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Resumen

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica, caracterizada por la aparicion subita
de hipertension y proteinuria después de las 20 SDG, comprometiendo la vida del feto y
la madre. Sigue siendo una enfermedad de las teorias ya que aun no se conoce el origen
de su patogénesis, una de las mas aceptadas es la migracién deficiente del trofoblasto, la
cual depende de las vias de sefializacion molecular que se llevan a cabo entre el
trofoblasto y el endometrio, permitiendo que este tltimo sea receptivo y permisivo para
la implantacién del cigoto, dentro de esta comunicacion molecular participan factores de
crecimiento como: VEGF, PIGF, EGF, FGF, NT, CNFT y BDNF, los cuales actian
mediante la activacion de receptores TRK (tipo A, B o C), permitiendo que el feto y la
placenta tengan un adecuado desarrollo y crecimiento. En el presente estudio se
incluyeron 12 placentas divididas en dos grupos: 6 de pacientes con preeclampsia y 6
placentas controles de pacientes con embarazo normoevolutivo. A las que se les realizé
extraccion del RNA mensajero, el cual fue analizado mediante arreglos de PCR-TR para
evaluar los cambios en la trascripcion de factores de crecimiento, factores neurotroficos
y de sus receptores. El analisis confirmé una regulacion positiva de los factores de
crecimiento con funcion antiangiogénica y una regulacion negativa de los angiogénico.
Estos datos sugieren fuertemente que las mujeres que desarrollan preeclampsia tienen
disminucién en la concentracion de estos factores proteicos llevando al feto a restriccion
del crecimiento intrauterino; por lo que podemos hipotetizar que los factores
neurotr6ficos expresados por la placenta pudieran proteger al feto de presentar
convulsiones posteriores al nacimiento y quiza durante los primeros meses de vida.

Palabras clave: Preeclampsia, Factores troficos, Factores neurotroficos, receptores

TRK.



Abstract

Preeclampsia is a multisystem disease characterized by unexpected appearence of
hypertension and proteinuria after 20 SDG, that threatens the life of the fetus and
mother. It remains a disease of theories because they have not known the origin of its
pathogenesis, most accepted one is poor trophoblast migration, which depends on the
molecular signaling pathways that are carried out between the trophoblast and
endometrium, allowing the last to be receptive and permissive for zygote implantation
within this molecular communication involving growth factors such as VEGF, PIGF,
EGF, FGF, NT, CNFT and BDNF, which act by activation of TRK receptors (type A, B
or C) allowing the fetus and placenta have adequate growth and development. In the
present study included 12 placentae distribuited in two groups: 6 patients with
preeclampsia and 6 placentae of patients with normal pregnancy used like controls. To
which was performed extraction of messenger RNA, which was analyzed by RT-PCR
arrays to assess the changes in the transcription of growth factors genes, neurotrophic
factors genes and their receptors genes. The analysis confirmed an upregulation of
growth factors with angiogenic function and negative regulation of angiogenesis. These
data strongly suggest that women who develop preeclampsia have a decreased
concentration of these protein factors taking the fetal intrauterine growth restriction, for
what we can hypothesize that neurotrophic factors expressed by the placenta may

protect the fetus from convulsions after birth and perhaps during the first months of life.

Keywords: Preeclampsia, Trophic Factors, Neurotrophic Factors, TRK receptors.



Marco Tedrico

Preeclampsia

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica del embarazo, caracterizada por una
aparicion subita de hipertension (presion sistélica y diastélica = 140 y =90 mm Hg,
respectivamente, en dos ocasiones, con al menos 6 horas de diferencia entre ambas
tomas) y proteinuria (excrecion de proteinas de =300 mg en orina de 24 h) , que se
desarrolla después de las 20 semanas de gestaciéon (SDG) en mujeres previamente

normotensas » %,

Dependiendo de los sistemas que se encuentren comprometidos pudiera
desarrollarse una gran cantidad de sintomas como: edema, alteraciones homeostaticas,
insuficiencia renal, insuficiencia hepdatica y en ocasiones sindrome de HELLP
(Hemolisis, Enzimas hepaticas elevadas y Plaquetopenia). La preeclampsia puede
presentarse de forma temprana si se desarrolla antes de las 34 SDG o tardia si se
desarrolla después de las 34 SDG, clinicamente tiene presentacion leve o severa
(presion arterial sistolica =160 mmHg o presion diastolica =110 mmHg, proteinuria >5
g/24 h, oliguria, sintomas neurolégicos, insuficiencia hepéatica, trombocitopenia
<100,000 mm?® y sindrome de HELLP), pudiendo evolucionar a eclampsia de no
corregirse el estado hipertensivo y la disfuncién hepética, adicionalmente se puede
manifestar solamente como enfermedad materna, en algunas ocasiones se induce retardo

del crecimiento fetal (1 %) o sufrimiento fetal (15 %).



La preeclampsia presenta una alta incidencia en pacientes primigravidas o con
primipaternidad ®', en mujeres que concibieron mediante técnicas de reproducci6n
asistida, en pacientes con patologia autoinmune, lo que revela el papel del sistema

inmune materno en su patogénesis

Por otro lado, en mujeres con enfermedad metabdlica, vascular o renal
preexistente se incrementa el riesgo de desarrollar preeclampsia "), debido a la elevada
sensibilidad inducida por los cambios fisiol6gicos propios del embarazo. La resolucion
de la preeclampsia se da cuando se remueve la placenta, por lo que es inevitable no
pensar que la causa molecular de la preeclampsia radica en el metabolismo placentario,
ya sea en la produccion de moléculas que median el desarrollo de la preeclampsia o bien
que la placenta es el blanco en el cual se expresan las moléculas receptoras cuya

activacion median el desarrollo de la preeclampsia.

Prevalencia

En el afio 2010 la enfermedad hipertensiva del embarazo (Preeclampsia), fue la
primera causa de ingreso a la unidad de cuidados intensivos adultos y medicina interna
del la division de Gineco-Obstetricia en la U. M. A. E. No. 3, del Centro Médico
Nacional “La Raza”, con una media de 27 (s = 13) pacientes por mes, la presentacion de
la preeclampsia incrementa durante el otofio, esta se comparte con otras patologias

hipertensivas (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Causas de morbilidad en el servicio de Gineco-Obstetricia;
Reporte de la U. M. A. E. No. 3, del Centro Médico Nacional “La Raza” en el 2010.

Patologia Frecuencia
Enfermedad hipertensiva del embarazo 334
Choque hipovolémico 84
Sépsis 21

Tromboembolia Pulmonar + Embarazo
Endocrinopatias
Higado Graso + Embarazo

Miscelaneos 69

Estadisticas de obstetricia

En la unidad de tococirugia del servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Regional “1° de Octubre”, se atienden 118 (s = 14) pacientes de forma
mensual, durante el afio 2008 se atendieron 1512 pacientes, en el 2009 se atendieron
1374 pacientes, mientras que en el 2010 se atendieron 1341 pacientes en la sala de
tococirugia, en total en los dltimos 3 afios se dio atencién obstétrica a 4227 pacientes, de
estas se reportd que el 60% (2536) de las pacientes presentaron embarazos
normoevolutivos, el 8% (338) de las pacientes fue diagnosticada con Preeclampsia y el

32% (1353) de las pacientes presentaron patologia concomitante (Figura 1).
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Figura 1: Frecuencia de pacientes embarazadas atendidas en el Hospital Regional
“1° de Octubre", la figura muestra el nimero de pacientes atendidas mensualmente durante
los aflos 2008 a 2010

En el servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital Regional “1° de Octubre",
se atienden en promedio 400 (s = 150) pacientes gravidas, de las cuales el 15% son
preeclampticas y mas del 70% son pacientes con embarazos normoevolutivos y

normotensos.

