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Capitulo 1

RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
materna y neonatal asociadas al embarazo. La deteccion de pacientes en riesgo
antes del inicio clinico de la PE es una prioridad. La proteémica se ha convertido en
una valiosa herramienta para el descubrimiento de nuevos biomarcadores. El
objetivo del presente estudio fue determinar nuevos biomarcadores potenciales
para la deteccion precoz de la PE mediante enfoques protedmicos cuantitativos y
cualitativos. Se obtuvieron muestras de sangre de mujeres embarazadas a las 10-
12 semanas de gestacion. Se analizaron ocho muestras de pacientes que
desarrollaron PE y ocho de mujeres no afectadas mediante cromatografia liquida
nano 2-D y qTOF-MS. Se consideraron relevantes doce proteinas. Diez proteinas
mostraron diferencias cuantitativas: Por arriba de 1.5 veces: PRRC2C (217.02),
HEATR5A (179.46), ATP6 (162.38), PRRC2B (83.09), RBM25 (5.36), NUP205
(3.38), HLA-I (2.27), ZCCCH13 (2,15) SREK1 (1,66) y dos por debajo de 0,66:
Importina-4 (0,55) y Citocromo b (0,26). Cualitativamente solo LRRK1 se expresé
significativamente en PE (p = 0.044), aunque: PRRC2B (p = 0.121), PRRC2C (p =
0.134) y NUP205 (p = 0.134) mostraron una marcada tendencia a estar presentes
en PE estos ultimos estuvieron presentes en ambos grupos. Proponemos que las
ultimas cuatro proteinas podrian actuar como posibles biomarcadores tempranos
de PE. Sin embargo, se necesitan mas estudios para continuar con la verificacion,

validacion y finalmente la de transferencia a la clinica.
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La preeclampsia (PE) es una enfermedad multifactorial caracterizada por desarrollar
hipertension y proteinuria asociada al embarazo. Por lo general, ocurre después de la
semana 20 de embarazo (1)(2), mayormente en el ultimo trimestre del embarazo (3). Si
no se trata, esta afeccion podria progresar a una afeccibn mas grave conocida como
eclampsia (3). La PE es una de las principales causas de morbimortalidad materna y

neonatal asociadas al embarazo (3)(4).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que anualmente cerca de 63.000
muertes maternas son causadas por esta condicidén (5). Ademas, las mujeres de los
paises en desarrollo tienen una probabilidad 300 veces mayor de muerte asociada a PE
en comparacion con sus contrapartes que viven en un pais desarrollado (6). Afecta al 3-
5% de las mujeres embarazadas en todo el mundo, con una incidencia del 3-7% y del 1-
3% en mujeres nuliparas y multiparas, respectivamente (7). En América Latina, los
trastornos hipertensivos son la causa del 25,7% de las muertes maternas (8). Los
factores de riesgo incluyen obesidad, hipertensién arterial, tener PE antes, diabetes,
patologia renal, nuliparas, embarazos multiples, enfermedades autoinmunes como el
sindrome antifosfolipido o el lupus eritematoso sistémico y el embarazo en los extremos

de la vida fértil: madres adolescentes o aquellas con 40 afos o mas (9).

Se han descrito varios métodos para la deteccidn de pacientes con alto riesgo de
presentar PE. Algunas proteinas propuestas como biomarcadores, cuando se estudian
junto con parametros biofisicos y antecedentes clinicos, permiten un cribado adecuado
para predecir la PE (10). Algunos ejemplos son PAPP-A, PIGF y ADAM12, involucrados
en procesos de implantacion placentaria y desarrollo de arterias espirales; se ha

demostrado que la medicion de estas proteinas y la complementacion del resultado con



la evaluacién del flujo de la arteria uterina presentan una buena sensibilidad y
especificidad (11) (12) (13) (14) Sin embargo, ademas de requerir equipo especializado
y personal de salud debidamente capacitado, este enfoque requiere un estudio
dependiente del operador (15). Ademas, el uso de informacion combinada utilizando
caracteristicas maternas e historia clinica, junto con el uso de pruebas biofisicas y
bioguimicas en las semanas 11-13 de embarazo, ha demostrado ser capaz de predecir
pacientes con aparicion futura de PE con alta sensibilidad (11,14). No obstante, los
pacientes sin factores de riesgo también pueden presentar esta patologia (16) . Por lo
tanto, se ha buscado un método de deteccion simple y eficaz para predecir el desarrollo

temprano de la PE en las primeras etapas del embarazo.

En los dltimos anos, los enfoques protedmicos que utilizan espectrometria de masas
se han convertido en alternativas prometedoras para el descubrimiento de nuevos
biomarcadores y para determinar los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la PE
(17). Sobre esta base, se ha propuesto el uso de proteinas como biomarcadores como
una estrategia de cribado con suficiente sensibilidad, especificidad y accesibilidad para
identificar mujeres en riesgo de desarrollar PE pero, a pesar de los avances en este
campo, hasta la fecha no existe ningun biomarcador sérico conocido. con las
caracteristicas adecuadas para ciertamente poder predecir la PE al principio del

embarazo.

El objetivo de este estudio fue determinar los posibles biomarcadores de la PE al
comienzo del embarazo. Se analizaron los perfiles protedmicos de mujeres entre las 10
y las 12 semanas de gestacion con el fin de determinar las diferencias cualitativas y

cuantitativas entre los proteomas de las que desarrollaron PE y las que no.



Marco Teorico

2.0 Mortalidad materna durante el embarazo

El nimero de muertes a nivel mundial por causas relacionadas al embarazo asciende
a mas de medio millén cada ano, de éstas, el 99% ocurre en paises en vias de desarrollo.
Durante el embarazo al menos el 10% de las mujeres sufren hipertension, la
preeclampsia es la causa en un 2 a 8% de este padecimiento a nivel mundial (18). En
Latinoamérica y el Caribe, los desérdenes hipertensivos son responsables del 25,7% de

las muertes maternas (5).

2.1 Estados Hipertensivos del Embarazo (Definiciones)

Debido a su importancia en la patologia de la gestacion, los estados hipertensivos en
el embarazo (EHE), son uno de los principales factores de mortalidad y morbilidad
materna y fetal, a pesar de esto, no existe una definicién y clasificacién universal, el
American College of Obstetricians and Gynecologist (ACOG) ha hecho una propuesta,
misma que ha sido adaptada por la Sociedad Esparola de Ginecologia y Obstetricia

(SEGO, 2006):
2.1.1 Hipertension cronica

Hipertension que se detecta antes del embarazo o antes de las 20 semanas de

gestacion (SDG) del mismo (19).



2.1.2 Preeclampsia — Eclampsia

Se define como preeclamsia a el hallazgo de hipertensién acompanada de proteinuria
después de la semana 20 de embarazo (con excepcidon de hidrops fetal, enfermedad
trofoblastica, y embarazo multiple), si no se trata, esta afeccion podria progresar a una
afeccion mas grave conocida como eclampsia (3), la eclampsia es la ocurrencia de
convulsiones en una paciente con preeclampsia que no pueden ser atribuidas a otras

causas (19).
2.1.3 Hipertension cronica con preeclampsia sobrearnadida

La hipertension crénica con preeclampsia sobreafadida implica un peor pronédstico
materno-fetal. El diagndstico resulta ser complicado, debido a esto, ante la aparicién de
uno 0 Mas signos y/o sintomas de afectacién multiorganica descritos anteriormente en
preeclampsia debera sospecharse de esta patologia. En gestantes cuya funcién renal
este afectada crdonicamente el diagndstico se realizara al presentarse un incremento

subito de la hipertension y la proteinuria (19).

2.1.4 Hipertension transitoria

Hipertension durante el embarazo o primeras 24 horas del puerperio sin signos
sugestivos de preeclampsia o hipertensidn preexistente. El diagnostico es retrospectivo,

en caso de existir dudas se debera clasificar como preeclampsia. (19).



2.2 Generalidades sobre la Preeclampsia

La PE, la hemorragia puerperal y las infecciones forman la triada de complicaciones
mas temibles durante el embarazo. La PE es la causa del 15% de las muertes maternas
relacionadas con el embarazo (20). Afecta a mas de 8 millones de mujeres anualmente
a nivel mundial y es el principal factor de riesgo de morbimortalidad materno fetal (10%
de recién nacidos afectados). A pesar de los importantes avances acontecidos en la
ultima década en la medicina perinatal las cifras antes mencionadas no han disminuido,
e incluso en paises como el nuestro con un incremento en la edad media materna, la
obesidad, los embarazos multiples derivados de las técnicas de reproduccidn asistida y

la inmigracion, estas cifras se han incrementado (20)

2.3 Definicion e Incidencia

La PE es una enfermedad multifactorial caracterizada por desarrollar hipertensién y
proteinuria asociada al embarazo. Por lo general, ocurre después de la semana 20 (1)(2),
mas frecuentemente en el Ultimo trimestre del embarazo (3), suele acompanarse de
edema pero no es imprescindible la presencia de esto para ser diagnosticada. Es una
enfermedad propia del embarazo de la que se pueden tratar los sintomas, pero sélo se
cura con la finalizacién de este, si la preeclampsia no es tratada adecuadamente puede
ser causa de graves complicaciones tanto para la mujer embarazada como para el feto.
La PE afecta aproximadamente el 3% de las gestaciones, pero en presencia de factores

de riesgo el porcentaje se eleva hasta el 10% (21).

El porcentaje global de EHE segun un estudio realizado fue del 2,59%, de los cuales

1,1% correspondian a preeclampsia, el 0,4% a hipertension crénica, el 0,3% a



hipertension crénica mas preeclampsia sobreanadida y el 0,5 % a hipertension transitoria

(21).

En un estudio realizado sobre un total de 30.784 gestantes, los autores establecen
una tasa de deteccion de un 33% de los casos de preeclampsia que requirieron la
finalizacidon de la gestacion antes de las 34 semanas, exclusivamente con la utilizacion
de los datos de la historia clinica (raza, indice de masa corporal, paridad, habito

tabaquico, parto pretérmino en gestacion anterior y preeclampsia previa) (22)

En el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la U.AN.L. se han
presentado las siguientes estadisticas de presentacion de trastornos hipertensivos del

embarazo en el periodo comprendido entre el 2002 y el 2008 (Tabla 1).

11 - 20 11,046 2.5% 3.3% 5.8% 0.9%
afos

21-30 14,583 3.6% 4.2% 7.6% 0.4%
afos

31 -40 5,091 7.3% 6.7% 14.1% 0.2%
afnos

GLOBAL 30,720 13.4% 14.2% 27.5% 1.5%

Tabla 1. Presentacién de trastornos hipertensivos del embarazo en el periodo
comprendido entre el 2002 y el 2008 en el Hospital Universitario de la U.A.N.L. Datos

propios del Servicio de Ginecologia y Obstetricia de la U.A.N.L.
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1.4 Etiologia

La etiologia de la preeclampsia tiene un enfoque multifactorial, sin embargo de todos
estos factores etiol6gicos se destacan dos grupos principalmente: factores placentarios

y factores maternos (Tabla 2) (23).

2.4.1 Factores Placentarios

La preeclampsia es un sindrome que va de la mano con la gestacién. La preeclampsia
aparece Unicamente en presencia de la placenta, y se resuelve con la desaparicion de

esta (23).

La anomalia placentaria es producida por perfusion reducida o inadecuada, la
placentacion anémala y/o un fallo de la dilatacién y reorganizacion de las arterias

espirales son causas de esta patologia (23).

En el embarazo normal, la placentacion implica una reorganizacién estructural
profunda de las arterias espirales de la madre, la cual se lleva cabo en las dos fases de
invasion trofoblastica, al sustituir la capa muscular por células trofoblasticas, y producir
la destruccidn de la lamina eldstica interna y de las fibras musculares lisas de estas
arterias. Mediante este proceso reestructuracién, las arterias espirales puedan dilatarse
drasticamente y transportar varias veces su caudal pregestacional, logrando hacer de la
placenta un sistema vascular de baja resistencia, que a su vez disminuye la respuesta
de estas arterias a las sustancias vasopresoras. Todo lo antes descrito resulta esencial

para asegurar el correcto aporte sanguineo a la unidad feto-placentaria (23).

En la preeclampsia, la segunda fase de la invasion trofoblastica (que se lleva a cabo
durante las semanas 14 y 24) no se produce de manera correcta, provocando que las
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arterias espirales conserven su anatomia, asi como su alta resistencia, ademas de esto,
conservaran su respuesta a las diferentes sustancias vasopresoras que se pierden
durante la gestacion, ocasionando una reduccion del flujo uteroplacentario (24). Las
placentas de mujeres con preeclampsia suelen tener las caracteristicas de ser mas
pequenas y tener menos masa de sincitiotrofoblasto (24). Cabe aclarar que estas
alteraciones no son provocadas por la hipertension materna, ya que las placentas de
mujeres con hipertensién crénica sin preeclampsia sobreafadida suelen ser normales

sin afecciones (23).

Si bien ninguna lesion es caracteristica de la PE existen alteraciones mas comunes 'y
extensas de lo habitual, ejemplo de esto son, el engrosamiento de la membrana basal
trofoblastica, la proliferacion del citotrofoblasto, los brotes sincitiales, los infartos y los

hematomas retro placentarios (25).

Los rasgos macroscopicos mas evidentes de las placentas de mujeres con PE, son
los infartos ocasionados por oclusiones de las arterias espirales maternas (26). La
isquemia propagada a la decidua genera multiples hemorragias y desprendimiento

precoz de la placenta como complicacién asociada (23).

El rasgo principal del embarazo complicado con PE, es la inhibicion de la migracion
intravascular del trofoblasto, mayormente localizada a las porciones deciduales de las
arterias espirales (22). Los segmentos miometriales de dichas arterias no sufren
modificaciones, son de menor calibre y conservan su estructura musculo elastica,
ademas de estar desprovistos de los restos habituales de citotrofoblasto infiltrativo en
biopsias del lecho placentario (22). En el caso de crecimiento intrauterino retardado, los

cambios observados son similares. La placentacion deficiente en su cuadro més severo
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provoca el aborto; de no ser asi, el embarazo puede continuar, desarrollando
posteriormente dos sindromes (materno y fetal) secundarios a la isquemia placentaria

(22).

Desde el punto de vista inmunolégico la unidad feto placentaria tiene las
caracteristicas de un aloinjerto, por lo tanto, la falla de los mecanismos normales de
inmunotolerancia entre trofoblasto y tejido materno ocasiona una reaccion inmunitaria
anormal. En la PE se han demostrado diversas alteraciones inmunologicas, distintos
estudios han descrito la disminucion de los niveles circulantes de Inmunoglobulina G
(IgG) e Inmunoglobulina M (IgM), anticuerpos bloqueantes, asi como la funcionalidad de
la inmunidad humoral y celular. Se ha identificado la alteracion en la PE de el gen de
histocompatibilidad denominado Antigeno Leucocitario Humano tipo G (HLA-G), el cual
se expresa en el citotrofoblasto y su principal funcién es la proteccién inmunolégica. Asi
otros estudios sugieren la participacién de citoquinas, como la Interleucina 6 (IL-6) o el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF), de las moléculas de adhesiéon y de productos

secretados como la elastasa (22).

2.4.2 Factores maternos

La contribucién materna se manifiesta a través de la historia clinica antes del
embarazo, en los hallazgos patolégicos puestos en evidencia durante el mismo y en el
seguimiento tras la gestacion. Algunos estudios han demostrado que mujeres con
preeclampsia presentan un alto riesgo de desarrollar enfermedades sistémicas como:

diabetes, hipertensién e incluso enfermedades cardiovasculares (23).

13



Existen diferentes factores entre los antecedentes familiares y personales de la
paciente, asi como la historia de la actual gestacién cuya presencia se relaciona

directamente con el diagnéstico de preeclampsia, por ejemplo (23):

-Edad materna: edad igual o superior a los 40 anos presenta dos veces mas de
riesgo de desarrollar preeclampsia independientemente de la paridad. Al parecer el
riesgo aumenta a partir de los 34 anos mostrando un incremento de 30% de riesgo por

cada ano.
-Paridad: La nuliparidad triplica el riesgo de PE.
-Raza: Afroamericanos e hispanos presentan una incidencia mayor.

-Preeclampsia previa: Tener antecedente de una gestacién previa con desarrollo de

PE aumenta en siete veces el riesgo de padecerla nuevamente.

-Historia familiar de preeclampsia: El antecedente materno de PE en la gestante

triplica el riesgo.
-Gestacion multiple: Una gestacion gemelar triplica el riesgo.

-Tiempo entre gestaciones: El riesgo de PE aumenta conforme lo hace el intervalo
de tiempo entre gestaciones, un intervalo de diez afios o mas iguala el riesgo de una

paciente nulipara.

-indice de masa corporal (IMC): Un IMC mayor de 35 dobla el riesgo mientras que

IMC de 20 lo mantiene significativamente reducido.
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- Enfermedad previa:

o Diabetes insulinodependiente: El antecedente de diabetes
pregestacional cuadruplica el riesgo de padecer preeclampsia.

e Hipertension cronica preexistente: Una hipertensién pregestacional
aumenta el riesgo de desarrollar preeclampsia. Hipertension crénica con
preeclampsia sobreanadida tiene mayores tasas de morbilidad perinatal, mayor
riesgo de neonatos pequenos para edad gestacional y parto prematuro antes de
la semana de gestacion 32.

o Enfermedad renal: parece existir una asociacion entre la prevalencia de
enfermedad renal y el desarrollo de preeclampsia.

e Enfermedad autoinmune: Gestantes con patologias autoinmunes tienen
mayor probabilidad de padecer preeclampsia.

e Sindrome antifosfolipido: La presencia de anticuerpos anticardiolipina,
anticoagulante lupico 0 ambos, aumentan sustancialmente el riesgo de presentar

preeclampsia.
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Factores Placentarios Factores Maternos

- Nuliparidad - Raza
- Aumento de la masa trofoblastica - Edad > 40 anos
- Gestacion Gemelar - Historia familiar de preeclampsia

- Embarazo de compareros diferentes | - Hipertension crénica

-Uso previo de un  método | - Enfermedad renal crénica

anticonceptivo de barrera - Sindrome antifosfolipidico
- Embarazo después de donacién de - Diabetes Mellitus
ovocito - Gen del angiotensin6gen

Tabla 2. Factores de riesgo placentarios y maternos bien establecidos que aumentan el

riesgo de desarrollo de preeclampsia.
2.4.3 Lesion endotelial

La lesion endotelial es el punto de convergencia entre las causas maternas y
placentarias, aunque también se ha propuesto como un componente importante la

disfuncion endotelial en la ateroesclerosis (23).

2.5 Factores de Riesgo

Actualmente el Unico método de cribado para preeclampsia es la identificacién de los

factores de riesgo (Tabla 3). Algunos de ellos son:

e Edad
e Nuliparidad

e Raza negra
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Tabaco

PE previa

Historia familiar de PE

Embarazo mediante fecundacion in vitro (FIV)

Gestacion multiple

Enfermedades preexistentes: diabetes mellitus, hipertension cronica, enfermedad
renal, alteraciones de la coagulacién que predisponen a trombosis, etc.

Obesidad

Dislipemias

Abortos de repeticidon

Infecciones

Factores genéticos.
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Factor de riesgo Riesgo relativo

Edad menor a 16 o mayor a 40 1.68-1.96
Nuliparidad 1.28-2.91
Preeclampsia previa 5.8-7.1
Historia familiar (Familiar 1er grado) 1.7-2.9
Gestaciones multiples 2.93
Diabetes insulinodependiente 3.5
Hipertension previa al embarazo 3.2
Enfermedad renal crénica 1.8
Enfermedades autoinmunes 6.9
Sindrome antifosfolipido 4.3-9.1
Etnia afroamericana 2.6

Tabla 3. Factores de riesgo bien establecidos para el desarrollo de preeclampsia y sus

riesgos relativos asociados.

