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RESUMEN 
 
La preeclampsia (PE) es una de las enfermedades hipertensivas inducida por el 
embarazo y se diagnostica por la presencia simultánea de hipertensión y proteinuria 
después de la semana 20 de gestación. Una de las alteraciones que se asocia con 
este padecimiento es un deficiente proceso de angiogénesis. Debido a que en 
nuestro y en otros laboratorios se demostró que la concentración del factor de 
crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) está baja en la PE y que su 
participación en procesos angiogénicos no ha sido valorada en este padecimiento, el 
objetivo principal del presente estudio fue: evaluar los efectos reguladores del IGF-I 
sobre la expresión de los RNAm y las proteínas del factor de crecimiento del 
endotelio vascular (VEGF) y de la forma soluble de su receptor tipo 1 (sFlt-1) en 
células endoteliales humanas de la vena del cordón umbilical (HUVEC) y valorar la 
asociación de la concentración de IGF-I con la del VEGF en el suero del cordón 
umbilical en la preeclampsia. Además del grupo de mujeres preeclámpticas (PE), se 
contó con un grupo testigo conformado por cordones umbilicales obtenidos de 
mujeres embarazadas normotensas (grupo NT). El efecto del IGF-I sobre la 
expresión de los RNAm y de las proteínas de VEGF y sFlt-1 se realizó  en cultivos 
primarios de células HUVEC. En el estudio de expresión génica, se encontró que la 
expresión de VEGF fue significativamente mayor en presencia de 12.5, 25 y 100 
ng/mL de IGF-I y la expresión de sFlt-1 fue significativamente mayor en presencia de 
6.25, 12.5, 25 y 100 ng/mL de IGF-I. En cuanto a la concentración de VEGF en el 
medio de cultivo de las células endoteliales, su presencia no fue detectada en 
ninguno de los grupos por los estuches de marca R & D Systems utilizados. En el 
grupo de mujeres NT, la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo fue 
significativamente  mayor en presencia de 12.5 y 25 ng/mL de IGF-I. A pesar de que 
no se observó el efecto estimulador de IGF-I en el grupo de mujeres PE, la 
concentración basal de sFlt-1 fue significativamente mayor que en el grupo NT. En el 
grupo de mujeres NT, el efecto estimulador de 12.5 ng/mL de IGF-I sobre la 
concentración de sFlt-1 fue significativamente abolido en presencia de PPP, 
inhibidor de la actividad del receptor de IGF-I. Al utilizar homogenados de placentas, 
la expresión del mensajero del VEGF fue significativamente más baja en el grupo de  
mujeres PE que en el grupo de mujeres NT. En cambio, la expresión del mensajero 
del sFlt-1 fue significativamente mayor en los homogenados placentarios del grupo 
de mujeres PE que en los del grupo de mujeres NT. En el estudio donde se evaluó la 
concentración de factores angiogénicos en el suero del cordón umbilical, se 
incluyeron 27 muestras obtenidas de mujeres NT y 14 muestras de mujeres PE. El 
peso de los recién nacidos y la edad gestacional del grupo de mujeres PE fueron 
significativamente menores que los del grupo de  mujeres NT. La concentración de 
IGF-I fue significativamente menor en el grupo de mujeres PE que en el grupo de 
mujeres NT. Además, la concentración de VEGF fue significativamente más baja con 
respecto a la del grupo de  mujeres NT. En cambio, la concentración de sFlt-1 fue 
significativamente mayor en el grupo de pacientes PE al compararla con la del grupo 
de mujeres NT. En cuestión de las asociaciones del IGF-I con la edad gestacional, 
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se observó una asociación significativa en el conjunto de los grupos de mujeres NT y 
PE y en el grupo de mujeres PE. Además, el IGF-I se asoció de manera positiva y 
significativa con el peso de los recién nacidos en los grupos NT, PE y en el conjunto 
de los dos grupos. Por lo que toca a factores angiogénicos, el IGF-I no se asoció 
significativamente con el VEGF en ninguno de los grupos. Sin embargo, el IGF-I se 
asoció significativamente con el sFlt-1 solamente en el grupo de mujeres NT y la 
asociación entre VEGF y sFlt-1 logró significancia únicamente en el grupo PE. Con 
el fin de descartar a la edad gestacional como responsable de las diferencias 
observadas entre ambos grupos, se utilizaron dos subgrupos de mujeres NT y PE 
con un promedio similar de edad gestacional. De igual manera que con el peso al 
nacer, las concentraciones de IGF-I, VEGF y sFlt-1 fueron significativamente 
diferentes entre ambos subgrupos. La concentración de IGF-I y de VEGF fue 
significativamente más baja en el subgrupo de mujeres PE que el subgrupo de 
mujeres NT. En cambio, la concentración de sFlt-1 fue significativamente mayor en 
el subgrupo de mujeres PE que en el subgrupo de mujeres NT. En conclusión: 1) Se 
demostró que el IGF-I es un factor estimulador de la expresión del RNAm no sólo del 
VEGF sino también del sFlt-1 en células HUVEC; 2) La presencia de IGF-I resultó en 
mayor concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de células HUVEC del grupo 
de mujeres NT; 3) La concentración basal de sFlt-1 en los medios de cultivo fue 
significativamente mayor en la preeclampsia; 4) La preeclampsia se asoció con 
menor expresión de VEGF y mayor expresión de sFlt-1 en homogenados de 
placenta; 5) La PE se caracterizó por presentar baja concentración de IGF-I y de 
VEGF y alta concentración de sFlt-1 en el suero del cordón umbilical y estas 
diferencias fueron  independientes de la edad gestacional y; 6) El IGF-I no se asoció 
significativamente con el VEGF en ninguno de los grupos, lo que sugiere que la baja 
concentración de VEGF no es atribuible a la disminución de la concentración del 
IGF-I en el suero del cordón umbilical. 
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ABSTRACT 
 
Preeclampsia (PE) is one of the pregnancy-induced hypertension diseases which is 
characterized by the simultaneous presence of hypertension and proteinuria after the 
20th week of gestation. Deficit of the angiogenesis process is associated with PE. 
Since data from our and other laboratories have shown low circulating levels of 
insulin-like growth factor I (IGF-I) in PE and its participation in angiogenesis process 
has not been established in this disease, the aim of the present work was: to study 
the regulatory effects of IGF-I upon mRNAs expression and proteins of VEGF and 
sFlt-1 in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and to determine the 
association between IGF-I and VEGF in umbilical cord serum in PE. In addition to the 
PE group, this work included normotensive pregnant women (NT group) as a control 
group. IGF-I effects upon mRNAs expression and proteins of vascular endothelial 
growth factor (VEGF) and its soluble form of its receptor 1 (sFlt-1) were done in 
primary HUVEC cell cultures. Regarding gene expression, VEGF and sFlt-1 
expressions were significantly higher in presence of IGF-I as compared with vehicle. 
VEGF concentration in media culture was not detectable with the kit used in the 
presence or absence of IGF-I. In the NT group, sFlt-1 concentration was significantly 
higher when cells were incubated with IGF-I as compared with vehicle. The 
stimulatory effect of IGF-I upon sFlt-1 concentration was not observed in cells 
obtained from the PE group. The absence of this effect may be due to high synthesis 
of sFlt-1 in preeclampsia since basal concentration of this anti-angiogenic factor was 
significantly higher in the PE group than in the NT group. In the NT group, the 
stimulatory effect of IGF-I upon sFlt-1 concentration was significantly lower in the 
presence of PPP, an inhibitor of IGF-I receptor activity. Using placenta homogenates, 
VEGF mRNA expression was significantly lower in the PE group than in the NT 
group. In contrast, sFlt-1 mRNA expression was significantly higher in the PE group 
than in the NT. For the serum concentration study, umbilical cord sera were obtained 
from 27 NT and 14 PE women. Newborn birth weight and gestational age of the PE 
group were significantly decreased as compared with the NT group. IGF-I 
concentration was significantly lower in the PE group than in the NT group. 
Furthermore, VEGF concentration was significantly decreased in the PE group as 
compared with the NT group. In contrast, sFlt-1 concentration was significantly higher 
in the PE group than in the NT group. Study association showed that IGF-I correlated 
significantly with gestational age when PE and NT groups were analyzed together 
and in the PE group. In addition, IGF-I was significantly associated with newborn 
birth weight in the NT, PE and in the NT plus PE groups. Regarding angiogenic 
factors, IGF-I was not associated with VEGF in any group. However, IGF-I was 
significantly associated with sFlt-1 only in the NT group and associations between 
VEGF and sFlt-1 were observed only in the PE group. In order to discard gestational 
age as determinant factor responsible of the differences observed between the NT 
and PE groups, subgroups of similar gestational age were conformed and analyzed. 
As observed with newborn birth weight, serum concentrations of IGF-I, VEGF and 
sFlt-1 were significantly different between the NT and PE subgroups. IGF-I and 
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VEGF concentrations were significantly lower in the PE subgroup than in the NT 
subgroup. In contrast, sFlt-1 concentration was significantly higher in the PE 
subgroup as compared with the NT subgroup. In conclusion: 1) IGF-I is a stimulatory 
factor of VEGF and sFlt-1 expressions in HUVEC; 2) The presence of IGF-I in 
HUVEC resulted in higher sFlt-1 concentration; 3) Basal concentrations of sFlt-1 in 
HUVEC media culture were significantly higher in preeclampsia; 4) Preeclampsia 
was associated with low VEGF mRNA and high sFlt-1 mRNA expressions in placenta 
homogenates; 5) Preeclampsia was associated with low levels of IGF-I and VEGF 
and high concentration of sFlt-1 in serum umbilical cord, and these differences were 
independent of gestational age, and; 6) Circulating IGF-I was not associated with 
VEGF in any group, which suggest that low VEGF concentration did not result from 
decreased IGF-I concentration in serum umbilical cord.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. La preeclampsia 

1.1.1. Características clínicas  de la preeclampsia 

La preeclampsia (PE) es una de las enfermedades hipertensivas inducidas 

por el embarazo y es una de las principales casusas de morbilidad y mortalidad 

materna y fetal en México y en el mundo1,2. La PE se diagnostica por la presencia 

simultánea de hipertensión y proteinuria después de la semana 20 de gestación3,4. 

Las complicaciones derivadas de la PE son la eclampsia, forma convulsiva de esta 

enfermedad, y el síndrome de HELLP que se caracteriza por hemólisis, elevación de 

las enzimas hepáticas alanina transaminasa y aspartato transaminasa y disminución 

en la cuenta plaquetaria. 

 
1.1.2. Etiología de la preeclampsia 

La etiología de la preeclampsia es desconocida pero se conoce la existencia 

de factores que favorecen su desarrollo. Entre los factores conocidos se encuentran: 

1) factores genéticos como polimorfismos en el gen de VEGF y en los de las 

sintasas de óxido nítrico; 2) factores ambientales como el ejercicio excesivo y el bajo 

consumo de calcio y antioxidantes en la dieta y; 3) factores inmunológicos como el 

incremento en las citocinas pro-inflamatorias5. 

