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RESUMEN

La preeclampsia es la primera causa de mortalidad materna en México, es la
primera causa de mortalidad en Puebla, México, la mayor causa de morbilidad
materna y perinatal y ademas tiene consecuencias meédicas y sociales con
impacto economico de gran relevancia. La etiologia de la preeclampsia
permanece incierta y los mecanismos patogenéticos que tratan de explicarla son
debatidos con diversas hip6tesis que incluyen la predisposicion genética y existen
muchas teorias acerca de los posibles genes candidatos. Un hecho importante es
que la preeclampsia ocurre solo en presencia de la placenta y remite
dramaticamente después del alumbramiento. Las vias moleculares responsables
de la angiogénesis normal y del remodelamiento vascular en la placenta todavia
no son bien comprendidas. Recientemente se ha reportado que la falla en la
regulacion del gen Flt-1 con aumento en el sFIt-1 en mujeres embarazadas puede

contribuir a la etiologia de la preeclampsia.

Los resultados de este estudio permitirAn determinar si sFlt-1 puede ser un
marcador de expresion génica en pacientes con preeclampsia y esto favorecera el
diagnéstico oportuno asi como el establecimiento de nuevos tratamientos para

disminuir la morbilidad y mortalidad en estas pacientes



ABSTRACT

Preeclampsia is the first cause of maternal mortality in Mexico, it is the first
cause of maternal mortality in Puebla, Mexico, the major cause of maternal and
perinatal morbidity and it has social and medical consequences with a relevant
economical impact. The etiology of preeclampsia remains unclear and the
underlying pathogenetic mechanisms are much debated with various hypotheses
including genetic predisposition. There are many theories about the possible
candidate genes responsible of preeclampsia. A very important fact is that
preeclampsia occurs only in the presence of a placenta and remits dramatically
after the placenta has been delivered. The molecular pathways responsible for
normal angiogenesis and vascular remodeling in the placenta are still poorly
understood. Recently, it was reported that the misregulation of Flt-1 gene with
increase in sFIt-1 in pregnant women can contribute to the etiology of

preeclampsia.

The results of this study will be permit to determine if sFlt-1 may be used as a
marker of gene expression in patients with preeclampsia. With this result it will be
possible to diminish the morbility and mortality in patients with preeclampsia and in
their babies through the early diagnosis and the implementation of new
approaches in the management of preeclampsia with the consequent impact in the

economic indicators.



INTRODUCCION

El periodo de tiempo que transcurre desde que la mujer sabe que esti
embarazada hasta el momento del parto es una de las transiciones fisiolégicas y
psicolégicas mas importantes que experimenta a lo largo de su vida. Durante
estos meses, el obstetra, el médico familiar o la partera empirica juegan un papel
mas importante que el de procuradores de salud. Su papel durante este periodo
de tiempo no incluye exclusivamente el cuidado de la salud de la madre y del feto,
la conducta intervencionista y la influencia sobre los cambios del estilo de vida
sino también la ayuda y apoyo a estas pacientes que tienen cambios psicoldgicos

propios de la gestacion.

Los trastornos hipertensivos son la causa médica mas comun de
complicaciones del embarazo y afectan el 5-10% de todas las gestaciones; sin
embargo, en paises en vias de desarrollo esta cifra es tres veces mayor. Estos
trastornos son responsables de aproximadamente el 16% de la mortalidad
materna en paises desarrollados. La clasificacion de los trastornos hipertensivos
en el embarazo incluye la hipertension crénica, la hipertension gestacional y la
preeclampsia. Aproximadamente 30% de los trastornos hipertensivos del
embarazo son debidos a hipertensidon gestacional. El espectro de enfermedades
oscila desde la presion arterial elevada ligeramente con minima significancia

clinica hasta la hipertensién severa con disfuncion multisistémica.

La incidencia de la enfermedad depende de muchos parametros demograficos,
que incluyen edad materna, raza y condiciones meédicas asociadas. En el IMSS
H.G.R. 36 Puebla, se registran aproximadamente 400 casos de preeclampsia por
afo. La comprension del proceso que lleva a la enfermedad y el impacto de los

trastornos hipertensivos en el embarazo son de primordial importancia ya que



esos trastornos prevalecen como una de las causas mas frecuentes de morbilidad

y mortalidad materna y perinatal a nivel mundial.



CAPITULO 1. PROPOSITO Y ORGANIZACION

1.1PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preeclampsia es la segunda causa de muerte materna a nivel mundial y la

primera causa de mortalidad materna en nuestro pais.

De acuerdo a los reportes de la literatura, el sFlt-1 juega un papel importante
en la fisiopatologia de la preeclampsia por lo que resulta importante analizar si los
factores solubles pueden ser marcadores de interés para el diagndstico oportuno
de preeclampsia disminuyendo asi la morbilidad y mortalidad femenina generadas

por esta patologia. Esto nos lleva a la siguiente pregunta de investigacion:

¢El sFIt-1 es un marcador de expresion génica en pacientes con

preeclampsia?
1.2 PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

En este trabajo se analiza en forma preliminar si el sFlt-1 es un marcador de
expresion génica en pacientes con embarazo complicado con preeclampsia en

comparacion con pacientes embarazadas sin preeclampsia.
1.30BJETIVO GENERAL

Analizar si el sFlt-1 es un marcador de expresion génica en pacientes con

preeclampsia.
1.40BJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar la expresion de sFlt-1 en sangre periférica en pacientes con

preeclampsia y en pacientes sin preeclampsia



1.5JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La preeclampsia es un problema de salud publica en nuestro pais; es la
primera causa mortalidad materna en México con repercusiones médicas y
socioecondmicas. Los resultados de este estudio permitirdn determinar si Flt-1 es
un marcador de expresion génica en pacientes con preeclampsia lo que hara
posible disminuir la morbilidad y mortalidad de estas pacientes al poder

implementar un diagnostico oportuno de la enfermedad.