2.6 Fisiopatologia

La preeclampsia es un sindrome multiorganico que no muestra manifestaciones
clinicas desde sus inicios. La preeclampsia es un estado de vasoconstriccion secundario
a la disfuncién del endotelio vascular, provocando una isquemia placentaria, que a su

vez sera la causante de la liberacién de factores citotoxicos para el endotelio (27) (Figura

1).
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Enfermedad vascular materna PLACENTACION DEFECTUOSA Excesivo trofoblasto

Factores genéticos, inmunologicos o
inflamatorios

.

Perfusion uteroplacentaria reducida

Agenies vasoactivos: Agentes nocivos:
Prostaglandinas, Oxido NSO " Citoquinas.

RSt i Activaciin endotelial ’ 272
Nitrico, Endotelinas Peroxidasas de lipidos

Vasoespasmo Permeabilidad capilar Activacion de la coagulacidn
Oliguria Edema Proteinuria L i
Trombocitopenia CIlD

DPPNI  Convulsiones  Isquemia Hep.
Hemoconcentracion

Figura 1. Eventos fisiopatol6gicos durante la preeclampsia (27).
2.6.1 Sistema Cardiovascular

Los cambios cardiovasculares provocados por la preeclampsia se relacionan
principalmente con una mayor poscarga cardiaca debido a la hipertension y una precarga
cardiaca afectada por la hipervolemia producida patolégicamente del embarazo. La
hipertension secundaria al vasoespasmo arteriolar conduce a una disminucion de la
capacidad del sistema vascular, asi como del volumen plasmatico. La pérdida de
integridad vascular a nivel capilar y la hipoproteinemia propician el desarrollo de edema

extracelular (28).
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2.6.2 Sistema Renal

Durante el embarazo normal, tanto el flujo sanguineo como la Tasa de Filtracion
Glomerular (TFG) estan aumentados. Durante la preeclampsia se reducen la perfusion
renal y la TFG (29), esto ocasionado por la sensibilidad del endotelio glomerular a la
vasoconstriccidn desarrollada en la preeclampsia. Todo el proceso antes descrito nos
explicaria la constancia de la proteinuria y la lesibn anatomopatoldgica tipica: la

endoteliosis glomerular, descrita por Sheehan en 1950 (30).

En la preeclampsia el sistema renina-angiotensina-aldosterona se encuentra alterado,
los niveles de renina y angiotensina se encuentran disminuidos. La causa de este
fendmeno probablemente sea las modificaciones ocasionadas por la preeclampsia sobre

el volumen plasmatico y la presién sanguinea (31).
2.6.3 Sistema de coagulacion y hematico

El sistema hematico resulta afectado al presentar trombocitopenia, disminucién del
nivel de factores de la coagulacién y la morfologia de los eritrocitos puede estar alterada

causando hemolisis rapidamente.

La trombocitopenia que acompafa la preeclampsia estd producida por el estado de
hipercoagulabilidad tras el secuestro de plaquetas en la pared vascular (32,33) y puede

asociarse a hemolisis de hematies en arteriolas y capilares (34).

La hipercoagulabilidad fisiolégica del embarazo se acentia con la preeclampsia. La
antitrombina Il se encuentra en valores drasticamente disminuidos en mujeres con
preeclampsia en comparacion con mujeres normotensas (35) . La fibronectina se eleva
(35,36). El inhibidor de la proteina C disminuye por el aumento de la calicreina debido a

20



la activacion de la via intrinseca de la coagulacion. El alargamiento del tiempo de la
trombina conjugado a el aumento de los productos de degradacién del fibrinbgeno puede

desencadenar un sindrome de coagulacion intravascular diseminada (35).

2.6.4 Sistema Hepatico

La lesibn mas prevalente a nivel hepatico en la preeclampsia es la necrosis
hepatocelular con depdésitos de fibrina que produce elevacion de las transaminasas

acompafada de trombocitopenia (37).

La asociacién de necrosis hepatica, trombocitopenia y hemdlisis se ha definido como
sindrome de HELLP: Hemoglobina (Hb) < 10 g/dl; Bilirrubina (BR) > 1,2 mg/dl; Lactado

deshidrogenasa (LDH) > 70 Ul/l y plaquetas < 100.000/ul (38).

2.6.5 Sistema Neuroldgico

El sistema vascular cerebral resulta gravemente afectado en la preeclampsia, y las
cifras de tension arterial no pueden ser correlacionadas con el vasoespasmo, esto hace
que la encefalopatia en la preeclampsia no pueda considerarse como una encefalopatia
hipertensiva. (Brown y cols., 1987). Ademas del riesgo de convulsiones y hemorragia
cerebral, manifestaciones como fotopsias, escotoma y ceguera cortical transitoria son
provocadas por la afectacion en el area occipital, esto debido a su ubicacion anatémica

al ser una zona intermedia de dos territorios vasculares (37).

2.7 Diagnostico

El diagnéstico de PE se lleva a cabo mediante la deteccién de hipertension arterial
(HTA) y proteinuria. La HTA en el contexto de PE, es definida como presion arterial (PA)

sistélica con valores = 140 mmHg y/o PA diastdlica con valores = 90 mmHg, debe ser
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medida en al menos dos ocasiones con un intervalo de =6 horas, a partir de la semana
20 de gestacidén en mujeres previamente normotensas. La proteinuria es definida como
una excrecion de proteinas en orina = 0,3g en 24 horas. En caso de no existir la
posibilidad de determinar proteinas en orina de 24 horas, se realizard una muestra
simultanea de orina y en las cuales se debera obtener dos determinaciones en un
intervalo =6 horas, considerando como proteinuria los valores = 30 mg/dl o =2+ en tira

reactiva de orina (39).

2.8 Clasificacion de la Preeclampsia

Dado el diagnéstico de PE, se debe distinguir los diferentes tipos de PE de acuerdo

con las caracteristicas que se presenten. (Tabla 4).

Considerandose:

Hipertension: presion arterial sistdlica 2140 mmHg o diastdlica =290 mmHg,

determinadas en dos ocasiones con un intervalo minimo de 4 horas.

Proteinuria: existencia de al menos 300 mg de proteinas en orina de 24 horas o bien 30
mg/dl en una muestra aislada o la presencia de 2+ en tira reactiva de orina en dos

muestras recolectadas.

Edema: hinchazo6n clinicamente evidente, si bien el edema es un hallazgo habitual en
las gestantes, el edema patolégico de la preeclampsia se manifiesta no solo en las partes

de declives, sino que suele incluir las manos y la cara.

Preeclampsia grave cuando cumple alguna de las siguientes condiciones:
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- Tension arterial sistdlica de 160 y/o diastélica de 110 mmHg o mas en dos ocasiones

con un intervalo de medicidon de 6 horas al menos

- Proteinuria de 2 gr o mas en 24 horas o tira reactiva de orina = 3+ en dos muestras

recolectadas con un intervalo de 4 horas

- Creatinina sérica mayor de 1,2 mg/dl (con excepcion de pacientes que presenten

anteriormente un valor elevado u oliguria < 500 ml/24 horas)

- Plaquetas con valor menor a 100.000 plaquetas/ml o bien anemia hemolitica con

microangiopatia.

- Deterioro de la funcién hepatico (enzimas hepaticas elevadas).

- Cefalea, alteraciones visuales o dolor epigastrico.

- Hemorragia retiniana, exudado en fondo de ojo o papiledema.

- Edema pulmonar.

Preeclampsia tardia: preeclampsia que permite el parto después la semana 34 de

gestacion.

Preeclampsia precoz: aquella que requiere el parto antes de la semana 34 de
gestacion, y con la caracteristica de un mayor de riesgo de morbimortalidad perinatal y

complicaciones maternas a corto/largo plazo en comparacién a la PE tardia (40).
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Parametro Preeclampsia leve Preeclampsia severa
Presion arterial sistolica 2140 y <160 mmHg 2160 mmHg
Presion arterial diastdlica 290 y <110 mmHg 2110 mmHg

Proteinuria 20,3 g/24horas 25 g/24 horas
Cefaleas No Si
Anomalias visuales No Si

Dolor abdominal No Si
Oliguria No <500 ml/24 horas
Convulsiones No Si (eclampsia)

Creatinina sérica

Normal/ ligeramente

elevada <1 mg/dl >1,2 mg/dl
Aspartato  aminotransfersa Normal/ ligeramente
(AST) elevada <70 U/L >70 U/L
Bilirrubina Normal/ ligeramente

elevada <1,2 mg/dI >1,2 mg/dl
Acido Urico Normal/ ligeramente

elevado <6 mg/d| >8 mg/dl
Lactato Deshidrogenasa Normal o ligeramente

elevada <600 U/L =600 U/L

Plaquetas

Normal/ ligeramente

disminuidas =100.000/mm3

<100.000/mm

Edema Pulmonar

No

Si
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Restriccion del Crecimiento No Si

Intrauterino

Oligohidramnios No Si

Tabla 4. Diferencias en los parametros clinicos y bioquimicos entre la preeclampsia

leve y la preeclampsia severa.
2.9 Patogenia de la Preeclampsia

La presencia de la placenta es indispensable para la aparicién de PE, no asi el feto,
ya que la PE puede desarrollarse en gestaciones molares, ni tampoco el Gtero ya que se
han reportado casos de PE en gestaciones abdominales. Los primeros cambios
fisiopatoldégicos para el desarrollo de la PE es la afectacion de la circulacion

uteroplacentaria que resulta en insuficiencia e isquemia placentaria (41)

El origen de la PE parece encontrarse en la placenta, sin embargo, el fallo en la
placentacion no es suficiente para explicar la alteracidén endotelial que origina el sindrome
materno. Los factores de riesgo maternos para la aparicion de PE se relacionan a
condiciones que conducen a la disfuncidén vascular, tales como la obesidad, diabetes
mellitus, hipertensién cronica, etc. Todo ello apunta hacia la asociacion de una

placentacion deficiente y el dafio vascular materno(23).

La PE consta de dos fases: la primera consiste en una deficiente circulaciéon
placentaria durante la primera mitad del embarazo que condiciona un estado de hipoxia
placentaria, y la segunda en la aparicion de una respuesta sistémica materna durante la

mitad final de la gestacién (23).
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2.9.1 Establecimiento de una deficiente circulacion placentaria

La reduccion en la perfusion uteroplacentaria como resultado de la invasion fallida de
las arterias espirales por el trofoblasto es el factor inicial o detonante de la PE (Figura 2).
Las células trofoblasticas invasoras sufren una diferenciacién anormal en sincitio (células
gigantes), lo que les impide conservar sus habilidades de penetracion. Un hallazgo
relacionado a lo antes descrito es la mayor frecuencia de PE en nuliparas; esto puede
explicarse con el hecho de que las arterias colonizadas previamente logran ser invadidas
mas facilmente en embarazos posteriores, 10 que llevaria a pensar en una tolerancia
inmunolégica de los anticuerpos paternos, mediada por las células natural killer (NK)

(42).
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Figura 2. Esquema de la invasién trofoblastica en una mujer no embarazada (izquierda),

con preeclampsia (centro) y un embarazo normal (derecha) (42).

La segunda fase de invasion trofoblastica no ocurre o es incompleta. Esto se expresa
por la persistencia de vasoconstriccién uterina que genera hipoxia que a su vez acentla
la produccion de endotelina-1 y disminuye la de 6xido nitrico, aunado al aumento de la
peroxidacion lipidica y de la relacion tromboxano Az/prostaciclina, se genera una
retroalimentacién positiva provocando mayor vasoconstriccion ocasionando la RCIU

(43), ademas de esto, se desarrolla reactividad vascular y se modifica la distribucion del
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flujo sanguineo en la pelvis, dando como resultado el inicio de la hipertension (43) (Figura

3).

Figura 3. La microfotografia muestra una vasculopatia decidual hipertréfica, un

hallazgo histolégico durante la hipertension gestacional (un componente de la

preeclampsia). Tincion H&E. Aumento 10x. (43)

2.9.2 Aparicion de una respuesta sistémica materna

Los efectos de la alteracion en el desarrollo trofoblastico no son visibles al inicio de la
PE, hasta que los requerimientos nutricionales para el desarrollo fetal comienzan a
superar la capacidad placentaria y la cantidad de flujo sanguineo resulta insuficiente, es

cuando estos efectos se hacen evidentes. Llegado este momento, se produce una
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hipoxia placentaria progresiva en la que se cree que la placenta reacciona liberando a la
circulacién una serie de sustancias responsables de la disfuncion endotelial sistémica

materna que caracteriza a la PE (41).

El cuadro clinico es causado por la disfuncion endotelial y a otras alteraciones
vasculares como la vasoconstriccion, el aumento de la permeabilidad capilar y la
agregacion plaquetaria (41). Diversos investigadores han comenzado a preguntarse e
interesarse acerca del aumento en la expresion de la tirosina quinasa 1 (sFlt-1), en los
tejidos circundantes esto debido a que esta proteina puede actuar como un importante
factor en la angiogénesis y la vasculogénesis. Especificamente siendo un potente factor
antiangiogénico enddgeno antagonista de dos factores proangiogénicos como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PIGF),
que se adhiere a los dominios de unién de PIGF y VEGF, variando la configuracién de
estas proteinas. Esta situacién impide su interaccion con los receptores endoteliales de

superficie y por tanto induce la disfuncion endotelial (41) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo del equilibrio normal entre los factores angiogénicos

circulantes y la disfuncion endotelial inducida por la PE (41).
2.10 Prediccion de la aparicion de Preeclampsia

La principal limitacién para un cribado de la PE en la actualidad es la falta de un
tratamiento efectivo disponible. Sin embargo, la correcta seleccién puede beneficiar de
medidas profilacticas y de un seguimiento mas estricto durante el embarazo a las

gestantes con mayor riesgo (23).
La importancia de la prediccion de PE radica en:

e La presencia de PE precoz eleva la incidencia de Sindrome de Down tres veces y

media.
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e La cesarea electiva por PE precoz es una de las causas principales de nacimiento

prematuro, con las consecuencias que toda esta situacidén implica.

e Segun un metaandlisis, el 89% de los casos de PE precoz se pueden prevenir iniciando

tratamiento con aspirina en una fase temprana del embarazo (44).
2.11 Estudio Doppler de las resistencias en las arterias uterinas

La placentaciéon anormal que ocurre en la preeclampsia genera modificaciones
sobre la onda de velocidad de flujo (OVF) a lo largo de la gestacién. En 2005, Campbell
establecié la aplicabilidad clinica del estudio doppler uterino bajo la premisa antes
descrita sobre la alteracién de OVF en la arteria uterina, teniendo un valor predictor en

determinadas complicaciones por ejemplo la preeclampsia (Campbell, 2005) (45).

En la PE, las resistencias de las arterias uterinas se encuentran elevadas como
resultado de la inadecuada o nula transformacion de las arterias espirales, evitando las
funciones principales de este proceso como el aumento de calibre y la disminucion de la
resistencia. En consecuencia, el aporte sanguineo a esta region se ve comprometido
(46,47). Esto condujo a la idea de que el estudio Doppler de las arterias uterinas podria

ser util como método de cribado de la PE y la RCI.

El indice de pulsatilidad (IP) y el valor del Notch protodiastélico de las arterias
uterinas en el primer trimestre se usa como cribado de preeclampsia (46). En un
metaanalisis acerca de este método de cribado para preeclampsia se establece una
sensibilidad (S) del 25% con un especificidad (E) del 95% con una razén de verosimilitud

positiva (RVP) de 5.4 en poblacidén de bajo riesgo con un valor predictivo negativo (VPN)
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de 99% siempre y cuando exista ausencia de notch bilateral y del 90% cuando sea

unilateral. En la poblacién de alto riesgo no existen resultados concluyentes (46).

En conclusidn, la ecografia Doppler de las arterias uterinas en el primer trimestre
de embarazo presenta una sensibilidad baja como predictor de preeclampsia, por lo
tanto, no se recomienda como cribado de forma aislada. Sin embargo, este marcador
presenta mejor sensibilidad en el segundo trimestre y para aparicion de preeclampsia

precoz, como se muestra en la figura 5 (47).
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Figura 5. Sensibilidad de la ecografia Doppler de arterias uterinas (IP>p95) en primer y

segundo trimestre para preeclampsia precoz y tardia. (47).

La revisién sistematica de Conde-Agudelo y cols. (2004) sobre pruebas de cribado

para la PE, establece el momento éptimo de la gestacion para predecir la PE mediante
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el uso de Doppler en las 20-24 semanas de gestacién vy, califica la utilidad del estudio

Doppler como “moderada” (48).
2.12 Marcadores propuestos como predictores de preeclampsia

A pesar de décadas de investigacion y avances en los métodos diagndsticos no se ha
logrado esclarecer qué marcador o marcadores permiten identificar a aquellas pacientes

con riesgo de desarrollar PE.

Los marcadores bioguimicos que se han propuesto como posibles predictores de PE

pueden clasificarse en funcién de su mecanismo fisiopatoldgico (Tabla 5).
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Mecanismo Fisiopatoldgico

Biomarcadores bioquimicos descritos

Disfuncién de la perfusion

placentaria y resistencia vascular

¢ Renina

¢ Proteina ligadora de la angiotensina Il
placentaria

e Respuesta de calcio plaquetario a la

Arginina-vasopresina

Funcién endocrinol6gica

e Gonadotropina  coribnica humana
(HCG)

e Proteina plasmatica A asociada al
embarazo (PAPP-A)

o Alfa-fetoproteina

e Estriol

e Activina A

e Inhibina A

e ADAM 12

¢ Proteina placentaria 13 (PP13)

¢ Adiponectina

¢ Resistencia a la insulina

e Globulina fijadora de hormonas

sexuales (SHBG

Disfuncién renal

e Microalbuminuria

e Acido urico
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e Excrecion urinaria de calcio

Disfuncién endotelial y estrés

oxidativo

¢ Anticuerpos antifosfolipidos

¢ Antitrombina Ill

e Inhibidor del activador
plasmindgeno (PAI)

¢ Apolipoproteina E

12

e Lipidos séricos

e Endotelina

¢ Prostaciclinas

e Tromboxano

¢ Citoquinas

del

e Factor de crecimiento placentario

(PIGF)

e Factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF)

e Forma soluble de la tirosina quinasa 1

(sFlt-1)
e Endoglina soluble

e |soprostanos

Tabla 5. Marcadores bioquimicos descritos como predictores de Preeclampsia.
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2.13 Prevencidn de la Preeclampsia

El éxito de una intervencion preventiva depende de la posibilidad de identificar
estadios precoces de la enfermedad por medio de pruebas predictivas fiables y

aceptables (23).

Los trastornos hipertensivos son una de las complicaciones mas frecuentes de la

gestacion, con una prevalencia del 5-10 % en funcién del pais, region, etc. (23).

Existen tres niveles de prevencion en cualquier enfermedad: prevencidén primaria,
secundaria y terciaria. La prevencién primaria consta de un conjunto de medidas posibles
para que no se inicie la enfermedad, en el caso de los estados hipertensivos del
embarazo se han demostrado algunos factores de riesgo como la raza, antecedentes
personales o familiares, nuliparidad, gestacion mdltiple, etc., sin embargo, estos son

poco modificables (23).

La prevencién secundaria es la intervencion previa a que aparezca el cuadro clinico.
La preeclampsia reune la mayoria de los criterios establecidos por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) para que sea considerada una enfermedad adecuada para
la aplicacion de un programa de cribado, sin embargo, la falta de informacion acerca de
(49) la evolucion natural de la enfermedad y un tratamiento etioldgico efectivo dificultan

la aplicacion de este tipo de prevencién (49).

