siguientes: tener
un MAF < 1%, variantes evolutivamente conservadas entre especies y variantes cuyo

analisis in silico, indicara al menos un predictor de patogenicidad positivo.
2. Variantes missense que no cumplieron con los criterios del grupo 1.

Ademas, aunque el disefio del trabajo no contemplaba analizar la region promotora del gen
STOX1, tuvimos en consideracion las potenciales variantes de 5"UTR que se lograran


https://web.expasy.org/translate/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html
https://www.uniprot.org/uniprot/Q6ZVD7
https://www.uniprot.org/uniprot/B2RQL2
https://www.uniprot.org/

identificar en el analisis del exon 1. Estas fueron categorizadas en un 3 grupo y sujetas a

analisis adicional segln se describe a continuacion en el apartado 5.4.

De manera precisa este proyecto no contempld el andlisis del promotor del gen STOX1, ya
que previamente en nuestro grupo de investigacion se habia realizado un trabajo con este
proposito (Bello Uyaban, 2018. Tesis de Maestria), sin embargo, consideramos importante

informar y analizar la variante que identificamos por las razones anteriormente descritas.

5.4 Anélisis de la variante de 5°’UTR del gen STOX1

Como sera descrito en los resultados identificamos una variante heterocigota de tipo indel
en la region promotora del gen STOX1, para verificar su posicion exacta realizamos un

clonaje, que sera detallado a continuacion.

5.4.1 Clonaje TA en vector pCR™4-TOPO® para andlisis de la variante de 5’UTR

Para realizar el clonaje de la variante tipo indel en estado heterocigoto identificada en la
region promotora de STOXL, se realizd6 PCR convencional del exdn 1 (que incluye la parte
de la regiéon promotora involucrada), segun las condiciones estandarizadas (Anexo 2). Se
usé TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing de Invitrogen y siguiendo el protocolo del

fabricante se realiz0 la siguiente reaccion:

Reactivo Volumen ‘
Producto de PCR fresco 1uL
Salt solution luL
Agua 3ulL
Vector TOPO® 1ulL

Volumen final 6uL



A continuacion, se mezcld la reaccion y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

Luego se dejo la reaccion en hielo y se realizo la transformacion.

5.4.2 Transformacion One Shot® TOP10

Para realizar este procedimiento se tomaron 2uL de la reaccion de clonaje TOPO® y se
colocaron directamente en el vial de bacterias E.coli One Shot® quimiocompetentes
descongelado previamente. Se dejaron en incubacion en hielo por 30 minutos para proceder
a choque térmico a 42°C por 30 segundos y luego fueron puestos en incubacién en hielo por
5 minutos mas. Posteriormente se agregaron 250uL de medio S.O.C y la mezcla fue puesta
en agitacion a 250rpm a una temperatura de 37°C por 1 hora. Finalmente, en 2 cajas de Petri
con agar LB y antibidtico selectivo ampicilina se colocaron 80 pL y 100uL del producto de
transformacion y se dejé en incubacion a 37° durante la noche. A las 16 horas de incubacion

se obtuvieron colonias en las 2 cajas de Petri.

Dentro de este procedimiento se requirio la preparaciéon de 10 minicultivos en tubos Falcon
de 15mL, en los cuales se agregd 3mL de medio LB y 15uL. de ampicilina para cada uno, en
cabina de flujo laminar. Posteriormente se escogieron 10 colonias para los minicultivos y se

dejaron en incubacién a 37°C durante la noche.

5.4.3 Extraccion ADN plasmidico

En la extraccion del ADN plasmidico se usaron 9 minicultivos con crecimiento bacteriano,
usando QIlAprep Spin Miniprep Kit, siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 5).
Finalmente se cuantificaron las muestras en Thermo Scientific™ NanoDrop™ One con un
promedio de 240ng/uL. de ADN plasmidico. Las 9 muestras obtenidas con adecuada calidad

de ADN plasmidico se enviaron a Elim Biopharm para secuenciacion de Sanger.



5.5 Identificacion de sitios de fijacion de factores de transcripcion con la

region promotora de STOX1

Se realiz6 un andlisis bioinforméatico por medio de Genomatix. con el objetivo de establecer
la presencia de sitios de unidn a factores de transcripcidn conservados en la region promotora
de STOX1. Para el analisis usamos la regiéon implicada en el cambio c.-22delG, localizados
entre -100pb y el codon de inicio ATG con similitud a la matriz mayor a 0.75. A través de
la herramienta GEMs Launcher de Genomatix, fue posible obtener un listado de los sitios de
unién presentes en comparaciones de secuencias multiples. Posteriormente con
Matlnspector se realiza la busqueda, usando una extensa biblioteca de descripciones de
matrices para los sitios de union a factores de transcripcion y de esta manera se localizan los
complementarios de ADN. Esta herramienta bioinformatica proporciona los datos de
similitud de la secuencia que se quiere analizar con la matriz para el sitio de union al factor
de transcripcion, asi como similitud del ndcleo o core de ese mismo sitio. Ademas,
proporciona un indice de calidad a los aciertos, permitiendo filtrar estos resultados y
seleccionarlos en funcion de la similitud de la matriz con la secuencia evaluada (Quandt,
Frech, Karas, Wingender, & Werner, 1995).

5.5.1 Andlisis TFBS a través de JASPAR

Por medio de la base de datos de JASPAR (http://jaspar.genereg.net/) se realiz6 el analisis

de los perfiles de los TFBS encontrados a través de Genomatix: GCM1 y HES1 (para
PLAGL1 no hay datos de perfiles curados en la actualidad por lo que no se incluyd). Esta
base de datos reune los perfiles de union de los factores de transcripcion curados y
almacenados como PFM (matrices de frecuencia por posicion) de multiples especies

organizados en 6 grupos taxonémicos.

Un PFM es el perfil de unién a un factor de transcripcion (FT) que de manera in silico nos
muestra la especificidad en la union ADN/FT por medio de las frecuencias de cada
nucledtido en cada posicion, a partir de las interacciones observadas de ADN/FT (Fornes
etal., 2019).


http://jaspar.genereg.net/

5.6 Analisis de Datos

Para cada variante identificada en la poblacion de estudio se determinaron las caracteristicas
genético-poblacionales (entre ellas la frecuencia alélica y la frecuencia genotipica) y se
verifico el comportamiento de las mismas en la base de datos gnomAD

(https://gnomad.broadinstitute.org/ ) y en la base de datos de individuos de la poblacién

colombiana que se describira posteriormente (en adelante los analisis genético-poblacionales
solo consideraron esta Ultima poblacién).Se establecio el equilibrio de Hardy Weinberg
(HWE) en la poblacion de estudio y en la poblacion de individuos pertenecientes a la
poblacion colombiana. Para este Ultimo parametro se considerd que la poblacion se
encontraba en equilibrio, si el valor de p era mayor a 0.05 (p > 0.05). Adicionalmente se
realizd el andlisis de potencial desequilibrio de ligamiento (DL) entre las variantes
identificadas, en este caso se considerd DL si el valor de D" era cercano a 1y el valor de p
< 0,05. Estos analisis genético-poblacionales se realizaron usando el programa SNPStats

(https://www.snpstats.net/start.htm).

