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RESUMEN

Introduccion: La preeclampsia es una patologia especifica del embarazo,
multisistémica, de etiologia desconocida y fisiopatologia poco entendida.
Representa la primera causa de mortalidad materna, con aumento de la morbilidad
perinatal a nivel mundial. El unico tratamiento que suprime la enfermedad es la
interrupcién del embarazo, por lo que lo mas aceptado es que la placenta sea el
organo central en su patogénesis, que genera un desequilibrio entre factores
angiogeénicos y antiangiogénicos. En este contexto, resulta interesante estudiar a
las proteinas Isthmin 1 (ISM1) e Isthmin 2 (ISM2), las cuales son expresadas y
secretadas por la placenta bajo condiciones normales, y de las que al menos ISM1
es un factor con funcion dual en la angiogénesis (antiangiogénico y angiogénico).
No existe ningun reporte en la literatura que haya investigado las proteinas ISM1 e
ISM2 en pacientes con preeclampsia. Objetivo: Comparar los niveles séricos de
las proteinas ISM1 e ISM2 en pacientes con preeclampsia, hipertension
gestacional y embarazo normoevolutivo. Material y métodos: Estudio clinico,
descriptivo, transversal, analitico que incluy6 pacientes que ingresaron al Hospital
Materno Infantil de Mexicali, B.C., con un embarazo mayor a 20 semanas con
diagnodstico de preeclampsia y de hipertension gestacional. ElI grupo control lo
integraron pacientes con embarazo normoevolutivo mayor a 20 semanas sin
comorbilidades. Se obtuvieron muestras de sangre y se midieron las
concentraciones séricas de las proteinas ISM1 e ISM2 mediante un ensayo
inmunoenzimatico. Resultados: Se incluyeron un total de 81 pacientes, 30 con
preeclampsia, 21 con hipertensidn gestacional y 30 controles. La proteina ISM2 se
encontré disminuida unicamente y de manera significativamente en pacientes con
preeclampsia en comparacion con el grupo control (P=0.036). La proteina ISM1,
no mostrd diferencia significativa en ninguno de los tres grupos. Conclusiones:
Este es el primer trabajo que estudia las proteinas ISM1 e ISM2 en pacientes con
preeclampsia. La proteina ISM2 representa una nueva proteina proangiogénica,
nunca antes descrita. Nuestros hallazgos abren la posibilidad de nuevos estudios
gue nos permitan elucidar la participacién de la proteina ISM2 en el desarrollo de
preeclampsia.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo, multisistémico,
caracterizado por una reduccion de la perfusion tisular generada por vasoespasmo
y activacion de los sistemas de coagulacién’. Se presenta después de la semana
20 de la gestacioén, durante el parto o -menos frecuente- en el puerperio.

En nuestro pais y en paises desarrollados representa la primera causa de muerte
materna, y se asocia con un aumento de 20 veces en la mortalidad perinatal®. La
incidencia estimada segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es del 5 al
15% vy se registran entre 70,000 a 80,000 muertes maternas con 500,000 muertes

perinatales anualmente de manera global®*.

La etiologia de la preeclampsia es desconocida, sin embargo, lo mas aceptado es
que la placenta sea el érgano central en su patogénesis®, ya que solo la
eliminacién de la placenta suprime la enfermedad. De hecho, s6lo la placenta y no
el feto se requiere para su desarrollo®”. Muchas lineas de investigacién contintian
apoyando la hipotesis de que la preeclampsia resulta de la liberacion de factores
placentarios a la circulacion, que lleva a su vez a una disfuncién endotelial
materna. Desde esta perspectiva, la enfermedad se caracteriza por la disfuncion
endotelial de todo el sistema materno y del lecho placentario, debido a un
desequilibrio de los factores que promueven la angiogénesis normal a favor de

factores antiangiogénicos®*".