Gracias a la mejora en el conocimiento de los principales factores que influyen en el
desarrollo de la PE las pruebas de deteccidn han ido evolucionando. La primera parte de
las pruebas que actualmente son usadas se basan en la deteccion de signos clinicos

bien descritos de forma temprana (hipertension, proteinuria, aumento de peso,
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incremento de la reactividad vascular, etc.) (50). Ninguna de las pruebas actuales son lo
suficientemente sensibles y especificas para ser aplicadas como método de cribado

eficaz y eficiente (51).

Un problema muy importante y comun en las pruebas actualmente disponibles, es su
utilizacion en los diferentes cuadros clinicos que pertenecen a la misma entidad de los
estados hipertensivos del embarazo con similares manifestaciones clinicas y un punto
de convergencia que es la hipertension arterial, aun y cuando presentan diferentes

patogenias y etiologias (52).

Ademas de todo lo mencionado una vez establecido el diagndstico con un método de
cribado adecuado, precisariamos una profilaxis eficaz para evitar su desarrollo. En la
actualidad, se cuenta con dos opciones de tratamiento que han sido ampliamente
evaluadas: la administracion de aspirina a bajas dosis y la utilizacion de suplementos de
calcio, hierro y acido folico a dosis altas. El metaandlisis Cochrane respecto al
suplemento de calcio, evidencia solamente un claro beneficio sobre poblacion de riesgo
con ingesta insuficiente de calcio (53), y con respecto a la administracion de aspirina a
bajas dosis observa una disminucion de la incidencia de preeclampsia del 15% por lo

cual no es posible dar una recomendacion al respecto (54).

La prevencion terciaria es aquella que intenta minimizar las repercusiones una vez
que el cuadro clinico ya ha sido instaurado, desgraciadamente, en la actualidad es la
prevencidén con mayor eficacia para prevenir complicaciones en los estados hipertensivos

del embarazo (55).
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2.14 Protedmica

La protedmica es la rama de la gendmica que estudia los proteomas (un proteoma
esta formado con todas las proteinas que se expresan a partir del genoma de un
organismo) (56), por lo tanto, se encarga de la identificacion de las proteinas, asi como
del estudio de su estructura primaria (secuencia de aminoacidos), modificaciones

postraduccionales, localizacidén y cuantificacién. (57-59).

La principal herramienta de la investigacion protedmica es la espectrometria de masas
(EM) es la herramienta principal para la investigacidén de la protedmica, el fundamento
de esta tecnologia es la medicidon de la relacion masa/carga de una molécula Los
espectrometros de masas consisten en tres componentes fundamentales: la fuente de la
ionizacién, el analizador de masas y el detector, y es de la fusidon de estos elementos
que depende la exactitud, sensibilidad y nivel de confianza que se tendra al identificar

una proteina (59).
2.15 Aplicaciones de la proteémica en la Salud Publica

La integracidn de las ciencias genémicas como derecho fundamental para la salud es
uno de los retos de la salud publica en el nuevo milenio. Para que esto se lleve a cabo
de manera correcta es necesario asimilar los diversos conocimientos generados en el
estudio del genoma humano, los avances tecnolégicos en gendmica, protedmica,
metaboldmica y la bioinformatica (60) La identificacién de las proteinas que intervienen
en las diferentes etapas de una enfermedad ayudara a la comprension de las bases
moleculares y la identificacion de posibles anomalias; asi mismo, las diferentes proteinas

identificadas pueden utilizarse como biomarcadores de diagnéstico o pronéstico (60).
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La principal aplicaciéon de la protedmica en materia de salud publica se ha dado con
la identificacion en etapas tempranas de biomarcadores que pueden ayudar en la
prediccion y/o prondstico de una enfermedad, lo antes descrito se ha logrado con la
identificacion de un grupo de proteinas que se expresan o se inhiben a muy bajas

concentraciones (60).
2.16 Biomarcadores

Los biomarcadores son moléculas que sirven como indicadores sensibles vy
especificos del estado fisioldgico, permiten identificar los cambios que se producen en
los diferentes procesos y que concluyen en el desarrollo de una enfermedad (61,62). En
la actualidad la busqueda de biomarcadores para el diagndstico de preeclampsia es un

reto para la investigacién genética y la biologia molecular.

Antecedentes

2.17 Marcadores bioquimicos para preeclampsia

El valor predictivo de los marcadores bioquimicos de PE varia entre el 10 a 80%, es por
eso que las combinaciones de varios marcadores resultan beneficiosas en la deteccién
de la PE, especificamente PE temprana, sin embargo no existe una estrategia de

screening definida que permita identificar grupos de alto riesgo a desarrollar PE (63,64).

Los mas estudiados se mencionan a continuacion:
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2.18 Proteina plasmatica A asociada al embarazo (PAPP-A)

La PAPP-A es una glicoproteina de gran tamafno con un peso molecular de 200 KDa
perteneciente a la superfamilia de las peptidasas dependientes del zinc. Inicialmente la
PAPP-A fue aislada en el suero de mujeres embarazadas. La PAPP-A es producida por
el trofoblasto placentario secretado desde el dia 21 del embarazo. Cuenta con una vida
media de 3-4 dias y sus niveles en suero materno suelen doblarse cada 6 dias (Figura
6), su concentracidn sigue elevandose hasta el momento del parto, es en este momento

donde desciende rapidamente. (65).

5000 -
4500 4
4000 4
3500 -
3000
2500 -
2000
1500
1000

500 -

mUl/ml

8 9 10 11 12 13
Semanas de gestacion

Figura 6. Variaciones en los valores del PAPP-A durante la gestacién normal.

Algunos estudios han demostrado la disminucién de PAPP-A en pacientes que
desarrollan PE, especificamente al principio del segundo. Por el contrario, en el tercer
trimestre su concentracibn es mayor en gestantes con PE respecto a las que no

presentan esta patologia (66).

El inconveniente de este marcador es su baja sensibilidad y su alta tasa de falsos
positivos si se determina de forma aislada como predictor de PE. Se ha encontrado
concentraciones bajas de PAPP-A también en otras patologias como RIC, placenta
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previa, aborto de repeticion e incluso en mujeres no embarazadas y concentraciones
elevadas en personas con sindrome coronario agudo, aterosclerosis o en pacientes con

enfermedad renal terminal que estan siendo tratados con hemodidlisis (66).

La verdadera utilidad de este marcador es su combinacién con el estudio Doppler, de
esta manera la tasa de deteccién puede aumentar significativamente. En un estudio
realizado por el grupo de Spencer y cols. (2005) obtuvieron una sensibilidad para la
PAPP-A de un 14,1 % con una TFP de un 5% para la prediccion de PE en el primer
trimestre. Pero al combinarlo con el estudio Doppler del segundo trimestre de gestacion
la sensibilidad se incrementd a un 62,1% (67). Otros estudios han investigado diversas
combinaciones para desarrollar un test de cribado. Es el caso del estudio de Kuc y cols.
(2013) establecieron un modelo de prediccion en el que incluyeron PAPP-A,
Metaloproteinasa 12 (ADAM12), PIGF, tensién arterial media y caracteristicas maternas.
Obteniendo una deteccion de un 72% para PE precoz y 49% PE tardia con una TFP del
10%. En las gestantes con PE y RCI la sensibilidad se increment6 a un 92% para la PE

precoz y 57% para la tardia.

Smith y cols. (2002), realizé un estudio de cohortes prospectivos multicéntrico con
8.839 pacientes, con el objetivo de evaluar la posible asociacién entre el riesgo de
desarrollar eventos adversos perinatales y su relacién con la concentracién de la PAAP-
A en el primer trimestre de embarazo. Observaron que las mujeres que presentaban
valores de PAAP-A por debajo del percentil 5 en la semana 8-14 de gestacidn, tenian un
riesgo elevado de RCI, parto pretérmino, preeclampsia (OR= 2,9; IC 95%, 1,6-5,5). Este

estudio concluyé que la concentracion de la PAPP-A, como proteina especifica del
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trofoblasto que regula la funcion del factor de crecimiento insulinico (IGF), es altamente

predictiva de complicaciones perinatales en la gestacién (68).

Zwahlen y cols. (2007) compararon la alteracion de marcadores placentarios contra
marcadores no-placentarios en el primer trimestre en mujeres gestantes que
desarrollaron preeclampsia, los resultados determinaron una clara asociacion de niveles
bajos de la PAAP-A con la preeclampsia, y niveles elevados de inhibina A y activina A

con la misma (69).

Spencer y cols (2008), un estudio casos y controles en el que compararon los niveles
de la PAPP-A en el primer trimestre, tuvieron una muestra de 47,770 gestantes sanas y
224 gestantes que desarrollaron preeclampsia, obteniendo niveles significativamente

mas bajos en PAPP-A en las pacientes con PE (69).
2.19 Gonadotropina coridénica humana

La HCG es una hormona glucoproteica que se produce durante el embarazo, en el
sincitio de la placenta, cuenta con una actividad biolégica muy parecida a la hormona

luteinizante (LH) (23).

La HCG estd compuesta de hidratos de carbono (30%), es un heterodimero
compuesto por 2 subunidades distintas (alfa y beta), que se encuentran unidas por
enlaces no covalentes. Una caracteristica importante para recalcar es la nula actividad

bioldgica intrinseca de las subunidades separadas (23).

Los primeros estudios realizados acerca de la HCG reportaron elevadas
concentraciones en mujeres con PE [207]. Posteriormente, un estudio demostré que, las
concentraciones elevadas de HCG a partir de las 15 semanas de gestacién, se
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asociaban con un mayor riesgo de preeclampsia (70,71) Desafortunadamente, la baja
sensibilidad y el bajo valor predictivo positivo (15%) limitan a la HCG como marcador de

prediccion (72)

La funcion mejor conocida de la HCG en la gestacion es el rescate y mantenimiento
de del cuerpo luteo durante las etapas iniciales del embarazo. La HCG es producida por
el trofoblasto, una de sus funciones es promover la formacién de progesterona por el
ovario hasta que el trofoblasto pueda sintetizar cantidades suficientes de progesterona

con el fin de mantener el embarazo (23).

Los estudios realizados acerca de la relacion entre la B-HCG y la preeclampsia,
muestran resultados no concluyentes (23). Ong y cols. (2000) demostrd que los niveles
de B-HCG en el suero materno disminuyen en los embarazos que desarrollaran
complicaciones gestacionales, como aborto, RCl, HTG o diabetes gestacional, sin
embargo los niveles de B-HCG no tenian valor predictivo para el desarrollo de

preeclampsia u otras complicaciones perinatales.

Roiz-Hernandez y cols. (2006) logro resultados concluyentes al estudiar el valor
predictivo de la B-HCG en el segundo trimestre de embarazo en una poblaciéon en
pacientes con PE sin factores de riesgo de patologia hipertensiva gestacional previa, los
resultados mostraron a la B-HCG en el segundo trimestre como un factor predictor de la

preeclampsia (73).

Sin embargo los estudios publicados por Spencer y cols (2008) y Tol y cols. (2008) no
obtuvieron resultados estadisticamente significativos al correlacionar los niveles de -

HCG y la preeclampsia en el primer trimestre y en el segundo trimestre respectivamente.
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2.20 Factor de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento placentario

y Kinasa de tirosina soluble similar al FMS soluble

La diferenciacion del trofoblasto y, especificamente, la remodelacion de los vasos
sanguineos durante la parte inicial del embarazo es crucial para la placentacion normal
y el buen funcionamiento de la interfase materno fetal. El progreso de la investigacion
en el campo de la preeclampsia ha traido consigo el interés sobre los péptidos
relacionados con la angiogénesis y su funcion, ya que, resulta un proceso imprescindible
para el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir del endotelio existente, asi como
el desarrollo normal de la placenta. Se piensa que dos de los factores angiogénicos, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento placentario
(PIGF), resultan preponderantes en la contribucion de la proliferacion trofoblastica normal

y la implantacion (74).

Se ha propuesto que el desbalance en la concentracién de estos factores resulta
crucial para la aparicion de la PE. Normalmente conforme el embarazo progresa, se
reduce la expresion del VEGF materno (75), pero en pacientes con PE esto sucede mas
marcadamente, las concentraciones placentarias del ARN mensajero que codifica VEGF
son mucho menores que en pacientes normales (76). En forma similar, las
concentraciones plasmaticas maternas de PIGF estdn disminuidas en el segundo

trimestre en mujeres que desarrollan preeclampsia (77).

La kinasa de tirosina soluble similar al FMS (sFLT-1 ) es una variante secretada de la
FTL-1. Se ha descubierto que esta kinasa se une y neutraliza la accion angiogénica
tanto de VEGF como de PIGF [221] y se piensa que es uno de los péptidos claves en el

desarrollo de la preeclampsia. Se ha demostrado que las concentraciones maternas de
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sFLT-1 estan elevadas al desarrollar PE (78), y se ha logrado correlacionar la severidad
de la enfermedad con sus valores (79), ademas de esto, se ha documentado la
disminuciéon marcada de sus valores después del parto (78). Un dato importante para
recalcar es la concentracion elevada de sFLT-1 en gestantes nuliparas (uno de los
principales factores de riesgo asociados a la preeclampsia cuando se compara con

pacientes multiparas) (80).

Staff y cols. (2005) encontraron evidencia suficiente del origen placentario de la
elevacion de la sFLT-1. Debido a que el “parto” incluia tanto al feto como a la placenta,
investigaron si las concentraciones fetales y maternas de sFLT-1 se encontraban
elevadas por igual en la PE. Sus resultados mostraron que aunque las concentraciones
fetales (medidas del corddén umbilical) estaban elevadas en la preeclampsia, las
concentraciones maternas eran 29 veces mas altas y concluyeron que no existia un

aporte significativo del feto a la elevacion de las concentraciones de sFLT-1 (81).

2.21 Endoglina soluble (sEng)

La sEng disminuye la capacidad endotelial de generar capilares por su accién
competitiva con el Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), induciendo ademas
permeabilidad vascular y elevacion de la tension arterial, se encuentra el valores
elevados en pacientes con PE, ademas se le ha relacionado con la severidad del cuadro

clinico y el desarrollo del sindrome de HELLP (82).

Por lo antes descrito se pensaria en su uso como biomarcador sin embargo su poca
especificidad limita su utilidad (82). Su mayor utilidad se ha observado cuando se le

combina con la cuantificacién de sFtl-1 en el segundo trimestre del embarazo. Masuyama
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y cols. (2007) (83) determin6 que el valor predictivo de la sEng en combinacién con el

sFtl-1 y el ultrasonido es de aproximadamente 78%.

2.22 Proteina Placentaria 13 (PP 13)

La PP13 es un dimero que es expresado por el sincitiotrofoblasto, diversas
investigaciones han mostrado distintos valores en la prediccion de preeclampsia en el

primer trimestre (84).

Nicolaides y cols. (2006) determin6 que la medicién Unica de PP13 presenta un valor
predictivo entre 37 a 66%, sin embargo cuando se lo combina con ultrasonido Doppler

con indice de pulsatilidad la prediccién aumenta hasta aproximadamente el 90% (85).

2.23 Pentraxina larga 3

Las pentraxina larga 3 pertenece a una superfamilia de proteinas responsables de la
inmunidad innata. Esta proteina se produce en diferentes tejidos como el trofoblasto,
fagocitos mononucleares, células endoteliales vasculares y células del musculo liso, en
respuesta a mediadores inflamatorios como la IL-1 y el FNT (86). Aun los datos sobre

su utilidad clinica son escasos y son requeridos mas estudios para probar su efectividad.

2.24 Visfatina, Inhibina y Activina A

La visfatina es una adipoquina presente en el tejido adiposo y se relaciona en la
biosintesis de nicotinamida adenina dinucleétido y en la homeostasis de la glucosa, es
secretada durante el embarazo por la placenta, el miometrio y saco gestacional. La
presencia de niveles disminuidos de visfatina se observa en el retraso del crecimiento

intrauterino, preeclampsia, diabetes mellitus 2 y diabetes gestacional. (87).
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En cuanto a la inhibina y la activina A, ambas son producidas en el embarazo durante
el tercer trimestre por la placenta actuando la inhibina A presenta retroalimentacion
negativa contra las gonadotropinas, en cambio la activina A es mas frecuentemente
encontrada en procesos de estrés oxidativo y proliferativos endoteliales a nivel
placentario. En combinanacién con otros marcadores como la PAPP-A, PP13, PTX3 y

ultrasonido Doppler estos biomarcadores tienen un valor predictivo entre 60 a 90% (88).

2.25 Desintegrina y Metaloproteinasa 12 (ADAM 12)

Es una proteasa dependiente de zinc que interviene en la interaccién célula-matriz
durante la fecundacién, estudios recientes han descrito que el punto maximo de
secrecion es cerca de las 8 semanas (89). Sherbiny y cols. (2012) reportaron una
disminucién en los niveles de ADAM 12 en pacientes que desarrollaron preeclampsia
moderada a severa, encontrando ademas que niveles bajos en el primer y segundo
trimestre se relacionan a preeclampsia severa, complicaciones maternas, y resultados
neonatales adversos, con un valor predictivo aproximado de 56%, el cual se incrementa

hasta un 71% cuando se combina con ultrasonido Doppler.
2.26 Alfafetoproteina

Los datos sobre el uso de alfafetoproteina como predictor en PE son contradictorios:
varios estudios han documentado elevacion de las concentraciones en mujeres con

preeclampsia (71,90), mientras que otros autores no han encontrado modificaciones (91).
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2.27 Globulina fijadora de hormonas sexuales

La resistencia a la insulina ha sido relacionada en la patogénesis de la preeclampsia.
La globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) es una glicoproteina producida por
el higado que fija los estrogenos y la testosterona. La produccion de SHBG es inhibida
por la insulina. Diversos estudios han encontrado relacion entre las bajas
concentraciones de SHBG y la resistencia a la insulina en patologias como enfermedad

cardiovascular (92) y preeclampsia (67,80,93).

Un estudio realizado en 45 nuliparas con PE, determind las concentraciones de SHBG
durante el primer trimestre, y sus resultados arrojaron concentraciones significativamente
menores cuando se compararon con los controles (94). En contraste a los resultados
anteriores, otro estudio con 107 embazadas entre 10-14 semanas que desarrollaron

preeclampsia, no encontro diferencias significativas en los diferentes grupos (67).
2.28 Homocisteina

Durante la gestacion normal las concentraciones séricas de homocisteina disminuyen.
La homocisteina esta involucrada en procesos como la peroxidacién lipidica y el estrés
oxidativo (95). Un estudio de casos y controles reporté un incremento en las
concentraciones al principio del segundo trimestre en mujeres que desarrollaban
preeclampsia severa y leve (96). En contraste, otros estudios no detectaron diferencias

en el segundo trimestre entre pacientes afectadas con PE y controles (97-99).
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2.29 Dimetilarginina asimétrica

La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un inhibidor enddgeno de la sintetasa de
oxido nitrico endotelial (NOS). Normalmente durante el embarazo los niveles de ADMA
se encuentran aun mas bajos que en las mujeres no embarazadas. El 6xido nitrico es un
potente vasodilatador endégeno con un papel regulador muy importante en el embarazo,
ya que controla el flujo sanguineo y por ende la presidn arterial, inhibe la agregacion
plaguetaria, la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular y la proliferacién de las
células del musculo liso. Se ha propuesto a la ADMA como un factor de riesgo para
enfermedad vascular y disfuncion endotelial. Diferentes estudios han demostrado que la
ADMA esta elevada en la preeclampsia (100,101) y podria no solo ser un marcador de

riesgo sino una causa de la misma patologia.