Como fue previamente mencionado, para las variantes genéticas identificadas en las
pacientes, se realizo una basqueda de las frecuencias alélicas y genotipicas en una poblacién
de personas consideradas como controles. Estos datos fueron extraidos de la base de datos
publica gnomAD y de la base de datos de muestras de poblacién colombiana (481
individuos), cuya informacion reposa en las instalaciones del CIGGUR. Es importante
mencionar que estimamos que esta poblacion control es un referente que permite inferir la

distribucion de las variantes de interés.

Para el analisis de asociacion caso-control se construyeron tablas de contingencia de 2x2,
usando variables cualitativas nominales, dicotémicas. Para este fin se consideraron las
variables enfermo o no, que categorizo a las pacientes y a las personas de la poblacién normal
colombiana respectivamente. Se consideré como factor de riesgo el genotipo heterocigoto
polimorfico + homocigoto para la variante genética identificada en STOX1. Es importante
resaltar que no para todas las variantes identificadas se presentd el genotipo homocigoto
polimorfico y en estos casos la evaluacion de fuerza de asociacién se realiz6 solo
considerando el genotipo homocigoto wild type vs el genotipo heterocigoto polimérfico. Para

cuantificar la fuerza de asociacion entre el factor de riesgo (genotipo) y la preeclampsia, se


https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.snpstats.net/start.htm

determind el odds ratio (OR). La asociacién se determind mediante la prueba estadistica de
Chi- cuadrado (p <0.05) y en los casos en donde alguna celda de la tabla de contingencia de

2x2 involucrara menos de 5 pacientes se aplic el estadistico con la correccion de Yates.

Ademas, para las variantes donde se encontraron homocigotos para el alelo polimorfico en
la poblacion de casos y controles se realizo el andlisis de asociacion agrupando los genotipos
observados de la siguiente manera: TT vs TCvs CC ; TT+TC vs CC 6 TT vs TC+CC, para
los que también se usé la prueba estadistica de Chi-cuadrado con un valor de p <0,05. Todos

estos analisis fueron realizados usando el programa estadistico SPSS V24.

Para la variante identificada en la region 5’"UTR se realizo el analisis segun lo descrito en la
seccion 5.5.



6. RESULTADOS

6.1 Identificacion de variantes moleculares en STOX1 mediante

secuenciacion de Sanger.

En la poblacion de pacientes analizada se identificaron 8 variantes no sinénimas tipo
missense en el ORF del gen STOX1 (Tabla 3).

Segun lo descrito en la seccién 5.3 de la metodologia, las variantes missense fueron
clasificadas en 2 grupos, en el primero se identificaron 4 variantes que correspondieron a:
p.Y153H, p.T188N, p.G477R y p.L582F. De ellas solamente p.T188N cumplié a cabalidad
con los tres criterios que definieron las categorias, es decir corresponde a una variante no
sindnima, con MAF <1%, con 3/3 predictores in silico que indican patogenicidad y el residuo
implicado esta conservado durante la evolucion. (Anexo 4). Para las 3 variantes restantes de
este primer grupo, la siguiente en importancia fue p.G477R, ya que cumplia los criterios
propuestos para la categoria, aunque el predictor de patogenicidad positivo (Polyphen2) no
se encontraba en un rango de patogenicidad para considerar a la variante deletérea, por el
contrario, cataloga a la variable como posiblemente deletérea. En el caso de la variante
p.Y153H que cumplia con 2 de los 3 criterios, el MAF era >1% y en cuanto a la variante

p.L582F no se encontrd conservada evolutivamente.

En el segundo grupo se encontraron las variantes p.1158V, p.R492Q, p.E608D y p.A863T,
para las cuales ningun predictor de patogenicidad fue positivo, tampoco se encontraron
conservadas entre especies y en cuanto al MAF para 3 de ellas era <1%, con excepcion de la
variante p.E608D (Tabla 3).

Adicionalmente en la region 5"UTR se identificd la variante c.-22delG de tipo indel (Tabla
3).



6.2 Analisis de TFBS para la variante c.-22delG, localizada en el
promotor de STOX1, usando Genomatix y JASPAR.

Mediante el estudio de la secuencia promotora de STOX1 con el software MatInspector de
Genomatix, para la regién implicada en el cambio c.-22delG, se obtuvo la prediccion de 3
TFBS (Transcription factor binding sites), GCM1, HES1 y PLAGL1 los cuales incluian la

variante estudiada dentro de la region mejor conservada de su secuencia (Tabla 4).

Luego, mediante la herramienta bioinforméatica JASPAR se analizaron 2 de los 3 TFBS
mencionados previamente, que correspondian a: GCM1 y HES1, no se incluyé PLAGL1 en
este analisis, ya que en la actualidad no hay perfiles curados para este TFBS. Para GCML1 se
encontrd en la posicion 4 de la secuencia (hebra minus) que el nucleétido C, presente en la
variante c.-22delG, tiene el PFM mas alto (21439) para esa posicion y en el caso de HES1,
la variante se encuentra en la posicion 6 (hebra plus), donde el nucleétido G tiene el PFM

mas representativo entre los 4 nucledtidos para esa posicion (Figura 4).

6.3 Analisis genético-poblacional

El analisis genético poblacional realizado mostré que las frecuencias alélicas de casos y
controles era < 1%, excepto para las variantes p.Y153H y p.E608D para las cuales era mayor
> 1% (Tabla 5). Las variantes estuvieron en equilibrio de Hardy Weinberg, con un valor de
P > 0.05, con excepcion de la variante p.Y153H para los controles, la cual esta en
desequilibrio de HWE con un valor de p de 0,00012 (Tabla 8). El andlisis de DL indicé que
la variante p.T188N se encuentra en desequilibrio de ligamiento con todas las variantes
analizadas, excepto p.Y153H y para esta ultima variante se encontré que esta en DL con
p.E608D y p.A863T. (Tabla 9).

Por otra parte, en el analisis de asociacion entre casos y controles, se observo que para las
variantes analizadas segun el modelo de genotipo de riesgo establecido (homocigotos wild
type vs heterocigotos + homocigotos polimérficos segin el caso) no se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa. En el caso particular de la variante ¢.563C>A
(p.T188N), aunque se encontrd un valor de p de 0.023 ( en el anélisis de Chi-cuadrado) y un
odds ratio de 9.796 I1C [0.8-109.09], al tomar en cuenta la correccion de Yates este valor no



fue significativo (p: 0.131). Esta razén sumado al amplio valor del intervalo de confianza
identificado en el analisis de OR, permite concluir que esta observacion no es confiable

estadisticamente (Tabla 6).

En las variantes en donde se identificaron pacientes homocigotas para el alelo polimdrfico
en el grupo de casos y controles (p.Y153H, p.E608D), aplicamos adicionalmente el analisis
bajo diferentes modelos agrupando los genotipos asi: TT vs TCvs CC, TT+TCvsCCOTT
vs TC+CC, para identificar la potencial asociacion con la PE. El resultado indico asociacion
estadisticamente significativa (p:0.035) para el polimorfismo p.Y153H, previamente

asociado con preeclampsia (van Dijk et al., 2005) (Tabla 7).

También se encontraron 7 grupos haplotipicos para casos y controles, donde el haplotipo 1
representd el 47% y los haplotipos 6 y 7 alcanzaron un valor de p estadisticamente

significativo entre casos y controles (Tabla 10).



