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RESUMEN

Objetivo: Comparar la expresion del RNA mensajero (mRNA) de Serpina-1, Serpina-2, en cultivos
primarios de células endoteliales de la vena del cordon umbilical obtenidas de pacientes sanas vs
con pacientes con preeclampsia del Hospital General de Ticoman.

Material y métodos: Se obtuvieron cordones umbilicales de pacientes con preeclampsia y
pacientes sanas del Hospital General de Ticoman, inmediatamente posterior al alumbramiento, en
el periodo comprendido de 07 de mayo del 2012 al 31 de diciembre del 2013. Los cordones
umbilicales se conservaron y transportaron en contenedores con Buffer HEPES, procesandose
dichas muestras en las primeras ocho horas. Se obtuvieron las células endoteliales de la vena
umbilical humana, mediante colagenasa y mitogeno endotelial, después se llevd a cabo la
extraccién y cuantificacion de RNA por PCR en tiempo real, extrayéndose el RNA mediante el
método de TRIzol para su cuantificacion. Posteriormente; a partir de este RNA se obtendra el DNA
complementario para realizar en tiempo real la cuantificacion de mRNA mediante sondas
especificas para los genes: SERPINA-1 y SERPINA-2.

Para el analisis de la expresion génica de SERPINA 1y 2 se compar6 de manera cuantitativa
el mRNA de ambos genes con respecto a una muestra de referencia o normalizador, dividiendo el
resultado del gen blanco -a partir de una curva estandar- entre el gen de referencia.- gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Para el analisis estadistico se obtuvieron los valores para la media y la desviacion estandar
de las variables y a partir de estos estadisticos se estratificaron; edad, presion arterial sistdlica,
diastdlica, SERPINA 1y 2. Como prueba de Hipdtesis y significancia estadistica, se aplicaron
pruebas de Chi2, obteniendo valores de P para la comparacién entre ambos grupos, mediante la

aplicacion del software Epi Info 6.04™



Resultados: Se analizé un total de 86 cordones umbilicales que incluyen 56 pacientes sanas
(controles) y 30 con preeclampsia en diferentes grados (casos). Los controles representaron 65%;
las pacientes con preeclampsia leve representaron 21% y la severa el 14%. Las edades de la
poblacién total estudiada corrieron de 15 a 44 afios, con una media de 24 afios. La distribucion de
la tension arterial sistolica para los casos presento una media de 149.6 mmHg + 14.5 DS y para
los controles de 110 mmHg + 7.5 DS. La tension arterial diastélica en los casos represento una
media de 97mmHg + 11.1 DS y para los controles una media de 67 mmHg + 7.1 DS. SERPINA 1
normalizada en los casos presentd una media de 0.624 + 0.369 DS, para los controles una media
de 0.809 + 0.345 DS y la SERPINA 2 normalizada para los casos alcanzo una media de 0.181 +
0.106 DS, en los controles la media fue de 0.245 + 0.107 DS.

La distribucion de la poblacion estudiada de acuerdo a los niveles de SERPINA 1
normalizada, segun los niveles alto y bajo del gen se presentd mayormente niveles altos en un
57.1% en los controles y niveles bajos un 63.3% en los casos, con una Chi2 de 3.28 y una P de
0.070. Y para SERPINA 2 normalizada, estratificada, por niveles alto y bajo del gen se present6
mayormente 81.1% para niveles altos en los controles y el nivel bajo un 46.9 % en los casos, con
una Chi2 de 7.29 y una P de 0.007.

La distribucion de SERPINA 1 normalizada en los casos segun severidad y por estratos
cuenta con una Chi2 de 6.09, con un valor P de 0.413. Presentandose mayor porcentaje de casos
en el rango de 0.701 a 1.100 con un 72.4% en los controles y en menor cantidad en el mismo rango
con un 6.9% en preeclampsia severa. Y para SERPINA 2 normalizada en los casos segun

severidad y por estratos, cuenta con una Chi2 de 13.5, con un valor P de 0.036. Presentandose



mayor cantidad en el rango de 0.113 a 0.220 en un 61.5% en los controles y en menor cantidad en
el rango mayor de 0.334 con un 6.3% en preeclampsia severa.

Conclusiones: La preeclampsia modifica el perfil de expresion de genes entre ellos varios
inhibidores de la protein serina (SERPINAS). Observandose una mayor expresion en células
endoteliales de cordon umbilical de SERPINA 1 en pacientes sanas y menor expresion de
SERPINA 2 en pacientes con preeclampsia. Los valores de los estadisticos de prueba (Chi?),
permiten concluir que efectivamente existe una alteracion en la expresion de SERPINA 2, en
corddn umbilical que correlaciona positivamente a la presencia de preeclampsia.

El presente estudio queda como precedente y ser la base para poder identificar probables
biomarcadores moleculares realizando pruebas de alta sensibilidad para determinacion del gen
SERPINA 1y 2 en suero materno, que se asocien con un riesgo mas elevado o significativamente
menor de desarrollar en algun momento la enfermedad, y puedan utilizarse como nuevas

herramientas de tamizaje y/o prediccidn de ésta.

Palabras clave: Genes SERPINA 1 y SERPINA 2, RNA mensajero (mRNA) de Serpina-1y 2,

preeclampsia, presién arterial sistémica.



INTRODUCCION

DEFINICION DE PREECLAMPSIA

La preeclampsia es un sindrome multisistémico de severidad variable, especifico del embarazo,
caracterizado por una reduccion de la perfusion sistémica generada por vasoespasmo y activacion
de los sistemas de coagulacidn. Se presenta después de la semana 20 de la gestacion, durante el

parto y puerperio. '-

EPIDEMIOLOGIA

La hipertension arterial en el embarazo constituye una causa importante de morbimortalidad
materna y perinatal, ocurriendo en nuestro pais del 2 al 10% de las gestaciones. Se estima que se
presentan 50,000 muertes maternas a nivel mundial, constituyendo una de las primeras causas de
muerte materna en nuestro pais y del total de las muertes en el mundo, 40% ocurren en unidades
hospitalarias, siendo la preeclampsia eclampsia la segunda causa de muerte en un 16% y de 20 a

25% de las causas de mortalidad perinatal. 13-

Morbilidad en México en el afio 2010 por grupo de edad en que predominan:

e Embarazadas con preeclampsia entre 20 a 24 afios, 188 casos de cada 100 mil mujeres de
ese grupo de edad.

e Hipertension gestacional de 25 a 29 afios, 189 casos por cada 100 mil mujeres.

e Eclampsia entre 15 a 19 afios, 17 casos por cada 100 mil mujeres.

e Mortalidad durante el 2011; 23 muertes por preeclampsia principalmente entre 30 y 34 afios

(1.9%), de 20 a 24 afios (1.8 %) y por eclampsia 3.3% de las embarazadas de 25 a 29 afios

y entre 35 a 39 afios 2.6%. 20



La preeclampsia se presenta en 70% de mujeres nuliparas y 30% multiparas.

