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Generalidades

Problemas e impacto del parto prematuro
Enfoque etioldgico

Genes y medio ambiente
 Diseno del estudio
 Trabajo futuro

Complicaciones de nacimientos prematuros
Trabajo en Argentina

Futuros Rumbos



Risk factors for preterm birth

Multiple gestation/ polyhydramnios
Bleeding in the second trimester
History of preterm birth

Infections, such as bacterial vaginosis and
bacteriuria

Race/Low BMI

Uterine factor

Assisted fertilization technique
Cigarette smoking

Maternal disease (DTS/HTN)
Periodontal disease

Maternal stress



Nacimientos Prematuros x 100 nac vivos
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Recien nacidos vivos por aiio en el mundo
133.144.457 *

Prematuros

con malformaciones congeénitas

~dISESSUDAESAlrollados ~dISESTOESAllollados

90 % 10 %
Alta mortalidad Alta morbilidad

* Naciones Unidas. 2002



Tasas de
Nacimientos Prematuros
por pais

USA

Argentina

Dinamarca e i R



Prematurez

Nacimiento antes de las 37 semanas de edad gestacional

Altamente heterogéneo

Preterm birth
US, 1997-2007

Frecuencia en aumento 1995-2007

Clasificado por tipo de parto
~ 30% Parto inducido
~70% Parto espontaneo
« Trabajo de parto prematuro
« RPM

Impacto de Prematuro Precoz vs Tardio
Alto componente genético

Complicaciones (HIV, BDP, ECN, ROP, DAP etc) también son de ayuda
para el conocimiento

Ambiente critico Y modificable a corto tiempo

(Tabaco, Nutricion, Infeccion, Geografia, Clase social, Drogas, Raza, Stress)



ODbjetivos para el Milenio (Naciones Unidas)

=@= Under5 Mortality Rate (UN)

- &= Under5 Mortality Rate (IHME)
Neonatal Mortality Rate (UN)
Neonatal Mortality Rate (IHME)

target (32)

1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2008 2015

Lawn et al, Seminars in Perinatology 34:371-386, 2010



Diagnostico / Tratamiento Actual

Longitud cervical para prediccion

Parto prematuro previo

Prevencion con progesterona

Tocoliticos cuando comienza el trabajo de parto
Corticoides antenatales para prevenir SDR

Surfactante, ventilacion, otros



Preterm birth pathways

Stress/

Physiologic Infection Abruptio Twinning/Poly
Hyp Hyp Inflammation Decidual Distention
AV(S hemorrhage
SRRl TNF Thrombin  Stretching
IL-1-6-8
Amnion COX “
AA PGs % »
PGDH

Inactive Proteases



Latest approach to Etiology 1.

* Prostaglandins play a pivotal role in stimulating
labor.

* Cyclooxygenase (COX) regulates the first committed
step in prostaglandin synthesis.

« COX activity Is contributed by two separated
Isozymes, COX-1 and COX-2.

« COX-2is increased in amnion from women
undergoing normal term or idiopathic preterm labor



Latest approach to Etiology 2.

* Mechanically or chemically induced cell
stretching in vitro enhances COX-2
expression and activity In:

e Amnion
e WISH amnion cell line

« Myometrial stretching is associated with
enhanced expression of contractile proteins.



El enfoque Tradicional vs el enfoque
Genomico




Progreso en Genética
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ldentification of Maternal and
Genetic Factors in Preterm Birth

Preliminary Data

“Family studies and heritability should focus on a well defined group of
cases in order to be the target for molecular epidemiological studies and
possible preventive actions”

ECLAMC, CEMIC,
UNIVERSITY OF IOWA

Partialy Supported by MOD



Candidate genes: Search strategy

Linkage analysis

Family association analysis:
Transmission Disequilibrium Test (TDT)

“Admixture” approach



Potential candidate genes

AG GF/CY RC/SC CP/NUT DP
HLA-A TNFA ADRB1 MTHFR CYP1Al
HLA-B IL8 ADRB2 Factor V NAT1
HLA-G IL1R2 Oxytocin Thrombin NAT2
CARD15 IL2 PGE1 Factor I OPRM1
ADAMT IL6 PGE2 LDLR GSTT1
MMP1 APOE COX1
MMP9 RARA COX2
TNFB CETP NOS2

AG: antigens and immunologic factors; GF/CY: growth factors and
cytokines; CS/REC: cell signaling and receptors; CP/NUT: nutritional and

clotting paths; DP: detoxification and prostaglandin paths.