Tabla 3. Variantes encontradas en STOX1 de mujeres colombianas con preeclampsia severa y sindrome HELLP.

Grupo | Region |N. pacientes| Variante [Cambio en proteina| Consecuencia Polyphen2 SIFT Mutation Taster rs FA Casos| MAF(GnomAd) | FA controles | Conservacion
Exdn 2 76 .457T>C p.Y153H MISSENSE rs1341667 | 0,51 0,62 0,53 2/2
| |Exén3 €.563C>A p.T188N MISSENSE rs73266500 | 0,01 0,003 0,001 2/2
Exdn 3 1 €.1429G>C p.G477R MISSENSE rs115442093 | 0,001 0,0015 0,003 2/2
Exén 3 1 c.1744C>T p.L582F MISSENSE rs41278530 | 0,01 0,007 0,01 1/2
Exén 3 1 c.472A>G p.1158V MISSENSE rs774499233 | 0,005 0,000016 0,005 1/2
, |Exén3 1 .1475G>A p.R492Q MISSENSE rs114834039 | 0,005 0,0009 0,001 1/2
Exén 3 50 c.1824A>C p.E608D MISSENSE rs10509305 | 0,28 0,21 0,25 1/2
Exdn 3 1 €.2587G>A p.A863T MISSENSE rs7904300 | 0,005 0,0094 0,01 1/2
, Alteracion sitio
3 | 5'UTR 1 c.-22delG 9 rs972301897 | 0,005 0,0004 0
unién a FT
Tabla 4. TFBS del andlisis in silico del promotor de STOX1.
Detailed Matrix Information Matrix sim. Sequence
Glial cells missing homolog 1* 0,866 gggagCCCGcaacgc
Drosophila hairy and enhancer of split homologue 1 (HES-1)* 0,921 gcggGCTCccggecg
Pleiomorphic adenoma gene-like 1* 0,874 |tgcggGCTCccggceegecggega




Figura 4. Secuencias y PFM de JASPAR. A. GCM1; B. HES1 (Tomados de http://jaspar.genereg.net/). Secuencias core sefialadas.
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Tabla 5. Caracteristicas genético-poblacionales de las variantes missense identificadas. FA: Frecuencia alélica; FG: Frecuencia genotipica.

Casos Controles

Variante| Alelo | # Alelos| FA |Genotipo|# Pacientes| FG Alelo |# Alelos| FA |Genotipo|# Pacientes| FG

T 97 0,485 TT 21 0,21 T 451 10,469 TT 127 0,264

p.Y153H| C 103 | 0,515 TC 55 0,55 C 511 |0,531 TC 197 0,410

CC 24 0,24 CcC 157 0,326

C 198 0,99 CC 98 0,98 C 961 0,999 CC 480 0,998

p.T188N| A 2 0,01 CA 2 0,02 A 1 0,001 CA 1 0,002
AA 0 0 AA 0 0

G 199 | 0,995 GG 99 0,99 G 961 0,999 GG 480 0,998

p.R492Q| A 1 0,005 GA 1 0,01 A 1 0,001 GA 1 0,002
AA 0 AA 0 0

C 199 0,995 CC 99 0,99 C 961 0,999 CC 480 0,998

p.L582F| T 1 0,005 CT 1 0,01 T 1 0,001 CT 1 0,002
TT 0 0 TT 0 0

A 199 | 0,995 AA 99 0,99 A 961 0,999 AA 480 0,998

p.1158V| G 1 0,005 AG 1 0,01 G 1 0,001 AG 1 0,002
GG 0 0 GG 0 0

A 144 0,72 AA 50 0,5 A 720 0,748 AA 269 0,559

p.E608D| C 56 0,28 AC 44 0,44 C 242 10,252 AC 182 0,378

CC 6 0,06 CC 30 0,062

G 199 | 0,995 GG 99 0,99 G 959 0,997 GG 478 0,994

p.G477R| C 1 0,005 GC 1 0,01 C 3 0,003 GC 3 0,006
CcC 0 0 CC 0 0

G 199 0,995 GG 99 0,99 G 946 0,983 GG 466 0,969

p.A863T| A 1 0,005 GA 1 0,01 A 16 0,017 GA 14 0,029

AA 0 0 AA 1 0,002




Tabla 6. Tablas de contingencia casos/controles (valor p y OR).

MUTACION c.457T>C (p.Y153H)

Genotipo de
riesgo

354
21 127 148
100 481 581

Valor p (0,259)

MUT c.1475G>A (p.R492Q) /c.1744C>T (p.L582F)/c.472A>G
(p.1158V)

Genotipo de
riesgo

1 1 2
99 480 579
100 481 581
Valor p (0,219)
Correccion de Yates (0,77)
MUTACION c.1824A>C (p.E608D)
Genotipo de
riesgo

MUTACION c.563C>A (p.T188N)
Genotipo de
riesgo

2 1 3
98 480 578
100 481 581

Valor p (0,023) OR 9,796 IC [0,8-109,09]

Correccion de Yates (0,131)

MUTACION c.1429G>C (p.G477R)

Genotipo de
riesgo

3
99 478 577
100 481 581
Valor p (0,679)
Correccion de Yates (1)
MUTACION c.2587G>A (p.A863T)
Genotipo de
riesgo

212

50

269

319

100

481

581

Valor p (0,279)

1

15

16

99

466

565

100

481

581

Valor p (0,239)

Correccion de Yates (0,4)




Tabla 7. Modelos de andlisis para estudio de asociacion caso-control (pacientes con genotipo homocigoto para el polimorfismo).

€.457T>C (p.Y153H)

Genotipos

¢.457T>C (p.Y153H)

. €.457T>C (p.Y153H)
Genotipos
TT TC cC
Casos 21 55 24
Controles 127 197 157
Valor p (0,035)
. €.1824A>C (p.E608D)
Genotipos
AA AC CcC
Casos 50 44 6
Controles 269 182 30

Genotipos
TT+TC CC
Casos 76 24
Controles 324 157
Valor p (0,089)
. €.1824A>C (p.E608D)
Genotipos
AA+AC AA
Casos 94 6
Controles 451 30

TT TC+CC
Casos 21 79
Controles 127 354
Valor p (0,259)
. ¢.1824A>C (p.E608D)
Genotipos
AA AC+CC
Casos 50 50
Controles 269 212

Valor p (0,510)

Valor p (0,928)

Valor p (0,278)




Tabla 8. Test del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Test del equilibrio de Hardy-Weinberg
(valor de p)

Variante Casos Controles
p.Y153H 0,42 0,00012
p.T188N 1 1
p.G477R 1 1
p.L582F 1 1
p.1158V 1 1
p.R492Q 1 1
p.E608D 0,46 1
p.A863T 1 0,12

Tabla 9. Desequilibrio de ligamiento de las variantes analizadas sobre el gen STOX1. D’: primer valor, valor de p: segundo
valor.

CASOS/CONTROLES
Y153H 1158V | T188N | G477R | R492Q | L582F

Y153H 0,932 0,9604 0,9549 0,932 0,932
0,2127 0,1156 0,0707 0,2127 0,2127

I 158V ' . =

T188NE

G477R

R492Q

L582F

E608D

A863T




Tabla 10. Frecuencias haplotipicas de casos/controles y valor de p de los haplotipos. A. Frecuencias haplotipicas; B. Valor de p de los haplotipos.