Fisiologia placentaria en la preeclampsia

La patofisiologia de la preeclampsia atin no ha sido dilucidado, pero se piensa
que tiene un origen multifactorial, ciertamente es la placenta la que juega un papel
primordial en su patogénesis *'” se ha postulado que la preeclampsia se desarrolla
como consecuencia de una mala adaptacién del sistema inmune entre la madre y el feto,
durante las primeras semanas del embarazo, cuando el trofoblasto intravascular no

remplaza a las células endoteliales de las arterias espirales a nivel de la capa media, sin
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que se logre la destruccion de la capa media elastica muscular y nerviosa, generandose
de esta forma un sistema arteriolar de alta resistencia con preservacién del control
vasomotor, permitiendo la progresién de la patologia, durante la fase de respuesta
asintomatica, estableciéndose una irrigacion deficiente hacia la placenta dando origen a
periodos alternantes de hipoxia y reoxigenacion que inducen estrés oxidativo, lo que
incrementan la necrosis y apoptosis de las células placentarias " ¥, las consecuencias
clinicas se hacen presentes durante el segundo estadio, posterior a las 12 SDG (segunda
oleada del trofoblasto) en la que participa el VEGF con fracaso de la migracion
intravascular del trofoblasto, condicionando acumulo de material fibrinoide e invasion
de macrofagos en la decidua, por lo tanto, el sistema inmune y vascular no pueden
manejar el gran desbridamiento natural de la placenta, en la que se induce la expresion
de factores pro inflamatorios, anti-angiogénicos y angiogénicos, que conllevan a la

disfuncion del endotelio vascular y a una exagerada repuesta inflamatoria ™ >4,

Factores troficos

Los genes miembros de la superfamilia del TGF-f incluyen la activina y algunos
factores troficos que participan en eventos criticos en modelos animales, asi como en

humanos 157!

, sin embargo no existe informacién disponible de la expresion de los
miembros de la superfamilia de genes del TGF. Estudios realizados con microarreglos
sugieren que la activina, (Inhibina BA) participa en la remodelacion del endometrio ',
esta se expresa en diferentes isoformas denominadas A y BA (homodimeros), fA y B
(heterodimeros), y BB y BB (homodimeros), los cuales han sido nombrados como

activina A (INH BA), activina AB (INH BAB), y activina B (INH B), respectivamente.
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Ambas subunidades BA y B pueden combinarse con la subunidad o generando las
isoformas afA y ofB de la inhibina "®. En humanos, la activina induce la formacién de
la decidua y la invasion celular al endometrio "**! uno de los objetivos de este trabajo
es determinar si en las placentas de pacientes preeclampticas existe alteracion en la

expresion de los genes miembros de la superfamilia del TGF-3

Factores Neurotréficos y sus Receptores

Muchos de los factores neurotroficos, dentro de los que se incluyen a el factor
neurotro6fico derivado del cerebro (BDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el
factor de crecimiento trobroblastico basico (bFGF) y el factor de crecimiento insulinico

1 (IGF1), activan receptores que poseen actividad tirosincinasa intrinseca "%,

La activacién de los receptores TRK requieren de la unién de 4 moléculas al
receptor, lo que induce su dimerizacion y trans-autofosforilacién de los residuos de
tirosina en el dominio intracitoplasmatico del receptor, para formar un complejo
trimérico de sefializacion. Las principales vias de sefializacién activadas por los factores
troficos incluyen al 3 fosfato de inositol, la via de Akt, PKC y de la via de las proteinas
activadoras de mitogénesis '*!. Estas vias de cinasas activa uno o mas factores de
transcripcion dentro de los que se incluyen AP1, NF-kB y FOXOs, algunos de estos
genes inducidos por los factores neurotroficos incluidos los que codifican para proteinas
antiapoptoticas, enzimas antioxidantes y algunas proteinas involucradas en el
metabolismo y en el equilibrio iénico, como por ejemplo el bFGF regula la expresion de

los receptores NMDA y AMPA lo cual modifica la sensibilidad y reactividad ante el

14



glutamato ** **! los factores neurotroficos ejercen efecto local, por ejemplo el BDNF

2+ [26]

incrementa el influjo de Ca , el bFGF y el NGF actuan directamente en las

terminales sindptica estabilizando la funcién mitocondrial "',

Los niveles de varios factores neurotréficos incrementan en respuesta a la
epilepsia dentro de estos se encuentran el NGF, BDNF, bFGF, CNTF, factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y TNFa ?®, Se ha demostrado que el BDNF #*
%1 TGF-B Y, factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) ®? y el TNF ** juegan un
papel importante en la proteccion de las neuronas contra las convulsiones y el dafio
cerebral, debido a que el grado maximo de la preeclampsia es la eclampsia y una de sus
principales manifestaciones clinicas son las convulsiones en la madre, sin embargo el
cerebro inmaduro del feto se encuentra protegido, y rara vez se presentan alteraciones
neurologicas en los nifios de madres eclampticas, por lo que es logico pensar que esta
proteccion proviene de fuentes externas al SNC, habiendo la posibilidad de que estos

factores neurotroficos neuroprotectores sean aportados por la placenta.

15



PREMISAS

Premisa 1

Si en la preeclampsia existe un aumento de la resistencia vascular periférica,

debera de haber factores vasoactivos circulantes provenientes de la placenta.

Premisa 2

Si durante la preeclampsia se producen micro infartos placentarios secundarios a
la hipertension arterial, entonces la placenta debera de responder ante el insulto
hipoxico isquémico aumentando la expresiéon y liberacion de factores troficos,

neurotroficos y desregulando la expresion de sus receptores de membrana.

Premisa 3

Si después de un proceso hipdxico-isquémico placentario se requiere de la
remodelacion del tejido placentario, entonces debera de inducirse expresion y liberacion

local de factores tréficos placentarios.

Premisa 4

Si al evolucionar la preeclampsia a eclampsia se presentan crisis convulsivas en
la paciente gestante, debido a la encefalopatia hipertensivas y hepéatica caracteristicas de
la patologia, entonces la placenta sera la fuente de los factores neurotréficos necesarios

para la neuroproteccion observada en el cerebro fetal.

16



Hipotesis

Primera Hipotesis

La placenta de pacientes preeclampticas incrementa la expresién de factores
tréficos y neurotroficos en respuesta a los microinfartos ocasionados durante la

preeclampsia.

Segunda Hipotesis

La placenta es la fuente de los factores tréficos requeridos para mantener

funcional la interfase placenta-miometrio en pacientes preeclampticas.

Tercera Hipotesis

La neuroproteccion observada en hijos de pacientes preeclampticas radica en la

expresion de factores neurotro6ficos placentarios.

17



Objetivos

El objetivo de este trabajo es evaluar la expresion placentaria de los factores
troficos, neurotroficos y sus receptores para establecerlos como marcadores pronosticos

del desarrollo de preeclampsia.

Objetivo general

Determinar la correlacion de la expresion placentaria de los factores troficos,

neurotr6ficos y sus receptores con el desarrollo de preeclampsia.

Objetivos especificos

1. Determinar los niveles basales de expresion de factores tr6ficos, neurotréficos y
sus receptores en placentas obtenidas de pacientes con embarazos

normoevoultivos.

2. Determinar los niveles de expresion de factores tréficos, neurotréficos y sus

receptores en placentas obtenidas de pacientes con embarazos preeclampticos.

3. Correlacionar los cambios en la expresion placentaria de factores tréficos,

neurotr6ficos y sus receptores con el desarrollo de preeclampsia

18



Justificacion

Las enfermedades hipertensivas del embarazo requieren de especial atencion, ya
que representan un grave problema de salud publica. Actualmente se sabe que la
preeclampsia y la eclampsia representan la tercera causa de mortalidad materna a nivel
mundial, y la segunda en México, la incidencia de preeclampsia en México es de 47.3
por cada 1000 nacimientos, las complicaciones perinatales mas comunes de la
preeclampsia son: restriccion del crecimiento intrauterino (48 %) y sufrimiento fetal
agudo (8.6 %), mientras que el 3.75% de las pacientes evolucionan a eclampsia, con una

mortalidad materna del 29 %.

Los eventos fisiopatolégicos que origina la preeclampsia contindan sin haber
sido dilucidados por completo. Existen reportes en los que se menciona que los factores
de crecimiento angiogénicos y antiangiogénicos como: VEGF, EGN, sFtl-1, PIGF, por
mencionar algunos, se encuentran alterados en el desarrollo de la placenta en pacientes
preeclampticas, induciendo migracion trofoblastica deficiente. Sin embargo, no se
cuenta con ningun estudio que demuestre la expresion de los genes de la superfamilia
TGF, factores neurotroficos y de los receptores TRK’s y mucho menos su correlacién
con el desarrollo de la preeclampsia, por otra parte se ha reportado que varios factores
neurotréficos (NGF, bFGF, CNTF, TGF, TNF-a), juegan un papel importante en la
proteccion neuronal contra convulsiones y dafio cerebral, sin embargo a pesar de que la
madre preeclamptica puede evolucionar a eclampsia y presentar convulsiones, el
cerebro del feto raramente presenta complicaciones neuroldgicas, lo que nos hace
pensar que esta neuroproteccién proviene de fuentes externas al SNC, habiendo la

posibilidad de que estos factores neurotré6ficos sean aportados por la placenta.
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En la actualidad, el mejor tratamiento para la preeclampsia esta en discusion,
debido a que cada paciente representa un reto por si misma, ya que el tratamiento
dependerd de la edad gestacional y del desarrollo fetal. Teniendo en cuenta la
fisiopatologia de la preeclampsia, el mejor tratamiento sigue siendo la culminacion del
embarazo, lo cual evita la progresion de la preeclampsia a eclampsia y previene la
aparicion de crisis convulsivas. Sin embargo en multiples pacientes la culminacién de la

gestacién trae con sigo alto riesgo para el feto inmaduro.