Se ha encontrado que los valores de ADMA durante el tercer trimestre son mas altas
en mujeres con PE, y se ha demostrado el incremento de las concentraciones aun ante

el desarrollo de PE y de RCI (101).

2.30 Autoanticuerpos agonistas de los receptores de angiotensina 1

En 1999 Wallukat y cols. (102) Describieron por primera vez los autoanticuerpos
agonistas de los receptores de angiotensina 1 (AT1-AA), estos autoanticuerpos son
detectables en PE pero no son detectables en otros tipos de hipertensién durante el
embarazo. Moléculas como IL-6, factor tisular y el sFLT1 parecen aumentar la presencia
de estos anticuerpos (103) En diversos estudios se ha postulado que estos anticuerpos

pueden ser un blanco terapéutico en la PE debido a que un péptido antagonista de los
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AT1-AA disminuye la produccion de sFLT-1, lo antes descrito, ha sido realizado en

modelos experimentales en ratas (103).

2.31 Adiponectina

La Adiponectina es una citocina derivada del adipocito su funcion principal se centra
en el metabolismo de la grasa y los carbohidratos, es otra proteina que se ha
correlacionado con la resistencia a la insulina. Se ha demostrado que las
concentraciones séricas de adiponectina se correlacionan con las concentraciones de
SENG en la PE (83) y se ha propuesto que niveles disminuidos de adiponectina son un

factor de riesgo para padecer PE.

D’Anna y cols. (2006) determinaron que las concentraciones de adiponectina en
paacientes con PE, durante el primer trimestre se encontraban mas bajas en
comparacién con los controles. También encontraron que las concentraciones eran
significativamente diferentes entre aquellas que desarrollaban sintomas tempranos y

tardios; sugiriendo una patogénesis diferente (99,104).

Ramsay y cols. (2003) estudiaron las concentraciones séricas de adiponectina en el
tercer trimestre, encontrando un aumento marcado en pacientes con PE que pacientes
con una gestacion normal. Concluyeron que la adiponectina forma parte de la respuesta
fisiologica a la preeclampsia, tratando de mejorar la sensibilidad a la insulina aumentando

significativamente su concentraciéon sanguinea (104,105).
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2.32 Leptina

La leptina es una hormona que se produce principalmente en el tejido adiposo (106),
también puede producirse en la placenta y puede afectar varios procesos implicados en
la angiogénesis, el crecimiento y la inmunomodulacién. Se ha sugerido que la leptina
puede estar involucrada en la patogénesis de la preeclampsia debido a sus altas
concentraciones en el segundo trimestre del embarazo en mujeres con PE (107,108).
También se ha estudiado que pacientes con la combinacion de PE y un indice de masa
corporal mayor de 25 kg/m2 tienen valores mas elevados de leptina que los grupos
control (109). Sin embargo, las concentraciones séricas en la etapa inicial no muestran
diferencias significativas entre las gestantes con PE y los controles (110) resultando poco

util en el primer y segundo trimestre del embarazo.

2.33 Factor 1 de crecimiento similar a la insulina

El factor 1 de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) es una hormona que puede estar
involucrada en el crecimiento fetal tanto normal como anormal y se piensa que esta
involucrado en el proceso de implantacién (111). Su potencia para inhibir la invasion
trofoblastica se ha demostrado in vitro (112). Esta hormona estimula la sintesis renal y
placentaria de 1,25-hidroxivitamina D. Se ha demostrado que las concentraciones de
IGF-1 son mas bajas en mujeres con PE que los controles (113). Una disminucién
cercana a tres veces las concentraciones en la semana 16 de gestacién en pacientes
que desarrollan preeclampsia comparado con los controles sugiere que las diferencias
en las concentraciones pueden ser detectadas en etapas tempranas en el embarazo

(114).
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2.34 Proteina C reactiva (PCR)

La PCR es un reactante de fase aguda que se incrementa ante la presencia de un
proceso inflamatorio. Es sintetizada por los hepatocitos, sus valores normales en suero
son de 0,02 a 0,20 mg/dl en el adulto. En cuanto a su cuantificacion el redisefio de la
determinacién de la PCR, con la mejora sustancial en la sensibilidad mediante el uso de
nuevos ensayos de inmunoanalisis y quimioluscencia sumado a la automatizacion del

test, han permitido obtener una prueba denominada “ultrasensible” (23)

La PCR y la preeclampsia han sido correlacionadas segun estudios recientes, esto
debido al papel que la PCR puede jugar en los procesos inflamatorios caracteristicos de

la PE [271].

La respuesta inflamatoria presentada en las pacientes con PE resulta exagerada con
respecto a la embarazada normotensa. La elevacion de la PCR en esta respuesta
inflamatoria sistémica, es un tema controvertido que ha llevado a la realizacién de

numerosos estudios de investigacion [272].

Teran y cols. (2005) en un estudio de casos y controles, concluyeron que la PCR era

un 66% mayor en mujeres con preeclampsia que en los controles.

Wolf y cols. (2005) en un estudio prospectivo de casos y controles demostrd que las
mujeres con una PCR > 4,1 mg/dl presentaban mas riesgo de preeclampsia que las
mujeres con una PCR < 1,1 mg/dl. Qiu y cols. (2004) en otro estudio prospectivo,

confirmo este hecho.
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Por lo tanto, se podria afirmar que la PCR juega un papel importante como marcador
de la preeclampsia. Sin embargo actualmente, no hay datos suficientes para utilizarla

como marcador precoz de PE en el primer trimestre de gestacion de manera aislada (23).

2.35 Acido urico

El acido urico es sintetizado por la enzima xantina oxidasa en el higado y es el
producto final del metabolismo purinico. El &cido urico es filtrado por el rifidn,
principalmente en los tubulos proximales con un 90%; luego es resecretado en un 50%

en el asa ascendente (23).

El acido urico suele elevarse en sangre en las siguientes situaciones: dieta rica en
purinas, gota, acidosis metabolica, alcoholismo, leucemia, diabetes mellitus,
hipoparatiroidismo, litiasis renal, preeclampsia, exceso de ejercicio, fallo renal, lesiones

graves en los tejidos, psoriasis, etc. (23).

Al inicio de la gestacion, el acido urico disminuye alrededor de un 30%, posteriormente

recupera sus valores normales conforme el embarazo continta (115).

Multiples estudios realizados desde los afios 80 han demostrado la relacién entre
hiperuricemia y la preeclampsia; esto debido a la disminucion de la filtracién glomerular

por la disfuncion renal que aparece en la PE (115-117).

Algunos estudios actuales han podido observar el aumento de &cido Urico es las
primeras semanas de gestacion en pacientes que posteriormente desarrollaran PE,
apoyando la teoria de que el acido Urico puede ser un marcador precoz de la

preeclampsia (115-117).
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2.36 Calcio

Durante afos se ha estudiado la asociacion del calcio y la PE, algunas alteraciones
han sido identificadas, entre ellas: la disminucion de la concentracidén sérica de calcio y
el estimulo de la hormona paratiroidea y del sistema renina-angiotensina-aldosterona
con el consecuente incremento de calcio intracelular que conduciria a la

vasoconstriccion.

En un estudio con una muestra de 4.589 mujeres nuliparas, de entre 13 y 21 semanas
de gestacidn, recibieron tratamiento con 2 gramos de calcio elemental o placebo al dia
hasta el final del embarazo. La conclusién del estudio fue que la administracion de calcio
a las dosis sefialadas no reduce la incidencia de preeclampsia, hipertension asociada

con el embarazo o complicaciones maternas o perinatales (118).

En el 2006 se publicé un estudio multicéntrico con 8,325 mujeres apoyado por la OMS
cuyo objetivo era determinar si el suplemento de calcio en mujeres embarazadas con
baja ingesta de calcio (menos de 600 mg/dia) reducia la preeclampsia y el parto
pretérmino. Se administro 1,5 g de calcio o placebo diario a las participantes. La
conclusién a la que se llegd fue que el suplemento con calcio no previene la incidencia
de preeclampsia, pero si reduce significativamente el riesgo de complicaciones a causa

de PE asi como la morbilidad y mortalidad materna y neonatal (118).

Los dos estudios con mayor nimero de pacientes concluyen que el suplemento de calcio
tanto en poblaciones de ingesta adecuada (EE. UU., 1997) como en aquellas con baja
ingesta (OMS, 2006) no disminuye el riesgo de preeclampsia, aunque si las

complicaciones causadas por esta misma.

54



2.37 Hipercolesterolemia y preeclampsia

El colesterol total, las lipoproteinas y los triglicéridos aumentan de manera moderada
durante el embarazo. Estas alteraciones se deben principalmente al aumento de

estrégenos y se normalizan en el postparto (23).

El incremento de colesterol LDL y la disminucion del colesterol HDL se ha sugerido
como factor de riesgo para presentar PE. Se ha estudiado que pacientes que desarrollan
PE presentan niveles elevados de lipidos en suero desde el inicio de la gestacién (119).
La hiperlipidemia favorece la produccion de peréxidos lipidos y altera el balance de los
componentes vasoactivos, dando lugar a la alteraciéon endotelial y a la vasoconstriccién.
Thadhani y cols. (1999) realizaron un estudio sobre la relacion entre el indice de masa
corporal, el incremento del nivel de colesterol en plasma y el desarrollo de patologia
hipertensiva gestacional; obteniendo como resultados una relacion entre el IMC
aumentado con la aparicién de hipertension gestacional y la relacion de hiperlipidemia

con la aparicion de preeclampsia (119).

En la literatura se encuentran varias lineas de evidencia que apoyan la asociacién del
hipercolesterolemia con la aparicion de la preeclampsia. La primera: se ha demostrado
la presencia de hipercolesterolemia en el primer trimestre de embarazo en mujeres con
PE. La segunda: los vasos placentarios de mujeres con hipercolesterolemia estan
afectados por lesiones arterioescleréticas. La tercera: los productos procedentes de la
peroxidaciéon de los lipidos van a favorecer el dafno endotelial y la vasoconstriccién. Por
altimo, la hipercolesterolemia forma parte de sindrome insulinoresistente, estando la

insulinoresistencia asociada a la preeclampsia (119).

55



2.38 Hemoglobina fetal y a1-microglobulina

La hemoglobina fetal (HbF) ha sido recientemente descrita como parte de la
fisiopatologia de la PE identificandose ademas la defensa fisiologica frente a su
presencia, en este caso el radical al-microglobulina (A1M). En el estudio de Anderson y
cols. (2011), propuso que las concentraciones seéricas de HbF y A1M podrian predecir
preeclampsia y ser marcadores bioquimicos adecuados para screening y diagndstico,
bajo la premisa que las concentraciones elevadas de las semanas 10 a 16 dan como
resultado el desarrollo de preeclampsia. El valor predictivo de estos biomarcadores para

la prediccion de preeclampsia es de aproximadamente 69% (120).

2.39 Apolipoproteina E

Uno de los mecanismos que se ha postulado por el cual se produce la preeclampsia

es mediante un metabolismo lipidico anormal asociado al estrés oxidativo (121).

La apolipoproteina E (ApoE) es el elemento principal de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), estas proteinas modifican la respuesta inflamatoria asi como la
remocion del colesterol que se encuentra en la circulacién y que normalmente seria
recaptado por el higado. (122). El gen de la ApoE se encuentra en el cromosoma 19 y
tiene 3 alelos comunes que codifican las isoformas e2, e3 y e4 de la ApoE. Lasisoformas
e2 y e4 se han asociado con concentraciones anormalmente elevadas de triglicéridos y
VLDL (123). Se ha postulado que las concentraciones y los polimorfismos de su gen
estan asociados con un incremento en el riesgo de preeclampsia. En 1998 Nagy y cols.
(1998) encontraron una elevada incidencia del alelo ApoE e2 en gestantes con PE, sin

embargo, Makkonen y cols. (2001) estudiaron 133 pacientes con preeclampsia y no
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encontraron ningun alelo de la ApoE presente cuando se compararon pacientes
preeclampticas y controles. Los hallazgos antes descritos han sido confirmados por un
estudio posterior, debido a esto, el uso de esta molécula como prediccién de la
preeclampsia es incierto (122).

2.40 Factor liberador de corticotropina y proteina fijadora de corticotropina

El factor liberador de corticotropina (CRF) y proteina fijadora de corticotropina (CRF-
BP) son neurohormonas placentarias. El CRF tiene efectos vasodilatadores sobre la
musculatura lisa vascular (124). Durante el embarazo, el CRF es secretado en forma
predominante por la placenta, provocando un aumento exponencial en las
concentraciones séricas maternas y fetales (125). Debido a que la placenta es incapaz
de regular el CRF se ha sugerido una funcién como regulador del tono vascular.
Comparadas con los controles, en las pacientes con y sin hipertension, se han
encontrado diferencias del CRF y de la CRF-BP (126). En un estudio prospectivo, se
encontraron aumentos en las concentraciones séricas de CRF y disminucién en las de
CRF-BP en las pacientes que posteriormente desarrollaron preeclampsia. El valor
predictivo positivo para el desarrollo de preeclampsia fue de 82 % para las

concentraciones de CRF y 80 % para las concentraciones de CRF-BP (126).

2.41 Eritroblastos fetales y ADN libre de células fetales en suero materno

Fisiol6gicamente, se produce transito de células fetales a través de la placenta. El
transito de células fetales a la madre es mayor cuando se produce un proceso anormal
de placentaciéon como en la preeclampsia (127). Se ha sugerido que el incremento del
ingreso de células efectoras inmunes alogénicas o de las células precursoras en la

circulacion materna podria contribuir a la etiologia de la enfermedad (128,129). La
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hipdtesis de la elevacion de los fibroblastos fetales en el suero materno antes de la
preeclampsia, ha sido ampliamente estudiada y corroborada (130). Diferentes estudios
han documentado altas cantidades de ADN libre proveniente de células fetales en

pacientes con preeclampsia establecida comparado con controles normotensas (130).

2.42 Péptido B natriurético

El péptido B natriurético (BNP) es una neurohormona cardiaca liberada desde la
membrana granular en los ventriculos cardiacos en respuesta al aumento de la volemia,
al aumento de la presién miocéardica y a diferentes problemas fisiopatologicos cardiacos,
como es la insuficiencia cardiaca. El sistema de los péptidos natriuréticos y el de la

renina-angiotensina interaccionan regulando la presién arterial (23).

Los cambios que produce la PE en el sistema cardiovascular afectan principalmente
a la poscarga cardiaca esto debido a la hipertension que se presenta. La hipertension es
consecuencia légica del vasoespasmo arteriolar, que produce una disminucion de la
capacidad del sistema vascular y por tanto del volumen plasmatico, en oposicién al
aumento fisiol6gico gestacional. Estos cambios van a producir una modificacién de la
estructura y funcién del ventriculo izquierdo, reflejandose en un aumento de los niveles

en plasma del BNP (131).

Asi Borghi y cols. (2000) concluyeron que la determinacién del BNP puede ayudar a
discriminar a las pacientes con preeclampsia con repercusién de la funcién ventricular.
ltoh y cols. (1993) detectaron un aumento significativo del BNP en mujeres con
preeclampsia en comparacién con mujeres con gestacion normal y en no gestantes.

Pouta y cols. (1997) también demostraron un aumento de los péptidos natriuréticos en
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mujeres con preeclampsia, con mayor elevacidén en gestantes con preeclampsia severa.
Okuno y cols. (1999) demostraron un aumento de los niveles de BNP en comparacién
con los niveles de BNP de estas mismas mujeres en el periodo puerperal. Resnik y cols.
(2005) en un estudio realizado con 118 mujeres embarazadas con control de niveles en
plasma del BNP desde el primer trimestre del embarazo hasta el momento del parto,
obtuvieron como resultados concluyentes una disminucién del BNP (< 200 pg/ml) en las
gestantes sanas, y un aumento en las gestantes con preeclampsia, siendo este aumento

mas marcado en la preeclampsia severa (132).

En conclusion, la preeclampsia puede asociarse a distintas alteraciones en la funcion
y estructura del ventriculo izquierdo. La elevacién de los péptidos natriuréticos podria
sefalarnos la necesidad de un control mas estricto en gestantes con enfermedad

cardiaca (23).

2.43 Creatinina

La creatinina es resultado de la degradacién de la creatina, en otras palabras es un
producto de desecho del metabolismo de los musculos, sus valores sanguineos se
mantienen en un valor constante aunque esto depende de la masa muscular de cada
individuo, normalmente es filtrada por los rinones y excretada en la orina, por lo antes

mencionado es la manera mas simple de monitorizar la funcién de los rifones (23).

Durante la gestacién normal, el flujo sanguineo renal y el indice de filtracién glomerular
estan aumentados apreciablemente. Con el desarrollo de la preeclampsia, se reduce la

perfusién renal y la filtracion glomerular (23).
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En la mayoria de las mujeres preeclampsicas, la filtracion glomerular de leve a
moderadamente disminuida parece ser el resultado del menor volumen plasmatico que
conduce a valores de creatinina plasmatica de dos veces los esperados en el embarazo
normal. Sin embargo, en algunos casos de preeclampsia grave, la afectacion renal es
profunda y la creatinina plasmatica puede estar elevada varias veces sobre los valores
normales sin embarazo o hasta 2-3 mg/dl. Es probable que esto se deba a cambios
renales intrinsecos causados por vasoespasmo grande. En principio, un aumento de la
creatinina sérica solamente se observa cuando hay un marcado dafo de las nefronas.
Por lo tanto, la deteccién de la creatinina sérica no seria conveniente para detectar

estados tempranos de la afectacion renal por preeclampsia (23).

En la literatura revisada para este marcador bioquimico, no se han encontrado muchos
articulos que hagan referencia a la creatinina sérica como factor predictor de la
preeclampsia. Y los que lo estudian no consiguen resultados concluyentes. Si que
aparecen mas estudios haciendo referencia a la creatinina urinaria o al cociente

albumina/creatinina (133).

Cété y cols, publicaron en mayo de 2008 una revisidn completa de toda la literatura al
respecto desde 1980 hasta 2007, en la que concluye que tanto la creatinina como la

proteinuria son marcadores insuficientes para predecir la preeclampsia (134).
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2.44 Cistatina C y los nuevos biomarcadores

La cistatina C es un inhibidor de la proteasa que indica la tasa de filtracion glomerular
y se halla elevada en casos de preeclampsia establecida, y su presencia se relaciona a
isquemia placentaria, su valor predictor se ha estudiado ampliamente en el segundo
trimestre y la asociacion con injuria renal previo al inicio de la preeclampsia, actualmente
se ha visto su utilidad en el primer trimestre asociado a otros biomarcadores, no

resultando en un test de screening inicial (135).