2. MARCO TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica compleja definida por la
presencia de hipertension y proteinuria @ ©@. La comprensién del proceso que
lleva a la enfermedad y el impacto de los trastornos hipertensivos en el embarazo
son de primordial importancia ya que esos trastornos prevalecen como una de las
causas mas frecuentes de morbilidad y mortalidad materna y perinatal a nivel

mundial. ®
2.1.1 MECANISMOS ANGIOGENICOS Y PLACENTACION

La placenta es un érgano importante en los embarazos normales, sus células
especializadas (citotrofoblasto) se diferencian en varias sub-poblaciones celulares
que juegan un papel primordial en la direccion del crecimiento y desarrollo fetales.
Una de estas lineas celulares citotrofoblasticas adquiere propiedades semejantes
a las de un tumor, dando a estas células la capacidad de invadir la decidua y el
miometrio, permitiendo asi la relacion entre Gtero y placenta. Estas células
también adoptan un fenotipo vascular que les permite penetrar e invadir los vasos
uterinos y es este proceso el que permite canalizar la sangre materna hacia el
resto de la placenta. En el embarazo complicado por preeclampsia, que esta
caracterizado por el inicio subito de hipertension arterial materna, proteinuria y
edema, la invasion citotrofoblastica es escasa y la transformacion vascular es

incompleta.

Estos hallazgos, junto con evidencias recientes en modelos animales, sugieren
qgue la preeclampsia es un proceso asociado a defectos de placentacion, con

deficiencia de produccidn de sustancias vasculogénicas y angiogénicas que



confieren a la circulacion materna el potencial para producir al menos la triada
principal de los signos clinicos de este sindrome ¥ ®- Las vias moleculares
responsables de la angiogénesis normal y de la remodelacion vascular en la
placenta aun no estan bien estudiadas ni comprendidas completamente.
Recientemente se ha reportado que la alteracion en la regulacion del gen Flt-1 en

mujeres embarazadas puede contribuir a la etiologia de la preeclampsia. ©

El trofoblasto juega un papel primordial en la implantacion y en la placentacion.
Ambos procesos ocurren como consecuencia de una comunicacion estrecha entre
los tejidos maternos y los tejidos fetales, favorecida por sus ligandos y receptores
de membrana asi como por la liberacion de hormonas y factores locales. Durante
la implantacién del blastocisto, comienza la generacion de lineas trofoblasticas
especializadas, conocidas como trofoblasto velloso y extravelloso y que estan
determinadas por los intercambios de informacion entre madre y feto y que

terminan con la adhesion del cuerpo placentario a la pared uterina.

La placentacion fisiologica se caracteriza por la invasion de las arterias
espirales uterinas por las células del trofoblasto extravelloso. Debido a esta
invasion, la estructura de las arterias es cambiada por material fibrinoide amorfo y
por células trofoblasticas endovasculares. Esta transformacion establece un
sistema de baja resistencia y de alta capacidad de perfusién de las arterias hacia
el espacio intervelloso incluyendo el arbol de vellosidades. La fisiologia normal del
embarazo depende tanto de la progresion ordenada de los cambios estructurales y
funcionales del trofoblasto velloso y extravelloso asi como de todos aquellos
procesos que conllevan a diferentes tipos de complicaciones de gravedad variable,
incluida la pérdida de la gestacién y el desarrollo de enfermedades maternas

concomitantes.

Lunghi et al ” describieron los mecanismos que regulan la diferenciacion,

proliferacion, migracion e invasividad del trofoblasto asi como las alteraciones en
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estos mecanismos que pueden llevar al desarrollo de condiciones patoldgicas.
Ademas, con base en la creciente evidencia de que los propios cambios
inflamatorios y el balance oxidativo son necesarios para lograr una gestacion
exitosa, explican los mecanismos a través de los cuales los factores solubles son
capaces de influenciar estos procesos y como pueden ser de utlidad en la
prevencion y el tratamiento de los trastornos del embarazo. Por ejemplo, la
administracion de glucocorticoides antes de la concepcion o durante la gestacion
para preparar y mantener un ambiente adecuado para la implantacion,
placentacion y crecimiento fetal, parece representar una nueva estrategia ante la
batalla de la pérdida gestacional, aunque definitivamente son necesarias mas

investigaciones.
2.1.2 ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION ENDOTELIAL

Evidencias recientes adjudican al estrés oxidativo un papel en la etiologia de la
preeclampsia. Las especies reactivas de oxigeno (ROS), particularmente los
aniones superoxido, favorecen la activacion de células endoteliales a través de
diferentes vias. El dafio celular inducido por oxidantes genera la activacion de la
enzima nuclear poli ADP ribosa polimerasa (PARP) que inicia la disfuncién

endotelial en varias condiciones fisiopatoldgicas.