El desarrollo de la PE ocurre en dos grandes fases: la primera es la fase 

preclínica o asintomática y la segunda es la fase clínica (figura 1). Se ha sugerido 

que la fase preclínica ocurre entre las 8 y las 20 semanas de gestación debido a un 

pobre desarrollo de la placenta, originado por fallas en el proceso de placentación, lo 

que origina el reducido flujo útero-placentario, el estado de hipoxia placentaria, 

aumento del estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria materna6. Después de la 

semana 20, en la fase clínica se manifiestan los estados de hipertensión y 

proteinuria y posiblemente algunos síntomas como edema, cefalea o visión borrosa; 

estos hallazgos indican el cuadro diagnóstico de la preeclampsia y este 

padecimiento puede evolucionar hacia dos complicaciones, la eclampsia o un 

síndrome con hemólisis, elevada concentración de enzimas hepáticas y 

plaquetopenia (síndrome de HELLP, del inglés haemolysis, elevated liver enzimes 

and low platelets). Además, la PE se asocia con el bajo peso al nacer de los recién 

nacidos debido al reducido flujo útero-placentario.  
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Figura 1. Fases I (preclínica) y II (clínica) del desarrollo de la preeclampsia. Esquema 
modificado de Serrano y colaboradores, 2006.5 

 

Otra de las alteraciones que se observa durante el desarrollo de la PE es el 

deficiente proceso angiogénico, el cual puede presentarse desde la primera fase de 

esta enfermedad. En este proceso participan principalmente el factor de crecimiento 

del endotelio vascular (VEGF) y sus receptores, por lo que a continuación se 

aportará mayor información tanto básica como relacionada con la preeclampsia 

acerca de estos factores angiogénicos.  

 

1.2. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

1.2.1. Angiogénesis 

La angiogénesis es el proceso por el cual se realiza el crecimiento y el 

remodelamiento del árbol vascular como resultado de la proliferación y migración de 

las células endoteliales a partir de los vasos sanguíneos preexistentes. Este proceso 

es esencial para la organogénesis y el satisfactorio desarrollo embrionario y fetal. 

Además, en el adulto la angiogénesis regula la función del ovario y el endometrio 

durante el ciclo menstrual, el crecimiento y la reparación de tejidos durante la 
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sanación de heridas y el desarrollo de la placenta y de la glándula mamaria durante 

la gestación y la lactancia7. La regulación de este proceso es sumamente compleja e 

involucra interrelaciones entre distintos tipos celulares y la matriz extracelular, 

señalizaciones inducidas por hormonas y citocinas  y el balance entre factores pro- y 

anti- angiogénicos7,8. Entre estos factores, se conoce que el VEGF es el principal 

inductor de la angiogénesis tanto in vivo como in vitro9.  

 

1.2.2. Isoformas del VEGF 

El gen que codifica para el VEGF pertenece a la súper familia de genes del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF/VEGF) y tiene 7 integrantes: 

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el factor de crecimiento 

placentario (PLGF). Todos cuentan con un dominio conservado de 8 residuos de 

cisteína que es el dominio de unión con sus receptores.  

De ellos, el VEGF-A (o VEGF como se le denominará de aquí en adelante), 

es el principal inductor del proceso angiogénico. Este factor es una glicoproteína 

mitogénica específica para las células endoteliales de las micro- y macro- 

vasculaturas, e induce en éstas su proliferación, migración y supervivencia.  

El gen del VEGF humano se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 

(6p21.3) y se organiza en 8 exones y 7 intrones que abarcan 14 pares de kilobases 

aproximadamente. Por empalme alternativo de los exones 6 y 7 se pueden generar 

6 isoformas diferentes, todas con actividad pro-angiogénica: VEGF121, VEGF145, 

VEGF165, VEGF183, VEGF189 y VEGF206. Entre ellas, la isoforma con 165 aminoácidos, 

el VEGF165, es el subtipo dominante en términos de su concentración, distribución y 

actividad biológica. Es el principal mitógeno e inductor de la migración de las células 

endoteliales y el estimulador más potente de la angiogénesis (ED50 = 2 a 10 pM). 

Esta isoforma se sintetiza como monómero y posteriormente se secreta hacia el 

espacio intersticial en donde forma un homodímero de 46 KDa unido de forma 

covalente por dos puentes disulfuro9.  
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1.2.3. Receptores del VEGF 

El efecto angiogénico del VEGF es mediado por la unión de este ligando con 

sus 2 receptores tipo tirosina cinasa, el VEGF-R1 y el VEGF-R2 (figura 2). Ambos 

receptores tienen 7 regiones similares a inmunoglobulina en su dominio extracelular, 

una única región trans-membranal y una secuencia consenso intracelular con 

actividad tirosina cinasa. El dominio de unión con VEGF se localiza entre la segunda 

y tercera región similar a inmunoglobulina, y la cuarta región es esencial para la 

dimerización de los receptores9. 

 
Figura 2. Interacción del VEGF con sus receptores. Figura modificada de Ferrara, 2004.9 

 

El VEGF-R1 o Flt-1 por sus siglas en inglés, fms-like tirosine kinase-1, posee 

gran afinidad por el VEGF (Kd = 2 a 10  pM). Sin embargo su actividad tirosina 

cinasa es débil, cerca de diez veces menor que la del VEGF-R2, por lo que este 

receptor participa en menor medida en el estímulo de la proliferación endotelial10.  

Mediante proceso de empalme alternativo se produce la forma soluble del VEGF-R1, 

conocida como sFlt-1, la cual tiene 690 aminoácidos y carece de la séptima región 

similar a inmunoglobulina, de la secuencia trans-membranal y del dominio 

intracelular.  

Como se mencionó anteriormente, el VEGF-R2 es el principal mediador de la 

respuesta angiogénica. EL VEGF-R2 es conocido como Flk-1 por sus siglas en 

inglés, fetal liver kinase-1. No obstante la menor afinidad del VEGF-R2, su potente 

actividad tirosina cinasa hace de este receptor el mayor mediador del proceso 

angiogénico del VEGF10.  
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1.2.4. VEGF, sFlt-1 y la preeclampsia 

La concentración de VEGF está disminuida en la mayoría de los sueros de 

mujeres con PE11-15, lo cual coincide con la disfunción endotelial y el deficiente 

proceso angiogénico que se ha observado en esta enfermedad11,16. En efecto, 

Ahmad y Ahmed demostraron que la placenta de mujeres con PE produce algún 

factor que lesiona y disminuye la función del endotelio materno. Esto se demostró 

con el cultivo de explantes de vellosidades placentarias obtenidas de mujeres con 

PE y la posterior incubación de células endoteliales con el medio de cultivo de los 

explantes. Como resultado, se disminuyó de forma significativa la migración 

endotelial y la longitud de los túbulos formados por estas células, lo que sugiere la 

presencia de por lo menos una substancia responsable de la disfunción endotelial en 

este padecimiento16.  

Una de estas substancias involucradas en el desarrollo de la disfunción 

endotelial es la forma soluble del receptor tipo 1 del VEGF (sFlt-1)11,16. El sFlt-1 se 

secreta de manera fisiológica durante la gestación por los sincitiotrofoblastos hacia 

la circulación materna17. El sFlt-1 disminuye la biodisponibilidad de VEGF ya que se 

une a este factor de crecimiento e impide su interacción con los receptores VEGF-

R1 y VEGF-R2, particularmente con el VEGF-R2, a través del cual el VEGF ejerce 

su mayor efecto angiogénico10. 

Aunque en la práctica clínica no es usual la medición de la concentración de 

sFlt-1 en el suero materno, se conoce que su concentración permanece 

relativamente baja durante los primeros dos trimestres del embarazo y se 

incrementa hacia finales del tercer trimestre12. Esto puede ser un reflejo del cambio 

en el medio ambiente placentario hacia el final del embarazo, en que se ha 

completado el proceso angiogénico placentario y fetal. Sin embargo, en la 

preeclampsia existe una exacerbada expresión placentaria de sFlt-1 desde etapas 

tempranas del embarazo, lo que se asocia con un marcado incremento de su 

concentración en la circulación materna11-13,18-27. Cinco semanas antes de la 

aparición  de los signos clínicos de la enfermedad se observa un incremento en la 

concentración de sFlt-112. Además, el incremento en su concentración se 

correlaciona con la severidad de la PE28. Pocos días después del término del 

embarazo se normalizan las concentraciones de sFlt-1, lo cual coincide con la 
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expulsión de la placenta y con la disminución en las cifras de presión arterial y de 

proteinuria.  

En modelos animales de PE en ratas y primates, con base en la reducción de 

la perfusión sanguínea uterina, se observó el incremento de la concentración 

sanguínea y placentaria de sFlt-1 y el desarrollo de hipertensión y proteinuria29,30. 

Interesantemente, la sobreexpresión del gen de sFlt-1 en ratas gestantes resultó no 

solamente en mayor concentración circulante de sFlt-1 sino también en la aparición 

de un síndrome parecido a la PE, con los signos de hipertensión, proteinuria, 

endoteliosis glomerular y restricción del crecimiento fetal11,31.  

Otra evidencia experimental que relaciona la baja biodisponibilidad de VEGF 

con disfunción endotelial deriva del desarrollo de hipertensión, proteinuria y pérdida 

de las fenestraciones endoteliales del glomérulo renal en pacientes con cáncer que 

han sido tratados con anticuerpos contra VEGF como medida anti-angiogénica32,33.  

En conjunto, estas evidencias sugieren que la deficiencia de VEGF, inducida  

por el exceso de sFlt-1 en el caso de la preeclampsia, es uno de los factores que 

están implicados en la disfunción endotelial y el desarrollo de la hipertensión y la 

proteinuria que caracterizan a esta enfermedad. 

 
1.2.5. Regulación de la síntesis del VEGF  

En condiciones fisiológicas, el estímulo de la síntesis del VEGF, y por tanto de 

la angiogénesis, se induce por hipoxia, citocinas y factores de crecimiento que 

incluyen al factor de crecimiento transformante beta (TGF, al factor de 

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), al factor de crecimiento de los 

fibroblastos (FGF) y al factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I)34. A 

continuación se aporta información acerca del IGF-I antes de abordar su relación 

con factores angiogénicos y con la preeclampsia. 
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1.3. El factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) 

1.3.1. Características del IGF-I 

El IGF-I es una hormona de naturaleza proteica que estimula la progresión del 

ciclo celular, la proliferación y la diferenciación celular e inhibe la apoptosis. También 

estimula los procesos anabólicos como la síntesis de proteínas y de los ácidos 

desoxirribonucleico y ribonucleico (DNA y RNA) e inhibe la proteólisis35. El IGF-I 

presenta efectos biológicos similares en los de la insulina. Se trata de un polipéptido 

de una sola cadena, con 70 aminoácidos, entrecruzado por tres puentes disulfuro y 

con un peso de 7649 Da; y guarda una homología del 48% con la proinsulina 

humana36. 

El gen del IGF-I humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 

(12q23.2) y está constituido por 6 exones y 5 intrones. Del empalme alternativo de 

este gen se puede obtener 4 transcritos diferentes debido a la existencia de dos 

sitios de inicio de la transcripción, ubicados en los exones 1 y 2, y de dos dominios 

carboxilo terminal (variantes Ea y Eb).  

 

1.3.2. Regulación de la síntesis del IGF-I 
Las acciones derivadas del IGF-I son controladas por factores que regulan su 

síntesis y por la interacción de este ligando con sus proteínas de transporte 

(IGFBPs) y con su receptor (IGF-IR). La síntesis de IGF-I se rige bajo el control de la 

hormona de crecimiento (GH) y de factores nutricios como las proteínas y el zinc37. 