A. Frecuencias haplotipicas

Frecuencia haplotipica entre casos y controles (n=581)

Numero c.457T>C c.472A>G c.563C>A c.1429G>C | c.1475G>A | c.1744C>T | c.1824A>C | c.2587G>A Total Controles Casos Frecuencia
haplotipos Y153H 1158V T188N G477R R492Q L582F E608D A863T (n=481) (n=100) acumulada
1 T A C G G C A G 0,472 0,469 0,485 0,472
2 C A C G G C A G 0,272 0,280 0,235 0,744
3 C A C G G C C G 0,241 0,235 0,270 0,985
4 C A C G G C C A 0,011 0,014 NA 0,996
5 C A C C G C C A 0,002 0,002 NA 0,997
6 C G A C A T C A 0,002 0,001 0,005 0,999
7 C A A G G C C G 0,001 NA 0,005 1
B. Valor de p de los haplotipos
Haplotipos | Controles Casos Valor p (<0,05)
1 225 49 0,69
2 134 24 0,43
3 113 27 0,46
4 6 0 0,26
5 1 0 0,65
6 0 1 0,03
7 0 1 0,03




7. DISCUSION

La preeclampsia como enfermedad multifactorial, representa un reto ya que son muchos los
aspectos fisiopatoldgicos y moleculares que ain se desconocen de la enfermedad, a pesar de
las multiples investigaciones realizadas a lo largo de los afios desde diferentes areas del
conocimiento. En esta tesis el interés particular se centr6 en el gen STOX1, que fue estudiado
por primera vez en el afio 2005 en un grupo de pacientes con preeclampsia familiar. Los
hallazgos de Van Dijk (2005) asociaron a STOX1 con el desarrollo de la enfermedad, lo cual
se ha explicado por la participacion de este gen en la diferenciacion del trofoblasto, en
procesos inflamatorios y en el estrés oxidativo. Estudios adicionales que han usado modelos
in vivo e in vitro han aportado mayor evidencia, respecto al papel de STOX1 en la etiologia
de la preeclampsia. Un ejemplo de ello es el estudio desarrollado por Doridot et al, quienes
en 2013 crearon una linea de ratones transgenicos mediante el cruce de hembras wild-type
con machos knockdown homocigotos para STOX1. El efecto sobre el gen fue un fenotipo
caracterizado por sintomas severos que se asemejaban con los de la preeclampsia humana
(Doridot et al., 2013).

En el estudio realizado se incluyeron mujeres colombianas con preeclampsia severa y
sindrome HELLP, en las cuales siguiendo la metodologia previamente descrita se
identificaron variantes genéticas y haplotipos con asociacién estadisticamente significativa
con la enfermedad. Estos hallazgos apoyan la importancia de STOX1 en el desarrollo de la
preeclampsia.

Dentro de nuestros resultados en las categorias inicialmente planteadas, para el primer grupo,
la variante ¢.563C>A (p.T188N) es la de mayor interés, por diferentes razones: a)
corresponde a la Unica variante con los 3 predictores positivos b) estd conservada
evolutivamente entre diferentes especies de mamiferosy c) su MAF es menor al 1% en bases
de datos mundiales y propias de la poblacion colombiana. Ademas, la sustituciéon del
aminoacido treonina (Thr) por asparagina (Asn) se produce en la posicion 188, la cual se
encuentra ubicada en una region de vital importancia para el adecuado funcionamiento de

un factor de transcripcién, como es el dominio de union al ADN.



Adicionalmente la frecuencia de la variante alélica A es 10 veces mayor entre las pacientes
con PE severa, respecto a la poblacién normal (Tabla 3). A pesar que para esta variante no
encontramos evidencia de asociacion en el estudio caso-control luego de aplicar la
correccion de Yates, estimamos que la implicacion funcional puede ser determinante y el
hallazgo implica por primera vez a esta variante en la etiologia de la enfermedad. Sugerimos
la necesidad de la validacion mediante analisis in vitro que permitirian dar evidencia al

respecto.

Nuestro resultado, permite sugerir que es un marcador molecular de utilidad clinica para la
identificacion de mujeres colombianas con susceptibilidad a desarrollar PE severa y
sindrome HELLP. Otros reportes en la literatura han identificado mediante estudios de
asociacion caso-control variantes genéticas de interés. Es el caso del estudio de van Rijn et.
al, en relaciéon a TLR4 y NOD2, donde encontraron un OR de 6,9 IC [2.1-23.2] o como en
el estudio de asociacion realizado para el Factor V de Leiden, por Muetze et al, que muestra
un OR de 4.45 [1.31-15.31] (Muetze etal., 2008; van Rijn etal., 2008). De manera
interesante y descrito por primera vez en este trabajo, se evidencio que ¢.563C>A (p.T188N)
estd en desequilibrio de ligamiento con las demas variantes genéticas identificadas, con
excepcion de ¢.457T>C (p.Y153H) (Tabla 9) y hace parte de los dos haplotipos que
presentaron diferencia estadisticamente significativa entre casos y controles (Tabla 10).

El desequilibrio de ligamiento que hace referencia a la segregacion no al azar de marcadores
genéticos, en este caso de variantes de STOX1, puede tener una implicacion bioldgica de
relevancia, si se analiza teniendo en cuenta la potencial interaccion entre SNPs, que ha sido
reconocida como una de las caracteristicas genéticas mas importantes en las enfermedades
de rasgos complejos (Marchini et al., 2005). Las interacciones de SNPs estan basadas en el
concepto de epistasis genética, por lo que en el caso de las variantes de STOX1 nos permite
sugerir que dicha interaccion entre variantes, confiere susceptibilidad a la enfermedad
(Cordell, 2002). Adicionalmente, se ha establecido que un SNP individual puede no tener
efecto sobre el fenotipo, pero la combinacion de ellos si logra demostrar asociacion (P. Li
et al., 2015). De esta manera, es plausible hipotetizar, basados en el analisis de haplotipos y

DL, que para algunas de las variantes genéticas identificadas, existe una interaccién que



genera susceptibilidad a la PE, efecto que ha sido denominado como interacciones de SNP

que no muestran efectos marginales (INME) (P. Li et al., 2015).

Por otra parte, dentro del test de HWE entre casos y controles, encontramos en desequilibrio
a la muestra de controles. Este hallazgo se explica por la probable relacion con el concepto
del riesgo competitivo de muerte asociado con un gen mutante, que puede causar que los
controles se encuentren en desequilibrio de Hardy-Weinberg. En el caso de STOX1 tenemos
un alelo de riesgo (c.563C>A; p.T188N) asociado a la enfermedad y al fenotipo extremo de
la misma, lo cual en el peor escenario puede causar la muerte de la paciente, lo que estaria
en relacion con el concepto previamente expuesto (Llorca et al., 2005).Ademas otros autores
como Xu et al, han descrito que con frecuencia en estudios de casos y controles, es comdn
reportar asociaciones con diferencias estadisticamente significativas entre estos, cuando los
controles estdn en desequilibrio de Hardy-Weinberg, pero debido a errores en
genotipificacion, sin embargo, no parece ser nuestro caso, debido a la profundidad (50x) de
las muestras de WES (Xu et al., 2002).