Los micro RNA’s (mARNSs) libre y la micro ARN (miRNA) se han postulado como el
futuro de los biomarcadores de la preeclampsia, ambos son expresados en la placenta
en el sincitiotrofoblasto, endotelio fetal y estroma velloso, elevandose segun estudios
experimentales en situaciones de hipoxia hacia las 11-26 semanas alcanza una
sensibilidad de 75% y una especificidad 67%, siendo el miR-210 el que mejor evidencia
presenta hasta el momento como predictor en combinacidén con otros biomarcadores en
especial los angiogénicos y antiangiogénicos (136). La presencia de alteraciones en la
interleucina 8 (IL-8), metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) y la quimiocina CXC son
biomarcadores en estudio actual y aun no se ha demostrado su poder predictivo (137).Un
nuevo marcador que hace poco tiempo ha sido estudiado es la fibronectina sérica
glicosilada materna (GlyFn) determinando que las mujeres con preeclampsia
presentaron niveles extremadamente alto de este marcador en el primer trimestre del
embarazo con un area bajo la curva de 0.99, y presenta gran valor prondstico pues la
elevacién en el primer trimestre no solo que podria determinar preeclampsia, sino

también restriccion del crecimiento intrauterino, desarrollo de sindrome de HELLP, con
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una sensibilidad de 97%, especificidad de 93% y con un valor predictivo entre 41 a 50%,

siendo un marcador prometedor en la deteccién de preeclampsia temprana (136)

2.45 Modelos combinados y perspectivas futuras

En la actualidad el uso de combinaciones de marcadores para la prediccion de la PE
a causado un gran interés por clinicos e investigadores, debido a la ya aceptada
multifactorial etiologia de la PE resulta beneficioso la aplicacién de estas combinaciones.
La principal ventaja de la utilizacion de varios marcadores es el incremento en la
sensibilidad y especificidad de la prediccion asi como la identificacion de diferentes

factores etiologicos (23) (Tablas 6y 7).
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Marcador [Sensibilidad (%) |Especificidad (%) | VP (%) |FP (%) | Estado
sFit-1 26 - 73 88.5-100 52 5 Elevado
PIGF 32-923 51 - 91 65 5 Disminuido
PIGF:sFit-1 62 — 88.5 51 -88.5 82 -88.5 5 Elevado
sEng 18-85 69 — 84.6 30 5 Elevado
PP13 79-100 80 -90 37.5-80 5 Disminuido
Metabolitos 76.6 95-100 77 10 Elevado
GynFn 97 93 41-50 5 Elevado

VP: Valor Predictivo

FP: Falsos Positivos

PE: Preeclampsia

sFit-1: Kinasa de Tirosina simil FMS

PIGF: Factor de Crecimiento Placentario
sEng: Endoglobina soluble

PP13: Proteina Placentaria 13

GlyFn: Fibronectina materna sérica glicosilada.

Tabla 6. Valores predictivos de marcadores bioquimicos para preeclampsia

Este modelo de combinaciones de marcadores pretende ser como el que se establece
para el screening de cromosomopatias en el primer trimestre, detectando asi aquellas
pacientes de riesgo sobre las que realizar un control estricto durante el embarazo y
utilizar sobre ellas aquellas medidas preventivas para la aparicién de enfermedad como

el uso de aspirina, calcio, etc. (23)
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Combinacion Valor Predictivo (%) | Falsos Positivos (%)
TAM + Doppler con IP + PAPP-A 5

+ PP13 + sEng + Inhibina A + 61-91

PTX3 + PIGF

PAPP-A + Beta-hCG + PIGF + 44 5

ADAM 12

Doppler con IP + PIGF + PAPP-A 40-100 10

+ Inhibina A

Doppler con IP + PP13 + PAPP-A 60-80 5

TAM: Tensidn Arterial Media

IP: indice de Pulsatilidad

PAPP-A: Proteina A Asociada al Embarazo
PP13: Proteina Placentaria 13,

ADAM 12: Desintegrina y Metaloproteinasa 12.

Tabla 7. Valores predictivos de estrategias combinadas de diferentes marcadores

bioquimicos previamente estudiados en preeclampsia.

Modelos combinados de aquellos marcadores que cumplen los criterios para ser
usados como método de screening (reproducible, no caro y sensible), que han
demostrado una utilidad clinica como la historia materna, el IP de la arteria uterina, la PA
materna media, la PAPP-A, y el PIGF (asi como otros mas especificos como IMC, edad,
etnia, tabaco y paridad) han reflejado ser capaces de predecir la aparicion de PE en un
93% de los casos precoces pero en un 36% de los tardios y en el 18% de los casos de

hipertension arterial inducida por el embarazo (FP 5%) (23)
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A pesar de afos de investigacion y numerosos estudios clinicos realizados, el uso de
las pruebas de deteccion con alta precisidn predictiva en pacientes con riesgo de PE no
es totalmente una realidad y debe continuar investigandose. Si bien la validez de dichos
métodos en poblaciones de bajo riesgo resulta controversial por los resultados
contradictorios obtenidos en varios estudios, la aplicacion de estos métodos puede tener
un papel importante en la prevencion de la enfermedad en grupos de alto riesgo,
convirtiéndolos en un factor importante para la prediccion de PE. En la actualidad, la
busqueda de pruebas adicionales se mantiene. La preeclampsia continda produciendo
una significante morbimortalidad materna y perinatal. Su incidencia va en aumento y se
debe aprender aun mas de su patogénesis. Las alteraciones de la invasién por el
sinciciotrofoblasto pueden explicar el aumento temprano de algunos marcadores
inflamatorios. Las proteinas y hormonas placentarias y su papel en la etiologia y
patogénesis de la preeclampsia aun deben ser estudiados, pero pueden servir como
marcadores tempranos. Los factores angiogénicos y los antagonistas circulantes
prometen suministrar informacién sobre un sindrome poco comprendido. Todos estos
biomarcadores son potencialmente Utiles y blancos de terapéuticas es por eso por lo que
su estudio debe seguir fomentandose, ya que aun en nuestros dias la PE sigue
basandose principalmente en parametros clinicos para su diagnéstico y sin un método

totalmente eficaz para su prevencion. (135)
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CAPITULO 3

Hipotesis

3.1 Hipdtesis de trabajo

3.2 Hipétesis nula
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CAPITULO 3

HIPOTESIS

3.1 Hipétesis de trabajo:

Existen diferencias significativas en el proteoma de pacientes en fases
tempranas del embarazo que desarrollaron preeclampsia en comparaciéon con
mujeres en etapas tempranas del embarazo que no desarrollaron preeclamsia los
cuales podrian ser identificados como posibles biomarcadores para el desarrollo de

esta patologia.

3.2 Hipétesis nula:

No existen diferencias significativas en el proteoma de pacientes en fases
tempranas del embarazo que desarrollaron preeclampsia en comparacién con
mujeres en etapas tempranas del embarazo que no desarrollaron preeclamsia los
cuales podrian ser identificados como posibles biomarcadores para el desarrollo de

esta patologia.
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CAPITULO 4

Objetivos

4.1 Objetivo General
4.2 Objetivos Especificos
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

1.

Determinar mediante técnicas de analisis protedmico posibles
biomarcadores para el desarrollo de preeclampsia en etapas tempranas del

embarazo.

4.2 Objetivos Especificos:

1.

Reclutar a un grupo de pacientes embarazadas entre las 10 y 12 semanas
de gestacion las cuales cumplan los criterios de inclusién del estudio.
Reclutar a un grupo de pacientes como controles positivos y negativos para
su inclusién en los grupos de estudio.

Realizar la historia clinica y el cuestionario de ingreso a la totalidad de las
pacientes involucradas en el estudio.

Caracterizar los perfiles protedmicos de los cuatro grupos de pacientes
involucrados en el estudio mediante técnicas de protedmica.

Comparar cualitativa y semicuantitativamente mediante pruebas estadisticas
y andlisis de regresion los perfiles proteémicos de los cuatro grupos
involucrados en el estudio.

Sugerir posibles biomarcadores para la prediccidon de preeclampsia en
etapas tempranas del embarazo mediante el analisis de los resultados del

presente estudio.
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CAPITULO 5

Materiales y Métodos

5.1 Tipo de estudio
5.2 Disero del estudio
5.3 Consideraciones éticas
5.4 Fases del Estudio
5.5 Caracteristicas y criterios de la poblacion
5.5.1 Criterios de Inclusion
5.5.2 Criterios de Exclusion
5.5.3 Criterios de Eliminacion
5.6 Tamarno de la poblacién y fundamento del célculo
5.7 Lugar de referencia
5.8 Método de reclutamiento
5.9 Entrevista y cuestionarios iniciales
5.10 Toma, recoleccién y transportaciéon de la muestra
5.11 Seguimiento de las pacientes
5.12 Descripcion del disefio del estudio
5.12.1 Medicion de la concentraciéon de proteinas
5.12.2 Inmunodeplecion de proteinas abundantes en el suero
5.12.3 Desalado de las muestras
5.12.4 Digestién con tripsina
5.12.5 Separacién cromatografica
5.12.6 Deteccién de proteinas
5.8 Recursos materiales

5.9 Analisis estadistico
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de Estudio

El presente trabajo corresponde a un estudio de tipo Casos y Controles.

5.2 Diseno del Estudio

Observacional, transversal, prospectivo, analitico y comparativo.

5.3 Consideraciones Eticas

El presente trabajo aprobado por el Comité de Etica y el Comité de Investigacion
de la Subdireccion de Investigacion de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. con
el numero de registro GN14-002. No existen ganancias financieras o comerciales
por la realizacién del presente estudio por lo que el autor declara no tener ningun

tipo de conflicto de interés.
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5.4 Fases del Estudio y Estrategia general

El presente trabajo se dividi6 en tres fases para su realizacion:

1. Reclutamiento de pacientes y los controles positivos y negativos.
2. Analisis protedémico de la totalidad de los sujetos de estudio

3. Evaluacién, analisis y comparacién de resultados entre grupos.

En la Figura 7 se muestra la estrategia general del presente estudio:

*Consentimiento
informado. Obtencion y
*Cuestionario de conservacion
datos de la muestra
demograficos

Captacion de
pacientes en la
consulta de
obstetricia

Cromatografia Preparacién de Seguimiento de
bidimensional la muestra las pacientes

Comparacion de los resultados
con los controles y con la base de
datos del proteoma humano

Analisis
estadistico

Figura 7. Estrategia general del estudio.

5.5 Caracteristicas y criterios de la poblacion

Pacientes primigestas que cursen de 10 a 12 semanas de embarazo y que
acudieron a la consulta de control prenatal del Hospital Universitario “Dr. José

Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn.
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A.- Criterios de inclusion:
1. Pacientes nuliparas
2. Entre 10.0 y 11.6 semanas de embarazo fechado por amenorrea y
confirmado por ultrasonido
3. indice de masa corporal entre 20 y 29 k/m?2
4. Edad menor a 34 anos de edad.
B.- Criterios de exclusion:
1. Diagnéstico de hipertension, cardiopatias y diabetes previo al
embarazo.
2. Patologias que alteren la presién arterial.
3. Embarazo mdltiple.
4. Antecedente de mola hidatidiforme.
5. Diabetes.
C.- Criterios de eliminacion:
1. Individuos que retiren su consentimiento para participar en el estudio.
2. Muestra sanguinea insuficiente.
3. Paciente cuya muestra sanguinea no sea procesada
adecuadamente.
4. Pacientes que no cumplan con los criterios diagnésticos de
preeclampsia.
5. Pacientes que no hayan contestado el cuestionario de datos
demogréaficos.

6. Pacientes cuyos embarazos no lleguen al tercer trimestre.
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Los controles positivos fueron obtenidos de pacientes de la sala de Tococirugia
del Hospital Universitario de la U.A.N.L. siguiendo los criterios del ACOG para el
diagnéstico de preeclampsia, el proceso de las muestras fue el mismo que para la

de los casos.

5.6 Tamano de la poblacion y fundamento del calculo

Utilizando una férmula para prueba de hipotesis y diferencia de dos proporciones
(figura 8), con un valor za de 1.96 con nivel de significancia del 95% para dos colas,
y un valor zf3 de 1.28 con una potencia de 90%, se obtuvo una muestra de 9
participantes por grupo.Si tomamos en cuenta la incidencia de la enfermedad
esperamos encontrar un minimo de 5 pacientes y un maximo de 21 pacientes que
desarrollen preeclampsia, de acuerdo al calculo estadistico se requiere de al menos
5 casos, para tener una diferencia estadisticamente significativa, utilizando una
férmula para prueba de hipdtesis y diferencia de dos proporciones. Durante el
estudio se lograron reclutar 8 casos y se seleccionaron 8 pacientes control lo cual

se hizo aleatoriamente.
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L={Pgt g )(K)
(pr—p2)

Figura 8. Formula utilizada para el célculo del tamafo de la muestra del presente

estudio.

5.7 Lugares de referencia

Este trabajo se realiz6 en los Departamentos de Genética, Ginecologia y
Obstetricia (Consulta Externa No. 4 del Hospital Universitario) y Anatomia Humana
de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de

la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (U.A.N.L.).

5.8 Método de reclutamiento

Se solicitd al personal de enfermeria y administrativo de la Consulta de
Obstetricia del Hospital Universitario de la U.A.N.L. que toda paciente que acudiera
para solicitar consulta para control prenatal y que contara con una prueba de
embarazo positivo y/o un ultrasonido confirmatorio del embarazo se notificara al
Investigador Principal (Dr. Guillermo Jacobo Baca) para su probable inclusion en el

estudio.

5.9 Entrevista y cuestionarios iniciales

A toda paciente que cumpliera con los criterios de inclusién previamente

mencionados se le invito a participar en el estudio, explicAndosele a detalle los por
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menores del mismo. Las pacientes que aceptaban participar en el estudio se les
pidieron firmar un formato de consentimiento informado (ANEXO 1) elaborado por
el Investigador Principal. Posterior a su inclusion en el estudio se le aplico a las
pacientes un formato de entrevista (ANEXO 2) en que se incluian datos
demograficos e historial clinico, esto con la finalidad de cumplir con los criterios del
estudio, del mismo modo se realizaron mediciones antropométricas a las pacientes

participantes (peso, talla e IMC).

5.10 Toma, recoleccion y transportacion de la muestra

Se utilizé un procedimiento previamente descrito y estandarizado en el
Departamento de Genética Clinica de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. para
la obtencién y almacenamiento de la muestra, contribuyendo asi a la

reproducibilidad de la toma de las muestras.

La separacién inmediata del suero de los elementos celulares provee estabilidad
del analito. El tiempo entre la puncion venosa y el congelamiento, proceso/almacén
de contenedores, tiempo de coagulacion/remocion del coagulo de fibrina con
plaquetas asociadas y otros elementos celulares, la velocidad de centrifugacién y la
temperatura de almacenamiento son variables criticas para el suero; las cuales

fueron tomadas en consideracién en el presente estudio.

Se tomaron 2 muestras de 6 cc de sangre periférica. Una en un tubo de tapon
verde el cual contiene heparina, la cual se almaceno para futuros ensayos que
continden la linea de investigacion en preeclampsia de acuerdo a los resultados

obtenidos en este estudio. Una segunda muestra se recolecto para la extraccion de
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suero y analisis proteico, en un tubo sin anticoagulante (tapdn rojo), al cual se le ha
anadido previamente un inhibidor de proteasas, esto se realiz6 a 180 mujeres que
acudieron a la consulta de control prenatal del Hospital Universitario cursando entre
10.0 y 11.6 semanas de gestacion. Las muestras de sangre se transportaron a
temperatura ambiente al laboratorio de Protedmica del Departamento de Genética
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. En el
laboratorio y durante la primera hora posterior a la toma, las muestras se
centrifugaron a 2500 rpm a 25°C durante 15 minutos. Inmediatamente después del
centrifugado se extrajo el suero, y se colocaron en tubos Eppendorf cénicos de 2 ml
y se congelaron en forma gradual a -80°C, almacenandolos a esta temperatura

hasta su andlisis.
Equipo:

e Centrifuga Beckman Coulter Allegra™ refrigerada.

e Jeringas de 10 ml.

e Tubos de ensayo desechables, al vacio y sin aditivo.
e Pipeta Pasteur de vidrio de 9°.

e Microtubos Eppendorf cénicos de 2 ml.

5.11 Seguimiento de las pacientes

Posterior a la toma y conservacion de las muestras, las pacientes llevaron a cabo
su control prenatal de rutina, para posteriormente utilizar las muestras de aquellas

pacientes que desarrollaron preeclampsia y de las que se seleccionaron como
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controles positivos y negativos. Se les proporciono a las pacientes el numero
telefénico del investigador principal para reportar cualquier efecto adverso o
anomalia en su control prenatal. El seguimiento de las pacientes se realizé también

por via telefénica y mediante la revision de su expediente clinico individual.

5.12 Descripcion del disefo del estudio

5.12.1 Medicion de la concentracion de proteinas

Se determind la concentracion de proteinas de las muestras seleccionadas
usando la espectrofotémetria del NanoDrop® ND-1000, de espectro completo (220-
250nm) utilizando 2ul de muestra. La medicién se llevé a cabo usando la aplicaciéon
de andlisis de proteinas a 280, Este equipo muestra el espectro UV, mide la

absorbancia de la proteina a 280nm (A280) y calcula la concentracion (mg/ml).

El espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 mide con precisibn muestras de
proteinas por arriba de 100mg/ml sin dilucién. Para hacer esto el instrumento
detecta automaticamente la alta concentracion y utiliza la longitud de recorrido de

0.2mm para calcular la absorbancia.
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5.12.2 Inmunodeplecion de proteinas abundantes en el suero

Se eliminaron dos de las proteinas abundantes del suero, utilizando el Kit manual
de remocion de albumina e inmunoglobulina G de QIAGEN®, basado en columnas
de resina de anticuerpos monoclonales que unen albumina e inmunoglobulina G
con alta afinidad y especificidad. La fraccion del flujo obtenida a través de la columna
que contiene la muestra depletada, se mezcl6 con el liquido de lavado de la resina,
para asegurar que todas las proteinas no asociadas a albumina se recuperen.
Posterior a este proceso de eliminacién de proteinas abundantes del suero, las
muestras se sometieron nuevamente a mediciéon de la concentracion de proteinas
utilizando el NanoDrop® ND-1000, donde se eliminé el 80% de albumina y 80 % de

la 1IgG. Se siguié la siguiente metodologia:

Se combinaron 25 uL de suero + 75 uL de PBS (determinar proteinas totales a
280 nm en el nanoDrop), posteriormente se agito en bortex para mezclarlo por 1
minuto, se dreno la resina (cortando el tapén inferior), se acondiciono con PBS y se
dejé drenar por gravedad. A continuacién, se cargd la muestra y se incubo por 10
minutos a temperatura ambiente (tapandolo para que no se drene). Se deja drenar
por gravedad y se colecto en un tubo de 1mL, lavando con 100 uL de PBS y
colectando en el segundo lavado con un spin para drenar completamente. Se

colectaron tres porciones en el mismo tubo y se determinaron las proteinas totales.
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5.12.3 Desalado de las muestras

Dado que en la columna de eliminacion de albumina e inmunolobulina G se utilizé
buffer fosfatado salino (PBS, Phosphate buffered saline), fue necesario quitar el

exceso de sales de las muestras, para continuar con su analisis.

Para el proceso de desalado utilizamos filtros de centrifugado Microcon®,
Millipore, estas unidades desechables incorporan una membrana de celulosa
regenerada YM de baja unién con 3000 Daltons de limite de peso molecular nominal
(Capacidad de retener moléculas por encima de un peso molecular especificado).
Se trata de membranas de celulosa regenerada, ultracelular de baja unién,

anisotrépica e hidrofilica.