La GH estimula la síntesis hepática y muscular del IGF-I, aunque prácticamente 

todos los órganos son capaces de sintetizarlo. Sin embargo, durante el embarazo la 

síntesis de IGF-I no es regulada por la GH sintetizada en la hipófisis, sino por una 

variante de la GH que se sintetiza en la placenta38, principal hormona que se asocia 

con el incremento en la concentración de IGF-I en el embarazo. 
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1.3.3. Efectos mediados por el receptor del IGF-I (IGF-IR) 

El IGF-I es el principal estimulador de la ganancia de peso y talla durante la 

vida intrauterina. Las evidencias experimentales de esta afirmación se centran en 

modelos knock out IGF-I(-/-) o IGF-IR(-/-) de ratón, los cuales mueren durante la vida 

embrionaria y aquellos que logran sobrevivir son infértiles y muestran una baja tasa 

de crecimiento ponderal (sólo adquieren el 30% del peso de un ratón sano)39. 

Además, los fetos con mutaciones que inactivan al IGF-I, un síndrome recesivo de 

baja frecuencia, se caracterizan por un marcado déficit del crecimiento intrauterino y 

por un retraso en el crecimiento post- natal40. Igualmente, los polimorfismos en el 

gen del IGF-I humano que originan baja concentración de IGF-I en el suero, se 

asocian con bajo peso, talla y perímetro cefálico al nacer además de persistente baja 

estatura y perímetro cefálico durante la vida postnatal41. 

Los efectos anabólicos inducidos por el IGF-I son mediados por su unión con 

su receptor, el IGF-IR, que muestra 60% de homología en la secuencia de 

aminoácidos con el receptor de insulina. El IGF-IR es un tetrámero integrado por dos 

subunidades  y dos subunidades  con varios puentes  y Las subunidades 

 se localizan completamente en el dominio extracelular y contienen el sitio de unión 

al IGF-I, mientras que las subunidades  cruzan la membrana y su dominio 

intracelular posee actividad tirosina cinasa35. 

La unión del IGF-I con el IGF-IR induce la autofosforilación cruzada de los 

residuos de tirosina, lo que puede desencadenar por lo menos dos tipos de señales 

intracelulares (figura 3). La unión de las tirosinas fosforiladas con los sustratos del 

receptor de insulina (IRS-1, -2, -3 ó -4) permiten activar la vía del fosfatidil inositol tri-

fosfato y de la cinasa Akt. Mediante esta vía se llevan a cabo procesos 

principalmente metabólicos, como el transporte de glucosa y la síntesis de 

glucógeno y de proteínas. Por otra parte, los residuos de tirosinas fosforiladas 

también son capaces de unirse a proteínas con dominio SH2 (de homología 2 con 

Src) para desencadenar la cascada de las MAP cinasas, responsable de llevar a 

cabo procesos mitogénicos ligados al incremento en la proliferación, diferenciación y 

supervivencia celular y a la inhibición de la apoptosis.  
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Figura 3. Las dos vías de transducción de señales mediadas por el IGF-IR. Figura 
modificada de Dupont y colaboradores, 2003.42 Akt = Proteína serina/treonina cinasa; Erk = 
Cinasa regulada por señales extracelulares; MEK = MAP cinasa/Erk cinasa; PDK = Proteína 
cinasa; PIP3 = Fosfatidil inositol trifosfato;  P-SH2 = Proteína con dominio SH2; SH2 = 
Dominio de homología 2 con Src. 

 

1.3.4. IGF-I, angiogénesis y preeclampsia 

El IGF-I estimula la expresión y secreción de VEGF en cultivos primarios de 

células mesangiales de la corteza renal, de células endometriales porcinas, de 

células derivadas del amnios y de células endoteliales de la vena umbilical 

humana43-46 y en líneas celulares tumorales de cáncer de colon, de mama y en 

células de adenocarcinoma endometrial y prostático47-50. En un modelo de lesión de 

la piel de la rata, la inyección semanal subcutánea de liposomas que contenían el 

cDNA de IGF-I resultó en el aumento del número de vasos y en el estímulo de la 

expresión de VEGF en el sitio de la herida51.  

La participación del IGF-I en la regulación a la alta del VEGF se demostró con 

el uso de picropodofilina (PPP), potente inhibidor del IGF-I que impide la fosforilación 

de su receptor IGF-IR. Las células del epitelio pigmentado de la retina cultivadas con 

IGF-I y el PPP tuvieron una concentración en el medio de cultivo de VEGF cercana a 

la de las células control, con lo que se demostró que el IGF-IR participa en el 

estímulo de la secreción de VEGF por IGF-I52.  
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En nuestro y en otros laboratorios, se ha observado que la PE se asocia con 

restricción del crecimiento intrauterino53-55, y esta restricción se ha asociado con una 

baja concentración de IGF-I en el suero materno y del cordón umbilical de mujeres 

con PE54-60. Interesantemente, la concentración de IGF-I no fue solamente baja en 

las mujeres con PE que tuvieron hijos con un peso bajo para la edad gestacional, 

sino también en aquellas mujeres con hijos de adecuado peso para la edad 

gestacional. Esto sugiere que el IGF-I podría tener alguna participación en el 

proceso de la enfermedad, además de la regulación del peso de los infantes. 

La falta de información acerca de los efectos reguladores del IGF-I  sobre la 

expresión de los RNA mensajeros (RNAm) y de las proteínas de VEGF y sFlt-1 en la 

preeclampsia y de estudios de asociación entre el IGF-I con el VEGF en el suero del 

cordón umbilical justificó la realización del presente trabajo que plantea la siguiente 

hipótesis. 
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2. HIPÓTESIS 

El IGF-I presenta efectos reguladores sobre la expresión de los RNAm y de 

las proteínas de VEGF y sFlt-1 en células HUVEC y se asocia con la concentración 

de VEGF en el suero del cordón umbilical en la preeclampsia. 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

Evaluar los efectos reguladores del IGF-I sobre la expresión de los RNAm y 

las proteínas de VEGF y sFlt-1 en células HUVEC y valorar la asociación entre las 

concentraciones de IGF-I con las de VEGF en el suero del cordón umbilical en la 

preeclampsia. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1. Estudiar el efecto del IGF-I sobre la expresión de los RNAm y las proteínas 

de VEGF y sFlt-1 en células HUVEC. 

2. Valorar la expresión génica de VEGF y de sFlt-1 en homogenados de 

placentas de mujeres embarazadas normotensas (NT) y preeclámpticas 

(PE). 

3. Valorar la concentración de IGF-I, VEGF y sFlt-1 en el suero del cordón 

umbilical de mujeres embarazadas NT y PE. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Reactivos 

Para la realización de este estudio se utilizaron los siguientes estuches y reactivos: 

 De BioRad (Hércules, CA, USA): Tween-20 (#170-6531) y Reactivo de 

Bradford, Bio-Rad protein assay (#500-0006). 

 De Calbiochem (San Diego, CA, USA): Picropodofilina (#407247). 

 De Farmacéutica mexicana Pisa (MEX): Heparina comercial Inhepar® 

(Solución inyectable con 5000 UI/ml). 

 De Gibco/Invitrogen (San Diego, CA, USA): TrypLE Express (#12604-054), 

Suero fetal bovino (#16000-044), colagenasa tipo II (#17101-015), medio de 

cultivo M-199 (#31100-035), Fungizona® (#15290-018), Penicilina y 

Estreptomicina (#15140-148) y Trizol® (#15596026). 

 De R&D Systems (Minneapolis, MN, USA): Substrate Reagent Pack 

(#DY199), DuoSet ELISA  Development System para detección de VEGF 

humano (#DY293B) y de VEGF-R1 humano (#DY321). 

 De Roche Applied Science (Indianapolis, IN, USA): sondas del estuche 

Universal Probe Library set, human (#04 683 633 001), estuche para 

transcripción reversa Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (#04 897 030 

001), estuche para amplificación de cDNA Light Cycler Taqman Master (#04 

735 536 001) y capilares de vidrio de 20L (#04 929 292 001). 

 De Siemens (Los Angeles, CA, USA): Immulite 1000® IGF-I (#LKGF1).  

 De Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA): Factor de crecimiento de células 

endoteliales 100x (#E9640-5ML), IGF-I humano recombinante expresado en 

E. coli (#I3769-50UG), albúmina bovina fracción V (#A-4503) y L-Glutamina 

(#G-3126). 
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4.2. Muestras biológicas 

Para la realización de este estudio se utilizaron cordones umbilicales 

humanos, suero obtenido de la sangre del cordón umbilical y cotiledones 

placentarios. Las muestras se obtuvieron de embarazadas normotensas (grupo NT) 

y de mujeres con diagnóstico de preeclampsia (grupo PE), previa obtención de la 

carta firmada de consentimiento de las pacientes. Antes de la toma de muestras, se 

contó con la aprobación de la Comisión Nacional de Investigación Científica del 

IMSS (No. Registro: 2009-785-116) y del Comité Institucional de Investigación 

Biomédica en humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán (No. Referencia: 111 del año 2010). La recolección de las 

muestras se llevó a cabo en el Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 Luis Castelazo 

Ayala, Unidad Médica de Alta Especialidad del IMSS. 

Se incluyeron a mujeres embarazadas clínicamente sanas, excepto el grupo 

PE, con edad biológica entre 18 y 35 años y que dieron a luz por cesárea a un solo 

recién nacido con una valoración de Apgar superior a 7. En el grupo NT se 

incluyeron mujeres con edad gestacional de 36 a 40 semanas. El grupo PE se 

conformó por mujeres con edad gestacional de 28 a 39 semanas. La inclusión de 

mujeres PE con edad gestacional temprana se debió a la interrupción temprana en 

caso de presentarse complicaciones que podían comprometer la salud de la madre o 

del bebé. De cada grupo se registraron las características clínicas de las madres y 

de sus recién nacidos.  

El diagnóstico de PE fue establecido por la presencia simultánea de 

hipertensión y proteinuria según los criterios establecidos:3,4.  

 Grupo experimental PE: Mujeres embarazadas con hipertensión (presión 

arterial sistólica ≥ 140 mm Hg y/o presión arterial diastólica ≥ 90 mm Hg en 

por lo menos dos ocasiones, con un mínimo de 10 minutos de reposo entre 

mediciones) y proteinuria (≥ 300 mg/24hr) después de las 20 semanas de 

gestación. 