La hipertension arterial sistémica crénica complica 3% de los embarazos y hasta 25% de
los casos evolucionara a preeclampsia.

La hipertension gestacional ocurre en 6% de los embarazos y progresa a preeclampsia en

15 a45%.2

FACTORES DE RIESGO

Dentro de los factores de riesgo asociados a preeclampsia se encuentran los preconcepcionales,

los asociados al embarazo y los relacionados a enfermedades médicas preexistentes.

Factores de riesgo Preconcepcionales: Primigestas (6-7%), multigestas (3-4%), Embarazo
por semen de donador y donacidn de oocito (10-35%), nivel socioecondmico medio bajo,
antecedente de preeclampsia en un embarazo previo (25 a 65%), pacientes con
preeclampsia severa previa (5-7%), con preeclampsia leve (1%), historia familiar de
hipertension arterial sistémica cronica, alcoholismo.

Factores de riesgo asociados al embarazo: Edad materna <18 y = 40 afios (10-20%),
Obesidad (10-15%), Embarazo gemelar (8-20%), Embarazo multiple (12-34%), embarazo
molar e hidrops fetalis e infeccion materna.

Factores de riesgo asociados a enfermedades cronicas preexistentes: Hipertension
cronica o enfermedad renal preexistente (15-40%), Diabetes mellitus pre-existente (10-
35%), Enfermedades del tejido conectivo (10-20%), trombofilia congénita o adquiridas
(sindrome antifosfolipidos, deficiencia de proteina C 6 S, deficiencia de antitrombina,
mutacion del factor V Leiden) (10-40%), resistencia a la insulina, hiperandrogenismo y

dislipidemia. 1236



El tabaquismo se ha referido como un factor protector en contra de preeclampsia basado

en la hipotesis de la elevacion del éxido nitrico inducido por la nicotina. 3

CLASIFICACION Y CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE PREECLAMPSIA:

Preeclampsia leve es aquella que presente:

Elevacion de la presion arterial = a 140 mmHg. la sistélica 6 = 90 mmHg. la diastdlica, en
dos tomas con diferencia de 4 ¢ 6 horas, pero no mayor de 7 dias, en un embarazo mayor
a 20 semanas de gestacion, con presion sanguinea previa normal.

Proteinuria significativa mayor o igual a 300 mgs. en orina de 24 horas, que se correlaciona

con una “+” en la tira reactiva 145 6.

Preeclampsia severa presenta uno o mas de los siguientes criterios:

Hipertensién arterial = de 160mmHg =110 mmHg. (sistélica/diastélica), en dos tomas separadas

por un intervalo de 4 6 6 hrs pero no mayor a 7 dias.'45

Proteinuria de 2 grs." (5 grs. 4) en orina de 24 horas.

Creatinina sérica mayor de 1.2 mg/dI.

Dolor epigastrico o dolor en hipocondrio derecho.

Oliguria menor a 500 ml. en 24 horas.

Disminucion de la cuenta plaquetaria menor o igual a 100,000/mma3.
Elevacion de enzimas hepaticas.

Trastornos visuales o cerebrales.

Edema agudo de pulmon y cianosis.

Insuficiencia hepatica.



e Restriccion del crecimiento intrauterino 14

Hipertension arterial cronica es la hipertension preexistente.

La hipertension arterial con preeclampsia sobre agregada se define como desarrollo de
preeclampsia-eclampsia en pacientes con hipertension arterial cronica previa, en la cual se

requiere por lo menos uno de los siguientes criterios:

Aumento subito de la presion arterial en pacientes previamente controladas.
e Trombocitopenia <100,000 plaquetas/mma3.

¢ Incremento de las transaminasas hepaticas.

¢ Incremento de la proteinuria en pacientes con proteinuria previa.

o Acufenos, fosfenos, cefalea y epigastralgia. 4

Preeclampsia atipica se define con la presencia de:

Hipertension gestacional ¢ proteinuria gestacional con uno o mas de los siguientes elementos:

e Sintomas de preeclampsia.
e Trombocitopenia (<100,000/mma3).
e Elevacion de AST y ALT dos veces el limite superior del valor normal.
0 presencia de signos y sintomas de preeclampsia- eclampsia antes de las 20 semanas de

gestacion.

0 presencia de signos y sintomas de preeclampsia- eclampsia en el pos parto tardio después de

las 48 hrs pos parto y antes de 4 semanas pos parto. >



ETIOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

Se han propuesto diferentes teorias en la génesis de la preeclampsia, las cuales coinciden con la
caracteristica de disfuncion endotelial, con el aumento de la reactividad vascular y la activacion de
la cascada de la coagulacion, moléculas de adhesion, migracion leucocitaria, aumento de

moléculas inflamatorias y los componentes de la respuesta inmune.

Asi mismo, es importante mencionar que la activacion plaquetaria junto con la aterosis aguda en
las arterias espirales, niveles elevados de Factor de Von Willebrand (factor X), p-selectina y
tromboxano A2, y disminuciéon en la sintesis de prostaciclina incrementan la agregabilidad
plaquetaria y probablemente contribuyan al desarrollo de microangiopatia, aumentando la

permeabilidad y ocupacion del espacio subendotelial. & 10-

TEORIA DE LA PLACENTACION Y ANGIOGENESIS.

Durante la placentacién normal, el citotrofoblasto, ancla el embrién en la pared uterina e invade el
intersticio de las arterias espirales y decidua materna para proporcionar una via de acceso a los
nutrientes, el oxigeno y a la excrecion de productos de desecho. Para lograr esto, la placenta debe
formar nuevos vasos sanguineos y aumentar el numero de vasos sanguineos ya existentes, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el factor critico y decisivo que rige el proceso
de formacién y maduracion vascular (vasculogénesis y angiogénesis), estos vasos posteriormente
seran estabilizados por la accion de otros factores angiogénicos como la angiopoyetina 1 (ANG-1)

y la efrina B2, ambas necesarias para la remodelacién y maduracion de los vasos neoformados.

10.



La vasculogénesis inicia a partir del desarrollo de las vellosidades primarias durante los primeros
15 dias postconcepcidén. Comenzando con la diferenciacion de las células madre de citotrofoblasto
en vellosidades primarias, que son nucleos de células citotrofoblasto rodeadas por una capa de
sincitiotrofoblasto. Como estos nucleos de vellosidades primarias se llenan de las células
mesenquimatosas, forman las vellosidades secundarias después del dia 22 postconcepcion. Estas
células mesenquimatosas se diferencian en hemangioblastos durante los siguientes 7 dias que
posteriormente se diferenciaran en células angioblasticas, endoteliales y hematopoyéticas. Estas
células sufren un proceso de proliferacién y diferenciacion in situ en un tejido previamente
avascular. Posteriormente, por coalescencia, se produce la formacion del vaso primitivo y la
creacién de su lumen, lo que crea una red capilar primitiva que posteriormente formaran el
revestimiento de los primeros vasos sanguineos en la placenta, y las células de Hofbauer, que son

macrofagos que pueden desempefiar un papel en vasculogenesis y diferenciacion trofoblastica. 6

10.