Por lo que se hace necesario investigar la expresion de factores troficos y
neurotr6ficos asi como de sus receptores, como posibles marcadores moleculares
prondsticos y predictores de la evolucion de una paciente gestante y determinar su
propensiéon a desarrollar preeclampsia, con la finalidad de instaurar un plan de
tratamiento temprano tratando de evitar o retardar la aparicion de la preeclampsia y de
esta forma disminuir los riesgos de muerte materna, fetal y las erogaciones que los

institutos de salud efecttian en el tratamiento de esta patologia.
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Material y Métodos

Tipo de estudio

Se realizé un estudio de expresion génica de casos y controles, de una sola

cohorte.

Seleccion de la muestra

Se realiz6 un muestreo dirigido, simple con reemplazo.

Tamano de la muestra

Debido a que se trata de un estudio en el que se determinaran los cambios en la
transcripcion de RNA mensajero de los factores troficos, neurotroficos y sus receptores
en tejido placentario el calculo del tamafio muestral no aplica, tomando en cuenta que
este tipo de ensayos requiere de una n de 3-5 muestras se decidié estudiar 6 muestras

para cada subgrupo con fines de estadistica no paramétrica.

Pacientes

Se estudiaron en total 12 placentas de pacientes gestantes de termino, que hayan
desarrollado embarazos normoevolutivos o preeclampticos, todas mayores de 18 afios y

menores de 40 afios de edad, y que cumplan con los criterios internacionales clinicos y
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bioquimicos de preeclampsia, y que hayan aceptado firmar el consentimiento genético
e informado, se conformaron 2 grupos de estudio, el primero lo integraron 6 muestras de
placentas provenientes de embarazos normoevolutivos, obtenidas por cesarea, mientras
que el segundo grupo fue integrado por 6 muestras de placentas provenientes de

pacientes con embarazos preeclampticos y obtenidas por cesarea.

Criterios de inclusion

1. Placentas provenientes de mujeres entre los 18 y 40 afios.

2. Placentas de pacientes con historial de cifras tensionales normales previas al
embarazo.

3. Placentas de pacientes primigestas o multigestas con embarazo de 20 o mas SDG.

4. Placentas de pacientes con diagnostico de preeclampsia bajo los siguientes criterios

clinicos:

TA = 160/110 mmHg en 2 tomas con diferencia de 6 hrs entre ambas tomas

 TAM = 116 mmHg

* Edema de miembros inferiores

* Reflejos osteotendinosos aumentados

* Chaussier positivo

* Datos de vasoespasmo presentes (Cefalalgia, Acifenos, Fosfenos, Naucea y
vomito)

e Uresis < a 18 mL/h, o <de 500 ml/24 h

5. Placentas provenientes de pacientes con diagnostico de preeclampsia severa bajo los

siguientes criterios de laboratorio:

* Proteinuria 2 gr en orina de 24 h, o tira reactiva positiva (+++) en 2 muestras

tomadas al azar
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* Creatinina sérica = a 1.2 mg/dL.
« Hb =14 mg/dL.

* Hto = 42%

¢ Plaquetas = 150,000 plag/mm®

o TP =65%

e TTP = 50 seg.

* Glicemia = 110 mg/dL.

e AST = 25UI

e ALT = 35Ul

e DHL = 250 UI

« BT = 1.4mg/dL.

* Proteinas séricas totales = 5 gr/dL.

* Fibrin6geno=< 100 mg/dL.

Criterios de no Inclusion

» Placentas de pacientes preeclampticas con enfermedad concomitante

» Placentas de pacientes preeclampticas con antecedentes previos de
hipertension arterial sistémica

» Placentas de pacientes preeclampticas con placenta previa

» Placentas de pacientes preeclampticas con antecedentes de drogadiccién

durante la gestacion.
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Criterios de Eliminacion

» Pacientes que voluntariamente decidan que sus placentas no continten el

estudio

Muestras Bioldgicas

Se utiliz6 tejido placentario (Figura 2) recolectado de 3 formas diferentes, en
TriZol para la extraccion de RNA mensajero, en Paraformaldehido al 4% para el tejido
que serd embebido en parafina y sometido a técnicas de inmunohistoquimica y una
tercera muestra mas en buffer de lisis para la extraccion de proteinas que seran
utilizadas en el Western Blot, una vez obtenidas las muestras seran almacenadas a 4 °C,
utilizando placas de crioconservacion en gel y como contenedores recipientes de unicel
herméticos para su traslado al Laboratorio de Medicina Genomica del Hospital Regional
“1° de Octubre", las muestras que no sean utilizadas inmediatamente se

crioconservaron a -90 °C hasta el momento de la extraccion del RNA.

Figura 2: Placenta completa y crioconservacion. A) Imagen representativa de las
placentas obtenidas de pacientes preecldmpticas y controles con embarazo normo
evolutivo, B) Imagen representativa de muestras de placenta crioconcervadas en trizol a -80
°C
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Extraccién de proteinas

Una seccién congelada en hielo seco o nitrogeno liquido fue homogenizada en
un politrén (ULTRA TURRAX T25, IKA Works, NC, USA) y centrifugada a 44,000 g
durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante fue almacenado a -30 °C hasta su utilizacién en
la determinacion de los factores tréficos y neurotroficos, el pellet celular fue
resuspendido en 100 pl de PBS 1X, y almacenado a -80 °C, hasta la determinacion de

los receptores TRK's (A, By C).

Determinacioén de proteinas

El contenido de proteinas fue cuantificado mediante el microensayo de acido
bicinconinico (BCA) (Pierce, Rockford, IL, USA) utilizando seroalbiimina bovina como
estdndar y cuantificados mediante espectrofotometria digital de substraccién en un
equipo ND-1000, las lecturas fueron realizadas a 320 nm de longitud de onda,

utilizando la absorvancia para el calculo de la concentracién proteica.

Analisis de Western Blot

El andlisis de expresion de los factores troficos y neurotroficos se realizo
mediante la técnica de western blot, se analizarén 50 pg de proteinas totales para cada
una de las muestras. La electroforesis se realizo en geles de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes (Tris-HCI 0.125 M, SDS 4%, glicerol 20 %, etanol 10 %)
con 1% [-mercaptoetanol. Los geles se correrieron a 150 Volts y 400 mAmpers, en
cajas de crioconservacion, utilizando hielo para mantener la temperatura del buffer al

rededor de los 21 °C, para determinar el peso molecular de las proteinas de interés se
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utiliz6 un marcador de peso molecular en el rango de 10 a 250 KDa. Al final de la
corrida electroforética, las bandas de proteinas fueron evidenciadas mediante tincion
con azil de Coomassie. Las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de
PVDF de 0.2 pm (BioRad Laboratories) a 140 mAmperios por 1 hora. Los anticuerpos
primarios que se utilizaron fueron IgG monoclonal Anti-factores tréficos y
neurotr6ficos hecho en ratéon a una dilucién 1:500, los anticuerpos secundarios se
eligieron de acorde al anticuerpo primario de tipo IgG policlonal o monoclonal ambos
conjugados con peroxidasa. Los sitios de union inespecificos de la membrana de PVDF
fueron bloqueados con leche descremada (Svelty) al 5% en TBS durante una hora. Se
agregaron los anticuerpos para la inmunoidentificacion de las proteinas de interés, y se
realiza en la misma membrana de manera secuencial en el siguiente orden. Primero, la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario disuelto en PBS durante una noche,
a 4°C y posteriormente las membranas fueron lavadas en 5 veces con TBS. Enseguida,
la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario especifico durante 1 hora a
temperatura ambiente. Inmediatamente después las membranas fueron lavadas 5 veces
con TBS y la reaccion de quimioluminiscencia se indujo empleando ECL-plus (Perkin
Elmer) e incubando durante 1 minuto. Las membranas fueron expuestas durante 1
minuto sobre un filme de rayos X de la marca Kodak, para revelar la presencia de las

bandas de las proteinas de interés.