El estrés oxidativo se ha propuesto como uno de los factores humorales claves
generados por la placenta disfuncional’®'®, el cual induce la adhesién de
leucocitos y plaquetas al endotelio, asi como la liberacion de citocinas y factores
antiangiogénicos™. En general, el deterioro de la homeostasis circulatoria es
causada principalmente por la disfuncion endotelial vascular. La consecuencia de
este dafo endotelial, es el aumento de la permeabilidad vascular, pérdida de la



capacidad vasodilatadora por alteracion enzimatica para sintesis normal del éxido
nitrico, seguido de estrés oxidativo en todos los endotelios maternos vy
placentarios, con estimulo del sistema renina-angiotensina, aumento de la
resistencia periférica y finalmente vasoconstriccion generalizada con afeccion

multiorganica.
1.2 Proyecto Genoma Humano (PGH)

El PGH fue una colaboracion internacional de una duracion de 13 afios (1990-
2003), que permitié la secuenciaciéon completa del genoma humano. De acuerdo a
lo encontrado, el ADN humano contiene alrededor de 23,000 genes distintos y
mas de 3,000,000,000 de pares de bases (pb)">"".

El conocimiento de la secuencia completa del genoma humano vino a revolucionar
los estudios de biomedicina y genética clinica y permitio la asociacion de genes
especificos con enfermedades poco comprendidas, aceleré el desarrollo de
nuevas medicinas, y mejoro los diagndsticos moleculares. A pesar de lo anterior,
se desconoce la funcion de la mayor parte de los genes, por lo que la prioridad
actual de la comunidad cientifica es caracterizar y definir las funciones de los

genes en salud y enfermedad’’.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 Familia de los genes isthmin (ISM)

Isthmin (ISM) representa una familia de genes recientemente descubiertos y que
codifican para proteinas de secrecion'®'®. El nombre isthmin hace referencia a que
el primer miembro de esta familia se describidé por su alta expresion en el cerebro
de Xenopus, en una region llamada istmo, motivo por el cual se le asigné el
nombre de isthmin'®. En el genoma humano hay dos genes ISM: isthmin 1 (ISM1)
e isthmin 2 (ISM2)?. El gen ISM1 se localiza en el cromosoma 20 (figura 1),
mientras que el gen ISM2 se localiza en el cromosoma 14 (figura 2).
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Figura 1. Localizaciéon del gen ISM1 en el cromosoma humano 20. El gen ISM1 se localiza en la
subbanda 1 de la banda 2 de la region 1 del brazo corto del cromosoma 20 (20p12.1), identificado

en la figura con una linea roja’".
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Figura 2. Localizaciéon del gen ISM2 en el cromosoma humano 14. El gen ISM2 se localiza en la
subbanda 3 de la banda 4 de la region 2 del brazo largo del cromosoma 14 (14924.3), identificado

en la figura con una linea roja®.

2.2 Caracteristicas del gen ISM1

Recientemente publicamos la expresién del gen ISM1 en humanos® y mostramos
que los sitios de mayor expresidn son pericardio, tejido sinovial, glandula tiroides,
y placenta en el cuarto lugar (Tabla 1, Figura 3). Posteriormente, se encuentra en
mucosa oral, en células mononucleares de sangre periférica activadas (CMSPa),



en glandula mamaria, en piel y en linfocitos T CD4+ activados, asi como también
en higado en el lugar numero 15.

Tabla 1. Sitios de mayor expresion del gen ISM1 en humanos

Orden Sitio Expresion relativa
1 Pericardio 292
2 Tejido sinovial 229
3 Glandula tiroides 182
4 Placenta 162
5 Mucosa oral 162
6 CMSP activadas 159
7 Glandula mamaria 110
8 Piel 105
9 Linfocitos T CD4" activados 103
10 Traquea 99
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Figura 3. Perfil de expresion del gen ISM1 en el cuerpo humano. Microarreglos de ADN muestran
valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresion del gen ISM1 en el
cuerpo humano. Pc = pericardio, TS = tejido sinovial, GT = glandula tiroides, P = placenta, MO =
mucosa oral, CMSPa = células mononucleares de sangre periférica activadas, CD4+ = linfocitos T
CD 4+ activados, H = higado®.