IP Crocker et al ® estudiaron y describieron cémo la pérdida de la funcién
endotelial en la preeclampsia es dependiente de la actividad de la PARP: en las
arterias del miometrio, la inhibicién de la PARP bloguea la disminucion de las
respuestas dependientes de endotelio después de la exposicion a plasma de
mujeres con preeclampsia. En cultivos celulares endoteliales, el plasma de
mujeres con preeclampsia induce estrés oxidativo medible y provoca un
incremento en la actividad de la PARP asi como reduccién del ATP celular; estos
resultados sugieren que la actividad de la PARP juega un papel patogénico
importante en el desarrollo de la disfuncion endotelial en la preeclampsia y
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promueve a la inhibicion de la PARP como una terapia potencial para este

padecimiento.

Cindrova-Davies et al ® concluyeron que el estrés oxidativo es un potente
inductor de la sintesis y liberacion placentaria de factores pro-inflamatorios y que
la mayoria de estos efectos son mediados a través de la MPAK p38 (protein
cinasa activada por mitégenos) y por las vias del factor nuclear kB, que pueden

ser blogueadas en forma efectiva por las vitaminas C y E in vitro.

Tjoa et al ™ dieron la primera evidencia de un enlace mecanistico y
cuantitativo entre la necrosis/apoptosis placentaria y la liberacién de células libres
de DNA, confirmando asi que la concentracion de células libres de DNA en
suero/plasma maternos puede actuar como un marcador de la buena

diferenciacion trofoblastica durante la gestacion.

Otros autores refieren lo siguiente: El polimorfismo eNOS Glu298Asp no se ha
asociado con un riesgo incrementado para preeclampsia Y. Concentraciones
pequefias de éxido nitrico protegen las vellosidades coriénicas del dafio inducido
por la hipoxia/re-oxigenacion y fundamenta el uso racional de dosis miméticas

bajas de 6xido nitrico en el tratamiento y/o prevencion de la preeclampsia 2"

2.2ASPECTOS HEREDITARIOS DE LA PREECLAMPSIA

El riesgo de preeclampsia se incrementa cuando existen antecedentes de
preeclampsia en gestaciones previas, Diabetes Mellitus, gestaciones mudltiples,
nuliparidad, historia familiar de preeclampsia, indice de masa corporal elevado
antes del embarazo o durante ésta, hipertension arterial previa al embarazo asi
como a la presencia de anticuerpos antifosfolipido. Estos factores de riesgo son

importantes pues los riesgos relativos son 3 veces mayores para nuliparas y 9
12



veces mayores para pacientes con anticuerpos antifosfolipido. Gran parte del
gremio médico emplea gran parte de su tiempo en el tamizaje y deteccién
oportuna de otros problemas de la gestacion que tienen una incidencia menor que
la preeclampsia sin considerar que ésta tienen mayores repercusiones en las

cifras de morbilidad y mortalidad materna y fetal 2 @9 ®,

La naturaleza familiar de la preeclampsia fue referida por primera vez en 1968
por Chesley et al.; desde entonces, se han publicado varias series de estudios que
confirman la presencia de un factor familiar que adjudica un riesgo incrementado
para padecer preeclampsia de 2-5 veces en familiares en primer grado de mujeres
afectadas *®. El riesgo de recurrencia en embarazos subsecuentes varia de 7.5%
a 65% dependiendo del tamafio de la muestra y de la severidad de la enfermedad
en el primer embarazo. Avances recientes en la comprension de la fisiopatologia
de la preeclampsia han generado nuevas incertidumbres en el campo de la
investigacibn sobre esta enfermedad pero las bases genéticas exactas
permanecen sin esclarecerse. Se ha sugerido que puede tener fundamento
mendeliano, poligénico / multifactorial o mitocondrial. Existen estudios de mas de
50 genes candidatos pero todos ellos tienen resultados inconsistentes. También
hay estudios en gemelos que han mostrado discordancia entre gemelos
monocigoticos. Es por ello que se piensa que la susceptibilidad para preeclampsia
debe ser el resultado de interacciones complejas entre los genotipos fetal y
paterno, entre diferentes genes maternos, entre factores ambientales y entre

factores maternos que predispongan al padecimiento.

La susceptibilidad materna a la preeclampsia puede transmitirse de madre a
hija. Es muy poco lo que se sabe respecto a la capacidad del feto para producir la
cascada de eventos que conducen a la preeclampsia y acerca de la posibilidad de
la transmisiéon de esta predisposicion a través del padre o de la madre @7
Hombres y mujeres que fueron productos de embarazos con preeclampsia

contribuyen con un incremento en el riesgo de preeclampsia en la siguiente
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generacion. El riesgo es elevado a través de mujeres afectadas, probablemente
porque estas mujeres poseen genes de susceptibilidad para preeclampsia y
ademas transmiten factores de riesgo independientes a su feto. El riesgo a través
de padres que fueron producto de embarazos con preeclampsia es bajo,
presumiblemente porque los padres transmiten solo factores de riesgo fetales.
Otros patrones familiares son consistentes con riesgos genéticos independientes
en la madre y en el feto y las asociaciones parecen ser mas estrechas para las

formas clinicas mas severas de preeclampsia ®.

Gran numero de estudios han reportado asociacién de genes con preeclampsia
pero al querer replicar estos resultados se han encontrado muchas
inconsistencias. El estudio de colaboracion sobre Genética de la Preeclampsia
(GOPEC) ha tratado de identificar factores genéticos en familias inglesas
afectadas por la preeclampsia y concluyé que ninguna de las variantes genéticas

estudiadas confiere una elevacion de riesgo para la enfermedad ™).