Las primeras sefiales inductoras de la vasculogénesis aparecen en las vellosidades secundarias,
donde el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y sus receptores son los principales

factores desencadenantes. 10

Las células de citotrofoblasto situados en las vellosidades también se diferencian células
extravellosas trofoblasticas. Cuando las vellosidades invaden el endometrio materno, la capa de
sincitiotrofoblasto desaparece, permitiendo que las células extravellosas trofoblasticas migren en
el tejido materno, introduciéndose hacia las arterias espirales. Produciéndose una remodelacion
fisiolégica compleja de estos vasos, por el cual las estructuras musculares y elasticas normales de

las arterias espirales se sustituyen parcialmente por éstas células. Los nuevos vasos fetales se



generaran mediante la angiogénesis ramificada, que consiste en la gemacién y agrandamiento de
los vasos ya existentes para formar una red de vasos interconectados caracteristicos de la
vasculatura madura. Estos cambios fisiolgicos ocurren en las arterias espirales en su tercio interior
del miometrio. Durante este proceso, las células extravellosas trofoblasticas cambian de un
fenotipo epitelial a un fenotipo mas endotelial y hay cambios en la expresion de moléculas de

adhesion a la superficie celular.

Las células extravellosas trofoblasticas amplian y fortalecen el diametro de las paredes de los
vasos, convirtiendo a las arterias espirales en vasos de baja resistencia, proporcionando que el

feto reciba un suministro dptimo de sangre 6.10-

Los niveles de tension de oxigeno aumentan tres veces, con niveles mas altos en las areas
periféricas de la placenta en desarrollo y los niveles mas bajos hacia el centro. El pico de pO2 es
de aproximadamente 60 mm Hg a las 16 semanas de gestacidn. El aumento en los niveles de
oxigeno no solo estimula el crecimiento del feto, si no también causa una regulacion en la presencia
de moléculas de adhesion por las células citotrofoblasticas que facilitan la invasién del trofoblasto.
Cuando hay un suministro deficiente de sangre de la madre, se produce la hipoxia prolongada, con

efectos perjudiciales para la formacién de la vasculatura placentaria.

En la preeclampsia se produce una placentacién anormal con remodelacién superficial 0 ausente
de las arterias espirales, conservando sus revestimientos endoteliales y paredes musculares,
teniendo vasos de alta resistencia. Este fracaso en la remodelacién vascular puede ser la lesién
inicial en la patogénesis de la preeclampsia. Ademas, de los defectos de las moléculas de adhesion
celular, asi como las células asesinas naturales (NK deciduales) o los macréfagos activados

pueden desempefiar un papel en la remodelacion vascular. 8.

-10 -



FACTORES DE CRECIMIENTO ANGIOGENICOS

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento placentario (PIGF),
tirosina quinasa soluble (sFIt1) y endoglina soluble (Seng), han sido implicados en la patogénesis

de la preeclampsia.

Se ha observado que el receptor del factor de crecimiento vascular endotelial-1 (sFlt-1) se
encuentra elevado en la placenta y suero de mujeres con preeclampsia. Esta proteina se adhiere
al dominio del receptor del VEGF y del PIGF, lo que impide su interaccién con los receptores de

membrana de las células endoteliales, que eventualmente conduce a disfuncién endotelial.

La evidencia actual sugiere que la fisiopatologia de la preeclampsia esta intimamente relacionada
con el desequilibrio entre las proteinas angiogénicas y antiangiogénicas que se presenta desde el

inicio del embarazo. 610.

La endoglina (CD105) es un co-receptor celular para el factor de crecimiento tumoral — beta (TGF-
B) que se encuentra en trofoblasto y células endoteliales. Su accidn principal es la de promover la
angiogeénesis, diferenciacion endotelial y regulacion de la dxido nitrico sintetasa. La forma soluble
de la endoglina (sEng) tiene propiedades antiangiogénicas potentes; aparentemente inhibe la unién

de la endoglina al TGF-B ?en células endoteliales. 6

ATEROSIS AGUDA

La placentacion anormal produce una lesion obstructiva en los extremos distales de las arterias
“aterosis espiral aguda”, caracterizado por la necrosis fibrinoide y la acumulacién de macréfagos
cargados de lipidos o células de espuma e infiltracion de leucocitos. El estado aterogénico

fisiolégico durante el embarazo se agrava en la preeclampsia. Es probable, aunque no probado,

-11 -



que las células espumosas se forman de manera similar a los de la aterosclerosis en pacientes no
embarazadas. La dislipidemia, la inflamacion y el deterioro del transporte inverso del colesterol
vascular, tienen muchas probabilidades de contribuir. La trombosis en arterias espirales afectadas

conducen al infarto placentario. 7. 1

La lesion no afecta la circunferencia o longitud de todas las arterias espirales. Se piensa que tiene
una regresion después del parto cuando se desprenden las porciones deciduales. Esta presente

del 20-40% de todos los embarazos con preeclampsia.

Durante el embarazo el trofoblasto extravelloso fetal es un semi- aloinjerto. Por lo tanto la
Interaccion inmunoldgica anormal en la decidua entre las células madre y el feto contribuyen a la

placentacion disfuncional en la preeclampsia.

Los factores deciduales locales pueden aumentar el riesgo de depdsito de lipidos en las paredes
de las arterias espirales, tales como los factores inmunolégicos (inflamatorios) lo cual tiene impacto
sobre el flujo sanguineo intervelloso, reduciendo significativamente el calibre del vaso asociandose

con trombos arteriales e infartos placentarios posteriores.:

TEORIA INMUNOLOGICA

A medida que el embrion expresa antigenos paternos ajenos para el sistema inmunoldgico de la
madre, la regulacion activa de la respuesta inmune materna a la interfaz de la placenta es esencial

para un embarazo sea sostenible.

El Antigeno de Histocompatibilidad leucocitaria C (HLA-C) se expresa en el trofoblasto extravelloso
invasivo. Es el ligando para los receptores de inmunoglubilinas asesinas (immunoglobulin like

asesino, KIR) que expresan las células (unk) por las células naturales asesinas uterinas. El sistema
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KIR contiene dos haplotipos diferentes A y B, y algunas combinaciones KIR / HLA -C favorecen la
invasion de las células del trofoblasto. Esta interfaz inmunoldgica regresa en la segunda mitad del
embarazo, cuando el sincitio de las vellosidades que carece de la expresion de HLA se vuelve
dominante. La importancia de una regulacién inmunoldgica en la interfase materno placentaria se
da por la exposicion a los antigenos paternos en los fluidos seminales antes de la embarazo, lo
cual produce algun tipo de " memoria inmunolégica ", probablemente por las células T maternas.
Es por eso que las pacientes que se someten a técnica de reproduccion asistida con donacion de
ovocitos con un alto grado de diferencia antigénica tiene un mayor riesgo de desarrollar

hipertension inducida por el embarazo.'®
TEORIA DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA INFLAMACION