5.12.4 Digestion con tripsina

Previo a la introduccion de las muestras al equipo de espectrometria, se realizé
una fraccion de las proteinas del suero, para lo cual las muestras fueron sometidas

a una digestién en solucidn con tripsina, bajo el siguiente protocolo:

Reduccion con 200mM ditiotreitol (DTT) a 66°C, alcalinizado en 500mM
iodoacetamida a temperatura ambiente en la obscuridad, se neutralizé el exceso de
iodoacetamida con 20 puL de DDT. Las muestras fueron adicionadas con tripsina a
una relacion de 1:20 (concentracion tripsina: proteina) y digeridas durante 16 horas

a 37°C. Se siguié la siguiente metodologia:
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Se tomaron 100uLde la muestra ajustada a 1.0 mg/mL, esto equivale a 100uG
de proteina, para la reduccion se agregaron 5 uL de DTT (anotando la
concentracion), posteriormente se dejé incubar por 45 minutos a 65 grados
centigrados. Para la derivatizacion se agregaron 20uL de yodoacetamida (anotando
la concentracion) y se incubo por 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Se detuvo la reaccion agregando 20uL de DTT y se dejé incubar 45 minutos a
temperatura ambiente, agregando 5 uL de Tripsina grado secuencia (promega) a
una concentracion de 1.0 uG/uL (se utilizd6 usar una relacién 1:20 a 1:50
tripsina/proteina) y se dejé incubar a 372C durante 16 horas. Parar la reaccién se
agregaron 10 uL de TFA y se centrifugo por 10 minutos a 10,000 rpm a temperatura
ambiente. Por ultimo, se agregaron 10uL del estandar MassPrep MIX 1 en cual fue
diluido del vial original con 1.0 mL de formiato de amonio 200mM. Se colocé el

contenido total en un vial de recuperacion total con tapa pre-cortada

5.12.5 Separacion cromatografica

Todas las muestras fueron sometidas a la separacidn cromatografica
bidimensional previo al analisis en el espectrdmetro de masas usando un sistema
nanoUPCL, modelo nanoAccquity, Waters, corp., para lo cual se inyectaron 5uL en
una columna de intercambio ionico SCX, 5 micras, 2.1 x 300micras, de la cual se
hicieron las elusiones con 5 concentraciones distintas de NaCl, cada fraccion fue
capturada en una precolumna RP-C18 de donde fue lavada para eliminar el NaCl y

transferida a una columna C-18, 1.7 micras, 75 micras x 150 mm, la separacién se
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realiz6 aplicando un gradiente lineal con agua 0.1% de acido formico/acetonitrilo
97:3 a 20:80 en 50 minutos con flujo de 10uL/min con un tiempo de estabilizacion

de 10 minutos.

El sistema usado es un equipo nanoAcquity con el siguiente esquema de
conexiones para la realizacién de separaciones 2D con la modalidad On line, bajo
este esquema se realizd una estrategia de fraccionamiento de 5 fracciones una
fraccion de lavado, cabe mencionar que se inyectd un blanco de acetonitrilo 100%
después de cada muestra para evitar efectos de arrastre entre muestra y muestra

(Figura 9).

La columna sefnalada como columna de carga es la responsable de recibir
directamente la muestra, de la cual se inyectaron 1.0 uL considerando tener 1.0
microgramo de proteina en carga aproximadamente, en esta se aplican 6 gradientes
con diferentes concentraciones de acetonitrilo como fase B y usando formiato de

amonio 20mM como fase A, esta separacion es de contenido basico (Tabla 8).

La columna de carga, es una columna X-Bridge C-18, 5 micras, 300 micras x
5cms. La columna de trampa es una columna Symmetry C-18, 5 micras, 150 micras
x 2 cms y la columna analitica es una columna BEH, 1.7 micras, 75micras x 25 cms,
se usO6 como fase B acetonitriio con 0.1% de &cido férmico, la columna fue
acondicionada a 402C, esta fue conectada a la interface nanoelectro Spray de la

cual se muestra el esquema (Tabla 9).
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Inject Valve

XBridge Cyg
150pm x 10cm

Symmetry C,q
180pm x 2cm

Syringe

E Analytical Column |~— »
BEH Cyg
Sample 75pm x 15cm
Figura 9. Diagrama de conexiones del sistema nanoAcquity para las

separaciones

Fraccion % de Acetonitrilo
1 11.1
14.5
17.4
20.8
45
65

O O | WO N

Tabla 8. Composicién de las fracciones realizadas en cada muestra.
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Tiempo Flujo(uL/min) Agua/ Acetonitrilo Curva de
(minutos) 0.1% AF gradiente
Inicial 0.300 99.0 1.0 Inicial
5.00 0.300 90.0 10.0 6
45.00 0.300 50.0 50.0 6
50.00 0.300 50.0 50.0 6
65.00 0.300 40.0 60.0 6
75.00 0.300 95.0 5.0 6

Tabla 9. Composicion de la separacion analitica.

5.12.6 Deteccion de proteinas

El flujo de la columna fue dirigido hacia el espectrometro de masas modelo QTOF
premier XE equipado con una interface nanelectrospray (Figura 10), operando con

las siguientes condiciones (Tabla 10).

Condiciones de operacion de la separacion cromatografica

PARAMETRO VALOR
Voltaje del capilar (V) 3200
Cono de extraccién (V) 40
Cono de muestra (V) 5
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Temperatura de sonda 100°C

Temperatura de desolvatacion 250°C
Flujo de nitrégeno 750 L/h
Resolucién optica V ~10,000
Rango de calibracién 120-1856
Lock mass (Glufip m/z 2) 785.8416

Modo de adquisicion de datos MSe

Rango MS (m/z) 100-2000
Rango MS/MS (m/z) 50-1700

Tabla 10. Condiciones de operacion de la separacién cromatogréfica

EL sistema fue controlado por medio del software MassLynx 4.1, Waters Corp., y
también la adquisicion de la informacién, la cual fue exportada para ser procesada
por el software ProteinLynx Global Server 3.0, usando MASCOT y la base de datos
Uniprot-Swissprot en formato FASTA para el proteoma humano. Las condiciones

del procesamiento fueron las siguientes (Tabla 11).
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PARAMETRO

VALOR O MODALIDAD

Resolucion Automética

Ancho de pico cromatografico 0.5
Tolerancia para precursores Automatica
Tolerancia para fragmentos Automatica

Modificaciones variables

Carbamidometil

Modificaciones fijas

Oxidacién de metionina

Lockspray

785.8

Ruido

1000 cps

Tabla 11. Parametros y condiciones para el calibrado del instrumento.

Las proteinas reportadas fueron tomadas como positivamente identificadas con
un intervalo de confianza del 95%, con mas de 3 péptidos por proteina y cada
péptido con mas de 7 aminoacidos. La informacién final de cada fraccion de cada

muestra sera integrada en un solo reporte por medio del proceso denominado

merge.
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Figura 10. Diagrama del sistema de espectrometria de masas q-TOF premier

XE.

Todas las fracciones de cada muestra fue exportada en formato RAW para ser

procesadas con el software ProteinLinx Global Server ver 3.0 usando la base de

datos Uniprot y el algoritmo MASCOT.

5.8 Recursos materiales

+ Espectrofotometro NanoDrop® ND-1000.

« Centrifuga Beckman Coulter Allegra™ refrigerada.
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Centrifuga Eppendorf® 5415C.

Termociclador compacto Eppendorf®.

Espectrometro de masas modelo nanoAccquity, Waters, corp.

Espectrometro de masas modelo QTOF premier XE equipado con una

interfase nanelectrospray.

Software MassLynx 4.1, Waters Corp.

Software ProteinLynx Global Server 3.0.

*Base de datos MASCOT y Uniprot-Swissprot en formato FASTA para el

proteoma humano.

Jeringas de 10 ml.

Tubos de ensayo desechables, al vacio y sin aditivo.

Pipeta Pasteur de vidrio de 9°.

Microtubos Eppendorf cdnicos de 2 ml

* NanoDrop® ND-1000.

* Micropipeta de 0.5-10 pL.

Agua libre de proteasas.

Puntas de 10 pL.

* Toallas absorbentes Kimwipes.

* Columnas de eliminacién Albumina / 1gG, QIAGEN®.
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* Filtro de centrifugado Microcon® Millipore ultracelular YM-3.

5.9 Analisis estadistico

Se utilizara el programa computacional SPSS Version 21.0 para Windows XP
(Chicago, IL, USA). La estadistica descriptiva consistié en obtener las frecuencias
porcentuales y relativas de cada parametro estudiado, del mismo modo para los
casos de datos cuantitativos se obtuvo la media y desviacion estandar. La
estadistica inferencial consistié en utilizar una prueba de ANOVA asi como pruebas
de t student de dos colas para variables independientes para los datos de tipo
cuantitativo y en el caso de las variables categoricas (no paramétricas) se utilizo la
prueba de chi-cuadrada para comparar los resultados entre los grupos. Se realiz
un analisis univarianza y multivarianza entre las diferentes variables del estudio y el
desarrollo de preeclampsia para determinar la significancia individual y colectiva de
cada una de ellas. Se consideré como significativo un valor de p inferior a 0.05. Los

resultados del presente estudio se representaran en graficas y tablas.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1. Caracteristicas maternas y fetales.

Ocho de un total de 136 pacientes (5,88%) cumplieron los criterios de
preeclampsia. Se seleccionaron al azar ocho individuos de los que cursaron un

embarazo normal y se consideraron como grupo de control.

La tabla 12 muestra las variables cuantitativas y cualitativas comparadas entre
grupos. El IMC materno y la longitud del recién nacido fueron significativamente
diferentes. Las madres con PE tenian un peso mas alto en comparacién con las
madres control (p = 0.01) y los recién nacidos (p = 0.02) de las madres con PE

mostraron una altura significativamente menor.

Control PE Prueba Estadistica
(n=8) (n=8) P
Cuantitativo Prueba Bilateral t
Materna
Edad (Anos) 23 +/-6.71  26.37 +/- 9.31 0.420
Peso (kg) 57.62 +/- 79.58 +/- 0.017*
9 12.65 19.05
23.12 +/- 0.038*
IMC 4.93 30.25 +/- 7.98
Edad gestacional al momento 106 +/- 0.3 106 +/- 05 0.858
de la toma (Semanas)
Edad gestacional al nacimiento  38.2 +/- 2.4 35.4 +/-55 0.239
Recién nacido
P | nacer (gr) 3187 +/- 2333.12 +/- 0.119
esoa 9 390.08 1366.95
Talla al nacimiento (cm) 52'2129"'/' 43.5 +/- 9.59 0.023

91



Prueba bilateral exacta

Cualitativo de Fisher
Genero del recién nacido
Hombre 2 (25%) 2 (25%) 1.000
Mujer 6 (75%) 6 (75%)
Via de nacimiento
Parto Vaginal 3 (37.5) 3 (37.5) 1.000
Cesarea 5 (62.5%) 5 (62.5%)
1(12.5%) 2 (25%) 0.250

Habito de fumar positivo

Tabla 12. Comparacion de caracteristicas clinicas y antropométricas entre

madres y sus recién nacidos.

El valor de p se calculé mediante la prueba U de Mann-Whitney.

*: diferencia estadisticamente significativa

6.2. Seleccion de proteinas

Se obtuvo una tabla de expresion diferencial EMRT con 14.024 entradas
utilizando el software ProteinLynx, cada entrada correspondiente a una proteina.
Todas las entradas se filtraron segun su probabilidad de identidad dada por el
software. Posteriormente, se seleccionaron 5223 entradas con una probabilidad de
identidad superior al 90%. Usando ProteinLynx Global Server Protein Expression,
se eligieron las entradas presentes en 3 o0 mas individuos de cualquiera de los
grupos, lo que resulté en una lista final de 12 proteinas que se consideraron para
un analisis comparativo adicional. La Tabla 13 muestra las proteinas seleccionadas.

Los cromatogramas representativos de ambos grupos se muestran en la Figura 11.
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Nombre de la Simbolo Locus Identificacion Proceso Biolégico Fenotino Razén
Proteina del Gen de UniProt 9 P PE:Control
Proteina PRRC2C  1q243  Q9Y520 Unién de proteina angL%pZﬂﬁza- 217.02
PRRC2C qss- C-terminal, RNA de arogenica, '

Unién deterloro cognitivo;
’ cancer de vejiga.
Regulacién de la via
Wnt / beta-catenina,
. transporte
Proteina . -
nucleocitoplasmatic .
Contenedorade | rprpss  14q12  Q86XA9 o, organizaciony ~\© S informaron 179.47
Calor Repetido " trastornos
5A segregacion
cromosoémica,
endocitosis,
transporte del
endosoma a Golgi
Neuropatia, ataxia
y retinitis
ATP sintasa . Mitoco I pigmentosa;
subunidad 6 MT-ATP6 ndrial P00846 Fc;s):‘%r!;l\(/:;on Sindrome de 162.39
Leigh; morfologia
vascular anormal
Potenciador del
Proteina 9qg34.1 L factor estimulante
PRRC2B PRRC2B 3 Q5JSz5 Unién de RNA de colonias de 83.10
macréfagos
Proteina de 14924. Early-onset familial
motivo de unién RBEM25 2 P49756 Empalme de ARNm Alzheimer disease 5.37
de ARN 25
Subunidad del
. complejo de poros Steroid-resistant
Ec;cr)r:e:g%%il nucleares que nephrotic
pe) NUP205 7933 Q92621 desempefa un syndrome, focal 3.39
poros nucleares | | Paget's di f
Nup205 papel en el aget's disease 0
transporte activo bone
entre el nicleo y el
citosol
HL',A‘ class | Se han relacionado
antigeno de varios
histocompatibili HLA-A 6p22.1 P04439 Presentacion de . - 2.27
dad, A-3 alpha antigenos extrafios polimorfismos HLA
’ ’ con la PE
chain
Componente
asociado del
complejo WMM, un
complejo que media
la metilacion de N6-
. metiladenosina
conions 6 (EA) de ARN, una
dominio CCCH ~ zc3H13 13914 qsT200 modificacién que 0 e Wilms 2.16
de dedo de zinc 13 desempefia un
13 papel en la
eficiencia del

empalme de ARNm
y el procesamiento
de ARN; requerido

para unir WTAP con
el componente de



unién de ARN

RBM15
Empalme de
acido glutamico
regulador y SREK1 5q12.3 Q8WXA9 Empalme de ARNm No se informaron 1.67
proteina rica en trastornos
lisina 1
Serina /
treonina- Enfermedad de
proteina 15926. - . Parkinson,
quinasa LRRK1 3 Q38SD2 Actividad quinasa displasia 1.04
repetida rica en metafisaria
leucina 1 osteosclerética
Importina-4 IPO4 14q12 Q8TEX9 Transporte nuclear No se informaron 0.55
trastornos
Morfologia
vascular anormal,
como se ve en la
neuropatia 6ptica
Mitoco Fosforilacién hereditaria de
Citochrome b CYTB ndrial F5BAAO oxidativa Leber; 0.26
encefalomiopatia
mitocondrial;
cancer colorrectal
familiar

Table 13. Las 12 proteinas seleccionadas, sus vias asociadas, fenotipo y varias

enfermedades documentadas.
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Figure 11. Cromatogramas representativos de los grupos estudiados. Cada

cromatograma muestra las seis fracciones de (A) las pacientes control y (B)

con PE.
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Para el enfoque cualitativo, la Figura 12 muestra la comparacién de frecuencias
de proteinas entre grupos. LRRK1 estuvo presente en el 75% de las mujeres con
PE (p = 0,044). Otras tres proteinas mostraron tendencia a estar presentes con
mayor frecuencia en el grupo PE en comparacién con los controles: PRRC2C (PE
=6;C=2;p=0,134), PRRC2B (PE=5;C=1;p=0,121) y NUP205 (PE =6; C =
2; p = 0,134). Ninguna proteina tuvo tendencia a predominar en el grupo Control

(Tabla 14).

Prevalencia de proteinas

8 B Control

B rE

Numero e Pacientes

NUP205
CYP2D6
MT-ND2
RBM25
MT-ATP6

o
)
-
75
=
o

ZC3H13
HEATR5A

Proteinas

Figura 12. Andlisis cualitativo. Las proteinas se organizan en orden

descendente segun su frecuencia en mujeres con PE. Algunas proteinas mostraron
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una tendencia hacia uno de los grupos. Solo LRRK1 tuvo un resultado
estadisticamente significativo usando la prueba exacta de Fisher (p = 0.044). Otras
3 proteinas, a pesar de no tener significacion estadistica, mostraron predominar en

el grupo PE: PRRC2C, PRRC2B y NUP205. * p <0,05.

N Fisher’s

Nombre de la proteina Control PE exact test

Serina / treonina-proteina quinasa 1 6 0.044*
repetida rica en leucina 1

Proteina PRRC2B 1 5 0.121
Proteina PRRC2C 2 6 0.134
Proteina del complejo de poros

2 6 0.134
nucleares Nup205

Tabla 14. andlisis cualitativo.

El analisis cuantitativo mostré6 que nueve proteinas exhibian una concentracion
relativa de PE:Control por encima de 1,5y dos proteinas por debajo de 0,66 (Tabla

15).
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PE:Control

. Concentracion
Nombre de la proteina

relativa
PE:Control > 1.5
1 Proteina PRRC2C 217.02
2 HEAT repeat-containing protein 5A 179.47
3 ATP synthase subunit 6 162.39
4 Proteina PRRC2B 83.10
5 Proteina de unién a ARN 25 5.37
6 Proteina del complejo de poros nucleares Nup205 3.39
7 Antigeno de histocompatibilidad HLA clase |, A-3 Cadena alpha 2.27
8 Proteina 13 que contiene el dominio CCCH de dedo de zinc 2.16
9 Empalme de acido glutamico regulador y proteina rica en lisina 1 1.67
PE:Control < 0.66
10 Importina-4 0.55
11 Citocromo b 0.26

Table 15. Analisis cuantitativo. Las proteinas se enumeran en orden descendente

segun su concentracion relativa.

La informacién de las interacciones de las proteinas y los posibles mecanismos
se muestra en la Tabla 16. Las proteinas se agrupan en funcién de su papel en los
posibles procesos involucrados en el desarrollo de la PE (por ejemplo, implantacion,
remodelacion vascular, inflamacién y sistema inmunoldgico, alteracion de la
energia, regulacion y desarrollo del ciclo celular), asi como sus probables
mecanismos implicados y sus respectivos genes codificadores. Algunas proteinas
no se han asociado previamente directamente a PE: LRRK1, PRRC2C, PRRC2B y
NUP205; sin embargo, sus funciones sugieren posibles procesos subyacentes en

la PE.
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Proceso Proteina Interaccion Mecanismo
., Podria jugar un papel en la decidualizacion
Implantacion LRRK1 EGFR
a través de la regulacion del EGFR.
EHMT2
PRRC2B EHMT?2 participa en la maduracion vascular
(G9a)
Remodelacion placentaria. PRRC2B y PRRC2C podrian
vascular jugar un papel en este proceso a través de
EHMT2
PRRC2C su interaccion con EHMT2.
(G9a)
LRRK1 CARMA1 Maduracién y regulacién de las células B.
Inflamacion y Se ha informado que las alteraciones en
sistema HLA-A - ciertas formas de HLA, como HLA-G, HLA-C
inmunoldgico y HLA-F, estan relacionadas con la EP.
MT-ATP6 - Estrés oxidativo.
Interrupcion
energética CYTB - Estrés oxidativo.
Los nups participan en el transporte
nucleocitoplasmatico y también pueden
regular la expresion génica. Se ha
Regulacion
NUP205 SUMO encontrado que Nup205 es el objetivo de la
del ciclo
SUMOilacién. Ademas, se ha encontrado
celular

SUMQilacion  alterada en  patologia

placentaria.
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Interaccién con el factor de transcripcién
PRRC2B HOXA
Hoxa1.

Desarrollo

NUP205 HOXA Represion del grupo de genes HOXA junto

con Nup93 y Nup88.

Tabla 16. Procesos relacionados con las proteinas mas relevantes. Las proteinas

en negrita fueron relevantes en ambos enfoques.

La Figura 13A muestra un diagrama de Venn que representa proteinas relevantes
en ambos enfoques. Tres proteinas (PRRC2B, PRRC2C, NUP205), que tienen
funciones en la remodelacion y el desarrollo vascular, resultaron relevantes en
ambos enfoques en el grupo PE. Las concentraciones relativas se muestran a través

de un mapa de calor en la Figura 113B.
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(A) (B)

Cuanitativo Cualitativo
- MT-ATP6
HEATR5A ()
PRRC2B
MT-ATP6 (83.10)
RBM25 RBM25
PRRC2C (5.37)
HLA-I NUP205
PRRC2B LRRK1 (3.39)
ZC3H13
NUP205 HLA-A
— (2.27)
SREKI1
ZC3H13
CYTB (2.16)
IPO4 SREK1
. (1.67)
IPO4
(0.55)
CYTB

(0.26)

Figura 13. (A) Proteinas con relevancia cuantitativa y cualitativa. 3 proteinas
tuvieron importancia en ambos enfoques en mujeres con PE. (B) Representacion

de la PE: Control las concentraciones relativas de las 11 proteinas.