Vaiman et al ®? investigaron la relaciones que podian existir entre los efectos
de la baja presion de oxigeno y la activacion de los genes activados por hipoxia en
el primer trimestre, desarrollo placentario y patologias propias de la placenta que
se desarrollan a lo largo de la gestacién y demostraron que los genes candidatos
para preeclampsia también son genes altamente expresados bajo condiciones de
hipoxia y que estos genes pueden ser sinténicos y conservados interespecies,
sugiriendo que el mantenimiento de estos clUsteres génicos es necesario para

garantizar un desarrollo placentario normal en mamiferos.

El andlisis transcripcional de sangre materna total y de los RNAm fetales y
placentarios circulantes en la sangre de la mujer embarazada identificO un set
anico de genes fetales con diversidad bioldgica que ha generado un gran nimero
de estudios sobre sus aplicaciones clinicas ®Y*  Miitze et al ™ dirigieron los

estudios de genes candidato y de ligamiento para preeclampsia y discutieron la
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influencia de los genes maternos y fetales asi como su interaccion y la posibilidad
de impronta genomica en este padecimiento. Ellos concluyeron que sus datos no
permiten determinar uno o varios genes para susceptibilidad a preeclampsia pero
gue existen genes placentarios como ACVR2 y STOX1 asi como genes
involucrados en la regulacion de la angiogénesis como ENG, PIGF, VEGF y Fltl

que parecen ser prometedores para futuras investigaciones.
2.2.1 GENES Y PREECLAMPSIA

ACVR2: Receptor tipo 2 de la Activina A, localizado en 2g22. La Activina A es el
subtipo de activina predominante en el embarazo y sus niveles seéricos se
encuentran elevados en mujeres con preeclampsia, probablemente como
resultado de una regulacién deficiente de la Activina A en la placenta ®®. La
alteracion en la expresion de ACVR2 y sus efectos sobre la funcion de la Activina
A puede afectar el proceso de invasion trofoblastica y de remodelacion de las
arterias espirales incidiendo asi en la aparicion de las -caracteristicas

fisiopatolégicas principales de la preeclampsia 2.

STOX 1: Es un gen que codifica para un factor de transcripcidon que se expresa en
el trofoblasto extravelloso poliploide; ha sido identificado como un gen candidato
prometedor para preeclampsia ®”. Se han detectado cinco mutaciones diferentes
e idénticas de sentido errbneo (missen mutations) que co-segregan con el fenotipo
de preeclampsia en hermanas afectadas. La preeclampsia solo se ha
desarrollado en caso de herencia matrilineal por lo que estos hallazgos sugieren
que la patogénesis de la preeclampsia puede estar ligada a genes con impronta
maternamente expresados ®®. Para apoyar esta hipdtesis existe un reporte
reciente sobre la modificacion epigenética de los inhibidores placentarios de la
serina proteasa (SERPINs) ®®. La asociacion de STOX 1 con preeclampsia no ha

podido ser confirmada en tres estudios publicados en 2007 ¢7) 28 (29),
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PROTEINA Z: Es una proteina plasmatica K dependiente, juega un papel

importante en la regulacion de la cascada de coagulacién. La preeclampsia se ha
asociado con una disminucion significativa en la concentracion media plasmatica
de proteina Z respecto a mujeres con embarazos sin preeclampsia y se ha
observado un alto indice de deficiencia de proteina Z en pacientes con

preeclampsia y 6bitos ¢ 3)

ANGIOTENSINOGENO (AGT): El polimorfismo mas comdn en el gen de

angiotensindgeno es el M235T en el exén 2 @Y. Se ha reportado que este alelo

M235T esta asociado con la remodelacion normal de las arterias espirales.
Lévesque et al encontraron un riesgo incrementado para desarrollar preeclampsia
si las pacientes poseian el alelo con el polimorfismo T174M y si poseian un

haplotipo especifico que involucraba los polimorfismos T174M y M235T 2,

VEGFE (Factor de crecimiento vascular endotelial), PIGF (factor de

crecimiento placentario) y sFlt-1 (Factor soluble semejante a tirosina-cinasa

1) o sVEGFR-1 (Receptor 1 del factor soluble de crecimiento endotelial

vascular): El defecto placentario primario en la preeclampsia es que la invasion
trofoblastica deficiente hacia la decidua condiciona una transformacion vascular
incompleta y una perfusion Utero placentaria inadecuada. Las células placentarias
secretan una isoforma soluble de Flt-1 generada a través de splicing alternativo
del RNAmM del sFlt-1 también llamado sVEGFR-1 que puede contribuir a la
patogénesis de la preeclampsia porque sFlt-1 actia antagonizando dos moléculas

proangiogénicas que son VEGF y PIGF y/o impidiendo la invasion trofoblastica. ©®

Las anormalidades en el equilibrio angiogénico se han propuesto como
factores determinantes para el desencadenamiento de la cascada que lleva a
proteinuria, hipertension y disfuncion endotelial. Evidencia reciente fortalece la
hipotesis de que el balance angiogénico es crucial para la diferenciacion y la

invasion del citotrofoblasto. La placentacion anormal y la hipoxia concomitante
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pueden entonces provocar mayor produccion de sFlt-1 generandose un ciclo
vicioso de su produccién Y. Es entonces que se ha sugerido que parte de este
exceso en la circulacién de sFlt-1 puede provenir de la placenta, es decir, que el
gen Flt-1 puede estar expresado diferencialmente en placentas de mujeres sanas

y en placentas de mujeres con preeclampsia. ©®

Los niveles maternos de sFlt-1 tienen correlaciébn con la severidad de la
preeclampsia mientras que, de manera opuesta, en comparacién con mujeres con
embarazos sin preeclampsia, o con sintomas leves de preeclampsia, las
cuantificaciones de VEGF y PIGF activos estan disminuidas en pacientes con
sintomas severos de preeclampsia. Las alteraciones en sFlt-1 y en PIGF son mas
evidentes en pacientes con preeclampsia de inicio temprano que en pacientes con
preeclampsia de inicio tardio. Sin embargo, se ha demostrado que el aumento en
los niveles de sFlt-1 esta también asociado con retraso del crecimiento intrauterino
(RCIV). La elevacion de sFLt-1 es evidente en sangre periférica en el segundo
trimestre pero no en el primero en aquellas mujeres destinadas a padecer
preeclampsia, mientras que los niveles de PIGF y VEGF si se encuentran

alterados al final del primer trimestre de la gestacion en estas pacientes.