El estrés oxidativo producido por la hipoxia placentaria y su poca reperfusion provocan la disfuncién
endotelial a través de muchas vias, un indicador fiable de estrés oxidativo es 8-iso-prostaglandina
(PG-F2), Una isoprostona importante generada a través de la peroxidacion no enzimatica del acido

araquidonico.!"-

La invasién restringida del citotrofoblasto y la remodelacion arterial modifica a las arterias espirales
con el objeto de incrementar el flujo sanguineo materno con mayor presion y mayor velocidad lo
cual expone a las vellosidades de la placenta a la fluctuacion de las concentraciones de oxigeno.
El estrés oxidativo resultante de dicha hipoxia / reoxigenacion, genera modificaciones de lipidos y
oxidacién de proteinas placentarias que son pro-inflamatorias, dando lugar al estrés del reticulo

endoplasmico y mitocondrial provocando la apoptosis y necrosis del tejido placentario.
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El aumento de trofoblasto necrético debido a mecanismos de estrés oxidativo puede ser importante
en la patogénesis de la preeclampsia en dos formas; fagocitosis de trofoblastos necréticos como
resultando en la activacién de células endoteliales a través de la secrecidn de interleucina 6 (IL -

6).

Las citocinas inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-10 han sido

implicadas en el proceso inflamatorio durante la preeclampsia. 19

TEORIA GENETICA DE LA PREECLAMPSIA

Cada uno de los factores etiolégicos implicados: desadaptacion inmune, isquemia placentaria y
estrés oxidativo, pueden tener una base genética.® La preeclampsia modifica el perfil de expresion

de genes de la placenta, entre ellos varios inhibidores de la protein serina (serpinas).?

La regulacién anormal en el sistema fibrinolitico puede desempefiar un papel importante en la
mediacion de la preeclampsia. El inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) sintetizado
por las células endoteliales se considera un marcador de la disfuncion de la célula endotelial en la
preeclampsia. Es el principal inhibidor de la fibrindlisis, puede ser producida por distintos tipos de
células, tales como las células musculares lisas vasculares, plaquetas y neutréfilos. Por lo tanto,
es biologicamente posible que los niveles elevados pudieran suprimir la fibrindlisis y el resultado
es un mayor riesgo de tromboembolismo arterial y venoso. Se sabe que los niveles de PAI-1 se

incrementan en placentas de pacientes con preeclampsia.81"-

El inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 2 (PAI-2) se produce principalmente por el
trofoblasto y se considera que es un marcador de la funcion placentaria durante el embarazo ya

que se ha observado que al disminuir los niveles de PAI-2 y al aumentar los niveles de PAI-1 en
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mujeres con preeclampsia de inicio temprano. Los polimorfismos génicos mas estudiados se

clasifican en cinco grupos:

1) Polimorfismos de genes vasoactivos (p. ej. M235T del gen AGT, I/D del gen ACE y E298D
del gen eNOS).
2) Mutaciones y polimorfismos de genes trombofilicos (p. €j.1691G>A del factor V Leiden,
677C>T del gen MTHFR y 20210G>A del gen protrombina).
3) Polimorfismos en genes del metabolismo lipidico y estrés oxidativo (p. ej. Exon3 Tyr113His
del gen EPHX'y Exon 6 Asn291Ser del gen LPL).
4) Polimorfismos de genes involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria (p. ej. -308G>A
del gen TNFa y -1082G>A del gen de IL10).
5) Otros, entre los cuales se encuentran genes implicados en inmunogenética, placentacion
e impronta y factores de crecimiento.
Los biomarcadores, identificados por espectrometria de masas (SELDI-TOF) seguida por
secuenciacion de novo, correspondieron a productos de cribaje proteolitico de SERPINA-1
(SwissProt P01009) y albimina (SwissProt P02768). El perfil protedmico, en especial un fragmento
de 21 aminoéacidos del extremo C-terminal de la SERPINA-1 (aa 397-418), se asoci6 con las formas

severas de preeclampsia.

La proteémica ha identificado a la SERPINA-1 como un biomarcador en orina Util para detectar
embarazadas que estén desarrollando la enfermedad, con al menos 10 semanas previas a las

manifestaciones clinicas, constituyendo una herramienta importante en el diagnéstico precoz. ¢

La alfa-1 antitripsina (AAT) es la principal a1-globulina del suero humano, la proteina fue

inicialmente identificada por electroforesis y aislada en 1962 por Schultzel, denominada de esta
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manera por su habilidad para inhibir la tripsina pancreatica, recibe distintas denominaciones, entre
éstas: alfal proteinasa inhibidor, proteasa inhibidor 1 (anti-elastasa), inhibidor de serin o cistein
proteinasas, ademas de una cantidad similar de simbolos inconsistentes como A1A, A1AT,

A1AT_human, PI, PI1, entre otros.

El Comité de Nomenclatura de Genes dependiente de la Organizacion del Genoma, establece la
nomenclatura para el gen de la AAT es: Inhibidor de serpin peptidasa clase A, miembro 1 cuyo
nombre en inglés corresponde a serpin peptidase inhibitor, clase A (alpha-1 antiproteinase,

antitrypsin), member 1y el simbolo aprobado es SERPINA1.

Los SERPIN por su acrénimo en inglés (SERine Proteinase INhibitors) son una super familia de
proteinas de tamafio relativamente grande (330 a 500 aminoacidos), tienen una estructura
conservada y emplean un mecanismo inhibidor unico, ya que actuan como inhibidores de la
proteasa y se caracterizan por su comportamiento "suicida”, que implica una unién covalente
inusual con la proteasa de destino, antes de la degradacidn de los complejos serpina-proteasa
participando en diversos procesos bioldgicos tales como la coagulacién, fibrindlisis, angiogénesis,
inflamacion y la apoptosis. Sirviendo también como proteinas de almacenamiento (ovoalbumina),
proteinas transportadoras (steroidbinding globulina) y precursores de hormonas (angiotensindgeno

0 SERPINAS) sin funcion inhibitoria. 14.15. 18.

La mayoria de los genes presentan una organizacion comun, con un exén no traducido y cuatro
exones de codificacion, presentando la alfa 1 antitripsina (clade A), lo que sugiere que

evolucionaron a partir de un gen ancestral comun a través de una serie de eventos de duplicacion.

18
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Su distribucion se expande a los reinos metazoa, plantae, archeae y ciertos poxvirus (animales,

plantas, virus, y bacterias). 14.18.

Los SERPIN surgieron antes del desarrollo eucariota, hace mas de 3.9 billones de afios, otra
posibilidad dicta que los SERPIN son una familia joven de genes adquirida por transferencia

horizontal a través de los virus.

Actualmente se han descrito mas de 1,500 miembros de esta familia de genes. Muchos SERPIN
inhiben serin proteasas de la familia quimotripsina. Algunos miembros de esta familia y sus blancos
bioldgicos son: CrmA y P19 (SERPINB9) que inhiben la cistein proteasa caspasa 1 y SCCA1
(SERPINB3) que neutraliza las cistein proteasas similares a papaina Cathepsinas L, Ky S. Aunque
en humanos, la mayoria de los SERPIN (27 de 36) tienen funciones inhibitorias, algunos ejercen
otras funciones, como el transporte de hormonas (SERPINAG y 7), regulaciéon de la presion

sanguinea (SERPINAS), y supresores de tumores.