En el caso de la variante ¢.457T>C (p.Y153H) perteneciente al mismo grupo 1 de nuestras
categorias, fue descrita en 2005 por van Dijk et al, como una variante causal, predominante
y de importancia en el desarrollo de PE. El residuo involucrado, la fenilalanina en la posicién
153, se encuentra conservada evolutivamente en especies de mamiferos, lo cual evoca su
potencial importancia bioldgica. Adicionalmente, el mismo grupo de investigadores
demostré en 2010 que la forma alélica mutante regula negativamente la invasion del
trofoblasto mediante la regulacion positiva de la a-T-catenina (CTNNAS3), una proteina de
adhesion celular. A pesar que estos hallazgos justifican su potencial contribucion en el
desarrollo de la enfermedad, algunos autores no han logrado replicar su asociacion en
estudios caso-control en poblaciones diferentes a la danesa, descrita por van Dijk y
colaboradores (Kivinen et al., 2007). Dentro de los resultados de esta tesis se encuentra un
escenario interesante, ya que en el andlisis de asociacion para ¢.457T>C (p.Y153H), se
identifico una diferencia estadisticamente significativa entre la variante analizada y la
preeclampsia, representado con un valor de p: 0.035 (Tabla 7), lo que estaria en
concordancia con los hallazgos reportados inicialmente por el grupo danés en 2005 y le daria

una relevancia mayor a la variante en cuanto a su contribucion con el desarrollo del fenotipo.



(Kivinen et al., 2007; van Dijk et al., 2005, 2010). A pesar de este hallazgo nuestro estudio
presenta dos limitaciones que potencialmente podria impactar los resultados de estudios de
asociacion caso-control, uno de ellos es utilizar controles poblacionales, méas que controles
de mujeres en quienes hayamos descartado preeclampsia y otro es la potencial estratificacion
poblacional, en el caso que los origenes étnicos de los casos y los controles no fueran
similares. Desde esta perspectiva es claro que el andlisis de marcadores de ancestria (no
contemplado en este proyecto) es importante para determinar que potenciales asociaciones

genéticas no son el reflejo de la variacion genética entre los casos y los controles.

Similar a los datos genético-poblacionales reportados a nivel mundial, la frecuencia alélica
de la variante ¢.457T>C (p.Y153H) en los casos y en los controles es alta (51% y 53%
respectivamente), lo que se acerca a la hipétesis de “enfermedad comun, variante comin”,
que plantea que patologias comunes son atribuibles en parte a variantes alélicas presentes en
mas 5% de la poblacion (Reich & Lander, 2001). Es probable que estas variantes frecuentes
analizadas de manera individual expliquen una pequefia proporcién de la heredabilidad
atribuida a la PE. Sin embargo, consideramos que la evidencia funcional de la implicacion
de la variante en el fenotipo de la enfermedad es un fuerte argumento que cataloga a esta

variante como de impacto en el desarrollo de la PE.

Para las demas variantes analizadas de este primer grupo, es decir p.G477R y p.L582F, en
el estudio de casos y controles, no se encontrd asociacion con PE (Tabla 6), sin embargo, es
importante considerar que estas variantes podrian ser interesantes debido a su potencial
localizacion sobre la secuencia de exportacién nuclear o el dominio de transactivacién de
STOX1, sin embargo, en la actualidad no hay literatura que pueda avalar dicha hipotesis, por

lo cual requieren estudios adicionales para establecer su potencial relacion con el fenotipo.

Con relacion a las variantes del grupo 2: p.1158V, p.R492Q, p.E608D, p.A863T, en el
analisis caso-control, no se hallé asociacion con PE, sin embargo, estas variantes se
encontraron en desequilibrio de ligamiento junto con p.G477R, p.1158V y p.T188N (Tabla
6 y Tabla 9), por lo que pueden incluirse en la sugerencia de interacciones de SNPs descrita

anteriormente o pueden ser polimorfismos no relacionados con la PE.

Por otra parte, la variante c.-22delG debido a su localizacion sobre el promotor de STOX1

puede potencialmente alterar el sitio de union a factores de transcripcion especificos. Para



responder esta hipotesis, realizamos un estudio in silico usando las herramientas
bioinformaticas Genomatix y Matinspector, las cuales nos permitieron identificar 3 TFBS
(Transcription factor binding sites), de potencial uniéon al promotor de STOX1 en la
localizacién gendmica que involucraba la variante estudiada (c.-22delG) (Tabla 4) . Estos
tres TFBS son GCM1 (Glial cells missing homolog 1), HES1 (hes family bHLH
transcription factor 1, nombre previo: Drosophila hairy and enhancer of split homologue 1)

y PLAGL1 (Pleiomorphic adenoma gene-like 1).

De los 3 TFBS identificados uno de ellos se destacé sobre los otros dos, por la relaciéon con
preeclampsia previamente descrita, este TFBS es GCML1 (Glial cells missing homolog 1) el
cual es un factor de transcripcion con un papel clave en el desarrollo placentario y con un
papel importante en la regulacién positiva de la expresion génica de la sincitina 1 y el PGF
(factor de crecimiento placentario), los cuales son fundamentales en la vasculogénesis
placentaria y la formacion del sincitiotrofoblasto. De manera interesante, la expresion de
GCML1 y sus genes target, sincitina 1 y PFG se encuentra disminuida en preeclampsia (Chen
et al., 2004; Chiang et al., 2009; Chiu et al., 2018). Por otro lado, los dos TFBS restantes
HES1 y PLAGL1, carecen de reportes en la literatura que apoyen una relacion con
preeclampsia. En el caso de HES1 (hes family bHLH transcription factor 1, nombre previo:
Drosophila hairy and enhancer of split homologue 1) hace parte de la familia de proteinas
basicas helix-loop-helix importantes en la neurogénesis, miogénesis, hematopoyesis y la
determinacion sexual y PLAGL1 (Pleiomorphic adenoma gene-like 1) es un factor de
transcripcion tipo zinc finger, parte de la familia PLAG, junto a PLAG1 y PLAGL2 con
efectos antiproliferativos, localizado en wuna region cromosémica frecuentemente
delecionada en diferentes tipos de canceres, expresado en neumaocitos tipo Il (Z. Li etal.,
2014; Rani et al., 2016).