Kim et al ®® no encontraron diferencias entre los alelos o las frecuencias
genotipicas entre pacientes con preeclampsia y pacientes con embarazos
normales. Aunque limitado por un tamafio de muestra pequefio, su estudio
sugiere que los polimorfismos de repetidos d(TG), en el gen Flt-1 no estan

asociados con el desarrollo de preeclampsia en embarazadas coreanas.

Sin embargo, siguiendo al desarrollo del desbalance de los factores
angiogénicos después de las 25 semanas de gestacion en mujeres con
recurrencia de preeclampsia, la relacion sFlt-1/PIGF se ha utilizado como un
marcador confiable para el riesgo global de preeclampsia. Esto es tan cierto que
sFlt-1 y PIGF han sido elegidos por los laboratorios Roche como un duo-test de
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tamizaje para preeclampsia en el segundo trimestre en Europa y se espera que

muy pronto reciba la aprobacion de la FDA @7,

ENDOGLINA (ENG): Es un co-receptor de los factores de crecimiento

transformante 1 y B2 (TGF B1 y TGF B2) y se encuentra up-regulated en
placentas de mujeres con preeclampsia, liberando endoglina soluble (SEng) en la
circulacién materna ®® 9 |nteresantemente, la sEng en humanos comienza a
elevarse 2-3 meses antes del inicio de la preeclampsia, acompafiada de un
incremento en el indice sFlt-1/PIGF ®® ademas de que los polimorfismos del gen
Eng se han asociado con hipertension arterial pulmonar “% Es por ello que el
papel de las alteraciones genéticas en el gen ENG en preeclampsia no ha sido
bien dilucidado. .

CXCL10/IP-10 (Interferon-y inducible protein (CXCL10/IP-10): Es un miembro de

la familia de quimoquinas CXC con propiedades pro-inflamatorias y anti-

angiogénicas. La preeclampsia se ha asociado con elevacion sérica de las
concentraciones de la IP-10, por lo que la elevacion en sangre de esta proteina en
mujeres con preeclampsia puede representar otra caracteristica bioquimica de un
estado pro-inflamatorio o de inflamacién intravascular o una contribucion para la
generacion de este estado. Dada la evidencia de que la IP-10 tiene propiedades
anti-angiogénicas y que éste es un hallazgo en preeclampsia, Gotsch et al ¥
propusieron gque las concentraciones séricas elevadas de IP-10 en suero materno
pueden contribuir a la generaciéon de un estado anti-angiogénico en conjunto con
SVEGFR-1y la endoglina.

2.3INMUNOLOGIA Y PREECLAMPSIA
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Ya se han obtenido algunos resultados respecto a las investigaciones en el

area de inmunogenética (HLA), estrés oxidativo y metabolismo de lipidos.

Existen reportes que sustentan que las causas de la placentacion superficial en
la mala adaptacion inmune que reduce las concentraciones de los factores de
crecimiento angiogénicos y que incrementan los desechos placentarios en la
circulacién materna con la subsecuente respuesta inflamatoria materna ®. Hay
evidencia de que la preeclampsia tiene bases inmunoldgicas; los datos clinicos,
epidemioldgicos e histologicos sugieren muchas similitudes interesantes entre la
preeclampsia y la enfermedad de injerto contra huésped. Algunos autores
sugieren que la preeclampsia es un desorden de 3 estadios en donde la patologia
primaria comienza con una respuesta inmune materna excesiva o atipica. Esto
podria impedir el proceso de placentacion y conducir a estrés oxidativo crénico en

la placenta y finalmente a la difusion de disfuncién celular endotelial materna “?.

Los Unicos antigenos de histocompatibilidad polimérficos conocidos en el
trofoblasto fetal son las moléculas HLA-C. Hiby et al “® encontraron que una
combinacion del genotipo materno AA con un grupo HLA-C2 en el feto es
significativamente asociada con preeclampsia. Esto significa que si el feto
expresa el alotipo C2, sera en detrimento de la placentacién para la madre que
tenga inactivos los receptores KIR (killer immunoglobulin receptors). Luego
entonces, las interacciones entre los KIR maternos y el trofoblasto no tienen una
funcién inmune pero si juega un papel fisiol6gico relacionado con el proceso de

placentacion. .

Hylenius S, et al “¥ sugirieron que la combinacién de los genotipos HLA-G
madre-hijo pueden influenciar el riesgo para desarrollar preeclampsia y que la
expresion de los genotipos HLA-G tiene una influencia significativa en el desarrollo
de preeclampsia. Lynch et al *® generaron la hipétesis de que la preeclampsia es

secundaria a una secuencia de eventos en la gestacion temprana y que la
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activacion del producto Bb del complemento es un marcador temprano de estos

eventos.