 Grupo testigo NT: Mujeres normotensas, con ausencia o trazas de proteína 

en orina. 
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4.2.1. Cultivo de células endoteliales humanas de la vena del cordón umbilical 

(HUVEC)  

El cultivo de células HUVEC se realizó conforme a la técnica descrita por 

Gutiérrez y colaboradores61. El procedimiento se describe a continuación: Después 

del parto por cesárea, se tomó el cordón umbilical desde el punto de corte hacia la 

placenta (15 a 20 cm de longitud) y se trajo al laboratorio en solución salina fría 

(cloruro de sodio al 0.9%). Los cordones se limpiaron con gasas estériles y alcohol y 

se canuló la vena umbilical con la finalidad de lavar con solución HEPES hasta no 

presenciar residuos sanguíneos en los lavados. Posteriormente, se sujetaron con 

cinturones plásticos estériles el extremo libre de cánula y el extremo en el cual está 

insertada la cánula. A través de este extremo se agregan 10 mL de la solución de 

digestión enzimática conteniendo colagenasa II al 0.02% mediante una jeringa que 

se enrosca a la cánula. El conjunto, cordón-cánula-jeringa, se coloca en baño maría 

a 37 ºC durante 20 min. Al final de la incubación, se secciona el extremo no 

canulado para recuperar en un tubo de Falcon de 50 mL la solución de digestión que 

contiene las células endoteliales disgregadas. Con la ayuda de la jeringa se procedió 

a lavar dos veces el cordón con solución HEPES y los lavados se sumaron al 

volumen recuperado en el tubo Falcon de 50 mL, el cual se sometió a centrifugación 

a 1200 rpm durante 6 min. El botón celular resultante se resuspendió en 5 mL de 

medio de cultivo M-199 suplementado con L-Glutamina (2mM), heparina (5 UI/mL), 

fungizona  (0.5 g/mL), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 g/mL), 10% de 

suero fetal bovino (inactivado previamente a 56 oC durante 1 hora) y el factor de 

crecimiento de células endoteliales (5 g/mL). Se procedió al conteo de las células 

en una cámara de Neubauer con la finalidad de lograr la siembra de un promedio de 

1.5 x 106 células suspendidas en 2 mL de medio por pozo en cajas de 6 pozos, 

previamente cubiertas con gelatina al 0.2%. Las HUVEC se incubaron en atmósfera 

húmeda con aire (95%) y CO2 (5%) a 37 oC. A las 24 horas de siembra, se cambia el 

medio previo lavado con solución HEPES y las células se mantienen en estas 

condiciones hasta el tercer día (72 horas de cultivo), día en el cual se llevan a cabo 

los experimentos. En este día, se cambia el medio de cultivo con la composición 

arriba mencionada con otro igual pero libre de suero fetal bovino y del factor de 

crecimiento endotelial.  
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4.2.2. Suero del cordón umbilical 

En el quirófano, inmediatamente después de la expulsión de la placenta, se 

tomó una muestra de 5 mL de sangre por punción de la vena umbilical. La sangre se 

recolectó en un tubo estéril sin anticoagulante y se transportó hacia el laboratorio, 

donde se sometió a centrifugación de 1200 rpm durante 5 minutos. El suero obtenido 

se conservó en alícuotas de 500 L a -20 ºC hasta su utilización.   

 

4.3. Determinación de la pureza de las células endoteliales por citometría de 

flujo mediante la presencia de VE-caderina 

A las 72 horas de cultivo, la pureza del cultivo se evaluó por citometría de flujo 

mediante la valoración del porcentaje de células positivas a VE-caderina, marcador 

de células endoteliales. A continuación se describe la técnica. A las células HUVEC 

cultivadas en una caja de 25 cm2 se les retiró el medio de cultivo y se les cubrió con 

el reactivo TrypLE Express durante 3 minutos a 37 oC para despegarlas. 

Posteriormente, las cajas de cultivo se agitaron y su contenido se recuperó con la 

ayuda de una pipeta en un tubo plástico, el cual se centrifugó a 1200 rpm durante 3 

minutos. Se descartó el sobrenadante y el botón se lavó con 1 mL de PBS y se 

centrifugó nuevamente a 1200 rpm durante 3 minutos. Después de retirar el 

sobrenadante, el botón se resuspendió en 40 L de PBS y se dividió en dos tubos 

plásticos, cada uno con 20 L. Uno de los tubos fue el control y el otro fue el de 

marcaje. Al tubo de marcaje se le añadió 1 L del anticuerpo contra VE-caderina 

(dilución 1:20) que está acoplado a isotiocianato de fluoresceína (FITC). Ambos 

tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora, evitando la exposición a 

la luz. A cada tubo se le agregó 1 mL de PBS y se centrifugó a 1000 rpm durante 3 

minutos. Cada botón celular se resuspendió en 400 L de PBS y las muestras se 

analizaron en el citómetro FACS Calibur (Becton Dickinson). El porcentaje de células 

positivas se evaluó por medio del programa Cell Quest.  
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4.4. Tratamiento de las HUVEC con el IGF-I 

A las 72 horas de siembra se realizaron los tratamientos con IGF-I por un 

tiempo de 24 horas. Se cambió el medio de cultivo por M-199 suplementado, pero 

sin suero fetal bovino ni factor de crecimiento de células endoteliales. Esto con la 

finalidad de impedir la presencia del IGF-I que se encuentra en el suero fetal bovino. 

Para los ensayos de inhibición de los posibles efectos del IGF-I se agregó 1M de 

picropodofilina (PPP), inhibidor de la fosforilación del IGF-IR, 1 hora antes de añadir 

el IGF-I. 

 

4.5. Cotiledones placentarios 

De cada placenta se obtuvieron tres cotiledones descartando las membranas 

corioamnióticas y el tejido decidual. Los cotiledones se mantuvieron en solución fría 

de dietilpirocarbonato (DEPC) hasta su traslado al laboratorio. Con la ayuda de 

material de cirugía se aisló una muestra de 60 mg de cada cotiledón que se guardó 

a -70 oC en un tubo estéril de vidrio con fondo plano conteniendo 1 mL de Trizol®. 

Para facilitar la extracción del RNA total, se procedió a la homogeinización del tejido 

placentario con un Polytron® PT1200C (Kinematica AG, Suiza) para el estudio de la 

expresión génica.  

 

4.6. Estudios de expresión génica 

Se eligió estudiar la expresión del mensajero de VEGF165 por ser la isoforma 

que ejerce el mayor estímulo de la angiogénesis. El sFlt-1 se evaluó por ser el 

receptor que está asociado con el balance negativo de la angiogénesis y que está 

involucrado en el desarrollo de la preeclampsia. De esta forma, se intentó visualizar 

parte del equilibrio angiogénico reflejado en la síntesis de factores pro- y anti- 

angiogénicos. Además, se amplificó el gen constitutivo gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) para la normalización de los resultados.  

 

1) Extracción del RNA total 

El RNA total se extrajo mediante la técnica de isoticianato de guanidina-fenol-

cloroformo, con el reactivo comercial de Trizol®, con algunas modificaciones a la 

recomendación del fabricante. A continuación se describe el procedimiento. A las 24 

horas de tratamiento de las células HUVEC, se agregaron 600 L de Trizol® en cada 
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uno de los pozos. Las células se rasparon y se recolectaron en tubos eppendorf 

estériles de 1.5 mL. Además, se obtuvo el RNA de los homogenados de cotiledones 

placentarios. Durante este procedimiento todas las etapas se desarrollaron a 4 oC. A 

cada tubo se le agregó 250 L de cloroformo frío, se agitó vigorosamente y se 

centrifugó a 12000 rpm durante 15 minutos. Al término de la centrifugación se formó 

una fase acuosa y una fase orgánica. La fase acuosa que contenía el RNA se 

transfirió a un nuevo tubo, al cual se le agregaron 500 L de isopropanol para 

precipitar el RNA. Se incubó durante 1 hora a 4 oC. Cada tubo se agitó con vortex y 

se sometió a centrifugación a 14000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se 

desechó y al precipitado que contenía el RNA se le añadió 1 mL de etanol al 75% 

con solución DEPC. Los tubos se agitaron con vortex y se centrifugaron a 14000 rpm 

durante 20 minutos. Nuevamente se decantó el sobrenadante y se invirtieron los 

tubos para evaporar el etanol residual. Finalmente, el RNA se disolvió en 15 L (para 

el cultivo celular) y en 50 L (para los homogenados placentarios) de solución 

DEPC. La concentración del RNA se evaluó en el espectrofotómetro NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, USA), para lo cual se colocaron 2 L de muestra en el disco de 

medición. Este equipo reporta de forma automática la concentración del RNA en 

g/L y la tasa de absorbancia a 260 y 280 nm. El valor de esta relación se utiliza 

como indicador de pureza del RNA y se utilizaron para fines de este estudio 

únicamente muestras con una tasa superior a 1.7. 

 

2) Transcripción reversa 

Para la síntesis del ácido desoxirribonucleico complementario (cDNA) se 

ocupó el estuche comercial Trancriptor First Strand cDNA Synthesis, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. En un tubo eppendorf estéril de 200 L se 

mezclaron 1 g del RNA total, 1 L de oligonucleótidos de desoxi-timinas (Oligo-dT, 

50 M) y agua grado PCR para un volumen final de 15 L. Las muestras se 

colocaron en el termociclador Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 9600 (Norwalk, 

CT, USA) y se mantuvieron a 65 ºC durante 10 minutos para favorecer la unión de 

las timinas del Oligo-dT a sus bases complementarias de adenina contenidas en las 

colas poli A de los RNA mensajeros.  Posteriormente las muestras se colocaron en 

hielo durante 1 minuto y se agregaron 7 L de una mezcla que contenía 4 L del 

amortiguador 5x, 0.5 L del inhibidor de RNAasa (40 U/L), 2 L de la mezcla de los 
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4 desoxirribonucleótidos (dNTPs, 10mM) y 0.5 L de la enzima transcriptasa reversa 

(20 U/L). La reacción de síntesis del cDNA se llevó a cabo a 55 ºC durante 30 min y 

por último, la inactivación de la enzima se logró al aumentar la temperatura a 85 ºC 

durante 5 minutos. El cDNA se mantuvo a -20 ºC hasta su utilización para la 

amplificación en la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real. 

 

3) Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) 

La qPCR es una técnica que permite la amplificación y la cuantificación 

simultáneas de los genes de interés. La reacción se realizó en el termociclador 

LightCycler® 2.0 (Indianapolis, IN, USA) con el estuche LightCycler Taqman Master 

y con el programa operativo Light Cycler Software 4.05. El cDNA se amplificó en una 

mezcla que contenía 5.7 L de agua grado PCR, 0.1 L del iniciador sentido (20 

M), 0.1 L del iniciador antisentido (20 M), 0.1 L de la sonda de hidrólisis, 2 L 

de la DNA polimerasa TaqMan® (Master mix, 5x) y 2 L del cDNA de interés. Cada 

reacción tenía, por tanto, 10 L de volumen final. La mezcla se colocó en capilares 

de vidrio, los cuales se centrifugaron a 1500 rpm durante 1 minuto y se colocaron en 

el termociclador LightCycler® 2.0 (Indianapolis, IN, USA), previamente programado 

para realizar la qPCR según las características que se muestran en la tabla 1. 