Estudio filogenético dividié a los SERPIN de eucariotas en 16 "clases" (de A-P). Las proteinas son
denominadas SERPINXy, donde la "X" es la clase y la "y" es el nimero dentro de la clase. A la
fecha, se han descrito 13 miembros para SERPIN de clase A, 13 para B, 3 paraE, 2 paraFely
solo 1 para cada una de los clases C, D, G y H. Se han determinado alrededor de 70 estructuras

proteicas de SERPIN.

Cuentan con una estructura terciaria conservada compuesta por tres [dminas B (A,ByC)y8a9

a-hélices (nombradas hA a hl). 14

Son guardianes que regulan la homeostasis de varias vias moleculares, tales como la inflamacioén,

la coagulacion, la fibrindlisis, la activacion del complemento, y la fagocitosis.
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Se ha observado que estos estan probablemente relacionados con la fisiopatogenia de las

enfermedades de la placenta, tal como una respuesta inflamatoria exagerada y trombosis 1>

La alfa-1 antitripsina 0 SERPINA 1 se expresa principalmente en los hepatocitos y también es
sintetizada por macrofagos neutréfilos, el trofoblasto. La proteina se libera a la circulacién

sanguinea por el higado, en una concentracion de 120-220 mg/dL.

En condiciones normales el higado secreta 34 mg/kg/ dia, que se incrementan 2-5 veces en
procesos inflamatorios, tumorales e infecciosos. La AAT presente en el suero representa el 40%
del total de la proteina, el restante 60% se encuentra en el espacio extracelular presente en todos
los tejidos corporales, pero al parecer su relevancia fisiologica es en el pulmén y se secreta desde
fuentes distintas de las vellosidades placentarias ya que es altamente expresado en células

deciduales. 14.15.16.

La localizacion de SERPINA1 Y SERPINA 2 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 14,
banda citogenética 14q32, el inicio del gen SERPINA 1 se ha determinado en la posicion 93,

914,451 pb y el de término en 93, 926,782 pb, estableciendo un tamafio de 12,332 pb para el gen.

14.

SERPINA1 es una proteina plasmatica abundante y el principal inhibidor de la proteasa serina de
transmisidn sanguinea. Aunque su funcion principal es la inhibicion de la elastasa de neutréfilos,
que también tiene actividad frente a la catepsina G, proteinasa 3, elastasa pancreatica, tripsina,

quimotripsina, colagenasas, y la calicreina.

Los incrementos de SERPINA1 en suero se producen en enfermedades como la artritis reumatoide,

vasculitis, infecciones, y otras enfermedades asociadas con un componente inflamatorio, asi
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mismo se asocia con el desarrollo de hipertension arterial y un aumento del riesgo de enfermedad
cardiovascular, mediante la inhibicion de la actividad del sistema de calicreina-quinina, una
regulacion de SERPINA1 de plasma favorece el sistema renina-angiotensina, que conduce a la

vasoconstriccion sistémica y la hipertension. 6.

Se confirmé que SERPINA G1, SERPINA1, y SERPINA2, miembros de la inhibidor de
serinproteasa, son inducidos por la hipoxia y modifican a menudo su expresion en placentas de

pacientes con preeclampsia.

Asi mismo se encontr6 un aumento de la expresion de SERPINA 3 la cual es un inhibidor especifico
de la elastasa. La elastasa pertenece a la familia de metaloproteasas de la matriz, que desempefia
un papel crucial durante el proceso de implantacién. Esto puede sugerir que un aumento de la
sintesis SERPINA3 puede inhibir la desintegracion necesaria de la matriz extracelular para una

implantacion eficiente que contribuya a la patogénesis de la preeclampsia.

La SERPINAS (inhibidor de proteina C) es secretada para inactivar varias proteasas del sistema
fibrinolitico. Por lo tanto, la reduccion observada de la SERPINAS puede servir para controlar la
trombosis. Del mismo modo, SERPINA B2 que participa en la regulacion de la fibrindlisis disminuye

en pacientes con preeclampsia.

Para SERPINA1 y SERPINAS, diferentes estudios han demostrado un aumento inducido por
preeclampsia en suero materno, sin embargo el aumento no fue significativo a nivel de la placenta.
La SERPINA8 (AGT) codifica para angiotensindgeno y esta implicado en las enfermedades

hipertensivas.s
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SERPINAZ2 fue pensado originalmente para ser un pseudogene porque no se detectd region
promotora o expresion en el higado, y se observdé un importante nivel de secuencia de
degeneracion, que incluia un codon de partida interrumpida (ATG a ATA) y una delecion de 2 kb

que abarca el exon IV y parte del exon V.

Actualmente, varias lineas de evidencia indican que SERPINA2 tiene una isoforma activa y se

expresa de forma diferente de su homologo més cercano, SERPINAT.

Se expresa principalmente en los testiculos y leucocitos, y una expresion residual en el higado,

cerebro, colon, utero, eséfago, bazo, traquea, riién y pulmon.

En contraste con SERPINA1, que podria ser detectada tanto intracelular (aparato de Golgi) y
extracelularmente, SERPINA2 se detectd exclusivamente en la fraccién intracelular (lisados

celulares), localizandose en el reticulo endoplasmico rugoso.

Por otra parte, hemos demostrado que SERPINA2 ha experimentado una divergencia desde
SERPINA1, lo que contribuy6 a la adquisicion de una nueva actividad, posiblemente como Serpin

tipo quimotripsina. 18-
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MATERIAL Y METODOS

Se disefio un estudio observacional, prospectivo para comparar la expresion del RNA mensajero
(mRNA) de Serpina 1y Serpina 2, en cultivos primarios de células endoteliales de la vena del
cordon umbilical obtenidas de pacientes sanas vs. pacientes con preeclampsia, bajo la hipotesis
de trabajo: en pacientes con preeclampsia, las células endoteliales de cordon umbilical muestran
una sobreexpresion genética del gen SERPINA 1'y disminucion en la expresién de SERPINA 2, en

comparacion con pacientes sanas.

El universo se defini6 como las pacientes embarazadas con mas de 20 sdg, sanas y con
preeclampsia, entre 12 a 40 afios de edad, que acudiera al Hospital General de Ticoman durante

el periodo comprendido del 07 de Mayo del 2012 al 31 de Diciembre del 2013.