El gen ISM1 codifica para una proteina de secrecion de aproximadamente 50 kDa
que contiene en su estructura un péptido senal, un dominio trombospondina tipo 1
(TSP1) localizado en el centro de la proteina y un dominio de adhesion asociado
en MUC4 y otras proteinas (AMOP, del inglés adhesion associated domain in
MUC4 and other proteins) el cual se localiza en la region C-terminal de la

proteina'®?°.

Péptido senal

Figura 4. Estructura de la proteina ISM1. Se muestra el péptido sefial, el dominio TSP1 en el centro

de la proteina y el dominio AMOP en la region C-terminal.

El dominio TSP1 forma parte de la estructura de proteinas inhibidoras de la
angiogénesis?®. Por otro lado, el dominio AMOP esta presente en proteinas
antagonistas de la agregacion plaquetaria, en proteinas de secrecion involucradas
en el sistema inmune y se observd su participacion en mecanismos de adhesion
celular®. Por motivo de su estructura, trabajos previos centraron su investigacion
en la potencial funcién de ISM1 en la angiogénesis, encontrando que es una

proteina con actividad antiangiogénica®’

. ISM1 inhibi6 significativamente la
proliferacion de células endoteliales inducida por el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor) de una manera
dosis-dependiente. Del mismo modo, otro potente factor de crecimiento
angiogeénico el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés fibroblast
growth factor) fue inhibido ante la presencia de ISM1%°. Interesantemente, ISM1
también exhibe propiedades proangiogénicas, de acuerdo al estado fisico en que
se encuentre la proteina®®. ISM1 inmovilizada en el endotelio, pierde su funcién
antiangiogénica y en su lugar promueve la adhesion, supervivencia y migracion de
células endoteliales a través de la integrina aVp5. ISM1 tiene funcidn dual en la

angiogénesis (antiangiogénica y angiogénica)?®%’.



2.3 Caracteristicas del gen ISM2

El gen ISM2 muestra su expresién mas alta en placenta’®?%%

y en menor cantidad
en otros tejidos como rifidn, cerebro, pancreas, musculo esquelético, corazon y

pulmones (Tabla 2, Figura 5y 6)°.

Tabla 2. Sitios de mayor expresion del gen ISM2 en humanos

Orden Sitio Expresion relativa
1 Placenta 0.79
2 Rinén 0.20
3 Cerebro 0.10
4 Pancreas 0.06
08 P
2 0.6
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Figura 5. Perfil de expresion del gen ISM2 en el cuerpo humano. Microarreglos de ADN muestran
valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresion del gen ISM2 en el

cuerpo humano. P = placenta®®.
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Figura 6. Reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) punto final de la expresion del gen ISM2 en
tejidos humanos. La amplificacion con cebadores de ISM2 de ADNc a partir de 1= pancreas, 2 =

corazén, 3 = higado, 4 = pulmén, 5=rifién 6 = cerebro, 7 = musculo esquelético, 8 = placentaw.

El gen ISM2 codifica para una proteina de secrecion de un peso molecular de
aproximadamente 63.9 kDa que contiene en su estructura un péptido sefial, un
grupo de residuos cargados negativamente en la region central, (posiblemente
mediando la unién a iones positivos), un dominio TSP1 que muestra un motivo de
union a heparina WSXW, un motivo de unién a CD36 y finalmente un dominio
AMOP que se localiza en la regién C-terminal (Figura 7).

Péptido sedial C:Ziggg: )

CD 36
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WSXW

Figura 7. Estructura de la proteina ISM2. Se muestra el péptido sefal, un grupo de residuos

cargados negativamente, el dominio TSP1 en el centro de la proteina que contiene un motivo de

unién a CD 36 y un motivo de unién a heparina y el dominio AMOP en la regién C-terminal™®.