  
Tabla 1. Protocolo de amplificación del cDNA por qPCR  

Ciclos 
Temperatura 

(oC) 
Suceso Segundos 

1 95 Activación de la TaqMan® y 
desnaturalización inicial del cDNA 600 

45 
95 Desnaturalización del cDNA 10 
60 Alineamiento 30 
72 Alargamiento 1 

1 40 Enfriamiento 10 
 

4) Secuencia de los iniciadores utilizados para el qPCR 

La tabla 2 muestra la secuencia de los iniciadores y el número de las sondas 

que se utilizaron. Lo anterior se determinó mediante el uso del programa Universal 

ProbeLibrary Assay Design Center  (http://qpcr.probefinder.com/roche3.html).  
  

http://qpcr.probefinder.com/roche3.html
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Tabla 2. Secuencia de los iniciadores y sondas de hidrólisis utilizadas para cada gen 

PRODUCTO SECUENCIA # de Sonda 

GAPDH 
Sentido AGCCACATCGCTGAGACAC 

#60 
Antisentido GCCCAATACGACCAAATCC 

VEGF165 
Sentido GCAGCTTGAGTTAAACGAACG 

#12 
Antisentido GGTTCCCGAAACCCTGAG 

sFlt-1 
Sentido CCACTCCCTTGAACACGAG 

#85 
Antisentido CGCCTTACGGAAGCTCTCT 

 

 

 

4.7. Concentración de IGF-I, VEGF y sFlt-1 en el suero del cordón umbilical y/o 

en el medio de cultivo 

La concentración de IGF-I en el suero se cuantificó por un método enzimático 

inmunométrico quimioluminiscente, mediante el uso del estuche comercial 

IMMULITE 1000® IGF-I de marca Siemens. La sensibilidad del ensayo fue de 20 

ng/mL y los coeficientes de variación intra- e inter-ensayos fueron de 4.3% y 10%, 

respectivamente. El procedimiento se describe a continuación. Previo al ensayo, el 

equipo automático IMMULITE 1000® se calibró mediante la cuantificación en 

cuatruplicado de dos concentraciones conocidas, una baja de 85 ng/mL y una alta 

de 253 ng/mL. Estas muestras de concentración conocida se colocaron en cubetas 

reactivas conteniendo una esfera recubierta con anticuerpo monoclonal anti- IGF-I 

de ratón. El equipo se acepta como calibrado cuando el coeficiente de correlación 

entre las concentraciones conocidas y calculadas se encuentra entre 0.7 y 1.3 y el 

equipo tomará en cuenta el valor estimado como factor de corrección para la 

determinación de las concentraciones de IGF-I en las muestras. Se tomaron 25 L 

de suero de cada una de las muestras y se prepararon en una dilución 1:10 con 

solución de pre-tratamiento (volumen final 250 L). Cada muestra diluida se colocó 

en una cubeta reactiva. Posteriormente, las cubetas se colocaron en serie en el 

equipo IMMULITE 1000® para su corrida y cuantificación automática de la 

concentración de IGF-I. 
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Por lo que toca a las concentraciones de VEGF y sFlt-1 en el suero del cordón 

umbilical y en el medio de cultivo, se utilizaron estuches comerciales de ELISA de 

marca R&D Systems. La sensibilidad del estuche para la detección de VEGF fue de 

9 pg/mL y los coeficientes de variación intra- e inter-ensayos fueron menores al 10%. 

La sensibilidad para la detección de sFlt-1 fue de 3.5 pg/mL y los coeficientes de 

variación intra- e inter-ensayos fueron menores al 10%. Cabe mencionar que todos 

los ensayos de ELISA se llevaron a cabo a temperatura ambiente y que las 

incubaciones de las placas se llevaron a cabo en cajas para evitar su exposición a la 

luz. Cada pozo de una placa de 96 pozos se cubrió con 100 L de una solución 

preparada a razón de 4 g/mL del primer anticuerpo de la proteína de interés. Las 

placas se mantuvieron en incubación toda la noche. Al día siguiente se decantó la 

solución y las placas se lavaron 3 veces con solución de lavado (PBS conteniendo 

0.05% de Tween® 20). Posteriormente, se agregaron a cada pozo 300 L de una 

solución de PBS conteniendo 1% de albúmina y se dejó incubar durante 1 hora con 

la finalidad de impedir reacciones no específicas con otras proteínas que no sean las 

de interés. Se decantó la solución y las placas se lavaron 3 veces. A cada pozo se le 

agregaron 100 L de cada concentración del estándar o de cada muestra y las 

placas se incubaron por 2 horas. En seguida, el contenido se decantó y las placas se 

lavaron 3 veces. Se añadieron 100 L por pozo del anticuerpo de detección o 

segundo anticuerpo a razón de 400 ng/mL y las placas se incubaron durante 2 

horas. Se decantó la solución y las placas se lavaron 3 veces. Se agregaron 100 L 

por pozo de estreptavidina acoplada a peroxidasa de rábano (dilución 1:200) y las 

placas se incubaron por 20 minutos. Se decantó la solución y las placas se lavaron 3 

veces. Se añadieron 100 L por pozo de solución sustrato (Mezcla 1:1 de H2O2 y 

tetrametilbenzidina) y las placas se incubaron durante 20 minutos. Finalmente, la 

reacción colorimétrica se detuvo con solución de ácido sulfúrico 2N. La placa se 

coloca en un espectrofotómetro (Labsystem Multiscan 352, USA) y la densidad 

óptica de cada pozo se registró a 450 nm de longitud de onda. La concentración de 

la proteína de interés se normalizó por mg de proteína.  

 

 

 



30 
 

 

 

4.8. Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó mediante el método establecido 

por Bradford62. A continuación se describe el procedimiento. De cada pozo se retiró 

el medio de cultivo y se congeló a -20 oC en forma de alícuotas para la 

determinación de la concentración de los factores de interés. Para la recuperación 

de las células de cada pozo se añadieron 500 L de solución de lisis (0.1% SDS y 

1% Nonident en PBS) y con ayuda de un raspador se desprendieron los restos 

celulares que fueron colocados en un tubo eppendorf de 1.5 mL.  

En una placa de 96 pozos se colocaron la curva estándar con 

concentraciones de  BSA de 0 a 2.5 g/L y 5 L de cada muestra diluida dos veces. 

A cada pozo se le agregaron 200 L del reactivo de Bradford (dilución 1:5). El 

principio del método se basa en que el reactivo de Bradford de coloración café 

produce diferentes tonalidades de color azul cuando reacciona con las proteínas de 

las muestras, y la intensidad en la coloración es directamente proporcional a la 

concentración de las proteínas presentes. La lectura de la absorbancia se determinó 

con la longitud de onda de 595 nm en un espectrofotómetro (Labsystem Multiscan 

352, USA).  

 

4.9. Análisis estadístico 

Los resultados están expresados como promedio ± error estándar. El análisis 

estadístico de los datos se hizo con el programa SigmaStat 3.5. Para el estudio de 

los efectos del IGF-I se utilizó el análisis de varianza de una vía y las comparaciones 

múltiples por par se llevaron a cabo mediante el uso del método de Tukey. Para 

comparar los resultados entre los dos grupos NT y PE se utilizó la prueba de U de 

Mann-Whitney, la de “t” de Student y la de Fisher. Los estudios de asociación se 

realizaron por el método de correlación de Spearman. Las diferencias significativas 

se fijaron a un valor de P < 0.05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Efecto del IGF-I sobre la expresión génica y la concentración de las 

proteínas de VEGF y sFlt-1 en células endoteliales humanas de la vena del 

cordón umbilical (HUVEC) 

 A continuación se presentan las características morfológicas (figura 4) y la 

pureza (figura 5) de las células HUVEC en pasaje cero, de uno de los cultivos típicos 

realizados. 

 

 

5.1.1. Características morfológicas y pureza de las células HUVEC 

 La figura 4 muestra el aspecto celular de las células HUVEC a las 72 horas de 

su cultivo. Tal como se observa, las células HUVEC poseen una estructura 

fusiforme, es decir guardan una forma alargada que se estrecha hacia los extremos. 

Tienden a colocarse de forma adyacente entre sí y formar agrupaciones como 

estrella, concentradas al centro y dispersas en su periferia.    

 

 

Figura 4. Aspecto típico de un cultivo de células HUVEC a las 72 horas de siembra. 
Aumento x 20. 
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 El estudio de la pureza de las células endoteliales se realizó mediante 

citometría de flujo utilizando un anticuerpo específico contra la proteína de adhesión 

VE-caderina. La figura 5 muestra sobre su eje Y el número de células y sobre su eje 

X la intensidad de la fluorescencia emitida por las mismas en unidades arbitrarias. 

Las células control incubadas en ausencia del anticuerpo (parte izquierda de la 

figura y en línea continua) emitieron poca intensidad de fluorescencia, mientras que 

las células incubadas con el anticuerpo (parte derecha de la figura y en línea 

discontinua) emitieron significativamente más fluorescencia. Los resultados 

obtenidos demostraron que el cultivo celular estaba conformado por un 98.2% de 

células endoteliales.    

 
Figura 5. Fluorescencia obtenida por citometría de flujo en células endoteliales incubadas 
con el anticuerpo para VE-caderina (línea discontinua, a la derecha) y en células control 
(línea continua, a la izquierda). 
 
 
5.1.2. Efecto del IGF-I sobre la expresión de VEGF y sFlt-1 

 El efecto del IGF-I sobre la expresión de VEGF y de sFlt-1 en células HUVEC, 

se realizó con estudios de dosis respuesta utilizando las siguientes concentraciones: 

0.00 (vehículo), 3.12, 6.25, 12.50, 25.00 y 100.00 ng/mL. La duración de los 

tratamientos fue de 24 horas. Los datos presentados corresponden a los de 7 

cultivos HUVEC obtenidos de mujeres del grupo NT. 

El IGF-I estimuló la expresión génica del VEGF y del sFlt-1 (figuras 6 y 7). Con 

respecto al vehículo, la expresión de VEGF en las HUVEC del grupo de mujeres NT 

fue significativamente mayor en presencia de 12.50, 25 y 100 ng/mL de IGF-I (1.95, 

1.78 y 1.82 vs 0.97, respectivamente, P < 0.05). La expresión de sFlt-1 en las células 

HUVEC mantuvo un patrón muy semejante a las expresiones observadas de VEGF. 



33 
 

 

 

Las células HUVEC expresaron al sFlt-1 de forma significativamente mayor en 

presencia de 6.25, 12.50, 25 y 100 ng/mL de IGF-I en comparación con su vehículo 

(1.58, 1.94, 1.58 y 1.81 vs 0.97, respectivamente, P < 0.05). 

 

 
Figura 6. Efecto del IGF-I sobre la expresión de VEGF en células HUVEC del grupo de 
mujeres NT. La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía y las comparaciones 
múltiples se evaluaron con el test de Tukey. b, P < 0.05 vs vh. (n = 7). 
 

 

 

Figura 7. Efecto del IGF-I sobre la expresión de sFlt-1 en células HUVEC del grupo de 
mujeres NT. La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía y las comparaciones 
múltiples se evaluaron con el test de Tukey. b, P < 0.05 vs vh. (n = 7). 
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5.1.3. Efecto del IGF-I sobre la concentración de las proteínas de VEGF y de 

sFlt-1 

El efecto del IGF-I sobre la concentración de las proteínas de VEGF y sFlt-1 en 

el medio de cultivo de las HUVEC, se realizó con estudios de dosis respuesta 

utilizando las siguientes concentraciones: 0.00 (vehículo), 3.12, 6.25, 12.50, 25.00 y 

100.00 ng/mL. La duración de los tratamientos fue de 24 horas.  

Se utilizaron 3 cultivos de células HUVEC del grupo de mujeres NT y 3 cultivos 

del grupo de mujeres PE. No se encontraron diferencias significativas en la edad 

gestacional de los grupos (P = 0.700). 

No fue posible detectar la presencia de VEGF en los medios de cultivo de las 

células HUVEC.  

Con respecto al vehículo, la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de 

células HUVEC del grupo de mujeres NT fue significativamente mayor en presencia 

de 12.50 y 25 ng/mL de IGF-I (1814 ± 86 y 1797 ± 110 vs 1182 ± 67 pg/mL, P = 

0.003) (figura 8).  

 

 
Figura 8. Efecto del IGF-I sobre la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de células 
HUVEC del grupo de mujeres NT. La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía y 
las comparaciones múltiples se evaluaron con el test de Tukey. b, P < 0.005 vs vh. (n = 3). 
 

No se observaron cambios en la concentración de sFlt-1, inducidos por el 

IGF-I, en el medio de cultivo de células HUVEC obtenidas del grupo de pacientes PE 

(figura 9). 
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Figura 9. Efecto del IGF-I sobre la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de células 
HUVEC del grupo de mujeres PE. La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía y 
las comparaciones múltiples se evaluaron con el test de Tukey. P = 0.305. (n = 3). 