Después del revelado, la imagen fue digitalizada mediante un fotodocumentador
GelLogistic 3000 con una resolucion de 600 dpi, para su analisis densitométrico, las
membranas de PVDF fueron sometidas a un proceso de stripping utilizando la solucién

removedora (TRIS-HCl 63.5 mM, pH 6.8, B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 3 %)
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durante 30 minutos a 55°C. Después de lavar las membranas con TBS en 5 ocasiones
por 10 minutos, se repitio el proceso de inmunodeteccion de manera sucesiva con otros
dos anticuerpos, para los factores troficos, neurotr6ficos y/o los receptores TRK, en los

que se demostré un cambio en la transcripcion.

Extraccion del ARN total

500 mg de tejido placentario de pacientes normotensas y preeclampticas, fueron
sometidos a disgregacion mecanica bajo congelacion con hielo seco, hasta obtener un
polvo fino, posterior mente la muestra fue tratada con 5 ml de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y homogenizada mediante pipeteo continuo, se separaron
alicuotas de 1 ml de cada muestra, estas fueron sometidas a separacion de fase acuosa
mediante la adicion de 200 pL de cloroformo previamente enfriado a -20 °C, la mezcla
en su totalidad fue centrifugada a 12000 RPM a 4 °C durante 15 minutos, una vez
centrifugadas la muestras se observo la conformacién de las fases organica, proteica y
orgdanica, separando esta ultima en un nuevo tubo eppendorff de 1.5, posteriormente se
le adicionaron 500 pL de 2-propanol (Isopropanol) después las muestras fueron agitadas
por inmersion para evidenciar la precipitacion de los acidos nucléicos (ADN y ARN) y
centrifugadas a 12000 RPM a 4 °C durante 10 minutos, una vez centrifugadas se
procedié a decantar el sobrenadante, teniendo cuidado de mantener el pellet en el fondo
del tubo, cada una de las muestras correspondientes al mismo tejido fueron suspendidas
en 200 pL de etanol y posteriormente se recuperaron en un solo tubo para obtenerse un
volumen final de 1 ml el cual fue sometido a agitacién mecanica en un vortex (Genius II
de General Electric) y se procedié a la centrifugacion final a 7500 RPM's a 4 °C

durante 5 minutos, una vez centrifugadas se procedi6 a decantar el sobrenadante,
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teniendo cuidado de mantener el pellet en el fondo del tubo, los tubos que contenian al
ARN total fueron mantenidas en inversion sobre material absorbente y desecante, el
interior de los tubos fueron secados mediante papel absorbente, una vez secos los
pellets fueron resuspendidos en 50 pL de agua grado biologia molecular de 18 mQ,

libre de RNasas y DNasas (Figura 3).

Figura 3: Muestras de placenta de 500 mg en TriZol. A)imagen representativa de las
12 muestras de placenta obtenidas de pacientes preecldmpticas y control, B)imagen
representativa de una muestra observando sus fases, organica, proteica, orgénica; C)
Imagen representativa de la fase orgadnica con isopropanol donde se evidencia la
precipitacién de los dcidos nucleicos

Cuantificacion del ARN total

Para la cuantificaciéon del ARN total se prepararon diluciones seriadas utilizando
1 pL de las muestras (1:10, 1:100 y 1:1000), 2 pL de cada una de las diluciones fueron
sometidas a espectrofotometria digital en un equipo ND-8000, utilizando las siguientes
longitudes de onda: 260, 280 y 320 nm, con las lecturas de densidad optica a 260 nm y
utilizando un factor de conversion de 40 pg/DO y tomando en cuenta el factor de
dilucion se estimo la concentraciéon total de ARN presente en cada muestra, para
determinar la cantidad de ARN por pL. de muestra se estimo el valor medio de las tres

lecturas obtenidas a partir de las muestras diluidas (Figura 4).
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Figura 4: Espectrofotometria.-Imagen representativa de las lecturas de densidad éptica de
la concentracién total de ARN de las 12 muestras muestras.

Active (] # Al— Sarple i 1 | nm1abs. [ 5411 ] a0 54 |
Sample D \ 4280 260/280 260/230_1.28 216.4
active (] # Bl Sample#| 1 | nm1abs.[ 6131 | aZe0[ BASL |y
Sample D \ £:280 260/280 2600230 1.37 247.6
active [] # Cl— Sample#t| 1 | nm1abs[ 5813 | A260[ 5313 | |
Sampls 1D \ £-280 260/280 260/230_1.40 236.5
active [ # D1 Sample 11 nm 1 abs. A-2R0 ng/ul
Sample D . 4280 260/280 2604230 1.55 349.7
active [ # E1 Sample ﬂ rrm 1 abes. A-260 na/ul
S ample D \ £:280 2604280 260/230 155 476.4
active (] #] 1 F1  Sample#[ 1 | nm1asbs[ 9508 | a260[ 3508 | | g
Sample ID 4290 2604280 260/230 157 380.3
Active (] #] 1 Gl Sample#i] 1 | nm1abs [ 7.857 | 4260 7EET |
S ample 1D \ £-280 2604260 260230 162 314.3
Active [ # H1  Sample#[ 1 | nm1abs.[ 4153 | a0 4193 |
Sample 1D N £-280 2604280 260/230[ 158 167.7

Figura 5: Espectrofotometria digital.- La figura muestra la densidad éptica obtenida por
cada muestra en un barrido de longitudes de onda desde 210 a 350 nm. Todas la muestras

fueron cuantificadas usando un espectrofotémetro digital ND-8000.
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Electroforesis del ARN en gel de agarosa

Para evaluar la integridad y calidad del ARN total, 8 pL. de la dilucién 1:10
previamente compactados mediante la adicién de 2 pL. de buffer de carga (Cyan/Orange
G) fueron sometidos a corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1%, en un campo
electromagnético inducido con una diferencia de potencial eléctrico de 70 Volts y 400
mAmperios durante 45 minutos, en una camara de electroforésis Horizon 58 utilizando

un peine de 2.5 mm que genera un poso de 9.625 mm?® o0 = 10 pL.

Fotodocuementacion del ARN

Para la visualizacion de los acidos nucléicos de las bandas resultantes del
proceso de corrimiento electroforético, fueron tefiidas mediante una base intercalar
(Bromuro de etido) a una concentracién final de 400 nM, el gel fue incidido con luz
ultravioleta a una longitud de onda de 260 nm, lo que permiti6 evidenciar el patron de
corrimiento electroforético tanto del ADN contaminate, las dos fracciones del ARN
ribosomal (28 y 18 S), asi como la nube del ARN mensajero, las imagenes fueron
tomadas con una camara fotografica digital con filtros para visualizar LUV (Gel

Logistic 3000) de Kodak.

Retrotranscripcién

Para la obtencion de ADN complementario se retrotrasncribieron 5 pg de ARN

total, al cual se le adicion6 1 pL. de DNasa I grado amplificacion a una concentracion de
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1 U/pL y 1 pL de buffer de reaccién 10X para DNasa y se completo el volumen a 10 pL
con agua grado biologia molecular, posteriormente cada una de las muestras fue
incubada a temperatura ambiente durante 15 min, transcurrido este tiempo se le
adiciono 1 pL. de EDTA 25 mM a cada una de las muestras, y posteriormente fueron
incubadas a 65 °C durante 15 min, y al termino de este tiempo se inactivd la DNasa
mediante choque térmico, colocando las muestras en hielo (4 °C), el volumen total de la
reaccion es colectado en el fondo del tubo mediante centrifugacién (12,000 RPM/10
Segundos), una vez centrifugadas, se procede a la desnaturalizacién e hibridizacion del
oligonucléotido de politiminas, agregando 1 pL de oligo dT (0.5 pg/pL), se
centrifugaron las muestras brevemente y posteriormente se incubaron a 70 °C por 10
min, al término de este tiempo, se realiza choque térmico incubando las muestras en
hielo (4 °C) durante 1 minuto; a cada una de las muestras se les adicionaron 2 pL. de
PCR buffer 10X, 1 pL. de MgCl, 50 mM, 1 pL. de dNTP mix 10 mM, 2 pL de DTT 0.1
M y 1 pL de agua DEPC (siempre respetando el orden de la lista), posteriormente
fueron mezcladas suavemente, y fueron incubadas a 42 °C durante 5 min,
posteriormetne se les adicion6 a cada tubo 1 pL de la enzima SuperScript II RT
(Retrotranscriptasa), se mezclaron e incubaron a 55 °C durante 50 min, la reaccién fue
terminada a 70 °C durante 15 min, colocando posteriormente las 12 muestras en hielo.
Para llevar a cabo la remodelacion del ARN mediante la adicion de 1 pL. de RNasa H a
cada uno de los tubos, y se incubaron a 37 °C por 20 min todo el procedimiento se
realizo en un termociclador 7900 Gold (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City,
CA), las muestras ADN complementario fueron almacenadas a -80 °C hasta el momento

de su analisis.
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Evaluacion de la transcripcion