Senna et al *® evaluaron los niveles de la adrenomedulina plasmatica (AM) en
mujeres con embarazos normales y en mujeres con preeclampsia concluyendo
gue la presencia de niveles elevados de AM en la mujer con preeclampsia ademas
de la correlacion positiva significativa entre la adrenomedulina plasmatica y la
presion arterial sistélica, presion arterial diastdlica, severidad de la preeclampsia y
proteinuria confirman la participacion de la adrenomedulina en la patogénesis de la

hipertension en la preeclampsia.

Hung et al “” demostraron in vitro que la perfusién intermitente de la placenta,
después de la reduccion de la invasién trofoblastica, ocasiona incremento en la
secrecion de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), y que esto contribuye a la
activacion de las células endoteliales maternas que caracterizan a la

preeclampsia.

Van Rijn et al “® observaron una asociacién del receptor comdn TLR4 (Toll like
receptor 4), las variantes génicas de NOD2 (nucleotide-binding oligomerization
domain 2) y el fenotipo pro-inflamatorio con historia de preeclampsia de inicio
temprano y sindrome de HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes and low
platelets), sugiriendo el involucro del sistema inmune innato materno en los

trastornos hipertensivos severos del embarazo.

Kusanovic et al 49

determinaron que la gestacion normal estd asociada con
una elevacion en las concentraciones séricas de sCD30 a diferencia de la
concentracion encontrada en mujeres no gestantes; las pacientes con
preeclampsia y aquellas cuyos bebés son pequefios para la edad gestacional
tienen concentraciones séricas de sCD30 mas bajas que las mujeres con
embarazos normales. Estos hallazgos son consistentes con el hecho de que la
gestacion normal esta caracterizada por una respuesta inmune guiada por Th2 y
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gue la preeclampsia y el retraso del crecimiento intrauterino estan asociados a una
respuesta por Thl, probablemente secundaria a reduccion de la respuesta por
Th2.

La Granulysin un nuevo biomarcador de toda la inmunidad celular, es
secretado por las células asesinas naturales y por los linfocitos T citotoxicos, y
estd asociada con el rechazo injerto VS huésped. Las mujeres japonesas con
concentraciones elevadas de Granulysin tienen un riesgo 2.9 veces mayor para
padecer preeclampsia en comparacion con mujeres con niveles bajos de
Granulysin; estos datos dan evidencia de el estado inmune mediado por Thl

asociado a preeclampsia ©?.

Wieser et al ® describieron que los PPARs (peroxisome proliferators-activated
receptors) estan involucrados en la invasion trofoblastica, en el desarrollo
placentario, en el parto y en enfermedades propias del embarazo, especificamente
la preeclampsia. El papel del sistema PPAR en el embarazo bajo condiciones
fisiolégicas y patologicas no ha sido bien definido debido al desconocimiento

acerca de los ligandos enddgenos para PPAR.

La investigacion sobre ligandos farmacoldgicos estd fundamentada en la
identificacion de ligandos fisiologicos.  Algunas alteraciones inflamatorias,
angiogénicas y metabdlicas parcialmente caracterizadas en enfermedades
relacionadas a la gestacion sugieren que estos agonistas sintéticos de PPAR

pueden ser potencialmente Utiles en estos padecimientos.

Sin embargo, algunos estudios clinicos y experimentales han reportado efectos
colaterales adversos de estos ligandos PPAR incluyendo progresion de cancer e
incremento en el indice de ataques cardiacos. Se encuentran en desarrollo
nuevas generaciones de moduladores de PPAR y prometen ser especificos para
receptor y esperanzadoramente, podran activar unicamente un subconjunto de
genes blanco o vias metabdlicas que reducirian asi los efectos indeseables. El
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papel potencial de los PPARs en la regulacion de la inflamacion y de la

angiogénesis es intrigante y garantiza la necesidad de futuros estudios.

2.4 ESTUDIOS PREDICTIVOS PARA PREECLAMPSIA

La ultrasonografia Doppler de las arterias uterinas es una técnica prometedora
para la evaluacion de complicaciones perinatales ®?; las alteraciones en las
formas de la onda en la arteria uterina son mas sugerentes de preeclampsia que la
restriccion del crecimiento intrauterino. El indice de pulsabilidad, solo o
combinado con muescas es el mejor indice predictivo con Doppler y estos indices

pueden ser utilizados en la préctica clinica ©2.

Espinoza et al ®¥ determinaron el papel del uso combinado de la velocimetria
Doppler de arterias uterinas (UADV), concentraciones de PIGF en plasma materno
y concentraciones de sSVEGFR-1 en el segundo trimestre de la gestacion para la
identificacion de pacientes con riesgo de preeclampsia severa y/o de inicio
temprano y concluyeron que la combinacibn de una UADV anormal vy
concentraciones plasmaticas de PIGF <280 pg/mL en el segundo trimestre se
asociaban con un riesgo elevado para el desarrollo de preeclampsia con inicio
temprana o en forma severa en poblaciones de bajo riesgo. Se requieren mas
investigaciones para determinar el tiempo ideal para realizar la UADV vy la
combinacion ideal de esta tecnologia con otras pruebas de tamizaje prenatal con

la intencion de mejorar el bienestar del binomio madre-hijo.