 

Sin embargo, la concentración de sFlt-1 fue significativamente mayor en los 

medios de las células HUVEC obtenidas del grupo de mujeres PE que en los 

obtenidos del grupo de mujeres NT, tanto de forma basal (1825 ± 162 vs 1182 ± 67 

pg/mL, P = 0.022), como en presencia de 3.12 ng/mL de IGF-I (2245 ± 196 vs 1186 

± 105, P = 0.009), figura 10.  

 

Figura 10. Efecto del IGF-I sobre la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de 
células HUVEC de los grupos de mujeres NT y PE. La prueba estadística utilizada fue la de 
“t” de Student. *,  P < 0.05 vs NT. (n = 3). 
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5.1.4. Efecto del IGF-I sobre la concentración de sFlt-1 en presencia de un 

inhibidor de la actividad del receptor de IGF-I 

En el cultivo de las células HUVEC obtenidas del grupo de mujeres NT, el 

efecto estimulador de 12.50 ng/mL de IGF-I sobre la concentración de sFlt-1 fue 

significativamente  abolido con la presencia de PPP (1803 ± 67 vs 1306 ± 46 pg/mL, 

P < 0.001), figura 11. 

 

 

Figura 11. Efecto del PPP sobre la concentración de sFlt-1 en el medio de cultivo de células 
HUVEC del grupo de mujeres NT. La prueba estadística utilizada fue ANOVA de una vía y 
las comparaciones múltiples se evaluaron con el test de Tukey. b, P < 0.001. (n = 3).  
 

 Debido a que no se lograron cultivos exitosos de células obtenidas del grupo 

PE, para fines comparativos de expresión génica se optó por utilizar homogenados 

de explantes de placentas obtenidas de mujeres normotensas y preeclámpticas. Los 

resultados obtenidos se muestran a continuación.  
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5.2. Expresión de VEGF y sFlt-1 en homogenados placentarios de los grupos 

de mujeres normotensas (NT) y preeclámpticas (PE) 

  

Tal como se observa en las figuras 12 y 13, en el grupo de placentas provenientes 

de pacientes PE se observó una expresión significativamente menor  de VEGF (P = 

0.002) y significativamente mayor de sFlt-1 (P = 0.008). Además, se observó que la 

tasa de concentración detectada de sFlt-1 en los explantes placentarios del grupo de 

mujeres NT fue aproximadamente 100 veces superior que la tasa de concentración 

detectada en el cultivo de células HUVEC, mientras que en los explantes 

placentarios obtenidos del grupo de pacientes PE fue cerca de 1000 veces mayor a 

la detectada en el cultivo de células HUVEC. 

 

 
Figura 12. Expresión de VEGF en homogenados placentarios de los grupos de mujeres NT 
y PE. La prueba estadística utilizada fue la de “t” de Student, P < 0.01. NT = Homogenados 
placentarios obtenidos del grupo de mujeres embarazadas normotensas; PE = 
Homogenados placentarios obtenidos del grupo de mujeres preeclámpticas. 
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Figura 13. Expresión de sFlt-1 en homogenados placentarios de los grupos de mujeres NT y 
PE. La prueba estadística utilizada fue la de U de Mann-Whitney, P < 0.01. NT = 
Homogenados placentarios obtenidos del grupo de mujeres embarazadas normotensas; PE 
= Homogenados placentarios obtenidos del grupo de mujeres preeclámpticas. 
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5.3. Concentración de factores angiogénicos en el suero del cordón umbilical 
5.3.1. Características clínicas de los grupos de mujeres NT y PE y de sus 

recién nacidos 

Tal como se observa en la tabla 3, en el estudio de concentración de factores 

angiogénicos en el suero del cordón umbilical se incluyeron 27 muestras obtenidas 

de mujeres NT y 14 muestras de mujeres PE. 

 

Tabla 3. Características clínicas de los grupos de mujeres NT y PE y de sus recién nacidos. 

Características clínicas 
Grupo NT 
(n = 27) 

Grupo PE 
(n = 14) 

P 

Edad biológica (años) 30.2 ± 1.1 31.3 ± 1.5 0.570a 

Edad gestacional (semanas) 38.7 ± 0.2 34.4 ± 0.9 < 0.001b 

Gestas 2.3 ± 0.2 2.1 ± 0.3 0.512b 

PAS (mm Hg) 110 ± 1 148 ± 3 < 0.001b 

PAD (mm Hg) 71 ± 1 94 ± 1 < 0.001b 

Proteinuria (mg/dL) Negativo o trazas ≥ 100 - - - - 

Peso del recién nacido (g) 3070 ± 75 2002 ± 214 < 0.001b 

Bajo peso al nacer (< percentil 10) 2/27 7/14 0.003c 

Talla del recién nacido (cm) 49.2 ± 0.2 44.9 ± 1.8 0.094b 
PAS = Presión arterial sistólica; PAD = Presión arterial diastólica. Las pruebas estadísticas 
utilizadas fueron la de “t” de Student (a), la de U de Mann-Whitney (b) y la de Fisher (c).  

 

No se observaron diferencias significativas en la edad biológica de las 

madres, en el número de gestas, ni en la talla de los recién nacidos de los grupos de 

mujeres NT y PE. Como era de esperarse, el grupo de  mujeres PE se caracterizó 

por presentar cifras de presión arterial sistólica y diastólica estadísticamente 

superiores que las del grupo NT (P < 0.001) y proteinuria, criterios diagnósticos de la 

preeclampsia. El peso al nacer de los recién nacidos del grupo de mujeres PE fue 

significativamente más bajo que el del grupo de mujeres NT (P < 0.01). Además, el 

50% de los recién nacidos de este grupo presentaron bajo peso para su edad 

gestacional en comparación con los recién nacidos del grupo de  mujeres NT, en los 

cuales la restricción del crecimiento intrauterino se presentó únicamente en el 7.4%; 

estos porcentajes fueron significativamente diferentes (P < 0.01). Además, el grupo 
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de pacientes PE presentó en promedio una edad gestacional significativamente 

menor comparada con la del grupo NT (P < 0.001). 

 

5.3.2. Concentración en el suero del cordón umbilical de IGF-I, VEGF y sFlt-1 

en los grupos de mujeres NT y PE 

  

Figura 14. Concentración de IGF-I en el suero del cordón umbilical de los grupos de 
mujeres NT y PE. La prueba estadística utilizada fue la de U de Mann-Whitney. *, P < 0.001. 
NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres preeclámpticas. 

 

En el grupo de mujeres PE se observó una concentración significativamente 

menor del IGF-I en comparación a la del grupo de mujeres NT (41 ± 4 vs 71 ± 5 

ng/mL, P < 0.0001, figura 14). De manera similar, la concentración de VEGF fue 

significativamente más baja con respecto a la del grupo de mujeres NT (109 ± 23 vs 

231 ± 41 pg/mL, P = 0.023, figura 15).  

  

Figura 15. Concentración de VEGF en el suero del cordón umbilical de los grupos de 
mujeres NT y PE. La prueba estadística utilizada fue la de U de Mann-Whitney. *, P < 0.05. 
NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres preeclámpticas. 
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En cambio, la concentración del sFlt-1 fue significativamente más alta en el 

grupo de mujeres PE al compararlas con la concentración del grupo de mujeres NT 

(2794 ± 561 vs 558 ± 57 pg/mL, P = 0.003, figura 16). 

 

 

Figura 16. Concentración de sFlt-1 en el suero del cordón umbilical de los grupos de 
mujeres NT y PE. La prueba estadística utilizada fue la de U de Mann-Whitney. *, P < 0.01. 
NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres preeclámpticas. 
 

 

La tasa de concentración de VEGF/sFlt-1 fue significativamente menor en el 

grupo de pacientes PE que en el grupo de mujeres NT (11.6 ± 5.7 vs 49.6 ± 8.2, P < 

0.001, figura 17). 

 

 
Figura 17. Tasa de concentración de VEGF/sFlt-1 en el suero del cordón umbilical de los 
grupos de mujeres NT y PE. La prueba estadística utilizada fue la de U de Mann-Whitney. *, 
P < 0.001. NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres preeclámpticas. 
 
  



42 
 

 

 

5.3.3. Estudios de asociación entre el peso de los recién nacidos (RN) y 

factores angiogénicos con la edad gestacional en los grupos de mujeres NT y 

PE 

 
Tabla 4. Correlación de Spearman del peso de los RN y de los factores angiogénicos con la 
edad gestacional (EG) en los grupos de mujeres NT y PE.  

 
NT + PE 
(n = 41) 

NT 
(n = 27) 

PE 
(n = 14) 

 Rho P Rho P Rho P 

Peso RN vs EG   0.702 < 0.0001   0.208 0.296   0.916 < 0.0001 

IGF-I vs EG   0.433    0.005 - 0.211 0.287   0.685    0.006 

VEGF vs EG   0.256    0.106   0.201 0.313 - 0.355    0.206 

sFlt-1 vs EG - 0.425    0.006 < 0.001 0.996 - 0.236    0.407 
 

Como se observa en la tabla 4 y la figura 18, el peso de los recién nacidos 

de los grupos de mujeres NT y PE se asoció significativamente con la edad 

gestacional (Rho = 0.702, P < 0.0001). Al analizar los dos grupos por separado, la 

asociación de estas dos variables se incrementó en el grupo de mujeres PE (Rho = 

0.916, P < 0.0001), tabla 4 y figura 9. Esta asociación se perdió en el grupo de 

mujeres NT (tabla 4) debido a que el rango de la edad gestacional fue reducido. 

 
Figura 18. Correlación de Spearman del peso de los RN con la edad gestacional en el 
conjunto de los grupos de mujeres NT y PE. (n = 41). 
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Figura 19. Correlación de Spearman del peso de los RN con la edad gestacional en el grupo 
de mujeres PE. (n = 14). 
 
 La concentración del IGF-I aumentó con la edad gestacional y se observó una 

asociación significativa entre estas dos variables en el conjunto de los grupos de 

mujeres NT y PE (Rho = 0.433, P < 0.01), tabla 4 y figura 20.  

 
Figura 20. Correlación de Spearman del IGF-I con la edad gestacional en el conjunto de los 
grupos de mujeres NT y PE. (n = 41). 
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De igual manera que en el caso del peso al nacer, la asociación entre el IGF-I 

y la edad gestacional se incrementó en el grupo de mujeres PE al analizarlo por 

separado (Rho = 0.685, P < 0.01), tabla 4 y figura 21. La asociación entre estas dos 

variables no fue significativa en el grupo de mujeres NT (tabla 4). 

 
Figura 21. Correlación de Spearman del IGF-I con la edad gestacional en el grupo de 
mujeres PE. (n = 14). 
 

Como se observa en la tabla 4, la asociación de la concentración del VEGF 

con la edad gestacional no fue significativa en ambos grupos analizados por 

separado y de forma conjunta. Sin embargo, la concentración del sFlt-1 presentó 

una correlación negativa y significativa con la edad gestacional al analizar los dos 

grupos de mujeres NT y PE en conjunto (Rho = - 0.425, P < 0.01), tabla 4 y figura 

22. Esta asociación se perdió al analizar los grupos de mujeres NT y PE por 

separado (tabla 4). 

   



45 
 

 

 

 
Figura 22. Correlación de Spearman del sFlt-1 con la edad gestacional en el conjunto de los 
grupos de mujeres NT y PE. (n = 41). 
 

 

5.3.4. Estudios de asociación del peso de los recién nacidos (RN) con el IGF-I, 
el VEGF y el sFlt-1 en los grupos de mujeres NT y PE 

 El peso al nacer se asoció de manera positiva y significativa con la 

concentración del IGF-I en los grupos de mujeres NT (Rho = 0.503, P < 0.01), PE 

(Rho = 0.772, P < 0.0001) y en el conjunto de los dos grupos (Rho = 0.711, P < 

0.0001), tabla 5 y figuras 23, 24 y 25. 