Como parte del analisis de la variante identificada sobre el promotor de STOX1 usamos la
herramienta bioinformatica JASPAR por medio de la cual se identific que para GCM1 en
la posicion 4 se obtenia un PFM mayor para el nucleotido C, en comparacion con el resto de
los nucledtidos, lo que estaria en relacion con una alta interaccion observada ADN/FT, es
decir de GCM1 con STOX1. Este hallazgo indicaria una mayor especificidad de union

ADN/FT, lo cual ha sido descrito previamente en la literatura, debido a que algunas



posiciones pueden contribuir en mayor medida en la especificidad o son mas importantes en
la actividad del sitio de union (Figura4A) (Fornes et al., 2019; G. D. Stormo, 2000; Gary D.
Stormo, 2013). Por lo tanto, teniendo en cuenta que la variante delecionada sobre el promotor
de STOX1 se encuentra localizada en una posicion altamente especifica para la unién de
GCML1, podemos asumir que potencialmente podria alterar la unién ADN/FT, haciendo que
GCML1 se vea afectado funcionalmente, en un efecto de regulacién a la baja, lo que a su vez
podria alterar sus genes target (sincitina 1 y PFG) con un efecto negativo sobre la
vasculogénesis y el desarrollo del sincitiotrofoblasto, eventos cardinales en el desarrollo de
preeclampsia. Lo anterior estaria en concordancia con los hallazgos de la investigacion
desarrollada por Rigourd et al. en 2008 en la cual el desarrollo de un modelo celular con
sobreexpresion de STOX1 causoé la disminucion de la expresion de GCM1 en un orden de
magnitud de 3,4 y de sincitina 1 en orden de magnitud de 2 (Rigourd et al., 2008). En el caso
de HESI, la variante se presenta en la posicion 6 de la secuencia (Figura 4B) donde el
nucledtido G también tiene un PFM mayor al resto de los nucleétidos para esa posicion, lo
cual estaria en relacion con una mayor especificidad de union ADN/FT, sin embargo para
este TFBS, como mencionaba previamente, no hay reportes en la literatura hasta el momento
que apoyen su asociacion con preeclampsia, No obstante, estudios funcionales basados en
luciferasa, qRT-PCR y EMSA podrian definir la real implicacién de la variante y los TFBS

en la transactivacion del gen.

En conjunto los hallazgos de este trabajo permitieron identificar variantes genéticas y
haplotipos de interés en el gen STOX1 por lo que podemos sugerir que este gen es un

biomarcador molecular de PE severa, con gran utilidad en la aplicacion clinica.



8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. El uso de la secuenciacion de Sanger para el ORF del gen STOX1, nos permitié identificar
algunas de las variantes missense mas frecuentes en la poblacion colombiana con

preeclampsia severa y sindrome HELLP.

2. Dentro de los resultados mas destacados de este trabajo, se encuentra la descripcion de la
variante p.T188N en 2 pacientes con PE severa, que como mencionaba anteriormente fue
una variante que podemos considerar de potencial causalidad dadas sus caracteristicas, como
la localizacién en el DBD (DNA-binding-domain), tener predictores de patogenicidad
positivos, un MAF < 1%, por encontrarse en DL con 6 de las 7 variantes analizadas y por
hacer parte de los dos haplotipos que presentaron diferencia estadisticamente significativa

entre casos y controles.

3. Debido a la importancia de la variante descrita anteriormente (c.563C>A; p.T188N),
consideramos a la misma como un potencial biomarcador de uso clinico en preeclampsia.
Sin embargo, son necesarios estudios funcionales que validen nuestros hallazgos, como la

realizacion de analisis de luciferasa o EMSA.

4. También destacamos la descripcion de 2 haplotipos de riesgo asociados a preeclampsia,
los cuales no habian sido descritos previamente en la literatura, lo que apoya el papel de

STOX1 en la fisiopatologia de la preeclampsia.

5. Ademas de manera incidental identificamos una variante interesante dentro de la region
promotora de STOX1, cercana al ATG gracias a la ubicacion de los primers de amplificacion
del ex6n 1, lo que nos permitié analizar mediante estudios in silico, los sitios de union a
factores de transcripcion en esta region, donde de manera particular encontramos al factor
de transcripcion GCML1, involucrado en la vasculogénesis y la fusion del sincitiotrofoblasto,
eventos claramente alterados en la preeclampsia, o que aumenta la relevancia de este
hallazgo, por lo que seria interesante realizar estudios directos de dicha interaccion ADN/FT

con estudios funcionales adicionales.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1

10.1.1 Extraccién de ADN Salting Out (Tomado de los protocolos estandarizados por
CIGGUR)

Materiales y Equipos

Pipetas Pasteur

Tubos Falcon de 15 ml
Tubos eppendorf 1,5 ml
Micropipetas

Agitador Shaker
Centrifuga

Bafio seroldgico
Vortex

Nanodrop

Congelador -20C

Reactivos

Solucioén de glébulos rojos
Solucién de glébulos blancos
Solucion precipitante de proteinas
Isopropanol

Proteinasa K 50ng/ul

Buffer EB o TE 1X

Procedimiento

1. En tubo falcon de 15 ml medir 6 ml de Buffer de glébulos rojos y adicionar la sangre del
tubo tapa lila con una pipeta Pasteur. Mezclar suavemente hasta obtener una solucién

homogénea.



2. Agitar en Shaker fuertemente durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3. Precalentar bafio seroldgico a 56°C.

4. En tubo falcén de 15 ml medir 3 ml de Isopropanol para cada muestra de ADN que se

desee procesar y dejar a -20°C (se necesitara para el final del procedimiento).

5. Centrifugar las muestras a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Descartar el sobrenadante

por inversion conservando el pellet.

6. Agregar 4 ml de la solucidon de lisis de glébulos rojos, mezclar fuertemente el pellet en

vortex hasta tener una solucion homogénea.
7. Colocar en shaker y agitar fuertemente durante 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar las muestras a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C y seguidamente descartar

el sobrenadante por inversion conservando el pellet.

9. Desprender pellet mediante vortex y posteriormente adicionar 4 ml de solucion de lisis de

gldébulos blancos y realizar vortex nuevamente hasta homogeneizar la muestra.
10. Adicionar 10 pl de Proteinasa K 50 pg/ul a la muestra y mezclar fuertemente en vortex.

11. Llevar las muestras al bafio seroldgico previamente precalentado a 56°C e incubar por 4

horas, realizando vortex de las muestras cada hora.

12. Al finalizar las 4 horas de incubacion, adicionar 800 ul de la solucion precipitante de
proteinas y mezclar en vOrtex para homogeneizar la muestra y seguidamente llevar a

congelador -20°C durante 5 minutos.
13. Centrifugar a 4500 rpm durante 20 minutos a 4°C.

14. Retirar de congelador de -20°C tubos falcén con isopropanol y posteriormente transferir
por inversién el sobrenadante, mezclar suavemente por inversion hasta visualizar la mota de
ADN.

15. Pescar la mota de ADN con pipeta 0 con una punta para micropipeta y transferirlo a un

tubo eppendorf.



16. Centrifugar a 13000 g durante 5 minutos y seguidamente dejar secar a temperatura
ambiente aproximadamente por 1 hora o el tiempo que sea necesario para no tener residuos

de alcoholes.

17. Agregar 200 pl de Buffer TE 1X 0 Buffer EB al pellet de ADN obtenido y dejar incubar

a 4°C toda la noche.
18. Al siguiente cuantificar y almacenar a -20°C.
Referencias

e Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting
DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res. 1988 Feb 11;16(3):1215.

e Ausubel F.M., Brent R., Kingston R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J.A.,
Struls K. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.
Copyright© 2003.