Existen estudios sobre la Visfatina (fosforibosiltransferasa de nicotinamida) que
es una adipocina secretada por el tejido adiposo que esta involucrada en la
biosintesis de dinucle6tidos de adenina nicotinamida para catalizar la

condensacion de la nicotinamida con el 5-fosforibosill-pirofosfato para obtener
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mononucledtidos de nicotinamida. Una publicacion reciente de Hu et al demostré
que los niveles plasmaticos maternos de visfatina fueron significativamente bajos
en mujeres con preeclampsia leve y aln mas bajos en mujeres con preeclampsia
severa ®®. Sin embargo, exactamente lo opuesto fue reportado por Fasshauer et
al. ®® indicando que se requieren mas investigaciones ye estudios mas grandes
para poder evaluar el papel potencial de la visfatina como un marcador para

preeclampsia ©”.
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3. METODOLOGIA

3.1 ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Este es un estudio observacional, prospectivo y transversal.

3.2 HIPOTESIS

Ho: sFlt-1 es un marcador de expresion génica en pacientes con preeclampsia.

H;: sFlt-1 no es un marcador de expresion génica en pacientes con

preeclampsia

3.3 DISENO DE LA INVESTIGACION

Se realiz6 un estudio observacional en el que participaron 30 mujeres
embarazadas, 15 de ellas complicadas con preeclampsia (diagnéstico realizado
con base en cifras de tension arterial superiores a 140/90 mmHg y proteinuria en
el examen general de orina) que condiciond la interrupcion del embarazo y 15
pacientes con embarazos normoevolutivos (grupo control) con evento obstétrico
(parto o cesarea) inmediatamente después del evento obstétrico de las pacientes

con preeclampsia.
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Previa firma de consentimiento validamente informado, a cada paciente se
le tom6 una muestra de 10 ml. de sangre periférica de la vena antecubital.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas y el suero fue separado y

almacenado a -802C para su analisis posterior.

Las muestras de suero se utilizaron para determinar los niveles de sFtl-1 con el kit
de Quantikine (Human Soluble VEGF R1/Flt-1 Immunoassay, R&D Systems)
utilizando la técnica de inmunoensayo enzimatico Los estandares, suministrados
por el fabricante, y las muestras de suero se pipetearon en los pozos de una
microplaca revestidos por un anticuerpo monoclonal especifico contra VEGFR1;
asi cualquier VEGF presente en el suero fue inmovilizado en el pozo. Después de
lavar los pozos para retirar cualquier residuo y se afiadié una enzima ligada a un
anticuerpo policlonal especifico para VGFR1. Se realiz6 un nuevo lavado para
eliminar remanentes del complejo enzima-anticuerpo y se afiadié una solucion
sustrato desarrollandose color en forma proporcional a la cantidad de VEGFR1
que hubiese quedado fijada en el pozo en el primer paso. La reaccién
colorimétrica se detuvo y la intensidad del color se midié con ayuda de un lector de
densidad optica (fotometro) a 450 nm. La concentracion de VEGFR1 en las
muestras se determiné comparando la densidad éptica de las muestras en una

curva estandar.

En todas las muestras se realizd analisis western blot para sFlt-1 y Flt-1.
Después de la electroforesis las proteinas fueron transferidas a membranas de
difluorido polivinilideno.  Las uniones inespecificas fueron bloqueadas por
incubacion en buffer salino Tris al 0.1% y Tween 20 durante 60 minutos. Las
membranas fueron incubadas con una dilucién 1:200 de anticuerpo antisoluble
especifico de VEGFR-1 (Zymed Laboratories, San Francisco, CA) o con una
dilucion 1:100 de anticuerpo monoclonal especifico anti-FIt-1 (Abcam, ab9540,
Cambridge, MA). Después de su incubacion durante la noche, las membranas

fueron lavadas con TBST (Tris-buffered-saline-Tween a 4°C) e incubadas durante
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60 minutos a temperatura ambiente en una dilucion 1:10000 de peroxidasa
horseradish conjugada 1gG anti-rabbit (Santa Cruz, CA). Se les dio un nuevo
lavado con TBST y posteriormente fueron expuestas a un agente
guimioluminiscente (enhanced chemiluminiscence: Amersham Pharmacia Biotech,
Oackwille, Ontario, Canada). Todas las pruebas fueron revisadas en forma similar

utilizando la tincién de Ponceau.

Los resultados fueron analizados con la prueba exacta de Fisher.

3.4 SELECCION DE LA MUESTRA

El universo de estudio fueron todas las mujeres embarazadas, la poblacién de
estudio fueron todas las mujeres embarazadas con seguridad social en el IMSS

(Instituto Mexicano del Seguro Social) y con diagnéstico de preeclampsia.

3.4.1 TAMANO DE LA MUESTRA

n= pg N &2
E*(N-1) + 8°pq

n= (16) (0.5) (30) (2)?
(0.06)? (30-1) + (2)? (16) (0.5)

n= 960
32.1044

n 30 pacientes en dos grupos.
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Donde: N = elementos del universo de estudio = 30.