La funcion de la proteina se desconoce y no hay publicaciones acerca de esta

molécula, sin embargo en una base de datos de expresion génica®® se sefiala que



ISM2 presentd una alta expresion en coriocarcinoma y en cancer pulmonar de

células grandes (Figura 8).

C CPCG

ISM2 (RMA)
N B OO
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Figura 8. Perfil de expresion del gen ISM2 en enfermedades. Microarreglos de ADN muestran
valores normalizados por promedio de multichip robusto (RMA) de la expresion del gen ISM2 en
tejidos provenientes de 53 enfermedades. C = coriocarcinoma, CPCG = cancer pulmonar de

células grandes®.

2.4 Placenta

La placenta es un 6rgano transitorio que tiene una multitud de papeles criticos en
el mantenimiento y proteccion del feto en su desarrollo durante todo el
embarazo®. Sin embargo, es vital no solo para la supervivencia y salud del feto,
sino también para la supervivencia y salud de la madre®. Al servir como interfaz
entre el entorno fetal y materno, la placenta esta involucrada en el intercambio de
gases, nutrientes y productos de desecho entre la madre y el feto en crecimiento®'.
Por otra parte, la placenta sirve como un 6rgano endocrino, con produccion de
factores asociados con el embarazo y hormonas de crecimiento lo que garantiza la

proteccion del feto de un ataque inmune materno®.

No obstante lo anterior, la placenta y factores producidos por ella, representan el
origen central de patologias gestacionales importantes, como son la enfermedad
hipertensiva del embarazo -principalmente preeclampsia-**> y la enfermedad

trofoblastica gestacional®.



2.5 Enfermedad hipertensiva del embarazo (EHE)

Bajo el término de enfermedad hipertensiva del embarazo (EHE), se engloban un
conjunto de desordenes que acontecen durante la gestacion cuyo nexo comun es

la presencia de hipertensién arterial®>°.

Nos encontramos en siglo XXI y pese a décadas de extensa investigacion, aun no

se conoce la manera en que el embarazo precipita la hipertension o la agrava.

De hecho, los trastornos hipertensivos figuran entre los problemas mas

importantes e interesantes no resueltos en obstetricia.

Su gran importancia radica en que son la principal causa de muerte materna en

México y en paises desarrollados como los Estados Unidos de Norte América®’°.

41,42

Complican alrededor del 10% de los embarazos y se sabe que para algunos

paises en vias de desarrollo puede alcanzar una incidencia cercana al 18%***4.

El Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia (ACOG, por sus siglas en
inglés American College of Obstetrics and Gynecology)*' avala la clasificacion de
hipertension en el embarazo implementada por el Programa Nacional de
Educacion sobre Presion Arterial Alta (NHBPEP, por sus siglas en inglés National

High Blood Pressure Education Program) que considera cuatro categorias*:

-_

. Preeclampsia-eclampsia.

N

. Hipertensién cronica.

w

Hipertension cronica con preeclampsia sobreagregada.

s

Hipertension gestacional.
2.5.1 Preeclampsia-eclampsia

Esta enfermedad descrita hace mas de 2000 anos, continia siendo uno de los

mayores problemas para la salud de las madres y sus recién nacidos****.

A nivel mundial, la incidencia de preeclampsia oscila entre 5-15% de los

embarazos*'“?*. La prevalencia en México es de alrededor el 8%, y en otros
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paises va desde el 1.8% hasta el 18%*°. En efecto, cada 3 minutos muere una
mujer en el mundo debido a complicaciones de la preeclampsia (OMS-OPS-
CLAP)44. Es responsable de alrededor de 80 000 muertes maternas por afo en el

mundo, y se asocia con un aumento de 20 veces en la mortalidad perinatal®.