La transcripcion de los diferentes factores tr6ficos miembros de la familia del
TGF-B (TGFB1, TGFB2, TGFB3), AMH, GDF2 (BMP9), GDF3 (Vgr-2), GDF5
(CDMP-1), GDF6, GDF7, IGF1, IGFBP3, IL6, INHA (inhibin a), INHBA (inhibin
BA), LEFTY1, LTBP1, LTBP2, LTBP4, NODAL, PDGFB, INHA (inhibin a), INHBA
(inhibin BA), INHBB (inhibin BB), LEFTY1, NODAL, ACVR1 (ALK2), ACVR2A,
ACVRLI1 (ALK1), AMHR2, BMPR1A (ALK3), BMPR1B (ALK6), BMPR2, ITGB5
(integrin B5) ITGB7 (integrin B7), LTBP1, NROB1, STAT1, TGFB1I1, TGFBR1,
(ALK5) TGFBR2, TGFBR3, TGFBRAP1, SMAD1 (MADH1), SMAD2 (MADH?2),
SMAD3 (MADH3), SMAD4 (MADH4), SMAD5 (MADHS5), CDC25A, CDKN1A
(p21WAF1/p21CIP1), CDKN2B (p15LNK2B), COL1A1, COL1A2, COL3A1, FOS,
GSC (goosecoid), IGF1, IGFBP3, IL6, ITGBS5 (integrin B5), ITGB7 (integrin B7), JUN,
JUNB, MYC, PDGFB, SERPINE 1 (PAI-1), TGFB1I1, TSC22D1 (TGFB114), TGFBI,
TGIF1. BGLAP (osteocalcin), DLX2, ID1, ID2, JUNB, SOX4, STAT1, BAMBI,
BMPER, CDKN2B (p15LNK2B), CER1 (cerberus), CHRD (chordin), CST3, ENG
(Evi-1), EVI1, FKBP1B, FST (follistatin), HIPK2, NBL1 (DAN), NOG, PLAU (uPA),
RUNX1 (AML1), SMURF1, BGLAP (osteocalcin), ENG (Evi-1), ITGBS5 (integrin B5),
ITGB7 (integrin B7), TGFB1I1, TGFBI, BGLAP (osteocalcin), COL1A1, COL1A2,
COL3A1, LTBP1, LTBP2, LTBP4, TGFBI, AMH, BMP1, BMP2, FST (follistatin),
GDEF2 (BMP9), GDF3 (Vgr-2), IGF1, IGFBP3, IL6, INHA (inhibin a), INHBA (inhibin
BA), INHBB (inhibin BB), PDGFB, PLAU (uPA), SERPINE1, DLX2, EVI1, FOS,
GSC (goosecoid), HIPK?2, ID1, JUN, JUNB, MYC, NROB1, RUNX1 (AML1), SMAD1
(MADH1), SMAD2 (MADH2), SMAD3 (MADH3), SMAD4 (MADH4), SMAD5
(MADH5), SOX4, STAT1, TGFBI1I1, TSC22D1 (TGFB114), TGIF1, CDKN1A
(p21WAF1/p21CIP1), HIPK2, IGFBP3, INHA (inhibin a), INHBA (inhibin BA),
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STAT1, TGFB1, BMP4, INHBA (inhibin BA), SMAD3, SMURF1, IGF1, SMAD3,
DLX2, INHA (inhibin a), INHBA (inhibin BA), NOG., AMH, AMHR2, FST
(follistatin), INHA (inhibin a), INHBA (inhibin BA), INHBB (inhibin BB), NROB1,
BGLAP (osteocalcin), BMP1, BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMPR2,
CHRD (chordin), COL1A1, COL1A2, IGF1, INHA (inhibin a), INHBA (inhibin BA),
NOG, mientras que los miembros del la familia de los factores neurotréficos, con accién
angiogénica (ARTS-1, ECGF1, EREG, FGF1, FGF2, FGF6, FIGF, IL18, JAG1, PGF,
TNNT1, VEGFA, VEGFC), reguladores de la apoptosis (CLC, GDNF, IL10, IL1A,
IL1B, IL2, NRG2, NTF3, SPP1, TDGF1, TGFB1, VEGFA), de diferenciacion celular
(ARTS-1, BMP1, BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8B, CSF1,
CSPG5, ECGF1, EREG, FGF1, FGF2, FGF22, FGF23, FGF6, FGF9, FIGF, IL10,
IL11, IL12B, IL2, IL4, INHA, INHBA, INHBB, JAG1, JAG2, LTBP4, MDK, NRGI,
OSGIN1 (OKL38), PGF, SLCO1A2, SPP1, TDGF1, TNNT1, VEGFC), controladores
del desarrollo embrionario (BMP10, NRG1, NRG2, NRG3, TDGF1) desarrollo del
sistema nervioso (BDNF, CSPG5, CXCL1, FGF11, FGF13, FGF14, FGF17, FGF19,
FGF2, FGF5, GDF11, GDNF, GPI, IL3, INHA, INHBA, JAG1, MDK, NDP, NRGI1,
NRTN, NTF3, PTN, VEGFA) desarrollo del SNC (PDGFC, PSPN), desarrollo
muscular (FGF2, GDF8, HBEGF, IGF1, TNNT1), desarrollo esquelético (GDF10,
GDF11, IGF1, IGF2, INHA, INHBA), desarrollo cartilaginoso (BMP2, BMP3, BMP4,
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8B), crecimiento (INHA, INHBA, INHBB, AMH, CECRI1,
CSF2, CSF3, DKK1, FGF7, LEFTY1, LEFTY2, LIF, LTBP4, NGFB, NODAL,
TGFB1, THPO) todo este conjunto de genes fueron evaluados mediante arreglos de
gPCR con deteccion a través de RT2 SYBR Green/Fluoresceina PCR master mix en una

placa comercial de 96 posos (Growth Factor PCR Array, SABiosciences, [PAHS-041] 6
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TGF- BMP Signaling PCR Array, SABiosciences, [PAHS-035]) la cual contenia los
oligonucléotidos requeridos para cada uno de los genes identificados, las condiciones
de termociclado utilizadas fueron: incubacién de la muestra a 50°C durante 2 min y
95°C durante 10 min, seguidos de 40 ciclos de ( 95°C durante 15 seg., 60°C por 1 min),
el valor de CT de cada una de las muestras indica la expresiéon del gen amplificado, al
comparar el valor de CT de las muestras de placentas de pacientes preeclampticas
contra el valor de CT de las muestras de placentas de pacientes normotensas, todas las
reacciones de deteccién qPCR se realizaron en placas de 96 posos y se amplificé en un
equipo ABI PRISM 7900 sequence analyzer system, los resultados fueron analizados en

el programa SDS V2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Inmunohistoquimica

El tejido placentario fresco serd fijado en paraformaldehido al 4 %, una vez
fijado se procedera a crioprotegerlo mediante incubaciones seriadas con sacarosa al 5,
10 y 20 %, posteriormente se realizaran cortes de 35 pm, utilizando un criostato (Leica)
las muestras seran colocadas en placas de 6 posos para su bloqueo con albumina sérica
bobina al 2.5 %, estas seran incubadas con los anticuerpos primarios de los factores
troficos, neurotroficos y de sus receptores que se encuentren alterados en los andlisis de
gPCR, la incubacioén sera durante 1 hora, posteriormente se lavaran 3 veces, finalmente
se incubaran con un anticuerpo secundario biotinilado, y revelado con estreptovidina
peroxidasa, y lavados 3 veces para evidenciar la marca con el cromégeno DAB, los
tejidos seran analizados en un microscopio de epifluorescencia invertido (Leica) en el

cual seradn digitalizadas y analizados con el software Image Pro-plus v 6.0.
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Unidades de medida

En el presente estudio se determinaran los cambios en la transcripcion de los
factores troficos, neurotroficos y sus receptores TRK's, siendo el cambio en la

transcripcion de cada uno de los genes miembros de la superfamilia de proteinas del

TGF, los cambios en la transcripcion se mediran mediante la ecuacion:

AT= CTgenpreeclampsia _ CTgencontrol
CThousekeepinggenpreeclampsia CThousekeepinggencontrol

En donde:
CT.- Es el numero de ciclo en la PCR de tiempo real en donde se dispara la fase

exponencial en la sintesis de DNA de doble cadena.