 
Tabla 5. Correlación de Spearman entre el peso del RN y factores angiogénicos de los 
grupos de mujeres NT y PE. 

 NT + PE 
(n = 41) 

NT 
(n = 27) 

PE 
(n = 14) 

 Rho P Rho P Rho P 

Peso RN vs IGF-I   0.711 < 0.0001 0.503 0.008   0.772 < 0.0001 

Peso RN vs VEGF   0.138    0.389 0.027 0.890 - 0.490    0.072 

Peso RN vs sFlt-1 - 0.424    0.006 0.260 0.188 - 0.451    0.101 
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Figura 23. Correlación de Spearman del peso de los RN con el IGF-I en el grupo de mujeres 
NT. (n = 27). 
 
 

 
Figura 24. Correlación de Spearman del peso de los RN con el IGF-I en el grupo de mujeres 
PE. (n = 14). 
 
 



47 
 

 

 

 
Figura 25. Correlación de Spearman del peso de los RN con el IGF-I en el conjunto de los 
grupos de mujeres NT y PE. (n = 41). 
 

Como se observa en la tabla 5, la asociación del peso al nacer con la 

concentración del VEGF no fue significativa en ambos grupos analizados por 

separado y de forma conjunta. Sin embargo, el peso al nacer presentó una 

asociación negativa y significativa con la concentración del sFlt-1 al analizar los 

grupos de  mujeres NT y PE en conjunto (Rho = - 0.424, P < 0.01), tabla 5 y figura 

26. Al analizar los grupos por separado, la asociación entre estas variables perdió 

significancia estadística (tabla 5). 

 

Figura 26. Correlación de Spearman del peso de los RN con el sFlt-1 en el conjunto de los 
grupos de mujeres NT y PE. (n = 41). 
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5.3.5. Estudios de asociación entre factores angiogénicos en los grupos de 

mujeres NT y PE 

 En la tabla 6 se pueden observar los resultados de los análisis de correlación 

entre las concentraciones de IGF-I, VEGF y sFlt-1. Como se observa en esta tabla y 

en las figuras 27 y 28, se logró significancia únicamente entre las concentraciones 

de IGF-I y de sFlt-1 en el grupo de mujeres NT (Rho = 0.428, P < 0.05) y entre las de 

VEGF y sFlt-1 en el grupo de mujeres PE (Rho = 0.741, P < 0.01). Por lo que toca a 

las concentraciones de IGF-I y VEGF, no se observaron asociaciones significativas 

en los grupos de mujeres NT y PE analizados por separado o en conjunto (tabla 6). 

 

Tabla 6. Correlación de Spearman entre factores angiogénicos en los grupos de mujeres NT 
y PE. 

 
NT + PE 
(n = 41) 

NT 
(n = 27) 

PE 
(n = 14) 

 Rho P Rho P Rho P 

VEGF vs IGF-I   0.072 0.655 - 0.136 0.497 - 0.427 0.121 

sFlt-1 vs IGF-I - 0.228 0.151   0.428 0.026 - 0.343 0.219 

sFlt-1 vs VEGF    0.046 0.773   0.029 0.883   0.741 0.002 
 
 

 

Figura 27. Correlación de Spearman del sFlt-1 con el IGF-I en el grupo de mujeres NT. (n = 

27). 
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Figura 28. Correlación de Spearman del sFlt-1 con el VEGF en el grupo de mujeres PE. (n = 

14). 

 

Como se observó anteriormente, el peso al nacer así como las 

concentraciones de IGF-I y de sFlt-1 se asociaron significativamente con la edad 

gestacional, variable que fue significativamente menor en el grupo de pacientes PE. 

Con la finalidad de confirmar o descartar a esta variable como responsable de las 

diferencias observadas entre ambos grupos, se procedió en analizar dos subgrupos 

de mujeres NT y PE con un promedio de edad gestacional similar. A continuación se 

describen los resultados obtenidos en estas dos submuestras.    
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5.3.6. Características clínicas de los subgrupos de mujeres NT y PE y de sus 

recién nacidos pareados por edad gestacional (≥ 36 y ≤ 39 semanas) 

 En la tabla 7 se observan las características clínicas de los dos subgrupos de 

mujeres NT y PE conformados por 18 y 7 pacientes, respectivamente. Como se 

observa en esta tabla, el peso al nacer fue significativamente más bajo en el 

subgrupo de mujeres PE que en el subgrupo de mujeres NT (P < 0.05), a pesar de 

que la edad gestacional no fue significativamente diferente entre ambos subgrupos.  

 
Tabla 7. Características clínicas de los subgrupos de mujeres NT y PE y de sus recién 
nacidos pareados por edad gestacional (≥ 36 y ≤ 39 semanas). 

Características clínicas 
Subgrupo NT 

(n = 18) 
Subgrupo PE 

(n = 7) 
P 

Edad biológica (años) 30.5 ± 1.4 30.4 ± 2.8 0.965a 

Edad gestacional (semanas) 38.1 ± 0.1 37.2 ± 0.4 0.080b 

Gestas 2.6 ± 0.2 1.8 ± 0.5 0.090b 

PAS (mm Hg) 108 ± 1 140 ± 2 < 0.001b 

PAD (mm Hg) 69 ± 1 92 ± 1 < 0.001b 

Proteinuria (mg/dL) Negativo o trazas ≥ 100 - - - - 

Peso del recién nacido (g) 3035 ± 93 2610 ± 170 0.029a 

Bajo peso al nacer (< percentil 10) 1/18 3/7 0.053c 

Talla del recién nacido (cm) 49.2 ± 0.4 49.0 ± 0.7 0.951a 
PAS = Presión arterial sistólica; PAD = Presión arterial diastólica. Las pruebas estadísticas 
utilizadas fueron la de “t” de Student (a), la de U de Mann-Whitney (b) y la de Fisher (c).  
 

5.3.7. Concentración en el suero del cordón umbilical de IGF-I, VEGF y sFlt-1 

en los subgrupos de mujeres NT y PE pareados por edad gestacional (≥ 36 y ≤ 

39 semanas) 

 De igual manera que con el peso al nacer, las diferencias observadas entre 

ambos subgrupos en cuestión de concentraciones de IGF-I, VEGF y sFlt-1 

mantuvieron su significancia estadística. En efecto, el subgrupo de mujeres PE 

presentó concentraciones significativamente menores que en el subgrupo de 

mujeres NT de IGF-I (51 ± 6 vs 79 ± 5 ng/mL, P = 0.003)  y de VEGF (67 ± 15 vs 192 

± 32 pg/mL, P = 0.009), figuras 29 y 30. En cambio, la concentración de sFlt-1 fue 

significativamente mayor en el subgrupo de mujeres PE que en el subgrupo de 

mujeres NT  (2347 ± 869 vs 582 ± 72 pg/mL, P = 0.003), figura 31. 
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Figura 29. Concentración de IGF-I en el suero del cordón umbilical de los subgrupos de 
mujeres NT y PE pareados por edad gestacional. La prueba estadística utilizada fue la de “t” 
de Student. *, P < 0.01. NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres 
preeclámpticas. 

 

Figura 30.  Concentración de VEGF en el suero del cordón umbilical de los subgrupos de 
mujeres NT y PE pareados por edad gestacional. La prueba estadística utilizada fue la de U 
de Mann-Whitney. *, P < 0.01. NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres 
preeclámpticas. 

 

Figura 31.  Concentración de sFlt-1 en el suero del cordón umbilical de los subgrupos de 
mujeres NT y PE pareados por edad gestacional. La prueba estadística utilizada fue la de “t” 
de Student. *, P < 0.01. NT = mujeres embarazadas normotensas; PE = mujeres 
preeclámpticas. 
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La tasa de concentración de VEGF/sFlt-1 se siguió manteniendo más baja 

en el subgrupo de mujeres PE en comparación con la del subgrupo de mujeres NT 

(17.2 ± 11.4 vs 44.1 ± 10.5, P = 0.017, figura 32). 

 
Figura 32. Tasa de concentración de VEGF/sFlt-1 en el suero del cordón umbilical de los 
subgrupos de mujeres NT y PE pareados por edad gestacional. La prueba estadística 
utilizada fue la de U de Mann-Whitney. *, P < 0.05. NT = mujeres embarazadas 
normotensas; PE = mujeres preeclámpticas. 
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6. DISCUSIÓN 

El balance entre factores pro- y anti-angiogénicos durante el embarazo 

determina la adecuada tasa de formación y el mantenimiento de los vasos 

sanguíneos de la unidad fetoplacentaria. 

Durante la preeclampsia (PE), enfermedad que se caracteriza por 

hipertensión y proteinuria, se informa de disfunción endotelial y deficiente proceso 

angiogénico11,16. En este sentido, las concentraciones del sFlt-1, forma soluble del 

receptor tipo 1 del VEGF y factor anti- angiogénico, están incrementadas en la 

circulación materna, en el suero del cordón umbilical y en la placenta de mujeres con 

PE11-13,18-27. Por otra parte, las concentraciones del VEGF, principal factor 

angiogénico, se encuentran bajas en la mayoría de los sueros de mujeres 

preeclámpticas11-15. Las concentraciones del IGF-I, uno de los factores 

estimuladores de la síntesis de VEGF43-50, están bajas en el suero materno y del 

cordón umbilical en la PE54-60. La falta de información acerca del efecto del IGF-I 

sobre la expresión de los RNA mensajeros (RNAm) y de las proteínas de VEGF y 

sFlt-1 en células HUVEC y de estudios de asociaciones del IGF-I con el VEGF y el 

sFlt-1 en el suero el cordón umbilical en la preeclampsia justificó la realización del 

presente trabajo cuyo objetivo general fue evaluar los efectos reguladores del IGF-I 

sobre la expresión de los RNAm y las proteínas de VEGF y sFlt-1 en células HUVEC 

y valorar la asociación del IGF-I con el VEGF en el suero del cordón umbilical en la 

preeclampsia. 

Los estudios de expresión génica se llevaron a cabo en células HUVEC de 

mujeres NT, mientras que para los correspondientes a las proteínas se contó con 

cultivos de células obtenidas de los dos grupos de mujeres, NT y PE.  

Los resultados de expresión obtenidos en el presente trabajo permitieron 

observar que la presencia de IGF-I estimula el RNAm de VEGF de manera 

dependiente de la dosis, alcanzando un máximo a las dosis de 12.5 y de 25.0 ng/mL 

de IGF-I. Esta observación es congruente con lo observado en estudios previos 

llevados a cabo en cultivos primarios de células mesangiales de la corteza renal y de 

células estromales del endometrio porcino44,45. El estímulo observado puede 

deberse al aumento de la expresión del HIF-1, factor inducible por la hipoxia que 

estimula la síntesis de VEGF63. Esta sugerencia es factible ya que el IGF-I es 

considerado como factor estimulador de la síntesis de HIF-1 en células de cáncer de 

colon, de neuroblastoma y del epitelio pigmentario de la retina64-66. Por lo que toca al 
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sFlt-1, el tratamiento de las células HUVEC con el IGF-I  resultó en el aumento 

significativo de la expresión de su RNAm. Los datos obtenidos en el presente 

estudio son los primeros que describen la regulación del sFlt-1 mediada por el IGF-I, 

el cual puede ejercer su efecto estimulador a través del HIF-1. Esta hipótesis se 

apoya en resultados previos que demostraron efectos estimuladores de la hipoxia y 

por ende del HIF-1 sobre la síntesis del sFlt-1 en explantes de vellosidades 

placentarias de rata67. 