0 = nivel de confidencialidad (2 a 3 sigmas) = 2
E = error maximo permitido =0.06 (6%).
p = proporcién de prevalencia del fendmeno en estudio = 16%
g=0.5

3.4.2 TIPO DE MUESTREO

Consecutivo.
3.4.3 SELECCION DE LA MUESTRA

Selecciodn sistematica

3.5 RECOLECCION DE DATOS

3.5.1 SELECCION DEL INSTRUMENTO

La hoja de recoleccion de datos fue realizada por la investigadora ex profeso para

este fin.
3.5.2 APLICACION DEL INSTRUMENTO

La captura de resultados la realiz6 la investigadora
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3.6 ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism. Para
medir el azar se utilizo la prueba exacta de Fisher. La significancia fue definida

como un valor de p<0.05.
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4. RESULTADOS

1 12 OD
2 110D
3 6 OD
4 50D
5 12 0D
6 110D
7 27 OD
8 110D
9 110D
10 12 0D
11 12 0D
12 190D
13 110D
14 12 OD
15 130D
16 110D
17 150D
18 110D
19 17 OD
20 14 OD
21 23 0D
22 12 OD
23 12 0D
24 130D
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25 11 0D

26 11 0D
27 320D
28 120D
29 11 0D
30 120D

TABLA 1. Valores de sFTL-1 expresados en OD. Las pacientes 1-15
pertenecen al grupo de embarazadas sin preeclampsia y las pacientes 16-30
conforman el grupo de embarazadas complicadas con preeclampsia. El
valor de corte para el primer grupo fue de 11 OD (control con mujer no
embarazada) y para el segundo grupo de 13 OD (control con mujer fallecida

con eclampsia)

PREECLAMPSIA | SANAS TOTAL
S| (expresion de sFlt-1) 6 3 9
NO (expresién de sFlt-1) 9 12 21
TOTAL 15 15 30
TABLA 2.

Expresion de sFlt-1 en pacientes y controles con punto de corte de 13 OD

Se realiz6 prueba exacta de Fisher obteniendo un valor de p de 0.4270,
considerada no significativa.

El riesgo relativo fue de 1.556 (0.7909-3.060) con un intervalo de confianza de
95%) utilizando la aproximacion de Katz.
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PREECLAMPSIA | SANAS TOTAL
Sl (expresion de sFlt-1) 15 13 28
NO (expresion de sFlt-1) 0 2 2
TOTAL 15 15 30
TABLA 3.

Expresion de sFlt-1 en pacientes y controles con punto de corte de 11 OD

Con la prueba exacta de Fisher se obtuvo un valor de p de 0.4828,
considerado no significativo

El riesgo relativo fue infinito en sus valores con intervalo de confianza de 95%

utilizando la aproximacion de Katz.

PREECLAMPSIA | SANAS TOTAL
S| (expresion de sFlt-1) 10 8 18
NO (expresiéon de sFlt-1) 5 7 12
TOTAL 15 15 30
TABLA 3.

Expresion de sFlt-1 en pacientes y controles con punto de corte de 12 OD

Con la prueba exacta de Fisher se obtuvo un valor de 0.7104, considerado no

significativo.

El riesgo relativo fue de 1.333 (0.6070-2.929) con un intervalo de confianza de

95% usando la aproximacion de Katz.
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5. DISCUSION

En la literatura se ha demostrado que los niveles séricos maternos de sFit-1
muestran una correlacion positiva con la severidad de la preeclampsia y que las
alteraciones en sFlt-1 y PIGF son mas evidentes en aquellas pacientes con
preeclampsia de inicio temprano en comparacion con las pacientes que presentan

preeclampsia en forma tardia.

Las anormalidades en el balance angiogénico han sido propuestas como
determinantes importantes en la cascada molecular que conduce a la presencia de
proteinuria, hipertension y disfuncion endotelial tal y como lo menciona Bdolah Y et
al que emitieron la hip6tesis de que este balance es crucial para la diferenciacion e
invasion del citotrofoblasto.

La placentacién anormal y la hipoxia consecutiva a este evento pueden
ocasionar mayor produccion placentaria de sFlt-1 en forma ciclica como lo
proponen Sood et al. Tal vez esto pueda explicar los cambios fisiopatolégicos que
se presentan en las mujeres con preeclampsia y permitira determinar en estadios
tempranos la presencia de la enfermedad y en un futuro ser& posible descubrir un
gen responsable de la preeclampsia ya que si se encuentra la molécula
responsable del inicio del sindrome de preeclampsia, sera muy facil encontral el

gen etiologico.

Aunque algunos autores han reportado que los niveles elevados de sFlt-1
se asocian con retraso del crecimiento intrauterino, en este estudio no se realiz6 el

analisis de los recién nacidos.

El incremento en los niveles de sFlt-1 es evidente en el segundo trimestre y los
niveles de PIGF y VEGF si presentan alteraciones al final del primer trimestre. Al

igual de Kim et al, en este estudio no encontramos diferencias en la expresiéon de
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sFLT-1 entre las pacientes con preeclampsia y las pacientes con embarazos

normales, limitados tal vez por el tamafio de la muestra o por el tejido utilizado.

Sin embargo, existe evidencia cientifica de que existe aumento
estadisticamente significativo de los niveles séricos de sFlt-1 en pacientes con
preeclampsia (no fue el motivo de este estudio) y expresion génica cuando se ha
utilizado tejido placentario. Es importante recalcar que el indice sFlt-1/PIGF ha
sido reportado por Grill et al como un marcador confiable para riesgo de
preeclampsia por lo que en Europa, sFlt-1 y PIGF ya han sido comercializados por
los laboratorios Roche como una prueba de tamizaje para preeclampsia en el 2°

trimestre y se espera que pronto obtenga la aprobacién de la FDA.

Por ello tendremos que seguir investigando estos y otros marcadores seéricos
gue puedan facilitar el diagnostico oportuno de la preeclampsia que representa un
problema de salud publica en nuestro pais. La determinacion de marcadores
séricos para la preeclampsia en forma temprana permitira la disminucién de la
morbilidad y mortalidad materna y perinatal lo que seguramente impactara también

los indicadores econémicos.
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