La preeclampsia-eclampsia es un sindrome especifico del embarazo, que se
puede presentar después de la semana 20, en el anteparto, intraparto y durante el
puerperio, con capacidad de afectacion a multiples érganos y sistemas.

Esta entidad se manifiesta como un sindrome materno: hipertension y evidencia
clinica de dafio de organo blanco (corazon, rifiones, higado, sistema
hematopoyético y sistema nervioso central) por la lesion endotelial sistémica
desarrollada, y/o como un sindrome fetal: restriccion del crecimiento intrauterino,
reduccion del liquido amniético e hipoxia fetal*?.

Aunado a lo anterior, las mujeres con antecedente de preeclampsia tienen un
mayor riesgo de por vida de desarrollar enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares®.
2.5.2 Criterios diagnésticos de preeclampsia

Los criterios para el diagnéstico de preeclampsia segin el ACOG 2013*' se
describen en la Tabla 3. La presencia de hipertension es indispensable, la cual se
define como una presion arterial sistolica (PAS) 2 140 mmHg y/o una presion
arterial diastolica (PAD) = 90 mmHg después de la semana 20 de gestacion en

mujeres con presion arterial previamente normal mas proteinas en orina (Tabla 3).

En ausencia de proteinuria, la preeclampsia debe ser diagnosticada con
hipertension asociada a trombocitopenia (plaquetas < 100,000/uL), deterioro de la
funcién hepatica: aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa
(ALT) al doble de la concentracion normal, desarrollo de insuficiencia renal:
creatinina sérica > 1.1 mg/dL o una duplicacién de la creatinina sérica en ausencia
de otra enfermedad renal, edema pulmonar asi como también trastornos

cerebrales y/o visuales de nueva aparicion®’.
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Tabla 3. Criterios diagndsticos de preeclampsia

Presion arterial (PA)

- PAS = 140 mmHg y/o PAD = 90 mmHg en dos ocasiones
separadas por 4 horas de diferencia después de 20
semanas de gestacion en una mujer con presion arterial

previamente normal.

- PAS = 160 mm Hg sistdlica o y/o PAD = 110 mmHg, la
hipertension puede ser confirmada dentro de un corto
intervalo de tiempo (minutos) para facilitar la terapia
antihipertensiva oportuna.

y

Proteinuria

= 300 mg en una recoleccion de orina de 24 horas (o esta
cantidad extrapolada en un tiempo de coleccion).

Relacion proteina/creatinina = 0.3 mg/dL.

Tira reactiva de 1+ (solo si los métodos cuantitativos no
estan disponibles).

En ausencia de proteinuria, hipertension con 1 o mas de los siguientes criterios:

Trombocitopenia

Plaquetas < 100,000/uL.

Insuficiencia renal

Creatinina sérica > 1.1 mg/dL o duplicacién de la creatinina

sérica en ausencia de enfermedad renal.

Insuficiencia hepatica

Concentraciones sanguineas elevadas de transaminasas

hepaticas (el doble o mas de lo normal).

Edema pulmonar

Sintomas cerebrales

o visuales
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A pesar de ser clasificada previamente la preeclampsia como leve y severa, el
ACOG no considera estas clasificaciones actuales y recomienda que sea evitado
el diagndstico de preeclampsia leve y severa. El grupo de trabajo recomienda que
los términos “preeclampsia leve” y “preeclampsia severa” se sustituyan por
preeclampsia sin datos de severidad y preeclampsia con datos de severidad
respectivamente (Tabla 4) *'.

Tabla 4. Datos de severidad de preeclampsia *

PAS =z 160 mmHg o PAD =2 110 mmHg

-En 2 ocasiones con 4 horas de diferencia.

Trombocitopenia
-Plaquetas < 100,000/uL.

Alteracién de la funcidén hepatica
-Elevacion de las enzimas hepaticas (2 veces la concentracion normal).