AT .- Es el cambio en la transcripcion del gen en la paciente preeclamptica, connotacion

funcional:

¢ Valor positivo: indica que el gene que se estd evaluando se encuentra

sobreexpresado

¢ Valor negativo: indica que el gen que se est4 evaluando se encuentra reprimido

Los valores se expresaran como AT en nimero de veces que el gen evaluado se
encuentre sobreexpresado o reprimido en las muestras de las placentas de pacientes
preeclampticas en comparacion con la expresion del gen en las muestras de placentas

pFOVEHithES de pacientes controles normotensas.
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Analisis estadistico

Los datos de expresion de los factores tréficos, neurotréficos y sus receptores
obtenidos por microarreglos de qPCR, se analizaran con el Software R (GNU open
source) mediante la prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba de
comparacion multiple de Dunnett's, se considerara un valor de P < 0.05 como diferencia

estadisticamente diferente.
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Resultados

Se estudiaron 12 pacientes divididas en dos grupos: el primer grupo formado por
6 pacientes con preeclampsia (clasificadas segun los criterios internacionales de
severidad para la misma) y el segundo grupo fue integrado por 6 pacientes con
embarazo normoevolutivo, todas las pacientes firmaron el consentimiento informado
previo a la toma de las muestras de placenta, dicho consentimiento fue aceptado por el
comité de ética del Hospital Regional “1° Octubre” bajo el protocolo registrado con el
No. 109.2012 y titulado “Expresion de factores tréficos, neurotréficos y sus
receptores TRK's en placentas de pacientes preeclampticas”, la edad promedio del
grupo de preeclampsia fue de 28.1 afios, de menor edad comparado con el grupo control
donde la edad promedio fue de 31 afios, seglin la somatometria: el peso promedio
previo al embarazo en el grupo de preeclampsia fue de 60.3 Kg , y para el grupo control
fue de 64.5 kg , con un peso al final del embarazo de 69.3 Kg para el grupo de
preeclampsia y de 78.7 Kg para el grupo control, la talla promedio del grupo de
preeclampsia fue de 1.57 mts. y para el grupo control de 1.62 mts con un IMC
promedio para el grupo de preeclampsia de 28.5 Kg/m?, y de 30.1 Kg/m? para el grupo
control, con un incremento ponderal promedio de 9.3 Kg para el grupo de preeclampsia
y 14.2 Kg para el grupo control; con respecto a la medicion de la presion arterial, el
promedio de la TAS para el grupo de preeclampsia fue de 155 mmHg con una maxima
de 170 mmHg y una minima de 140 mmHg, comparado con el grupo control donde la
TAS promedio fue de 108.3 mmHg, con una maxima de 110 mmHg y una minima de
100 mmHg, para la TAD el promedio fue de 102.6 mmHg para el grupo de

preeclampsia con una maxima de 110 mmHg y una minima de 90 mmHg, comparado
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con el grupo control donde la presién TAD fue de 68.3 mmHg, con una méaxima de 70
mmHg y una minima de 60 mmHg. La presion arterial media del grupo de pacientes con
preeclampsia fue de 120.1 mmHg, y para el grupo de pacientes control fue de 81.6

mmHg, (Cuadro 2).

Segtn los datos clinicos reportados por las pacientes el sintoma mas comtn en el
grupo de preeclampsia fue la epigastralgia 3/6 y 3 pacientes mas se refirieron

asintomaticas.

Con respecto a los antecedentes obstétricos se observo que el promedio de gestas
para el grupo de preeclampsia fue de 1 y para el grupo control de 2, en este ultimo una
paciente con 3 gestas y una con 4 gestas, en ninguna de las 12 pacientes se reporto
diabetes mellitus tipo 2 o Diabetes gestacional, ni preeclampsia en el embarazo previo
(en pacientes con mas de 1 gesta), a ambos grupos de pacientes se les dio atencion
obstétrica via abdominal mediante cesarea de tipo Kerr, esta fue realizada bajo anestesia
regional, sin que se presentaran complicaciones durante el acto quirirgico y anestésico,
3 de las 6 pacientes del grupo de preeclampsia reportaron primipaternidad y 2 del grupo
control también, la edad gestacional promedio que presentaron los neonatos de las
pacientes preeclampticas fue de 34.5 SDG , comparado con el grupo control donde el
promedio fue de 38.6 SDG, el peso promedio de los recién nacidos (RN) en el grupo de
preeclampsia fue de 1873.3 grs. comparado con grupo control cuyo peso promedio fue
de 3220 grs., la valoraciéon de APGAR para el grupo de preeclampsia al minuto en
promedio fue de 6 y a los 5 minutos de 7, para el grupo control al minuto fue de 7a 8 y
a los 5 minutos de 8 a 9, el sexo de los recién nacidos 4 femeninos/2 masculinos para el

grupo de preeclampsia y 3 femeninos/3 masculinos para el grupo control.
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Para el grupo de preeclampsia las placentas tenian las siguientes caracteristicas

macroscopicas: pequefias, calcificadas, sin edema, pero si con zonas de infarto, con un

peso promedio de 458.3 grs, las cuales fueron de facil extraccién completas, mientras

que en el grupo control, las placentas fueron de medianas a grandes, con calcificaciones

moderadas, sin edema, ni zonas de infarto, con peso promedio de 625 gr.; de extraccién

facil, completas; ninguna de las 12 placentas mostré tinte meconial ni zonas de

desprendimiento. Los datos generales y sus desviaciones estandar verlas en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Caracteristicas sociodemograficas.- Datos obtenidos de la poblacién
atendida en el Hospital Regional “1°ero de Octubre” de Enero 2011 a Enero 2012.

Variable Preeclampsia (n=6) Control (n=6)

Edad (afios) 28.1 (s =3.1) 31 (s=4.4)
Gestas 1 2
Peso previo al embarazo (Kg) 60.3 (s =7.2) 64.5 (s = 4.9)
Peso al final del embarazo (Kg) 69.5 (s = 6.9) 78.6 (s = 6.6)
Talla (mts.) 1.56 (s = 0.05) 1.61(s = 0.05)
IMC (Kg/m2) 28.5 (s=2.2) 30.0 (s = 2.0)
ilncremento ponderal (Kg) 9.2 (s =2.8) 14.1 (s = 4.0)
Presién sistolica promedio (mmHg) 155 (s =10.5) 108.3 (s = 4.0)
Presién diast6lica promedio (mmHg) 102.6 (s =7.6) 68.3 (s = 4.0)
TAM promedio (mmHg) 120.0 (s = 8.1) 81.6 (s=2.7)
Primipaternidad 3/6 2/6
Semanas de gestacion al nacimiento 34.4 (s =3.7) 38.6 (s = 0.8)
Peso del recien nacido (gr) 1873.3 (s = 901.5) 3220 (s =242.4)
APGAR al minuto 6 (s=3.2) 7 (s=23.4)
APGAR alos 5 min. 7 (s =0.05) 8 (s=0.05)

Peso de la placenta (gr.)

458.3 (s = 185.5)

625 (s = 133.2)

Las caracteristicas bioquimicas de las pacientes estudiadas se describen en

Cuadro 3, con valores promedio para cada uno de ellos, Hb 14,8 mg/dl comparado con

la Hb de pacientes con embarazo normal que fue de 13.3 mg/dl , el Hto fue de 43.1% y

41.4% para el grupo de preeclampsia y embarazo normoevolutivo respectivamente, la
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cuenta leucocitaria fue de 11.5X10° leuc/mm? en el grupo de preeclampsia y 8.4 X10°
leuc/mm? para el grupo control, el promedio de plaquetas en el grupo de preeclampsia
fue de 67,200 plag/mm® y en embarazo normoevolutivo de 189,333 plag/mm?®, AST
promedio en el grupo de preeclampsia fue de 155 UI/L, ALT promedio fue de 166
UI/L y para el grupo control fueron de 19 UI/L y 23 UI/L respectivamente, la DHL en el
grupo de preeclampsia fue de 439 UI/L y para el grupo control de 168 UI/L, el Mg™
sérico promedio en el grupo de preeclampsia fue de 2.2 mM, en el grupo control de 2.3
mM, Calcio sérico fue de 7.4 mEg/L en pacientes con preeclampsia y 8.7 mEq/L en
pacientes con embarazo normal, la glucosa sérica fue de 115.6 mg/dL en el grupo de
preeclampsia y 79.83 mg/dL, en el grupo control, Creatinina 0.93 mg/dL en el grupo de
preeclampsia y 0.61mg/dL en el grupo control, Bilirrubina total 0.7 mg/dL en el grupo
de preeclampsia y 0.4 mg/dL en el grupo control, Bilirrubina indirecta 0.6 mg/dL en el
grupo de preeclampsia y 0.3 mg/dL en el grupo control, Bilirrubina directa 0.2 mg/dL
en el grupo de preeclampsia y 0.1 mg/dL en el grupo control, proteinas totales de 5.53
g/dL en el grupo de preeclampsia y 6.35 g/dL en el grupo control, albimina 2.2 g/dL en
el grupo de preeclampsia y 2.7 g/dL en el grupo control , TP 12 seg en el grupo de
preeclampsia y 11 seg en el grupo control, TTP 30 seg en el grupo de preeclampsia y
39 seg en el grupo control, fibrindgeno 388.5 mg/dL en el grupo de preeclampsia y
424.16 mg/dL en el grupo control, proteinura 455 mg/ml para pacientes con

preeclampsia y 0 mg/mL en el grupo control.