Se aplicd un censo a la poblacion que cumplié los criterios de inclusion que definieron al universo;
pacientes embarazadas con presion arterial < 139/89 mmHg y con presion arterial = a 140/90
mmHg (sistolica/ diastolica). Los criterios de no inclusiéon fueron; embarazos con feto obito,

nefropatia, ruptura de membranas, proceso séptico y trastornos inmunitarios.
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Se definieron las siguientes variables para su analisis y prueba de hipétesis:

VARIABLE / CATEGORIA TIPO DEFINICION OPERACIONAL ESCALA DE CALIFICACION
(Indice-indicador/constructo-criterio) MEDICION
Edad. Control  [Tiempo que ha transcurrido desde e| Cuantitativa | 1) <18 afios
nacimiento a la fecha del estudio. Continua. | 2) 19a 25 afios
3) 26a 30 afios
4) >31afios
Presion arterial sistémica Dependiente [La fuerza que ejerce la sangre contra las| Cuantitativa {1) Optima: <120/80 mmHg.
paredes de las arterias en el momento def  continua ) Normal: 120/80 a 129/84 mmHg
la sistole y la resistencia arterial en Ia B) Normal alta: 130/85 a 139/89 mmHg
diastole. i) Preeclampsia leve: > 140/90 a 159/109

mmHg
b) Preeclampsia severa: > 160/110mmHg.

SERPINA 1 (mRNA)

Independiente

MRNA que codifica para gen Inhibidor de
serpin peptidasa clase A, miembro 1 en
cordon umbilical

Cuantitativa
continua

SERPINA 1 (mRNA) Normalizado
Alto: > 0.701

Bajo: <0.700

Estratificacion:

1. <0.390

2. 0.391a0.700

3. 0.700a1.100

4. 1101

SERPINA 2 (mRNA)

Independiente

MRNA que codifica para gen Inhibidor de
ISerpin Peptidasa Clase A, miembro 2

Cuantitativa
continua

SERPINA 2 (mRNA) Normalizado
Alto: > 0.221

Bajo: <0.220

Estratificacion:

1. <0.112

2. 0.113a0.220

3. 0.221a0.333

4. 0334

Proteinas en orina mediante
tira reactiva.

Control

Determinacion  semicuantitativa de la
roteinas en orina mediante tira reactiva.

Cuantitativa
discreta

Una o mas cruces en tira reactiva

Se obtuvieron cordones umbilicales de pacientes con preeclampsia y pacientes sanas,

inmediatamente posterior al alumbramiento, se conservaron y transportaron en contenedores con

Buffer HEPES, procesandose dichas muestras en las primeras ocho horas, se obtuvieron las

células endoteliales de la vena umbilical, mediante colagenasa y mitdgeno endotelial, después se

llevé a cabo la extraccion y cuantificacién de RNA por PCR en tiempo real, extrayéndose el RNA

mediante el método de TRIzol para su posterior cuantificacién. Posteriormente, a partir de este

RNA se obtiene el DNA complementario para realizar en tiempo real la cuantificacién de mRNA

mediante sondas especificas para los genes: SERPINA-1 y SERPINA-2.
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Para analisis de la expresion génica de SERPINA 1y 2, se realizara la comparacién de manera
cuantitativa del mRNA de estos dos genes, con respecto a una muestra de referencia o
normalizador, como el gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual tiene como
caracteristica expresarse constitutivamente en todos los tipos de muestra que hay en el
experimento. Los resultados se expresan como un cambio en el numero de veces que un mRNA
de SERPINA 1y 2 se expresan en una muestra con respecto al gen de referencia GAPDH.
Posteriormente se utilizara una curva de calibracion estandar en la cual la amplificacién de
SERPINA 1y 2 genera tres lineas por cada dilucion de acuerdo los ciclos que alcanzan el umbral.
Esta curva se representa graficamente como la regresion semi logaritmica del valor de ciclos o CT

promedio de cada dilucion contra el logaritmo de la cantidad de RNA empleado en ese punto.

A continuacion se normaliza con respecto al gen de referencia, dividiendo el resultado del gen
blanco obtenidos en la curva estandar entre el gen de referencia. Con el objetivo de eliminar
diferencias debidas a concentracidn inicial o carga, y finalmente comparar la diferencia en los

niveles de expresion de los genes SERPINA 1y 2.

Para el analisis estadistico se obtuvieron los valores para la media y la desviacidn estandar de las
variables y a partir de estos estadisticos se estratificaron: edad, presion arterial sistolica, diastolica,
SERPINA 1y 2. Como prueba de Hipotesis y significancia estadistica, se aplicaron pruebas de chi?,
obteniendo valores de P para la comparacién entre ambos grupos, mediante la aplicacion del

software Epi Info 6.04™
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RESULTADOS

Las edades de la poblacién total estudiada corrieron de 15 a 44 afios, con una media de 24 afios
y una desviacion estandar de 6.3 y a partir de estos dos estadisticos, se construyeron rangos de
edad, presentandose un 11.6% para menores de 19 afios, 48.8% entre 19y 25, 18.6% entre 26 a
30y 20.9% para mayores de 30 afios. En los casos se obtuvo una media de 26 afios presentando
un 10% para las pacientes menores de 19 afios, 43.3% estuvieron entre 19y 25 afios, 16.7% entre
26 y 30, y finalmente 30% para las mayores de 30 afios; y en los controles de 12.5% para las
pacientes menores de 19 afos, 51.8% estuvieron entre 19 y 25 afios, 19.6% entre 26 y 30, y

finalmente 16.1% para las mayores de 30 afios con una media de 24 afios. (Grafica. 1).

Grafica 1
Distribucion de la poblacion estudiada segiin grupos de edad en los casos y controles.

B CASOS m CONTROLES 4
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La presion arterial sistélica en la poblacidn total presentd una media de 124mmHg y una desviacion
estandar de 21. Representando el 51.2% en menos de 120mmHg, 15.10% entre 120 y 129mmHg,
1.2% entre 130 y 139mmHg, 20.9% entre 140 y 159mmHg y 11.6% en mayor de 160mmHg. La
distribucién de la tension arterial sistélica para los casos fue de 3.3% por debajo de 120mmHg,
3.3% entre 120 y 129 mmHg, 0 entre 130 y 139 mmHg, 60% entre 140 y 159 mmHg y 33.3% para
mayor de 160mmHg, con una media de 149.6 mmHg + 14.5 DS. Para los controles es de 76.8%
por debajo de 120 mmHg, 21.4% entre 120 y 129 mmHg, 1.8% entre 130 y 139 mmHg, y 0 para el

resto, con una media de 110 mmHg + 7.5 DS. (Gréfica. 2).

Grafica 2
Distribucion de la poblaciéon estudiada segun rangos de presion arterial sistélica en los casos y
controles
90.0% ~
80.0% -
m CONTROLES
70.0% -
M CASOS
60.0%
50.0% -
40.0% -
30.0% -
20.0%
10.0% -
1.8%
0.0% .