-Dolor en el cuadrante superior derecho y/o epigastrico.

Insuficiencia renal progresiva
-Creatinina > 1.1 mg/dL.

-Duplicacion de la creatinina (en ausencia de enfermedad renal).

Edema pulmonar.

Trastornos cerebrales o visuales.

* Uno o mas criterios

2.5.3 Eclampsia

El inicio de convulsiones que no pueden atribuirse a otras causas en una mujer

con preeclampsia se conoce como eclampsia®**2.

Las crisis convulsivas son generalizadas y pueden aparecer antes, durante o
después del trabajo de parto*®. En estudios anteriores, hasta 10% de las mujeres
eclampticas, en especial nuliparas, no desarrollaba crisis convulsivas sino hasta
48 horas después del parto®.
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Otros refieren que hasta una cuarta parte de las crisis convulsivas de origen
eclamptico aparece mas alla de las 48 horas postparto®.

2.5.4 Hipertension cronica

Durante el embarazo, la hipertension cronica se define como alta presion arterial
que esta presente antes del embarazo o que es diagnosticada antes de la semana
20 de la gestacion®*“2. La hipertension que se diagnostica durante el embarazo y

que no resuelve 12 semanas después del parto también clasifica como tal*®.

2.5.5 Hipertension cronica con preeclampsia sobreagregada

La preeclampsia puede ocurrir en mujeres hipertensas cronicas conocidas, y el
prondstico para la madre y el feto sera mas severo que con cualquiera de estas

condiciones aisladas*?.

Aunque la evidencia de los estudios de biopsia renal sugiere que el diagndstico de
preeclampsia sobreagregada puede ser a menudo erronea, el diagndstico es mas

probable en los siguientes escenarios*'*?:

-Mujeres con hipertension cronica que desarrollan proteinuria después de 20

semanas de gestacion.
-Mujeres con proteinuria antes de las 20 semanas de gestacion que:

1) Experimenten una exacerbacion subita de hipertension, o la necesidad de
intensificar la dosis del farmaco antihipertensivo.

2) Manifiesten repentinamente otros signos, como un aumento de las enzimas
hepaticas a niveles anormales.

3) Presenten disminucién en los niveles de plaquetas <100,000/pL.

4) Presenten dolor en el cuadrante superior derecho o cefalea intensa.

5) Desarrollen congestion pulmonar o edema.

6) Desarrollen insuficiencia renal.

7) Presenten incrementos en la excrecion de proteinas.
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2.5.6 Hipertension gestacional

Mujeres en las que las cifras elevadas de tension arterial se detectan por primera
vez pasado la mitad del embarazo sin proteinuria son clasificadas como

hipertension gestacional®**?,

Se trata de un término poco especifico que puede incluir a mujeres con
preeclampsia que todavia no han manifestado proteinuria tan bien como a mujeres

que no tienen el sindrome.

El diagndstico final de que la mujer que no tiene un sindrome de preeclampsia
podra hacerse sélo después del parto; si la preeclampsia no se ha desarrollado y
la presion sanguinea retorna a lo normal en las 12 semanas después del parto el
diagndstico de hipertension gestacional podra hacerse, si la presion arterial
persiste elevada se tratara entonces de una hipertension crénica. El diagndstico
de hipertension gestacional es usado durante el embarazo sdlo hasta que un
diagndstico mas especifico puede ser hecho en el postparto®.

2.5.7 Etiologia de la preeclampsia

La etiologia de la preeclampsia es desconocida, sin embargo se describen
factores genéticos, inmunolégicos, inflamatorios e infecciosos®'. Hay autores que

la definen como la culminacion de factores maternos, placentarios y fetales*.