6.3. Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico de las 12 proteinas expresadas diferencialmente se
realizd utilizando la Base de Datos PANTHER para clasificar las proteinas en
funcion de su localizacion y funciones bioldgicas y moleculares de Ontologia
Genética; Ademas, el andlisis clasifico las proteinas en sus propias clases de
proteinas PANTHER, un sistema adaptado de la ontologia PANTHER / X que
incluye clases que no siempre estan incluidas en la funcién molecular GO. A pesar
de que PANTHER no conté con la informacién de algunas proteinas, existen
algunas observaciones interesantes. Los resultados mas relevantes fueron: Unién

para la funcién molecular, que hace referencia a la funcion que tiene determinada
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proteina sobre sus blancos moleculares directos; Localizacion y biogénesis en el
caso de procesos bioldgicos, incluidos los sistemas bioldgicos en los que una
proteina tiene un papel contribuyente; Organelo para componente celular, que hace
referencia al lugar donde la proteina realiza su funcion; finalmente, la unién de
acidos nucleicos en el caso de Protein Class, una clasificacion perteneciente a

PANTHER. En la Figura 14 se presentan mas resultados.

(A) Funcién Molecular (B) Proceso Bioldgico

4= 4+

3 3
L] k]
= =
] et
© ©
g 2+ 'g 24
g g
z z

1 1

0= 0=

Union Actividad Actividad Localizacién Biogénesis Respuesta Sistema Regulacién
molecular de a estimulos inmune biolégica
estructural transporte
(C) Componente Celular (D) Clase de Proteina

4 e
£ 37 2 %
= =
K] k]
- - - -
-‘E 2 é 2
E] =]
z Z -

0 0=

Organelo Membrana Complejo _ Unién Factor Proteina de
Proteina-Contenido Acido nucleico  de transcripcion transferencia/portadora

Figure 14. Analisis bioinformatico con el sistema de clasificacion PANTHER
de 12 proteinas que presentaron niveles de concentracién diferencial,
mostrando (A) Funcién Molecular, (B) Proceso Biolégico, (C) Componente
Celular y (D) Clase Proteica. El andlisis implicé una clasificacién basada en
sus anotaciones de Ontologia Genética y la propia clasificacion de
PANTHER.
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CAPITULO 7

DISCUSION

Aunque la PE se conoce desde hace al menos 100 afios y a pesar de la gran cantidad
de informacion publicada, su patogenia y fisiopatologia aiin no se conocen bien. En los
ultimos anos se ha reconocido como un sindrome multisistémico y se ha producido un
cambio de perspectiva en la forma en que se investiga. Se ha denominado la enfermedad
de las multiples teorias y se asocia a estrés oxidativo y disfuncion endotelial (138),
desequilibrio en los factores angiogénicos y antiangiogénicos (10,139), alteraciones del
sistema inmunologico (140,141) activacion de la inflamacién exacerbada alteraciones en
el proceso de placentacion (142,143), predisposicion genética (144,145) y alteraciones

metabdlicas.

Ademas, varios factores de riesgo se han asociado a esta enfermedad. Entre ellos se
encuentran el sindrome antifosfolipido, los antecedentes de PE, la hipertension croénica,
la diabetes pregestacional y el sobrepeso (146). En el presente estudio, la PE mostré
una incidencia similar a los informes anteriores (7). Ademas, las pacientes que
desarrollaron PE tenian un IMC significativamente mas alto que las mujeres Control, lo
que concuerda con el hecho de que el sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo
importantes para desarrollar trastornos hipertensivos del embarazo, como han informado
varios autores (147,148); sin embargo, los mecanismos especificos involucrados no

estan claros (149). Sobre la base de que el sobrepeso es un estado inflamatorio, con
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inflamacion sistémica evidenciada en el primer trimestre de las mujeres que desarrollaron
PE (150), podria explicar una mayor prevalencia en mujeres con un IMC mas alto. Sin
embargo, considerando que no todas las mujeres con sobrepeso durante el embarazo

padecen PE, se necesita mas investigacién para dilucidar los mecanismos involucrados.

Nuestros resultados mostraron un menor peso y longitud de los recién nacidos de
mujeres con PE en comparacién con las mujeres Control. Aunque sélo la longitud fue
estadisticamente significativa, la PE se ha relacionado anteriormente con la reduccién

del peso y la longitud de los recién nacidos de madres con PE (151,152).

La etiologia de la EP, un trastorno grave del embarazo, sigue siendo dificil de alcanzar
y el unico tratamiento es el parto de la placenta (153). Se cree que la placenta contribuye
a la apariciéon del sindrome materno a través de la invasion aberrante del trofoblasto y la
remodelacion arterial espiral que conduce al estrés oxidativo placentario (154). La
hipdtesis central es que la EP es el resultado de una remodelacion defectuosa de la
arteria espiral, que conduce a una isquemia celular en la placenta, que a su vez da lugar
a un desequilibrio entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos. Este desequilibrio
a favor de los factores antiangiogénicos conduce a una disfuncion endotelial

generalizada que afecta a todos los sistemas de 6rganos maternos (139).

El andlisis proteémico del presente estudio revelé que varias proteinas se expresan
de manera diferente en mujeres que desarrollaron PE en comparacién con el grupo
control, en el primer trimestre del embarazo. Nueve proteinas estaban sobrexpresadas
cuantitativamente y dos subexpresadas en la EP, mientras que en el analisis cualitativo
la proteina LRRK1 estaba presente en una proporcion significativa de pacientes en

comparacién con los controles.
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Estas proteinas pueden jugar un papel en la fisiopatologia de la EP ya que participan
en varios procesos como: implantacion (LRRK1), remodelado vascular (PRRC2C,
PRRC2B, LRRK1), inflamacién y sistema inmunolégico (HLA-A, LRRK1), energia y
estrés oxidativo (MT-ATP6, CYTB), regulacién y desarrollo del ciclo celular (NUP205,
PRRC2B). Curiosamente, aparecen tres proteinas en ambos enfoques: PRRC2C,

PRRC2B y NUP205.

PRRC2C y PRRC2B (proteina en espiral rica en prolina 2C y 2B, respectivamente)
son genes paralelos. Se ha demostrado que sus proteinas codificadas interactian con
EHMT2 (histona eucromética lisina metiltransferasa 2), un regulador epigenético y
represor de la transcripcion asociado a la maduracién vascular placentaria (155). En
particular, se ha demostrado que el PRRC2C se regula al alza hasta 11,7 veces en
placentas espontaneas antes del nacimiento (promedio de 32 semanas de gestacién) en
comparacién con su contraparte de nacimiento espontaneo a término (156). EHMT2
actla a través de la via Notch para pasar de la fase de desarrollo placentario a la fase
de maduracién, siendo un regulador importante en las enfermedades placentarias
secundarias a una maduracion vascular defectuosa (155). La hipotesis central en la
patogenia y patologia de la PE es que esto es el resultado de una remodelacién
defectuosa de la arteria espiral, que conduce a una isquemia celular en la placenta, lo
que resulta en un desequilibrio entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos. Este
desequilibrio a favor de los factores antiangiogénicos conduce a una disfuncion endotelial
generalizada (139). En el presente estudio, PRRC2C mostrd la concentracion relativa

mas alta en pacientes con PE en comparacion con su contraparte de Control (83 veces),
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lo que indica que esta proteina podria desempenfar un papel importante en las primeras

etapas de la PE al interactuar con EHMT2.

Ademas, PRRC2B interactua con HOXA1 (157). Los genes Homeobox (Hox) son un
grupo de genes conservados evolutivamente que codifican una familia de factores de
transcripcion que regulan los procesos morfogenéticos del desarrollo temprano vy
continian expresandose hasta la edad adulta (158). A través de un proceso de
duplicacion en tandem y diversificacion evolutiva, una variedad de grupos de genes Hox
se originaron a partir de un gen Hox prototipico (159). En los vertebrados hay 4 grupos
diferentes y en humanos, estos se asignan a 4 cromosomas diferentes y contienen entre
9y 11 genes. Estos grupos, denominados HOXA, HOXB, HOXC y HOXD, tienen su locus
en 7p14, 17921, 12913 y 2931, respectivamente (158). La implantacién se define como
la etapa del embarazo en la que se crea una adhesion estable entre el embrién y el tejido
materno y se produce la placentacién (160). Los estudios en ratones revelan que Hoxa
estan presentes en las células del estroma uterino y son necesarios para los procesos
de diferenciacion e implantacién. Hoxa-10 regula la respuesta de las células del estroma
uterino a la progesterona durante la implantacién y decidualizacién en el ratén (161),
mientras que Hoxa-11 es necesaria para la diferenciacion glandular y de células
estromales uterinas normales durante el embarazo. Ademas, se ha informado de que
estos factores de transcripcion son significativamente mas bajos en el endometrio de las
mujeres infértiles (86). Se deben realizar mas estudios para identificar posibles roles y

mecanismos de PRRC2B y PRRC2C en PE.

La proteina NUP205, que fue relevante en pacientes con PE en ambos enfoques de

nuestro estudio, pertenece a una familia de complejos de poros nucleares (NPC)
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presentes en la envoltura nuclear que son responsables del transporte entre el nucleo y
el citoplasma (162). Hay cerca de 30 proteinas llamadas Nup y se ensamblan por
interaccion de subcomplejos. Contienen tres anillos apilados: citoplasmatico,
nucleoplasmatico y, entre ellos, un anillo interior (162); las alteraciones de esta familia
de proteinas se han relacionado con varias enfermedades (163). NUP205 forma parte
del complejo del anillo interior. Aunque no se ha informado de una relacién con las
proteinas Nup y la PE, Guffanti y cols. encontraron que la presencia de nucleoporinas
del endometrio humano se solapaba con la ventana de implantacién. Mediante técnicas
de tincibn inmunitaria y microscopia focal, observaron la presencia de canales
nucleolares en el 44% de las células endometriales durante la implantacion(163,164). El
papel de estas proteinas y el aumento de los niveles relativos cuantificados en mujeres

con PE debe dilucidarse en la PE.

La regulacion genética es otro sello distintivo de Nups. Los componentes NPC tienen
influencia sobre las funciones del genoma de una manera independiente del transporte
[59], desempefiando un papel importante en la organizacién espacial de la cromatina y
en la regulacién transcripcional (165). El subcomplejo Nup93 esta compuesto por Nup93,
Nup188, Nup205, Nup155 y Nup53 (162,166,167). Labade y cols. informaron que Nup93,
con la ayuda de Nup188 y Nup205, media la represion del grupo de genes HOXA.
Nuestros resultados indicaron un aumento de los niveles de concentracion relativa en las
mujeres con PE, lo que sugiere que esto podria tener un efecto sobre la expresion de

este grupo.

Se reconoce que la disfuncion placentaria desempefia un papel clave en la

fisiopatologia de la EP (167). NUP205 podria desempenfar un papel en este proceso a
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través de SUMOilacidén, una modificacion postraduccional. La SUMOilacion de VEGFR2
regula el trafico intracelular de este factor y se ha observado una angiogénesis alterada
cuando VEGFR2 esta SUMOilado (168). La SUMOilacién se puede revertir mediante una
familia de proteasas especificas de SUMO (SENP), y las NPC se han descrito como
sitios de asociacion para SENP1 y SENP2 (169,170). Varias condiciones, como la
isquemia, conducen a la expresién de SENP1, lo que provoca la desconjugacion de
VEGFR2 SUMOilado para que pueda ser transportado a la membrana citoplasmatica
para iniciar una respuesta angiogénica (168); por otro lado, se ha demostrado que
afecciones patolégicas como la hiperglucemia y la diabetes regulan a la baja e inactivan
la SENP1, lo que conduce a una hiper-SUMOilacién de VEGFR y una respuesta
angiogénica alterada (168). Se ha propuesto un desequilibrio entre factores angiogénicos
y anti-angiogénicos como mecanismos fisiopatolégicos de la EP (171), asi como la
diabetes se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollarla (172), quizas a través
del mismo mecanismo. Ademas, se ha informado de una sobreexpresion de ARNm de
los genes SUMO 1, 2 y 3 en placentas de pacientes con EP (173). Como se mencioné
anteriormente, la SUMOilaciéon es inducida por hipoxia, lo que también ha sido
demostrado por Baczyk et al, quienes expusieron tejido parental desde el primer trimestre
de gestacion, demostrando la sobreexpresion de genes SUMO. Los resultados

mencionados sustentan nuestro hallazgo de un posible papel de NUP205 en la EP.

Una proteina interesante es la cinasa de repeticion 1 rica en leucina (LRRK1),
paralogo de LRRK2. Su gen se encuentra en el cromosoma 15g26.3. Presenta expresién
de ARNm en diferentes tejidos, siendo predominante en tejido linfoide y con expresion

moderada en placenta (174). Esta proteina pertenece a la familia ROCO, caracterizada
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por tener un dominio ROC (Ras de proteinas complejas) / GTPasa seguido de un COR
(C-terminal de ROC). Los estudios han documentado que LRRK1 interactua con el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Esta ultima proteina es miembro
de la familia ERBB y se ha demostrado que esta presente en el endometrio de ratdn
(175), desempefiando un papel importante en la implantacion embrionaria (176).
También se ha demostrado que EGFR es un regulador clave de la decidualizacion
humana, actuando a través de sus efectores WNT4 y BMP2 en sentido descendente.
Ademas, Jiang y sus colegas estudiaron el perfil de expresién de los ARN circulares
(circRNA) en las células sanguineas de pacientes que presentaban EP antes de las 20
semanas de embarazo. El circRNA es un tipo de RNA endbégeno no codificante endégeno
implicado en la regulacién de la transcripcidén, cuyo mecanismo de accion propuesto es
una inhibicién competitiva que actia como esponjas al unirse a miRNA y bloquear su
funcion inhibidora sobre el mMRNA (177). Se ha observado una expresion diferencial de
los ARNcirc en los tejidos del PE placentario, lo que posiblemente contribuya a la
patogenia de esta enfermedad (177). Previamente, se ha reportado un aumento en la
expresion de circRNA de LRRK1 (177). Aunque no encontramos una diferencia marcada
en la concentracién relativa, hubo una diferencia en el enfoque cualitativo, predominando
en el 75% de las mujeres con EF (n = 6) sobre el 12,5% de las mujeres Control (n = 1)

(p = 0,044).

LRRK1, como LRRK2, también se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollar
la enfermedad de Parkinson (178). Recientemente, ljomone y cols. encontraron que las
mujeres con PE presentan cambios en la estructura y funcién del cerebro afios mas tarde

(179), siendo estas alteraciones similares a la demencia. Ademas, los antecedentes de

110



PE se han asociado con un deterioro cognitivo mas adelante en la vida (180). Sobre esta
base, LRRK1 podria desempefiar un papel en este proceso a través de una via aun

desconocida.

Es bien sabido que la PE es un trastorno en el que la inflamacion juega un papel clave.
Los tejidos placentarios estan relacionados con hormonas y citocinas implicadas en la
inmunomodulacién. Se ha propuesto que algunos de estos factores se liberan en la
interfase fetal-materna o en la circulacion materna y, de esta manera, estos factores
guian los cambios inmunitarios necesarios para una gestacion satisfactoria (181,182).
Ademas, anteriormente se ha informado de una produccion aberrante de factores
inmunomoduladores (183). Ademas, se han documentado alteraciones en la
inmunomodulacién asociadas con la activacién anormal de células del sistema

inmunolégico como las células Th1, Th2 y NK en mujeres con PE (141,184,185).

También se ha informado que LRRK1 esté involucrado en la regulacién y maduracién
de las células B y en la respuesta inmune humoral a través de su interaccién con
CARMA1 (186). Aunque la inmunidad mediada por células desempefia un papel principal
en el rechazo fetal por parte de la madre, se ha observado que varias subpoblaciones de
células B estan implicadas en la EP (187). La mayor prevalencia de LRRK1 en el grupo
de PE podria sugerir una participacion de esta quinasa en la patologia de la PE a través

de un mecanismo aun desconocido.

Ademas, la EP se asocia con disfuncién endotelial y esto contribuye a la exacerbacién
del proceso de inflamaciéon que ocurre en un embarazo normal (138,188). El complejo
principal de histocompatibilidad humano HLA se encuentra en el locus 6p21 y su funcién

principal es la regulacién de la respuesta inmunitaria (189). EIl MHC humano se puede
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dividir en tres regiones: clase I, Il y lll. La clase | de HLA se puede encontrar en la
superficie celular de casi todas las células nucleadas. HLA-G, HLA-C y HLA-F, formas
no clasicas de HLA de clase | se expresan en la superficie del trofoblasto extravelloso
(190), siendo el HLA-G un componente clave de la tolerancia materno-fetal (191).
Ademas, se ha informado que las alteraciones en ciertas formas de HLA, como HLA-G,
HLA-C y HLA-F, estan relacionadas con la EP (148), lo que respalda la teoria de un

proceso inflamatorio subyacente.

Hasta el dia de hoy, no hay demasiada informacion sobre HLA-A y su relacion con la
EP. Anteriormente, se informé que ciertos tipos de asociaciones genéticas materno-fetal
HLA-A y HLA-B son mas frecuentes en mujeres con EP. Ademas, Small et al
Encontraron un cambio de 2,30 veces en las muestras de sangre total de mujeres en la
semana 28 de embarazo que desarrollaron EP en comparacién con sus contrapartes
sanas (192); sin embargo, no encontraron el mismo resultado en los tejidos placentarios,
por lo que concluyeron que el aumento de HLA debe tener un origen materno. Nuestros
resultados son similares. Por tanto, el aumento del nivel de HLA-A observado en este
estudio, ademas de no ser el HLA informado con mayor frecuencia, podria reflejar la

implicacion inmunoldgica temprana en este proceso patolégico.

La PE se ha descrito como una enfermedad con dos fases (193). El primero es una
mala placentacion, secundaria a hipoxia de la placenta. En la segunda fase, la
inflamacion sistémica y la disfuncion de las células endoteliales se producen como
resultado de factores proinflamatorios liberados por la placenta hipoxica (193). Se han
descrito niveles altos de ATP como una sefal de peligro (194) y se encuentran en la PE

(194,195). El tejido hipdxico y necroético libera ATP a la circulacion (196,197), lo que da
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lugar a la activacién de las células inmunes y endoteliales (194). Asimismo, estas células
también producen ATP, lo que da lugar a una cascada de activacion (194,198). Como
mecanismo de proteccién, el ATP puede hidrolizarse en adenosina mediante diversas
enzimas extracelulares presentes en multiples células, incluidas las células endoteliales
y las células trofoblasticas placentarias (199). También se ha informado que la adenosina
aumenta en la PE y tiene efectos opuestos al ATP. Este problema concuerda con
nuestros resultados, ya que la concentracion relativa de ATP sintasa PE: control fue 162
veces mayor. Estos niveles aumentados podrian ser secundarios a inflamacion, hipoxia

0 isquemia, todos reportados en estos pacientes.