<120 120a 129 130a139 140 a 159 >160
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La presion arterial diastolica en la poblacion total presentd una media de 79mmHg y una desviacion
estandar de 16. Representando el 51.3% en menos de 80mmHg, 15.10% entre 80 y 84mmHg,
1.20% entre 85 y 89mmHg, 23.3% entre 90 y 109mmHg y 8.10% en mayor de 110mmHg. La
distribucién en los casos fue de 0% para menor de 80mmHg, 10% entre 80 y 84 mmHg, 0% entre
85 y 89 mmHg, 66.7% entre 90 a 109 mmHg, y 23.3% mayor de 110 mmHg con una media de
97mmHg + 11.1 DS. Para los controles fue de 80.4% para menor de 80 mmHg, 17.9% entre 80 y

84mmHg, 1.8% entre 85 y 89 mmHg y 0 para el resto, con una media de 67 mmHg + 7.1 DS

(Gréfica. 3).
Grafica 3
Distribucion de la poblacion estudiada segun rangos de presion arterial diastélica en los casos y
controles.
90.0% 1
80.0%
# CONTROLES m CASOS
70.0%
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Se analizaron en total 86 cordones umbilicales que incluyen 56 pacientes sanas (controles) y 30
con preeclampsia en diferentes grados (casos). Los controles representaron 65%; las pacientes
con preeclampsia leve representaron 21%; severa de 12.8%, sindrome de Hellp de 1.2% de la

poblacion total (Gréfica. 4).

Grafica 4
Distribucion de la poblacion estudiada segun clasificacion de niveles de presion arterial.
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La distribucién de casos segun severidad es de 40% para preeclampsia severa y 60% para
preeclampsia leve. (Grafica. 5).

Grafica 5
Distribucion de casos segun severidad de preclampsia

BLEVE
BSEVERA

Se midieron proteinas en orina mediante tira reactiva, en las pacientes con preeclampsia para su
diagnéstico, representando el 50% para una +, 23.3% para dos +y 26.7% para tres +. (Gréfica.6).

Grafica 6
Distribucion de los casos segun presencia de proteinas en orina.
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La distribucion de SERPINA 1 Normalizada en la poblacion total presentd una media de 0.744 y
desviacion estandar de 0.362. Representando el 14% para menos de 0.390, 36% entre 0.391 y
0.700, 33.7% entre 0.701 y 1.1, y 16.3% para mayores de 1.101. En los casos fue de 23.3% para
menor de 390, 40% entre 0.391 a 0.700, 26.7% entre 0701 a 1.100 y 10% para mayor de 1.101,
con una media de 0.624 + 0.369 DS; para los controles 8.9% para menos de 390, 33.9% entre
0.391a0.700, 37.5% entre 0.701 a 1.100 y 19.6% para mayor de 1.10, con una media de 0.809 +

0.345 DS (Gréfica. 7).
Gréfica7

Distribucion de la poblaciéon estudiada segun rangos de SERPINA 1 normalizada
para casos y controles.
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La distribucion de SERPINA 2 Normalizada en la poblacion total presentd una media de 0.223 y
una desviacion estandar de 0.110. Representando el 11.6% para menos de 0.112, 45.3% entre
0.113y 0.220, 24.4% entre 0.221 y 0.333, y 18.6% para mayores de 0.334. Para los casos fue de
26.7% para menos de 0.112, 50% entre 0.113 a 0.220, 13.3% entre 0.221 a 0.333, 10% para mayor
de 0.334, con una media de 0.181 + 0.106 DS; para los controles de 3.6% para menos de 0.112,
42.9% entre 0.113 a 0.220, 30.4% entre 0.221 a 0.333, 23.2% para mayor de 0.334, con una media
de 0.245 + 0.107 DS. (Gréfica. 8).

Grafica 8
Distribucion de la poblacion estudiada segun rangos de SERPINA 2 normalizada
para casos y controles
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La distribucion de la poblacién estudiada de acuerdo a los niveles de SERPINA 1 normalizada,
segun los niveles alto y bajo del gen fue: en los controles de 57.1% para niveles altos y 42.9% para
niveles bajos del gen; en los casos 36.7% para el nivel alto y 63.3% para niveles bajos. Con una

Chiz de 3.28 y una P de 0.070 (Gréfica 9).

Grafica 9
Distribucion de la poblacion estudiada segun niveles de SERPINA 1 normalizada
para casos y controles
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En relacién a los valores para SERPINA 1 normalizada, en el rango menor de 0.390 se encontraron
41.7% de los controles; 33.3% de los casos de preeclampsia leve y 25% de las pacientes con
preeclampsia severa, en el rango de 0.391 y 0.700; se ubicaron 61.3% de los controles, 22.6% en
laleve y 16.1% en la severa, entre 0.701 y 1.100 se encontraron 72.4% de los controles, 20.7% en
los casos con preeclampsia leve y 6.9% en la severa y en rango mayor a 1.101 se ubicaron 78.6%
en los controles, 7.1% en los casos con preeclampsia leve y 14.3% en la severa. (Gréfica. 10).

La prueba de Chi? para datos estratificados fue de 6.09, con un valor P de 0.413 para la distribucion

segun rangos de SERPINA 1 normalizada y a severidad de la preeclampsia.

Grafica 10
Distribucion de los casos y controles segun severidad y estratos de SERPINA 1 normalizada
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La distribucion de la poblacién estudiada de acuerdo a los niveles de SERPINA 2 normalizada en
niveles alto y bajo del gen fue: en los controles de 81.1% para niveles altos y 53.1% para niveles
bajos. En los casos el nivel bajo fue de 46.9% y en niveles altos de 18.9%. La Chi2fue de 7.29 y

una P de 0.007. (Grafica 11).

Grafica 11
Distribucion de la poblacion estudiada segun niveles de SERPINA 2 normalizada
para casos y controles
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En relacién a los valores para SERPINA 2 normalizada, en el rango menor de 0.112 se encontraron
20% de los controles; 50% de los casos de preeclampsia leve y 30% de las pacientes con
preeclampsia severa; en el rango de 0.113 y 0.220; se ubicaron 61.5% de los controles, 23.1% en
laleve y 15.4% en la severa, entre 0.221 y 0.333 se encontraron 81% de los controles, 9.5% en los
casos con preeclampsia leve y 9.5% en la severa y en rango mayor a 0.334 se ubicaron 81.3% en
los controles, 12.5% en los casos con preeclampsia leve y 6.3% en la severa. (Gréfica. 12).

La prueba de Chi2 para datos estratificados fue de 13.5, con un valor P de 0.036 para la distribucién

segun rangos de SERPINA 2 normalizada y la severidad de la preeclampsia.

Grafica 12
Distribucion de los casos y controles segun severidad y estratos de SERPINA 2 normalizada
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DISCUSION

La regulacién anormal en el sistema fibrinolitico puede desempefiar un papel importante en la
mediacion de la preeclampsia, participando en diversos procesos bioldgicos como la coagulacion,

fibrindlisis, angiogénesis, inflamacion y apoptosis.

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia 2013 (20) en México las embarazadas con
preeclampsia predominan entre los 20 y 24 afios con 188 casos de cada 100 mil mujeres de ese
grupo de edad. En nuestro estudio la mayoria de las pacientes con preeclampsia se encontraron
en el rango de edad entre 19y 25 afios en 43.3%, es decir; 43 de cada 100 mujeres en este grupo

de edad.