Family collection strategy expanded to
Include three generations

I | \ Mothers

O & & &

Children



The NEW ENGLAND
JOURNAL of MEDICINE

ESTABLISHED IN 1812 JUNE 12, 2003 VOL. 348 NO.24

Prevention of Recurrent Preterm Delivery
by 17 Alpha-Hydroxyprogesterone Caproate

Paul J. Meis, M.D., Mark Klebanoff, M.D., Elizabeth Thom, Ph.D., Mitchell P. Dombrowski, M.D., Baha Sibai, M.D.,
Atef H. Moawad, M.D., Catherine Y. Spong, M.D., John C. Hauth, M.D., Menachem Miodaovnik, M.D.,
Michael W. Varner, M.D,, Kenneth J. Leveno, M.D., Steve N. Caritis, M.D., Jay D. lams, M.D., Ronald J. Wapner, M.D.,
Deborah Conway, M.D., Mary ). O’Sullivan, M.D., Marshall Carpenter, M.D., Brian Mercer, M.D.,

Susan M. Ramin, M.D., John M. Thorp, M.D., and Alan M. Peaceman, M.D.,
for the National Institute of Child Health and Human Development Maternal-Fetal Medicine Units Network*




Estrategia de estudio de genes
candidatos

F. Poletta



Enfermedades
Comunes y Complejas

ature vs nurture

Nacimientos prematuros \, Genefic dominant

\ fully penetrant
\

 Asma
 Autismo Incompletely
5 . Ppenetrant
 Obesidad 2 .
O K

N
. ,
\\Polygemc

« Nacimiento Prematuro N

\\\\\\ Multifactorial
~~~~~~~~~~ Environmenta

« Fisura labio/palatina

« Actualmente estudiadas con nuevas tecnologias

- Estudio de asociacion en todo el genoma (GWA) halla asociaciones
comunes con SNPs (polimorfismos de nucléeotido simple)

e Secuenciacion de todo el genoma detecta variantes raras

* Futuro en epigenética, microbioma, etc.



¢, Qué entendemos por gen candidato?

Un gen candidato es aquel del cual se
“sospecha” que puede estar relacionado con

una enfermedad o condicion particular.

Evidencias pueden surgir:

1) Asociacion entre la patologiay el locus
2) Plausibilidad biologica de la proteina codificada
por dicho gen



Estrategia de busqueda

* Analisis de ligamiento
« Analisis de asociacion

 Admixture approach



Analisis de ligamiento

Localizar loci de susceptibilidad a enfermedad mediante el
estudio del patron de transmision (cosegregacion) de la
enfermedad con marcadores genéticos en familias
(pedigries)

*Puede detectar efectos a distancias largas 0-20 Mb

*Su mayor potencial es para genes raros con efectos
Importantes

*Permite hacer busquedas en todo el genoma
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Desequilibrio de ligamiento




Analisis de Asociacion

e|dentificar alelos asociados con la enfermedad. Esta
basado en las diferencias de frecuencia alélicas entre casos
y controles

‘Usualmente se emplea para rastrear marcadores a
distancias cortas del locus causal <100kb

De momento su uso esta restringido a genes/regiones
candidatas (identificadas por ligamiento)

- Ligamiento genera asociacion

- Asociacion no implica ligamiento
Puede haber otras causas:
- Poblacion estratificada



Admixture approach

Poblacion 1: Alta Freq. Prematurez

Poblacion 2: Baja Freq. Prematurez

Oportunidad:
Poblaciones en Latinoamérica presentan gran diversidad en % Mezcla Etnica

Cromosoma
Caso 1 1T ]
. [/ Marcadores pob. 1
Caso 3 E Marcadores pob. 2
Caso 4
Caso 5
Caso 6 Cromosomas con estructura “en
Caso 7 mosaico” en una poblacidén con
Caso 8 mezcla étnica. Las partes blancas
Caso 9 / sombreadas, indican segmentos
Caso 10 cromosomicos derivados de
Caso 11 diferentes “poblaciones
Caso 12 ancestrales”.

(Montana and Pritchard, 2004 Am. J. Hum. Genet. 75:771-789)



Estudio de asociacion en todo el genoma GWAS

-Log,, P Value

7 8 9 10 11 12 131415 Position on chromosome 9

Chromosome 16 18 20 22

Encuentra variantes comunes de SNP asociadas con enfermedades
Debe tener multiples comparaciones
Requiere replicacion y biologia
Es la puerta de entrada a la medicina personalizada

Manolio TA. N Engl J Med 2010;363:166-176. a
=® The NEW ENGLAND

%255 JOURNAL of MEDICINE
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Trabajos Preliminares
Prematurez y sus Complicaciones

Estudio de Cohorte Nacional Danés (1500 pares caso/madre y 1000 pares
controles — Melbye et al)

lowa/Argentina recoleccion en pacientes de < 34 semanas (~ 2000 casos)
Red Neonatal ~ 1000 casos de < 1000gramos (Cotten, Bell)
Resultados de gen candidato para Ductus Persistente

Gran candidato para valorar pacientes con abordaje farmacologico vs.
quirdrgico

Estudios metabdlicos para evaluar causas y predicciones



Estudios Metabdlicos - Metabolomica

Capacidad de estudiar 1000s metabolitos en muestras de
suero

Bajos niveles de colesterol asociados a nacimiento
prematuro

Evaluado en 2 grupos de 10 a 33y de 10 a 40 semanas
Metodo Predictivo

Un estudio ciego en 40 casos/40 controles predijo 36/40
partos prematuros

Expandir el estudio a 500 embarazadas de entre 24 y 40
SEIEYER



Rumbos Futuros

Estudios metabdlicos de principios del embarazo
Conectar con el medio ambiente