40



Cuadro 3: Caracteristicas bioquimicas.- Perfil Bioquimico tomado a las pacientes a su

ingreso.

Parametro Preeclampsia (n=6) Controles (n=6)
Hb (mg/dL). 14.38 (s =0.96) 13.3 (s =0.7)
Hto (%) 43.1 (s =3.3) 41.3 (s=23.8)

Leucocitos (leuc/mm? )
Plaquetas (plaa/mm? )

11.5 x10% (s = 2.3)
56x10° (s = 56x10%)

8.4x10° (s =2.6)
189.3x10° (s = 59.9x10%)

AST (UI/L) 155 (s =138.2) 19 (s =4.2)
ALT (UI/L) 165.8 (s =100.8) 23 (s=6.9)
DHL (UI/L) 438.6 (s =225.3) 167.6 (s =42.7)
Mg sérico (mM) 2.1 (s=0.59) 2.3 (s=0.24)
Ca sérico (mEa/L) 7.3 (s=0.77) 8.7 (s =10.89)
Glucosa (mg/dL) 113.1 (s =26.4) 79.8 (s =10.1)
Creatinina (mg/dL) 0.9 (s=0.2) 0.61 (s=0.1)
BT (mg/dL) 0.6 (s=0.6) 0.4 (s=0.2)
BI (mg/dL) 0.6 (s=0.4) 0.3 (s=0.2)
BD (mg/dL) 0.19 (s=0.2) 0.09 (s=0.04)
Proteinas totales (g/dL) 5.53 (s =0.8) 6.35 (s =0.3)
Albtimina (g/dL) 2.2 (s=0.2) 2.7 (s=0.3)
TP (seg.) 11.8 (s =1.0) 11.3 (s =0.89)
TTP (seg.) 30 (s =3.6) 28.9 (s=4.1)
Fibrinogeno (mg/dL) 388.5 (s =55.3) 424.16 (s =74.4)
Proteinuria (mg/mL) 455 (s =435.6) 0 (s=0)

Se obtuvo una muestra de placenta de 50 gr de cada paciente, a 1 cm de la
insercion del cordén umbilical, todas las muestras fueron congeladas a 4° C,
posteriormente se fraccionaron tomando de cada una de ellas 500 mg, los cuales se
congelaron para realizar disgregacion mecanica en hielo seco, y posteriormente
mediante la técnica de extraccion de ARN total con TriZol descrita por Chomezynski y
Sacchi seguida paso a paso, se realizo aislamiento total de RNA total (ya descrita en la

metodologia)
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La cantidad de ARN total obtenido del tejido placentario para ambos grupos de
pacientes preeclampticas y controles fue muy similar siendo de 158.9 pg/500 mg de
placenta (s = 50.9 pg) y 168.2 ng/500 mg de placenta (s = 72.5 pg), la calidad
espectrofotométrica fue de 1.91-1.98 cuando se evalu6 la relacion de densidades Opticas
a 260/280 nm (Cuadro 1), la integridad del ARN total fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 6), dicha técnica revelo la presencia de
una minima cantidad de ADN gendémico como contaminante, de igual forma se

mostraron las bandas de ARN correspondientes a los 28 y 18 svedvergs, la nube de

ARN mensajero se observo al nivel de 100-1000 pb (Figura 7)

Cuadro 4: Espectrofotometria. Cuantificacién del ARN total, el cuadro muestra
los cocientes 260/280 que evaltan la integridad y el valor a 260 nm, permite

calcular la concentracién del ARN mediante la constante 40 ug/OD.

Placa Tipo Poso  Muestra Log. Onda Cociente Concentracion
260 280 260/280 Dil 1:10 Final

A1l P1 5411  2.827 1.91 216.4 ng/pL 2.1 pg/pL

= B1 P 6.191  3.227 1.92 247.6 ng/pL. 2476ng/pL

LE‘; C1 P3 5913  3.005 1.97 336.5ng/pl. 2365ng/pL

% D1 P4 8.742  4.479 1.95 349.7ng/pL 3497ng/pL

é 2 El P5 1.911 6.191 1.92 476.4ng/nL 4764ng/nL

; F1 P6 9.508 4.839 1.96 380.3ng/pL 3803ng/pL
: e Cl 7857 4081 193  3143ngpl  3143ng/ul

= 2 H1 C2 4193 2.173 1.93 167.7ng/uL 1677ng/pL

E A2 C3 7.433  3.772 1.97 297.3ng/nL 2973ng/pL

5 B2 Cc4 5.668  2.856 1.98 226.7ng/nL 2267ng/pL

Cc2 C5 10.639 5.431 1.96 425.6ng/pL. 4256ng/pL

D2 C6 13.926 7.153 1.95 557ng/pL 5570ng/pL
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Figura 6: Electroforesis. Imagen representativa del procedimiento para cargar el gel de
agarosa al 1% con las muestras de ARN, con la finalidad de evaluar su integridad.

E PREECLAMPSIA CONTROLES
= P1 P2 P3 PAP5 P6 C1 C2C3C4C5 Cé6

10000 pb
28S
18S
1000 pb o

Figura 7: Patron de corrimiento electroforético de RNA en gel de agarosa al 1%.
El ARN fue sometido a un campo electromagnético de 75 Volts y 400 miliamperios, durante
45 minutos.
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La evaluacion de los cambios en la transcripcion revelaron una gran cantidad de
mensajeros presentes en ambos grupos de pacientes, la mayoria de los ARN evaluados

presentan CT's que inician en el ciclo 12 de 45 y terminan en el ciclo 32 de 45 (Figura

2000 Amplification Plot a0 Amplification Plot
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£.000 000
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\
& b
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e
\
3.000 \-_\ 3.000
2.000 2.000
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Iy
=S
o0y | Semmidea 2 0.000

Figura 8: Curvas de amplificacion: A) Curvas de amplificacién tipicas de la actividad
transcripcional de placentas de pacientes con embarazos normoevolutivos, B) Curvas de
amplificacién tipicas de la actividad transcripcional de placentas de pacientes con
preeclampsia.
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Discusion

Caracteristicas demograficas

Segtn la organizacion mundial de la salud (OMS) cada dia mueren 800 mujeres
por causas prevenibles relacionadas con el embarazo y el parto, los estados
hipertensivos del embarazo ocupan la tercera causa de mortalidad materna a nivel
mundial, en América Latina representan el 34% de las causas de muerte materna, (cada
7 min muere una mujer por preeclampsia), en México se presenta del 2-10% de los
embarazos, siendo la primera causa de muerte materna durante la segunda mitad del

embarazo.

En nuestro grupo de estudio, la edad de las pacientes preeclampticas fue en
promedio de 28.1 afios, y siendo su primer embarazo en el que debuta la patologia, a
pesar de que en las mujeres mayores de 35 afios en donde se refiere que existe un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades cronicas de origen vasculares, con lo que se
facilita, el surgimiento de la preeclampsia, recordando que muiltiples estudios
epidemiol6gicos, sustentan la validez de este planteamiento, siendo en las primigestas
la susceptibilidad de 6 a 8 veces mayor que en las multiparas, 3 de 6 pacientes en grupo
de preeclampsia tenian primipaternidad en comparacion con el grupo control done solo
2 pacientes tenian primipaternidad, en la conferencia Hipertension y estrés oxidativo,
del Abstract Book Hypertension Prague 2002, 19" Scientific Meeting of the
International Society of Hypertension and 12" European Meeting on Hypertension
34 se declar6 que la escasa duracién de la cohabitacién sexual es un determinante

importante del surgimiento de la enfermedad, ya se ha demostrado que tanto en las

primigestas como en las multiparas, la mayor duracion de la cohabitacién sexual antes
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de la concepcion tiene una relacion inversa con la incidencia de preeclampsia; por el
contrario, la modificacién de la paternidad o un breve periodo de exposicién a los
espermatozoides del compafiero sexual, se han relacionado con un incremento

sustancial del riesgo de padecer la enfermedad.