La Guia de practica clinica SS-020-OS (1) clasifica la preeclampsia de acuerdo a las cifras
tensionales. En nuestro estudio se observé en las pacientes con preeclampsia una presion arterial
sistélica predominante entre 140 a 159 mmHg en un 60% y una diastélica entre 90 y 109 mmHg
en un 66.7%, encontrandose dentro de los rangos establecidos para su clasificacion.

Asi mismo se mencionan los niveles de proteinuria que corresponden a preeclampsia leve y severa
con tira reactiva en orina. Nosotros encontramos que el 50% de las pacientes con preeclampsia
present6 una cruz en tira reactiva, 23.3% para dos cruces y 26.7% tres cruces, correspondiendo a
los niveles de proteinuria que corresponden segun la clasificacion de la preeclampsia mencionados

en la literatura.
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A comparacién de lo mencionado por Chelbi et al y Wikstrom et. al. (8 y 17) acerca del estudio de
SERPINA 1y 2 en placenta y suero materno, nuestro estudio se realizé en cordones umbilicales
para observar la expresion de dichos genes y realizar su comparacion, ya que no hay precedente
de estudios en tejido de cordon umbilical, considerandolo como una unidad feto placenta, el cual
también esta constituido por células endoteliales y por lo tanto podrian responder a estimulos que

puedan alterar su homeostasis.

Buhimschi IA etal y Augusto Valderrama-Aguirre et al., encontraron niveles elevados de SERPINA1
en suero materno y placenta de estas pacientes, sin embargo nosotros observamos de acuerdo a
los niveles alto y bajo de los genes normalizados y estratificados, un mayor porcentaje de niveles
mas elevados de la expresion de SERPINA 1 en los no casos, en comparacion con un mayor

porcentaje de los niveles bajos en las pacientes con preeclampsia.

Y para SERPINA 2 se observd mayor porcentaje de niveles altos de la expresidn de este gen en
los no casos en comparacidn a un mayor porcentaje de niveles bajos en los casos con

preeclampsia; es decir, hay una baja expresion del gen en estas pacientes.

La distribucion de SERPINA 1 normalizada en los casos segun severidad y por estratos en este
estudio presentd un mayor porcentaje de la expresion del gen en los no casos, en el rango entre
0.701 a 1.100, en la preeclampsia leve y severa en el rango de 0.391 a 0.700. Y para SERPINA 2
se observd un mayor porcentaje de la expresion del gen en los no casos, en preeclampsia leve y

severa en el rango entre 0.113 a 0.220.

Nuestro estudio presenta una adecuada repuesta a la aplicacién de las pruebas de significancia

estadistica en cuanto a la expresion de SERPINA 2 encontrando un valor de Chi2 de 7.29 y una P
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de 0.007, estadisticamente significativa. No siendo asi para SERPINA 1 en la cual no se encuentra
significancia estadistica de acuerdo a las pruebas realizadas encontrando una Chiz de 3.28 y una

P de 0.070.

Por lo tanto, se acepta la hipdtesis, dado que si se observa una disminucion en la expresion de
SERPINA 2 en el cordon umbilical al igual que en las placentas de pacientes con preeclampsia, sin

embargo no se observa un incremento significativo en la expresion de SERPINA 1.

CONCLUSIONES.

Se han propuesto diferentes teorias en la génesis de la preeclampsia, las cuales coinciden con la
caracteristica de disfuncién endotelial, con aumento de la reactividad vascular y activacién de la
cascada de la coagulacion; moléculas de adhesion, migracion leucocitaria, aumento de moléculas
inflamatorias y los componentes de la respuesta inmune.

La preeclampsia modifica el perfil de expresion de genes, entre ellos varios inhibidores de la
proteina-serina (SERPINAS). Observandose una mayor expresion en células endoteliales de
cordon umbilical de SERPINA 1 en pacientes sanas y menor expresion de SERPINA 2 en pacientes
con preeclampsia.

Los valores de los estadisticos de prueba (Chi2), permiten concluir que efectivamente existe una
alteracién en la expresion de SERPINA 2, en cordon umbilical que correlaciona positivamente a la
presencia de preeclampsia.

No existen al momento estudios en universos extensos que investiguen la expresion genética en
células endoteliales de cordon umbilical en pacientes con preeclampsia, por lo que se necesitan

mas investigaciones para extender los conocimientos genéticos sobre esta patologia.
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El presente estudio queda como precedente y ser la base para poder identificar probables
biomarcadores moleculares realizando pruebas de alta sensibilidad para determinacion del gen
SERPINA 1y 2 en suero materno, que se asocien con un riesgo mas elevado o significativamente
menor de desarrollar en algun momento la enfermedad, y puedan utilizarse como nuevas
herramientas de tamizaje y/o prediccion de la aparicion de la preeclampsia, ya que hasta la fecha,
no existen herramientas predictivas o preventivas lo suficientemente sensibles para disminuir el
impacto en morbimortalidad de esta enfermedad. Esperando poder desarrollar nuevas
herramientas para detectarla de manera oportuna, evitando asi las complicaciones materno- fetales

y disminuir la mortalidad materna en un futuro.
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ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de del afio
A quien corresponda:

Yo declaro libre y voluntariamente que acepto participar
en el estudio de “Expresion de los genes SERPINA 1 y SERPINA 2 en las células endoteliales de cordon
umbilical de pacientes con preeclampsia en comparacion con pacientes sanas”, que se realiza en esta institucion
y cuyos objetivos consisten en: Comparar la expresion del RNA mensajero (mRNA) de Serpine-1, Serpine-2, en cultivos
primarios de células endoteliales de la vena del cordén umbilical obtenidas de pacientes sanas vs con pacientes con
preeclampsia del Hospital General de Ticoman.

Estoy consciente de que los procedimientos y pruebas para lograr los objetivos mencionados consisten en que:
1) Se obtendra una porcion del cordon umbilical inmediatamente posterior al alumbramiento de mi placenta.

2) Comparar la expresion del RNA mensajero (mRNA) de Serpine-1, Serpine-2, en cultivos primarios de células
endoteliales de la vena del cordén umbilical.

También sé que no existen riesgos y efectos para mi persona ni para mi bebé.
Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios.

1. Obtener las bases genéticas de la preeclampsia, que pudieran estar implicados en la patogénesis, y en un
futuro ser la base para poder identificar probables biomarcadores moleculares que se asocien con un riesgo
mas elevado o significativamente menor de desarrollar en algin momento la enfermedad, que puedan
utilizarse como nuevas herramientas de tamizaje y/o prediccion de la aparicion de la preeclampsia.

Es de mi conocimiento que seré libre de desistir en la utilizacion del cordén umbilical de mi hijo y que la atencion que
como paciente recibo en esta institucién no se vera afectada

Entiendo que mi informacion personal sera manejada con las reservas que establece la normatividad vigente
en materia de proteccion de datos personales.

Nombre.

(En caso necesario, datos del padre, tutor o representante legal) Firma:
Nombre y firma del testigo. Firma:
Nombre y firma del testigo. Firma.
Nombre y firma del Investigador responsable. Firma.

c. ¢. p. Paciente o familiar

c. ¢. p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion).
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