Los resultados de los efectos del IGF-I sobre la concentración de VEGF y 

sFlt-1 en el medio de cultivo de células HUVEC obtenidas de los grupos NT y PE 

son relativos únicamente a la proteína de sFlt-1 ya que el VEGF no fue detectable 

con el uso de los estuches utilizados. En el grupo NT, el IGF-I estimuló la síntesis de 

sFlt-1 de forma dependiente de la dosis, con un patrón semejante al observado en el 

estudio de expresión génica de este receptor soluble, observación que se describe 

por vez primera en esta tesis. El paralelismo entre expresión del RNAm y proteína, 

sugiere que el aumento de la concentración de sFlt-1 es el resultado de la mayor 

traducción de su RNAm. Tal como se sugirió anteriormente, el efecto estimulador del 

IGF-I puede implicar al HIF-1 como mediador del incremento en este receptor. 

Interesantemente, en el grupo PE no se observaron cambios significativos en las 

concentraciones de sFlt-1 en presencia o en ausencia de IGF-I. Cabe mencionar que 

las concentraciones basales de sFlt-1 fueron significativamente mayores en los 

medios de cultivo de células obtenidas del grupo PE al compararlas con las del 

grupo NT. La falta de estímulo del IGF-I en el grupo PE puede deberse a que la 

síntesis de sFlt-1 estaba en su máximo, lo que explicaría la ausencia de respuesta al 

IGF-I. Esta hipótesis es probable ya que el aumento de las concentraciones de sFlt-1 

en respuesta al IGF-I en el grupo NT nunca fueron mayores a las observadas en el 

grupo PE.  

Con el fin de comprobar si el efecto estimulador del IGF-I sobre la síntesis de 

sFlt-1 está mediado por el receptor IGF-IR, se realizó un estudio con células NT que 

fueron tratadas con el PPP (picropodofilina), inhibidor de la fosforilación del IGF-IR y 

por ende de su activación. Los resultados obtenidos mostraron que el PPP, solo o 

incubado con IGF-I, inhibió significativamente el estímulo inducido por IGF-I. Lo 

anterior confirma la participación del IGF-IR en la regulación de la síntesis de sFlt-1. 

Debido a que durante la recolección de las muestras de cordón umbilical 

también se podía disponer de las placentas de estas mujeres y que no se pudo 
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superar la falla experimental para los estudios de expresión génica de células 

HUVEC de mujeres PE, se decidió como alternativa llevar a cabo el estudio 

comparativo entre estos dos grupos utilizando homogenados de trofoblasto. En este 

trabajo se observó que en las placentas PE se presenta una expresión 

significativamente mayor de sFlt-1, lo que concuerda con lo observado en este 

estudio acerca de la concentración de sFlt-1 tanto en el suero como en el medio de 

las células del cordón umbilical de este grupo. En cambio, la expresión del VEGF en 

los homogenados PE fue significativamente menor, observación similar a la 

observada con  el estudio de la concentración de este factor en el suero del cordón 

umbilical de mujeres PE. Los resultados obtenidos concuerdan con los informados 

en estudios previos68. 

Además del estudio comparativo de expresión de sFlt-1 y VEGF entre los 

grupos NT y PE, los homogenados permitieron conocer las posibles diferencias de 

expresión de estos dos factores entre la placenta y células HUVEC. Para este fin se 

tomó en consideración la tasa relativa de concentración entre el gen de interés y el 

GAPDH, gen constitutivo. Los resultados obtenidos mostraron que los homogenados 

del grupo NT expresan 100 veces más sFlt-1 que los cultivos de HUVEC de este 

mismo grupo. Al analizar la expresión de este gen en el grupo PE se observó que la 

expresión de sFlt-1 es aún mayor en la placenta, 1000 veces más que en el 

endotelio. De forma paralela, los homogenados del grupo NT expresaron entre 12 y 

15 veces más VEGF que las células HUVEC de este grupo, mientras que aquellos 

del grupo PE expresan sólo 3 veces más VEGF que el endotelio. En ambos casos, 

se observa que la placenta es el principal sitio de síntesis de sFlt-1, particularmente 

en la preeclampsia. Asimismo, este tejido representa la mayor fuente de VEGF, esta 

vez en embarazos normotensos más que en los preeclámpticos. 

Otro de los objetivos fue valorar la concentración del IGF-I, VEGF y sFlt-1 en 

el suero del cordón umbilical de mujeres NT y PE. Los resultados obtenidos en el 

presente estudio demostraron que las concentraciones de IGF-I y de VEGF en el 

suero del cordón umbilical de mujeres PE están significativamente más bajas con 

respecto a las del grupo NT, lo que concuerda con los hallazgos obtenidos por otros 

autores27,54,55. En cambio, las concentraciones de sFlt-1 fueron significativamente 

mayores en el grupo PE, observación similar a lo encontrado en el cordón umbilical 

de otros estudios20,27. La baja concentración de VEGF puede representar una de las 

causas involucradas en el deficiente proceso angiogénico que se observa en la PE, 
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y la disminución en la concentración de IGF-I puede conllevar a la menor 

concentración de este potente factor angiogénico que se observó en el presente 

estudio. El aumento en la concentración del sFlt-1 es otra causa agravante del 

proceso angiogénico en la PE ya que su interacción con el VEGF impide a este 

ligando unirse a sus receptores, particularmente al receptor tipo 2 a través del cual el 

VEGF ejerce su mayor efecto angiogénico10. Si se considera a la tasa de 

concentración VEGF/sFlt-1 como factor de biodisponibilidad de VEGF, los resultados 

del presente trabajo confirman una disminución significativa de la interacción de este 

factor angiogénico con sus receptores.  

En la práctica clínica se opta por la interrupción temprana de la gestación en 

caso de PE. En cambio, el término de la gestación es más tardío cuando el 

embarazo cursa con normalidad. Lo anterior limitó en primera instancia parear por 

edad gestacional los grupos NT y PE, lo que explica que el grupo que cursó con 

preeclampsia en el presente como en otros estudios tuviera una edad gestacional 

significativamente menor. Esta variable puede explicar no solamente las diferencias 

en el peso al nacer sino también en las concentraciones de IGF-I, VEGF y sFlt-1. La 

baja concentración de IGF-I y el menor peso de los recién nacidos del grupo PE 

puede explicarse, por lo menos en parte, por la edad gestacional ya que estas dos 

variables se asociaron significativamente con la edad gestacional. Sin embargo, el 

peso al nacer del grupo PE no puede explicarse solamente por la edad gestacional 

ya que la proporción de los recién nacidos con peso por debajo del percentil 10 fue 

significativamente mayor, 50% en el grupo PE versus 7.4% en el grupo NT. Debido a 

sus efectos mitogénicos, varios estudios indican que el IGF-I es uno de los 

determinantes del crecimiento fetal39-41, lo que apoya la asociación positiva, 

observada en el presente y otros trabajos53,69,70, entre las concentraciones de IGF-I 

en suero del cordón umbilical y el peso de los recién nacidos de ambos grupos 

estudiados, NT y PE. La síntesis de IGF-I está regulada a la alta por factores 

nutricios y hormonales37,38. Con  respecto a los factores hormonales, las 

concentraciones del lactógeno placentario no son diferentes y las de la hormona de 

crecimiento placentaria presentan controversias en la PE, lo que no puede explicar 

la baja concentración de IGF-I71-74. Sin embargo, el reducido flujo uteroplacentario 

que se observa en este padecimiento y que conlleva al menor suministro de 

nutrimentos hacia el feto representa uno de los factores responsables de la baja 

concentración de IGF-I. Como hipótesis del presente trabajo se postuló al IGF-I 
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como uno de los factores determinantes de la concentración de VEGF. Lo anterior 

surgió debido a que el IGF-I estimula la síntesis de este factor angiogénico en varios 

tipos celulares incluyendo a las relacionadas con la gestación, como células 

epiteliales amnióticas de la placenta, células estromales del endometrio y células 

endoteliales del cordón umbilical43,45,46. A pesar de que la concentración de ambos 

factores está baja en el grupo PE, los resultados obtenidos en el presente estudio no 

mostraron asociaciones significativas entre el IGF-I y el VEGF, lo que no apoya la 

hipótesis planteada en el presente trabajo y sugiere la participación de otros 

factores. 

En el presente estudio se logró contar con dos subgrupos conformados por 18 

mujeres del grupo NT y por 7 mujeres del grupo PE, con edad gestacional similar, lo 

anterior con el fin de descartar a esta variable como factor influyente sobre los 

cambios observados entre los embarazos normales y preeclámpticos. Aún con edad 

gestacional similar, las concentraciones de IGF-I y de VEGF en suero del cordón 

umbilical del grupo PE fueron significativamente más bajas. Además, las 

correspondientes al sFlt-1 se mantuvieron significativamente mayores en este grupo. 

Los recién nacidos del grupo PE presentaron de nuevo bajo peso al nacer. En 

conjunto, estos hallazgos sugieren alteraciones en las concentraciones de IGF-I, 

VEGF y sFlt-1 que resultan de la propia enfermedad y no a consecuencia de la edad 

gestacional. La falta del aumento fisiológico en la concentración de IGF-I ha sido 

demostrada en mujeres normotensas que posteriormente desarrollaron 

preeclampsia71, lo cual sugiere a este factor de crecimiento como indicador 

temprano del desarrollo de este padecimiento. Por otra parte, el aumento de sFlt-1 

fue también considerado como indicador temprano del desarrollo de la PE, ya que su 

concentración fue significativamente mayor tempranamente, cinco semanas antes 

de observar los signos clínicos de la enfermedad12. Esta observación apoya la 

importancia del sFlt-1 como factor de riesgo del desarrollo de la PE ya que la 

sobreexpresión de su gen en ratas gestantes resultó en cuadros clínicos semejantes 

a la preeclampsia tales como hipertensión, proteinuria y endoteliosis glomerular11. 

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que los 

promedios de las tasas de concentración de VEGF/sFlt-1 entre los grupos, completo 

y subgrupo, de mujeres PE no fueron significativamente diferentes: 11.7% y 17.3%, 

respectivamente, lo que sugiere que la biodisponibilidad de VEGF no cambia con la 

edad gestacional e indica que esta alteración es propia de la enfermedad.        
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7. CONCLUSIONES 

 
a) Se demostró que el IGF-I es un factor estimulador de la expresión del RNAm 

no sólo del VEGF sino también del sFlt-1 en células HUVEC. 
b) El IGF-I estimuló el incremento en la concentración de sFlt-1 en el medio de 

cultivo de células HUVEC del grupo de mujeres NT. 
c) La concentración basal de sFlt-1 en los medios de cultivo fue 

significativamente mayor en la preeclampsia. 
d) La preeclampsia se asoció con menor expresión de VEGF y mayor expresión 

de sFlt-1 en homogenados de placenta. 
e) La PE se caracterizó por presentar baja concentración de IGF-I y de VEGF y 

alta concentración de sFlt-1 en el suero del cordón umbilical y estas 

diferencias fueron  independientes de la edad gestacional. 
f) El IGF-I no se asoció significativamente con el VEGF en ninguno de los 

grupos, lo que sugiere que la baja concentración de VEGF no es atribuible a 

la disminución de la concentración del IGF-I en el suero del cordón umbilical. 
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