10.2 Anexo 2

10.2.1 Tabla Secuencias de primers usados para el ORF del gen STOX1

EXON TIPO DE PRIMER| NOMBRE PRIMER SECUENCIA
Amplificacién HuSTOX1-Ex1-4F Gtggagaacgaagccgaacgctg
1 Amplificacién HuSTOX1-Ex1-7R gcctagectctgtggcagaagaC
Secuenciacién | HuSTOX1-Ex1-SeqlF gcagccagegeegeggacccgeg

Amplificacién

HuSTOX1-Ex2-1F

attgcatgacctcctgaactctgat

Amplificacién

HuSTOX1-Ex2-1R

tctcattttgcactcctttccacaga

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex2-SeqlF

caatgtaaatctttttcttgcatag

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-8F

ctggcattttaatcacatgtatta

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-3R

ACACTGAAACTGCCCCATTCTGTA

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seq-1F

cattttaatcacatgtattatgttac

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-5F

ATATCTGGTGAGCATGGAGAGCTG

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-5R

GTTGTTCAGCATATGGCTCTTTGG

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seqg-3F

CACCTGAAGAATGGCCCGTCCGAG

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-6F

ACAACAGTGCTAGGTTCCCATTTG

Amplificacién

HuSTOX1-Ex3-6R

ggtctcaatctcttgacctegtgA

3-3

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seq2R

AAAGGAGGCACCTCGTGATGGCAG

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seq-4F

GCATGTTGAGATATGAAGTGTATGG

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seq-5F

GAGAATGACGACTTACGTCAAATGC

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex3-Seq7F

GCCTAAATTCAGGGGCCCAGTTTG

Amplificacién

HuSTOX1-Ex4-1F

ctgtgaaggcagctgtcaaataatt

Amplificacién

HuSTOX1-Ex4-1R

AGCCTTAAGACACCAAAAGAGGAA

Secuenciacion

HuSTOX1-Ex4-Seq-1F

gtgaagcctttaaaatgtaaagag




10.3 Anexo 3

10.3.1 Quick-DNA™MiniprepPlusKit | ZYMO Research (Extraccion ADN por columna)

1. Agregue hasta 200 pl de muestra a un tubo de microcentrifuga y agregue:

- 200 pl de BioFluid & Cell Buffer (Rojo)
- 20 pl de proteinasa K

2. Mezcle bien o agite en vortex durante 10-15 segundos y luego incube el tubo a 55°C durante 10
minutos.

3. Agregue 1 volumen de Genomic Binding Buffer a la muestra digerida. Mezcle bien o agite en
vortex durante 10-15 segundos.
- Ejemplo: Agregue 420 pl Genomic Binding Buffer a la muestra digerida de 420 pl.

4. Transfiera la mezcla a una columna Zymo-Spin ™ IIC-XLR en un tubo de recoleccion.
Centrifugar a > 12,000 x g durante 1 minuto. Descarte el tubo de recoleccion con el sobrenadante.

5. Agregue 400 pl de Pre-Wash Buffer de ADN a la columna de centrifugado en un nuevo tubo de
recoleccion. Centrifugar a > 12,000 x g durante 1 minuto. Vaciar el tubo de recogida.

6. Agregue 700 pul de g-DNA Wash Buffer a la columna de centrifugado. Centrifugar a > 12,000
x g durante 1 minuto. Vaciar el tubo de recogida.

7. Agregue 200 ul de g-DNA Wash Buffer a la columna de centrifugado. Centrifugar a > 12,000
X g durante 1 minuto. Descarte el tubo de recoleccion con el sobrenadante.

8. Transfiera la columna de centrifugado a un tubo limpio de microcentrifuga. Agregue > 50 pul de
DNA Elution Buffer o agua directamente en la matriz. Incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente, luego centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto para eluir el ADN. EI ADN
eluido puede usarse inmediatamente o almacenarse a < -20°C para uso futuro.

Referencias

Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit. Catalog Nos. D4068 & D4069. ZYMO RESEARCH
CORP.



10.4 Anexo 4

10.4.1 Alineamientos de la secuencia proteica de STOX1 humana vs Stox1 de raton.

Variantes

1. p.Y153H
2. p.1158V
3. p.T188N
4.p.GATTR
5. p.R492Q
6. p.L582F
7. p.E608D
8. p.A863T

CLUSTAL 0O(1.2.4)
SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q62ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

multiple sequence alignment

MARPVQLAPGSLALVLCRLEAQKAAGAAEEPGGRAVFRAFRRANARCFWNARLARAASRL
MARPVQLAPGSLALVLSPREAG---QAAGEPGGRALFRAFRRANARCFWNARLARAASRL

Rk kb kb ki * x KK AKX KAKAAK e AAX KA AKX XA A XA AKX AKX AKX AKX XX KKK

AFQGWLRRGVLLVRAPPACLQVLRDAWRRRALRPPRGFRIRAVGDVEFPVOMNPITQSQFEFV
AFLGWLRRGVLLVRAPQPCVQVLRDAWRRRALRPPRGFRITAVGDVFPVQMSPIAQCREV

* ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kok hkhkAhAhAAAkAhAKRKAAKAKE KAKAKAAFAK* *k ok o k%

PLGEVLCCAISDMNTAQIVVTQESLLERLMKHYPGIAIPSEDILYTTLGTLIKERKIYHT
PLAEVLCCAIADMNAAQVMVTQQOSLLEHLIKHYPGIAVPSPDILYSTLGALIQERKIYHT

KAk Ak hkhkhkhkk e khkkokkhkeo o khkkhkohkhkhkhkokekhkhkhkhkhkkhkokk hhkhkkokhkkokkokkkhkkkk

GEGYFIVTPQTYFITNTTTQENKRMLPSDESRLMPASMTYLVSMESCAESAQENAAPISH
GEGYFIVTPSTYFITNTPMQGNKSALLSNEGCSGPTSGTYLVSVDCCAEPTQENEALFSH

RR R R R I I S * k% * Kk e % K ek KhkkhkKk oo KAk ok kKk k. kK

CQSCQCFRDMHTQDVQEAPVAAEVTRKSHRGLGESVSWVONGAVSVSAEHHICESTKPLP
CPSCQCYPDTSMCDSKDLLTAAEVTRKSQEGLEETTALTENQVVSASEDTHICVNPKPLP

* kKKK e Kk * KAXKKKAKAKAK e KKk Ko . . % * Kk Kk * Kk Kk * Kk Kk Kk

YTRDKEKGKKFGFSLLWRSLSRKEKPKTEHSSFSAQFPPEEWPVRDEDDLDNIPRDVEHE
YTKD--KGKRFGFGFLWRSLSRKEKPKAEYHSFSAQFPPEEWPVRDEDSSTKIPRDVEHA

KK ek KAK e XXX e AXXAAAAAKAAKAAK e ke AAAAAAXAAAAXA AKX KKK s KKK KKK K

IIKRINPILTVDNLIKHTVLMQKYEEQKKYNSQGTSTDMLTIGHKYPSKEGVKKRQGLSA
LIKRINPVLTVDNLTKHTALMOKYEEQKKYNSQGTSMDILTTRHKDSSKEVIGKRQGQFA

ckhhkkhhkhkhkohkhkhkhhkkh hkhkk hhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhhkkh *okk * K * KK * Kk kK *

KPQGQOGHSRRDRHKARNQGSEFQPGSIR--LEKHPKLPATQPIPRIKSPNEMVGQKPLGE
KSRRRGSSHKGRHKARSQGSELEPGNPGOQEKEKQPKVPAAQPAPRTKSPSEQVHH- LQGR