Estudios con métodos predictivos usando progesterona?

Secuenciacion de ADN



O Ministério da Saude adverte:
[EM GESTANTES, FUMAR PROVOCA
= “PARTOS PREMATURDOSEO ™
NASCIMENTO DE CRIANCAS COM
PESO ABAIX0 DO NORMAL.




Resumen

Combiancion entre epidemiologia, clinica, analisis metabdlico y
molecular

Realizacion de estudios de cohorte basados en poblaciones

Abordajes complementarios utilizando diferentes poblaciones
(consanguinidad) y tecnologias (secuenciacion)

Futuro tratamiento personalizado para cada recién nacido/madre
basado en perfil genético y ambiental para adecuar la terapia, no
solo hacia la enfermedad sino para ese bebé especifico con esa
enfermedad especifica.

Recordar la imagen de la gran actual necesidad inmediata
Remember the big, immediate now needs, picture
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A polymorphism in a possible regulatory region of
PGR associated with risk of spontaneous preterm

labor with intact membranes (PTB-I)

Gimenez LG1,2, Poletta FAL,2,6, Momany AM4, Gili JA1,2, Pawluk M1,2, Comas
B1,2, Cosentino V2, Saleme C3,Krupitzki H1, Gadow E1, Murray JC4, Lopez
Camelo JS1,2,6.

1 Direccion de Investigacion, CEMIC (Centro de Educacion Médica e Investigaciones Clinicas), Buenos Aires, Argentina
2 ECLAMC (Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones Congénitas) at CEMIC, Buenos Aires, Argentina
3 Maternidad Nuestra Sefiora de la Merced, Tucuman, Argentina
4 Department of Pediatrics, University of lowa, lowa
6 INAGEMP (Instituto Nacional de Genética Médica Populacional), Rio de Janeiro, Brazil

Objective

The aim of this work was to investigate the association between a single
nucleotide polymorphism (SNP) located in a possible regulatory region of
PGR (rs1942836) and two different clinical subtypes of preterm birth:
spontaneous (PTB-I) and premature rupture of membrane (PTB-PROM)

Congreso Europeo de Genética Humana. 2014.



Materials&Methods.

-Samples from Nuestra Sefiora de la Merced Maternity Hospital
in Tucuman, Argentina.

-The sample included 412 triads (proband, mother, father)

-Of these triads, 200 had probands from PTB-I and 212 had
probands from PTB-PROM.

-Genotyping was performed using Applied Biosystems Tagman
probes and the Fluidigm genotyping platform.

-Both maternal and fetal genetic effects were analyzed using a
log-linear method for analysis of case-parent—triad data
(Weinberg et al. 1998).



Results

We found a significant association between rs1942836
(maternal effect) and PTB-I (OR: 2.01; IC 95%: 1.12-3.61;
p= 0.01), but not between this SNP and PTB-PROM (OR:
1.05; IC 95%: 0.57-1.93; p= 0.85).

Conclusions

These results would suggest a specific association between
the PGR gene (maternal effect) and PTB-I, but not with
PTB-PROM. These findings may have implications in
understanding the pathophysiology of clinical subtypes of
preterm birth and the potential therapeutic role of
progesterone in prevention of PTB-I.



Association of candidate gene single nucleotide
polymorphisms with the clinical subtypes of preterm birth
(PTB)

Gimenez LG, Momany AM, Gili JA, Poletta FA, Busch T, Comas B, Cosentino
V, Saleme C, Krupitzki H, Castilla E, Gadow E, Murray JC, Lopez Camelo JS

Objectives

The aim of this work was to investigate the association between 24
single nucleotide polymorphism (SNPs) and the different clinical
subtypes of preterm birth: spontaneous (PTB-I), premature rupture
of membrane (PTB-PROM) and medically indicated (PTB-M)

Congreso Sociedad Americana de Genetica
Humana. 2014.



Material & Methods

-Nuestra Senora de la Merced Maternity Hospital in Tucuman, Argentina.
-The sample included 674 triads (proband, mother, father)

-Of these triads, 233 had probands from PTB-I, 241 had probands from PTB-PROM
and 200 had probands from PTB-M.

-We studied 24 SNPs in 18 candidate genes.

-Genotyping was performed using Applied Biosystems Tagman probes and the
Fluidigm genotyping platform.

-SNPs were chosen based on previous reports of significant association with
preterm birth.

-Data were analyzed using the Transmission Disequilibrium Test (TDT) (Spielman et
al. 1993).

-The p values (<0.05) were uncorrected for multiple comparisons.



Preliminary results

We found a significant association (P<0.05) between a SNP in COL4A3
(rs10178458), a SNP in PON1 (rs2272365), and a SNP in CRHR1
(rs4458044) with PTB-1. A SNP in F3 (rs610277) showed significant

association (P<0.05) with PTB-PROM and PTB-M. A SNP in KCNN3
(rs883319) showed significant association (P<0.05) with PTB-M.

Conclusions

This study suggests different genetic influences between the different clinical
subtypes. These findings may have implications in understanding the
pathophysiology of clinical subtypes of preterm birth.
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