Segun el IMC las pacientes del grupo de preeclampsia presentan obesidad grado I,
recordando que los estados de malnutricion por defecto o por aumento se asocian con
incremento en el riesgo de presentar preeclampsia, sin embargo el incremento ponderal
fue ain mayor que el presentado en el grupo de las pacientes con embarazo

normoevolutivo.

Ambos grupos de pacientes no se reportaron antecedentes personales de
hipertension ni diabetes mellitus al momento de la interrupcion del embarazo, en el
grupo de pacientes control no se reportaron antecedentes de diabetes gestacional o
preeclampsia durante el embarazo previo, lo cual permite descartar que se pudiera
establecer una respuesta inmunoldgica previa, la unidad feto-placentaria contiene
antigenos paternos que son extrafios para la madre, y se supone que son los responsables
de desencadenar el proceso inmunologico que conlleva al dafio vascular, el cual ha sido
considerado el factor desencadenante de la enfermedad, por el contrario se ha
establecido que podria inducir el fenémeno de tolerancia inmunolégica, que evitara que

la enfermedad aparezca en gestaciones posteriores.

Caracteristicas clinicas

En el grupo de pacientes con preeclampsia 3 de 6 pacientes presentaron

sintomatologia vasculo-espasmddica, siendo la epigastralgia el sintoma mas frecuente
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(3/6), sin embargo en el articulo Preeclampsia severa, Eclampsia, Sindrome de
HELLP comportamineto clinico '*' se hace referencia que ésta se presenta hasta en el
85% de las pacientes, mientras que la cefalea y la hiperrreflexia afectan al 73% y 69%
de las pacientes respectivamente, en nuestra poblacién solo una paciente desarrollo
edema y otra mas presento hiperreflexia, comparado con el grupo control donde todas

las pacientes estaban asintomaticas al momento de ingresar a la unidad tocoquirurgica.

Caracteristicas bioquimicas

Los estudios bioquimicos realizados al ingreso de las pacientes a la unidad
tocoquirtrgica evidencian, que las pacientes del grupo de preeclampsia tienen niveles de
Hb mayores que el grupo control es decir que desarrollan hemoconcentracién y
trombocitopenia de hasta 40,000 plaquetas/mm?, comparado con el grupo control donde
el valor promedio fue de 189.333 plaquetas/mm® de igual forma hay diferencia
importante entre las pruebas de funcién hepatica de un grupo y otro siendo en el grupo
de preeclampsia, en el que las enzimas AST, ALT y DHL se encontraron a mas del
doble de su valor normal, recordando que en el articulo Disfuncion endotelial en la
preeclampsia ®° se referencia que las pacientes presentan disfuncién endotelial
sistémica, la cual origina la disminucién en el conteo plaquetario y disfuncién hepatica.
Otra diferencia importante ya referida en la literatura es el incremento de los niveles de
glucosa, nuestra poblacion confirma que la hiperglicemia es una alteracion comtn en las
pacientes preeclampticas, por otro lado se ha reportado que las pacientes preeclampticas
desarrollan hipoalbuminemia transitoria *”), sin embargo en el presente estudio no se
pudo establecer diferencia significativa entre el grupo de pacientes con preeclampsia y

el grupo control en la concentracion sérica de albimina, a pesar de que las pacientes con
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preeclampsia desarrollaron proteinuria de 455 mg/mL (s = 435.6), el resto de los estudios

bioquimicos no mostraron diferencia estadistica significativa entre ambos grupos.

Manejo obstétrico:

La culminacion del embarazo es la tinica medida terapéutica curativa para las
pacientes que desarrollan preeclampsia, como se reporta en el Consenso: Manejo de la
preeclampsia grave-eclampsia *®, la interrupcion del embarazo en las primeras 72 hrs
después de establecer al diagnoéstico clinico y bioquimico de preeclampsia severa
siempre y cuando la gestacion sea de termino, en aquellas pacientes con embarazos
pretérmino y fetos inmaduros se instaura el esquemas de maduracién pulmonar a base
de esteroides los cuales reducen las complicaciones neonatales, con base en ello es que

las 12 pacientes de este estudio fueron tratadas mediante cesarea tipo Kerr

Caracteristicas del recién nacido

En nuestro estudio se observo que las semanas de gestacion de los recién nacidos es
mayor para el grupo control que para el grupo de las pacientes preeclampticas, lo cual
era de esperarse, debido a que la enfermedad por si misma condiciona interrupcion del
embarazo antes del término para evitar las complicaciones perinatales; por ello la
diferencia en la media estadistica del peso de los recién nacidos de madres
preeclampticas es de 1350 gr por lo que en general se considera que estos recién nacidos
tienen una restriccion del crecimiento intrauterino, todos estos datos se encuentran en

concordancia con lo reportado por diferentes grupo a rededor del mundo %44,
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A pesar de que no todas la pacientes recibieron protocolo de maduracién pulmonar,
la valoracion de APGAR tanto al minuto como a los 5 minutos del nacimiento no
mostro diferencia significativa entre ambos grupos siendo en promedio de 7 al minuto y
de 8 a los 5 min para ambos grupos, lo cual nos recuerda que la perfusién placentaria se
mantiene a expensas del incremento de las resistencias vasculares periféricas maternas,
sin embargo las secuelas neuroldgicas a largo plazo se presentan en 3-4% de los hijos

de mujeres preeclampticas “*

Caracteristicas de la placenta

La inspeccién macroscépica de la placenta demostr6 diferencia significativa ya
que en el grupo control ésta fue de mayor peso y tamaio, de igual forma las placentas
del grupo control presento menos calcificaciones y no se evidenciaron zonas de infarto a
diferencia de las placentas de pacientes con preeclampsia en las que si pudieron
observarse ambas condiciones, en ninguno de los grupos se presentaron dificultad en el

alumbramiento.

Transcripcion

A pesar de que solamente se cuenta con un solo ensayo preliminar del estado
transcripcional de las pacientes preeclampticas es evidente que existe una diferencia
transcripcional entre ambos grupos, como lo demuestra las diferencias en las cantidades
de ARN mensajero obtenidos a partir de los 500 pg de tejido placentario, esto se ve
reflejado en las curvas de amplificacién de los diferentes factores tréficos, neurotréficos

y de receptores TRK, debido al reducido nimero de placentas integradas al estudio, en
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este momento, los datos no son concluyentes, por lo que se espera tener los resultados
totales de los arreglos de PCR en tiempo real para integrar en su totalidad dicho

conocimiento.
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Conclusiones

La preeclampsia sigue siendo un problema de salud ptiblica en México y en el
mundo, siendo responsable de una alta morbimortalidad materna, dentro del sector
salud, en México tiene implicaciones econémicas importantes, de igual forma sigue
siendo un reto para la investigacién biomédica, ya que su etiologia es desconocida,
implicando su deteccién temprana, prevencién y manejo oportuno. Con base en ello
podemos decir que la expresion de factores troficos pareciese ser mayor en pacientes
con preeclampsia, principalmente aquellos que tienen efecto antiangiogénicos, pero
también que quiza pudieran estar implicados otros factores como las neurotrofinas, HB-
BDNF, CNFT que influyen en la proteccion de feto contra convulsiones al nacimiento
y quiza en los primeros afios posteriores al nacimiento, con los datos obtenidos de la
revision bibliografica y de la fase experimental de este trabajo nuestro grupo de
investigacion propone el siguiente esquema que ilustra la fisopatologia de la

preeclampsia [43-52].
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Figura 9: Vias Celulares y Moleculares que participan en la patogénesis de Ia
preeclampsia.El esquema ilustra la intrincada relacién que tiene el desarrollo del embrién
con el endometrio. Cuando estas vias de comunicacién molecular fallan se desencadenan los
eventos fisiopatoldgicos que culminan con el desarrollo de preeclampsia.
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Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en extraccion del ARN de las muestras de
placentas de pacientes preeclampticas y controles, es loable pensar que el aumento en la
transcripcion de estos factores tiene un papel importante en el desarrollo de la
preeclampsia asociado a los factores de riesgo que tiene la paciente. Una vez

establecidos estos factores, podriamos:

1. De los factores sobreexpresados identificar cuantos de ellos se pueden

cuantificar en sangre materna.

2. Hacer de estos factores de crecimiento cuantificados en sangre materna, un

marcador bioquimico temprano de preeclampsia.

3. Ampliar el estudio para conocer el polimorfismo de estos factores de

crecimiento.

4. Instaurar tratamientos tempranos en pacientes con alto loable riesgo para

desarrollar preeclampsia.
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