* . ‘k ‘k ‘k‘k‘k‘k‘k ‘k‘k‘k‘k ‘k‘k KK . ‘k‘k ‘k‘k ‘k‘k * Kk kKK ‘k *

ITTVLGSHLIYKKRISNPFQGLSHRGSTISKGHKIQKTSDLKPSQTGPKEKPFQKPRSLD
NPAVLGSHLIYKKQINNPFQGMHLRKHSVSKGHAVQKTHGLKPTCVGPEEKPFWSAGSSD

eR XA KKK KA KA KK ek KA KKKk o * e e kKKK e KKK * kK . * Kk ek kK Kk *  x

SSRIFDGKAKEPYAEQPNDKMEAESIYINDPTVKPINDDFRGHLFSHPQQSMLONDGKCC
PSGVFDGEAQPPYPEQCRDKLEAGSTQVAKAPVHPVSDDFRGGPGNYPPRRVLPGPSRCC

Kk ekkKkeke KKk kK Kk e kK Kk K e ke KKK KK ok . . % . kK

PFMESMLRYEVYGGENEVIPEVLRKSHSHEDKLGETKQTPHSLPSRGASEFSDRT--—-PSA
SFRESMLRPGVYHEENKDLPEVLRKSWSTCDMFLGTKEKKQALPAQRCSLDPDSSSVHAE

* ok k ok k% * % ** ******* * * ** ** . * .

CRLVDNTIHQFONLGLLDYPVGVNPLRQAARQDKDSEELLRKGEV-QDAETTSLENEQLS
DKTVDKILHQFONLGLLDCPAGANRLRTHERQDGNSEELSRKALQIPEAEIVNMENEGLS

60
57

120
117

180
177

240
237

300
297

360
355

420
415

478
474

538
534

598
594

655
654

714
714



SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

SP|Q6ZVD7|STOX1 HUMAN
SP|B2RQL2 | STOX1 MOUSE

* K . ek XXX KA KA KKK *x k Kk kK R N O S Y .k Kk ek kK KKk

NDDQALY----QNEVEDDDGACSSLYLEEDDISENDDLROQMLPGHSQYSFTGGSQGNHLG
DSEQDQVALSHSDPGAGDDGGCSSLCLEDDDFSETDDFCPSLPGHTQHSFAGGGTWNHLG

*** **** * K . ** ** ** KKK K . * ** ** * Kk Kk Kk

KOKVIERSLTEYNSTMERVESQVLKRNECYKPTGLHATPGESQEPNLSAESCGLNSGAQF
TPAMTGKSLTDCNSKAHRLELLATIERNPWYKATGLEFSNAGESPNPDLSD-NPGONSRIPW

e kKK e KK * ek .o kK KKk KKKk . KKK ek e kK R

GFNYEEEPSVAKCVQASAPADERIFDYYSARKASFEAEVIQDTIGDTGKKPASWSQSPON
GEFNYEGEPTVAHVQTPAAAAGRSLLACSTVRTTSFPVEILQESPGDRGKSPIVWRQSLPS

*hkkkk kk e kKoo ek Kk .. PN T Keoekeo Kk KKk Kk * kK

QEMRKHFPQKFQLEFNTSHMPVLAQDVQYEHSHLEGTENHSMAGDSGIDSPRTQSLGSNNS
QEMKEHFTDKLQLVKTSHGPVSAQEPQ--GEHLEGTENYSMTGDSGIDSPRTQSLVSTNS

Khkk o okkhk oKhkekk okkk Kk Kko K KAk hkKhkhKhk e hkk e kA hkAKAKAXF AKX K*  **k

VILDGLKRRONFLONVEGTKSSQPLTSNSLLPLTPVINV 989
AILDGFKRRQHFLPNREGVQKSQONLASNSLEFQLTPAINV 990

Khkhkkekkhkkoekk * *k o *k Kekkkke K*hkk K*kk

770
774

830
833

890
893

950
951



10.5 Anexo 5

10.5.1 Purificacion de ADN plasmidico utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep

Nota: Todos los pasos del protocolo deben llevarse a cabo a temperatura ambiente (15-25 °©
C).

Procedimiento

1. Resuspender el pellet de células bacterianas en 250 ul de Buffer P1 y transfieralas a un
tubo de microcentrifuga. Asegurese de que se haya agregado RNase A al Buffer P1. No se
deben ver grupos de células después de la resuspension del pellet.

Si se ha agregado el reactivo LyseBlue al Buffer P1, agite vigorosamente la botella de buffer
para asegurarse que las particulas de LyseBlue estén completamente disueltas. Las bacterias
deben ser resuspendidas completamente haciendo vortex o pipeteando hacia arriba y hacia

abajo hasta que no queden grupos de células.

2. Agregue 250 pl de Buffer P2 y mezcle bien invirtiendo el tubo 4-6 veces.

Mezcle suavemente invirtiendo el tubo. No haga vortex. Si es necesario, continde
invirtiendo el tubo hasta que la solucion se vuelva viscosa y un poco clara. No permita que
la reaccion de lisis continde durante mas de 5 min.

Si se agregd LyseBlue al Buffer P1, la suspension celular se volvera azul después de la
adicion de Buffer P2. La mezcla debe dar como resultado una suspension de color
homogéneo. Si la suspension contiene regiones incoloras localizadas, o si los grupos de
celulas parduzcas aun son visibles, continde mezclando la solucion hasta lograr una

suspension de color homogéneo.

3. Agregue 350 pl de Buffer N3. Mezcle inmediata y completamente invirtiendo el tubo 4—
6 veces. Para evitar la precipitacion localizada, mezcle bien la solucién, inmediatamente
después de la adicion de Buffer N3. La solucion debe volverse turbia.

Si se ha utilizado el reactivo LyseBlue, la suspension se debe mezclar hasta que el rastro azul
desaparezca y la suspension sea incolora. Una suspension incolora homogénea indica

que la SDS ha sido efectivamente precipitada.



4. Centrifugar durante 10 minutos a 13,000 rpm (~ 17,900 x g) en una microcentrifuga de

mesa. Se formara un pellet blanco compacto.

5. Aplique 800 pl del sobrenadante del paso 4 a la columna de centrifugado QlAprep 2.0 por
pipeteo.

6. Centrifugar durante 30—60 s. Deseche el sobrenadante.

7. Recomendado: Lave la columna de centrifugacion QIAprep 2.0 agregando 0.5 ml de

Buffer PB y centrifugacion durante 30—60 s. Deseche el sobrenadante.

8. Lave la columna de centrifugacion QIAprep 2.0 agregando 0,75 ml de Buffer PE y

centrifugando para 30-60 s.

9. Deseche el sobrenadante y centrifugue a toda velocidad durante 1 minuto adicional para

eliminar buffer de lavado residual.

10. Coloque la columna QIAprep 2.0 en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml. Para
eluir el ADN, agregue 50 ul de Buffer EB (10 mM Tris - Cl, pH 8.5) o agua al centro de
cada columna de centrifugado QlAprep 2.0, dejar reposar durante 1 minuto y centrifugar

durante 1 minuto.

Referencias

QlAprep® Miniprep Handbook. Protocol: Plasmid DNA Purification using the QlAprep
Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge. QIAGEN.