Se ha informado de que los defectos tempranos de la placenta provocan una
perturbacién del flujo sanguineo materno hacia la placenta a medida que avanza el
embarazo, lo que provoca mas dafno placentario y estrés oxidativo (200-202). La
interrupcion del suministro de sangre, con isquemia e hipoxia posteriores, induce dano
al sistema de transferencia de electrones mitocondrial (ETS), lo que aumenta la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (202). Se sabe que el estrés celular
y las respuestas al estrés juegan un papel importante en la biologia celular (200). Sin
embargo, un desequilibrio entre ROS y los mecanismos de defensa puede dar lugar a
efectos nocivos de ROS (203). Esta es la razén por la que una célula debe estar equipada
con mecanismos homeostaticos para sobrevivir a ella. Los sistemas antioxidantes (p. Ej.,
Superéxido dismutasa, catalasa, glutatién peroxidasa) y algunos procesos coordinados,
como las adaptaciones mitocondriales (p. Ej., Biogénesis, fision, fusion) y celulares (p.
Ej., Autofagia, apoptosis), son parte de estos mecanismos y reflejan la respuesta de la

célula a ROS y su dafo inducido (204,205). La disfuncién del citocromo b, un
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componente del complejo Il del ETS, se ha relacionado con niveles mas altos de
superoéxido, lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo (206). Es posible que los
niveles bajos observados de citocromo b, que participan en el ETS, puedan indicar este

dano. No obstante, se deben realizar mas estudios para aclarar este problema.

Segun el momento de inicio o reconocimiento de la PE, se puede clasificar en dos
tipos principales: de inicio temprano y tardio, siendo el mas comun el tardio. En el tipo
de inicio temprano, los signos clinicos aparecen antes de las 34 semanas de gestacion,
mientras que en el tipo de inicio tardio ocurren a las 34 semanas y después (207). La PE
de inicio temprano esta relacionada con la hipoperfusién placentaria, mientras que en el
tipo de inicio tardio no hay ningin cambio o una ligera modificacién de las arterias
espirales, lo que en algunos casos conduce a una hiperperfusion de la placenta
(139,208). Salas y cols. Determinaron que hay una disminucion del volumen plasmatico
entre las semanas 14 y 17 de gestacion, antes del inicio clinico de la enfermedad. En
nuestro estudio, el 75% de los pacientes desarrollaron PE de inicio tardio; sin embargo,
las muestras fueron tomadas en el primer trimestre, lo que indica que el proceso se esta
desarrollando desde las primeras etapas del embarazo. Recientemente, Holland y cols.
han propuesto que en los embarazos con PE que llegaron a término y en los que nacieron
antes de término, la respuesta placentaria a la PE fue intrinsecamente diferente, con

posibles mecanismos de adaptacion principalmente a nivel mitocondrial (202).

En el andlisis bioinformatico, el predominio de elementos reguladores podria ser un
reflejo de lo comentado anteriormente. La desregulacion de los elementos reguladores
también se ha encontrado en varios estudios, como se describié anteriormente en

algunas revisiones interesantes (209).
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Al final, el presente estudio proteémico mostré un patrén diferencial de proteinas en
el suero de mujeres en el primer trimestre de gestacion que luego desarrollaron PE. Las
proteinas encontradas en ambos enfoques, tanto cuantitativos como cualitativos, tienen
plausibilidad con los eventos fisiopatoldgicos tempranos que se han asociado a esta
patologia. Algunos de estos podrian usarse como posibles biomarcadores, aunque se

deben realizar més estudios para confirmar estos hallazgos.
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CAP|TULO 8
Conclusioén
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CAPITULO 12

CONCLUSION

En nuestro estudio, de abordaje cuantitativo y cualitativo, pudimos encontrar 12
proteinas que eran cuantitativa o cualitativamente relevantes y sugerian posibles
mecanismos de accidén a través de diferentes vias que podrian explicar tales
alteraciones. Tres de estas proteinas estaban presentes en ambos enfoques, lo que

sugiere un papel importante en las primeras etapas de una PE aun asintomatica.

Somos conscientes de que nuestro estudio tiene sus limitaciones. Primero, el
tamano de la muestra fue pequeno por la dificultad de obtener pacientes con las
caracteristicas requeridas; en segundo lugar, solo utilizamos la EM y, aunque la falta
de una prueba de validacion posterior como el Western blot es un defecto, la

sensibilidad de la EM es suficientemente buena para un primer enfoque.

Ninguna de las proteinas aqui reportadas se ha asociado directamente con la PE
y pensamos que son un reflejo de los primeros pasos de la cascada de eventos que
finalmente culminan en la EP y, por tanto, estas proteinas podrian actuar como
potenciales biomarcadores de una incipiente enfermedad futura. Los estudios
posteriores con una muestra mas grande para probar especificamente estas

proteinas recuperaran una perspectiva mas amplia de su utilidad.
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Finalmente, la patogenia de la PE aun no se ha esclarecido y es importante
recuperar nueva informacion sobre los mecanismos de la PE para el descubrimiento
y la prueba de nuevos biomarcadores potenciales. Por lo tanto, se requieren mas
estudios para comprender los mecanismos de los biomarcadores potenciales

propuestos y la validacion futura.
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CAPITULO 9

Anexos

9.0 Encuesta de datos clinicos y demograficos

9.1 Consentimiento informado

119



ANEXO 1. Encuesta de datos clinicos y demograficos

DATOS DEMOGRAFICOS

NOMBRE DEL ESTUDIO:
Determinacion de potenciales biomarcadores de preeclampsia en etapas tempranas del embarazo mediante un
analisis proteémico.

Fecha:

DATOS GENERALES

Nombre:

No. De Identificacion: Edad:
Direccion:

Teléfono de casa: Teléfono movil;

Correo electrénico:

Edo. Civil: Ocupacion: Religion:
Escolaridad: Ciudad de origen:
Ciudad donde vive actualmente:

ANTECEDENTES

Padres o Hermanos con diabetes o hipertension: Si( ) No ( )
Si respondio “si” especifique:
Fuma: Si( ) No ()

Si respondio “si” especifique cuantas cajetillas diarias:
Consume bebidas alcohdélicas regularmente: Si( ) No ()

Si respondio si especifique cuantas cervezas o copas por dia y/o semana:

Utiliza algun tipo de droga: Si( ) No ()
Si respondio si especifique tipo y cantidad:
Padece algun tipo de las siguientes enfermedades:
Hipertensién: Si( ) No ()

Enfermedades cardiacas: Si( ) No ()

Diabetes: Si( ) No( )

Hipertiroidismo: Si ( ) No ( )

Otras:

Le han realizado algun tipo de cirugia: Si( ) No ( )
Si respondi6 si especifique:
¢ Cuantos embarazos ha tenido?
Partos: _ Cesareas: _ Abortos:__ Ectépicos: _ Embarazos molares:
Fecha en que inici6 la Gltima menstruacion:

DATOS DIETETICOS:

N°.DE COMIDAS AL DiA: QUIEN PREPARA LOS ALIMENTOS:
TOMA VITAMINAS: CUALES:
PRACTICA DEPORTE: CUAL.:

MENCIONE QUE DESAYUNO,COMIO Y CENO EL DIA DE AYER.

DESAYUNO COMIDA CENA
HORA: HORA: HORA:
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DATOS ANTROPOMETRICOS.

PESO ACTUAL:

TALLA ACTUAL:

IMC:

DX:

FRECUENCIA ALIMENTARIA

EDAD:

LO CONSUME

ALIMENTO

Sl

NO

CUANTAS
VECES POR
SEMANA

CANTIDAD POR
COMIDA.

CALDO DE
FRIJOL

FRIJOL COCIDO

HABAS
COCIDAS

LENTEJAS
COCIDAS

GARBANZOS
COCIDOS

HIGADO DE
RES

HIGADO DE
POLLO

ATUN

POLLO

SARDINAS

CARNE DE RES

CARNE DE
CERDO

LECHE

HUEVO

PAN INTEGRAL

ARROZ COCIDO

PAN BLANCO

SOPA DE
PASTA
FORTIFICADA

CEREALES DE
DESAYUNO

ESPINACAS

ACELGAS

AGUACATE

REPOLLO

COLIFLOR

CHICHARO

LECHUGA

QUELITES

NOPALES

BROCOLI

CALABAZA

PAPA

CEBOLLA

ZANAHORIA

TOMATE

NARANJA

JUGO DE
NARANJA

MELON

MANDARINA

PEPINO

PLATANO

LIMON

CERVEZA

121




Formato de Consentimiento Informado escrito.
- Facultad de Medicina y Hospital Universitario
| | £ \ [l ‘ ‘ “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
= Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio Determinacién de potenciales biomarcadores de
preeclampsia en etapas tempranos del embarazo
mediante un analisis protedmico.

Nombre del | Dr. Guillermo Jacobo Baca

Investigador Principal

Institucion Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez. Universidad Autbnoma de Nuevo
Leodn”

Servicio/Departamento | Genética

Teléfono de Contacto | 8112557617

Persona de Contacto Dr. Guillermo Jacobo Baca

Esta forma de consentimiento informado puede contener palabras que usted no
entienda. Por favor pidale a su médico del estudio o al personal del estudio que
le explique cualquier palabra o informacidén que no le quede clara.

Su participacion en este estudio es voluntaria. Es importante que lea y entienda
la siguiente explicacion de los procedimientos propuestos. Este documento
describe el propédsito, los procedimientos, beneficios, riesgos conocidos,
molestias, precauciones del estudio incluyendo la duracion y la naturaleza de su
participacion.

También describe las terapias o tratamientos alternativos conocidas que pueden
estar disponibles y su derecho a retirarse del estudio en cualquier momento. No
se pueden dar garantias respecto a los resultados del estudio de investigacion.
Para ingresar al estudio, Usted como sujeto debe de firmar y fechar este
documento con la presencia de dos testigos y finalmente recibira una copia del
mismo.

1.- PROPOSITO DEL ESTUDIO

La preeclampsia es una enfermedad que afecta a mujeres después de las
20 semanas de embarazo, se caracteriza por presentar alta presion y
salida de proteinas por la orina, esta enfermedad puede llegar a ser mortal
si no se trata correctmente. A pesar de muchos estudios que se han
realizado no se cuenta con un examen de laboratorio o de ultrasonido que

Formato_consentimieto_ver03




Formato de Consentimiento Informado escrito.

Facultad de Medicina y Hospital Universitario

AQAN “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
: - Universidad Auténoma de Nuevo Le6n

nos pueda avisar al inicio del embarazo que personas puedan tener en un
futuro esta enfermedad. Es por eso que el propésito de este estudio es
encontrar un examen de sangre que se pueda utilizar para detectar a las
personas que pudieran enfermarse de preeclampsia al final del embarazo
y asi poder cambiar la forma de tratar a las personas con riesgo y que el
final el bebé y la mama tengan mejores resultados al nacimiento.

2.- CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

El médico del estudio verificard que Usted cumpla con los siguientes requisitos
antes de considerar su ingreso al estudio de investigacion.

Que no haya tenido partos, que se encuente entre 10 y 11 semanas de
embarazo, que su peso sea el adecuado (Ni muy flaca ni muy gorda), tener
menos de 35 anos de edad, no tener presion alta, que su embarazo sea de
un solo bebe, no haber tenido tres o mas abortos, no haber tenido un
embarazo molar (degeneracion de un embarazo) y no tener diabetes.

3.- MEDICAMENTO/DISPOSITIVO DE ESTUDIO
No aplica.

4.- PROCEDIMIENTOS

Se realizara una sola puncion para obtener 2 tubos de sangre de las venas
del codo (6 ml cada uno) durante las semanas 10 y 11 de embarazo, estas
muestras se almacenaran y con una de ellas se realizaran estudios de
proteinas en caso de desarrollar preeclampsia, la otra muestra se utilizara
para la realizacion de futuros estudios genéticos dentro de la misma linea
de investigacion. Ademas se le pedira que llenen un cuestionario de datos
generales y una encuesta sobre lo que comio las ultimas 24 hrs. A los 6
meses se le va a llamar al teléfono que nos proporcioné para saber si
presentd preeclampsia durante el embarazo, de ser asi se revisara su
expediente médico para confirmar que se haya hecho los estudios
necesarios para confirmar la enfermedad y se realizaran estudios a la
sangre que se tomo al inicio del embarazo para buscar las proteinas que
nos puedan servir para desarrollar un examen que nos permita detectar a
las mujeres que tienen riesgo de presentar preeclampsia.
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5.- TERAPIAS ALTERNATIVOS
No aplica

6.- RIESGOS Y MOLESTIAS

Existen riesgos y molestias minimos en este estudio, los cuales consisten
en presentar dolor al sacar la sangre, ademas de presentar salida de
sangre en el sitio donde se tomo6 la muestra (moretén).

7.- POSIBLES BENEFICIOS
Usted puede verse beneficiado por su participacién en este estudio, aunque no
hay garantias de que tenga un beneficio directo por participar en este estudio.

No aplica.

8.- NUEVOS HALLAZGOS

El médico del estudio le informara a usted o a su representante legar acerca de
cualquier hallazgo significativo que se desarrolle durante el transcurso de este
estudio que pudiera afectar el deseo de seguir participando en este estudio.
Usted tiene el derecho de conocerla y tomar la decision si contindia o no en el
estudio.

9.- RETIRO Y TERMINACION

Su participacibn es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su
participacion, puede hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no
participar o retirarse del estudio, su atencion medica presente y/o futura no se
vera afectada y no incurrird en sanciones ni perdera los beneficios a los que
usted tendria derecho de algun otro modo.

El médico podra suspender su participacion en el estudio, sin su consentimiento,
por cualquiera de las siguientes circunstancias:

1.- Que el patrocinador del estudio cancele el estudio.

2.- Que el médico considere que es lo mejor para Usted.

3.- Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta
investigacion.

4.- Su participacion se suspende para cumplir con los requisitos del estudio.

5.- Que no ha seguido las indicaciones del médico lo que pudiera traer como
consecuencias problemas en Usted.

Se Usted decide retirarse de este estudio, deberd realizar lo siguiente:
1.- Notificar a su médico tratante del estudio
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2.- Debera de regresar todo el material que su médico le solicite.

Si su participacion en el estudio se da por terminada, cualquier que sea la razén,
el médico por su seguridad, continuara con seguimientos clinicos, ademas de
podra utilizar la informaciéon médica que se recabs antes de su terminacion.

10.- COSTOS, REEMBOLSOS Y PAGOS

Los medicamentos, procedimientos y pruebas relacionadas con el estudio no
tendran ningun costo.

Sin embargo puede incurrir en gastos propios a la atenciéon que normalmente
recibiria.

No aplica ninguin reembolso o pago.

11.- CONFIDENCIALIDAD/EXPEDIENTE CLINICO

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio recabard vy
registrara informacién personal confidencial acerca de su salud y de su
tratamiento. Esta informacion no contendra su nombre completo ni su domicilio,
pero podra contener otra informacion acerca de Usted, tal como iniciales y su
fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad garantizar la
integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la
Institucién al menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a
la Ley Federal de Proteccién de datos Personales en Posicién de Particulares,
asi mismo de solicitar el acceso, correccidn y oposicidn de su informacién
personal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las regulaciones de
proteccién de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacion no podra estar
disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger
la integridad del Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario asi como el Investigador seran
los responsables de salvaguardar la informacion de acuerdo con las
regulaciones locales. Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al medico un
resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio
podra procesarse o transferirse a terceros en otros paises para fines de
investigacion y de reportes de seguridad, incluyendo Agencias reguladoras
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(Secretaria de Salud SSA) locales asi como a comité de Etica en Investigacion y
de Investigacién de nuestra Institucion.

Para los propésitos de este estudio, autoridades sanitarias como Secretaria de
Salud y Comité de Etica en Investigacién y de Investigacién de nuestra
Institucion podran inspeccionar el expediente clinico, incluso los que fueron
recabados antes de su inicio de participacion, los cuales pueden incluir su
nombre, domicilio y otra informacion personal. En caso necesario estas
auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parto o de todo su
expediente clinico. La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando
a cabo apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como
pacientes en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en
reuniones o en publicaciones.

La informacion recabada durante este estudio sera recopilada en bases de datos
del investigador, los cuales podran ser usados en otros estudios en el futuro.
Estos datos no incluiran informacion médica personal confidencial. Se
mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Usted asi como su representante autorizan el uso y
revelaciones de la informacidon acerca de su estado de salud y tratamiento
identificado en esta forma de consentimiento. No perdera ninguno de sus
derechos legales como sujeto de investigacidon. Si hay cambios en el uso de su
informacion, su médico le informara.

12.- INTERVENCION DEL MEDICO FAMILIAR

Se le informara a su médico de cabecera acerca de su participacién en este
estudio, enviandole la informacién médica pertinente si lo solicita asi como
cualquier informacion médica relevante.

Para que los médicos de la Institucidn conozcan de su participacion en el
estudio, los expedientes clinicos cuentan con un identificador para que el médico
de cabecera se ponga en contacto con el Investigador.

13.- COMPENSACION Y TRATAMIENTO DE LESIONES

Si se enferma o se lesiona debido a una complicacién o adversidad que sea
resultado directo del uso del medicamento/dispositivo o procedimiento en
estudio, debera Usted notificar a su Médico para que el proporcione los cuidados
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necesarios para el tratamiento de dicha complicacién. El tratamiento recibido no
tendra ningun costo y sera cubierto por la Institucién, asi como la indemnizacién
a la cual tendria derecho en caso de requerirla.

Si desea mayor informaciéon podra contactar Lic. Antonio Zapata de la Riva al
teléfono (81) 83294050 exts 2870 a 2874.

13.- DECLARACION

Reconozco que me han dado la oportunidad de hacer preguntas relacionadas al
estudio de investigacion y que todas estas se me han respondido de manera
clara y precisa.

Entiendo ademas si tengo preguntas relacionadas al estudio, asi como en el
caso de lesiones o complicaciones deberé de notificar de inmediato al
investigador con la siguiente informacién de contacto.

Nombre del Investigador Principal | Dr. Guillermo Jacobo Baca

Teléfono de Contacto 83294171

Teléfono de emergencias 8112557617

Ademas entiendo que el Comité de Etica en Investigacion cuenta con un numero
de emergencias para estos casos y que podré contactarlos para notificar de una
complicacion.

Urgencias Médicas. Comité de Etica en Investigacion. Teléfono 044-8119085882

En caso de tener alguna pregunta relacionada a mis derechos como sujeto de
investigacion de la Facultad de Medicina podre contactar al Comité de Etica en
Investigacion y de Investigacion de nuestra Institucion al Presidente, Dr. José
Gerardo Garza Leal, o al Represente legal de los sujetos de Investigacién al Lic
Antonio Zapata de la Riva.

Comité de Etica en Investigacion y de Investigacion

Av. Francisco | Madero Pte. s/n y Av. Gonzalitos, Col. Mitras Centro, 66460 en
Monterrey, Nuevo Ledn México.

Teléfonos: 81-83294050 exts 2870 a 2874

www.investigacion-medunal.com

email. investigacionclinica@meduanl.com
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Al firmar este consentimiento reconozco que mi participacion es voluntaria y que
puedo negarme a participar o suspender mi participacién en cualquier momento
sin sanciones ni perdidas de los beneficios a los que de otro modo tengo
derechos.

Acepto ademas que mi informacion personal de mi salud puede utilizarse y
transferirse para nuevos estudios de investigacion clinica con la finalidad de
brindar més informacién y asi contar con nuevas opciones de tratamiento.
Entiendo que mi informacion puede ser auditada o inspeccionada por agencias
reguladoras como la Secretaria de Salud asi como por la misma Institucion.

Se me entrega una copia del consentimiento informado.

13.- FIRMAS
Fecha Firma de la Sujeto Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

1I. ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL EQUIPO

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mds leal saber y entender, el sujeto estd proporcionando su
consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y él/ella posee el derecho legal y la
capacidad mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Fecha Firma de la Persona que Obtuvo el Nombre en letra de molde
Consentimiento/Investigador Principal
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