No obstante la anterior, lo mas aceptado es que la placenta es el érgano central
en la patogénesis de la preeclampsia ya que solo la eliminacién de la placenta
suprime la enfermedad®?. De hecho, sélo la placenta y no el feto se requiere para
su desarrollo®’. Esto se demuestra mejor por el caso de un embarazo molar, en el
que no existe un feto y a pesar de esto conlleva un riesgo elevado para

preeclampsia®>.
2.5.8 Desequilibrio angiogénico en preeclampsia

Desde 1989, se estudid la hipdtesis de que la preeclampsia resulta de la liberacién

de factores placentarios a la circulacion, que lleva a su vez a una disfuncion
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endotelial materna®°°. Muchas lineas de investigacién contintian apoyando esta

teoria®’.

Desde esta perspectiva, la enfermedad se caracteriza por la disfuncion endotelial
de todo el sistema materno y del lecho placentario, debido a un desequilibrio de
los factores que promueven la angiogénesis normal a favor de factores
antiangiogénicos*?“®. Los factores proangiogénicos son los miembros de la familia
del VEGF, las angiopoyetinas, y el factor de crecimiento placentario (PIGF, del

inglés placental growth factor)*®®°

, mientras que los factores anti-angiogénicos
son: la tirosinacinasa-1 similar a fms soluble (sFlt-1, del inglés soluble fms-like

tyrosine kinase-1) y la endoglina soluble (sEng, del inglés soluble endoglina).

La sFIt-1 es una variante del receptor Flt-1 para el VEGF y el PIGF. El aumento de
la cantidad materna de sFlt-1 desactiva y reduce las concentraciones circulantes
libres de estos factores proangiogénicos lo que conduce a la disfuncion
endotelial®’.

Por su parte, la sEng, es una proteina de un peso molecular de 65 kDa derivada
de la placenta, que se expresa cuatro veces mas en placenta de pacientes
preeclampticas en comparacion con placentas de mujeres sin preeclampsia®. La
sEnd bloquea a la endoglina (también llamada CD105) un correceptor para la
familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, del inglés
transforming growth factor beta 1). Esta forma soluble de endoglina impide que
varios isétopos de TGF-B se unan con los receptores endoteliales y reduce la
vasodilataciéon dependiente del 6xido nitrico endotelial®*®®. Estas dos moléculas
(sFlt-1, sEng) estan presentes en exceso en la circulacion de pacientes
preeclampticas, varias semanas antes de la aparicion de las primeras
manifestaciones clinicas®®®. La consecuencia es el dafio endotelial, con aumento
de la permeabilidad endotelial, pérdida de la capacidad vasodilatadora y de la
funcion antiagregante plaquetaria, con alteracion enzimatica para sintesis normal
del oxido nitrico, que conduce al estrés oxidativo en todos los endotelios maternos
y placentarios, con aumento del tromboxano A2 y disminucion de prostaciclina,
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con el consecuente estimulo del sistema renina-angiotensina, aumento de la

resistencia periférica asi como con una vasoconstriccién generalizada®?.

Lo anterior reduce el flujo uteroplacentario, lo que genera trombosis del lecho
vascular placentario, depédsitos de fibrina, isquemia e infartos de la placenta que
son evidentes en el estudio histopatolégico de placentas de mujeres con
preeclampsia donde se observan varias anomalias, incluyendo infartos, aterosis,

trombosis, e inflamacién cronica®.

Por su parte, en el rifidn se genera una lesidn patognomonica conocida como
endoteliosis glomerular, en la que el glomérulo se edematiza y las fenestraciones

endoteliales se pierden®°®.

2.5.9 Preeclampsia y estrés oxidativo

En 1939 Page EW®’ formuld, a partir de hallazgos clinicos, el concepto de que la
perfusion placentaria se encuentra reducida en la preeclampsia, mientras que en
la década de los 70s se establecid la asociacion entre una pobre placentacion y la

preeclampsia®®.
Se ha sugerido que la preeclampsia es un desorden de dos etapas o estadios®:

El primero de ellos es una reducida perfusidn placentaria debido a una
implantacion anormal. El segundo estadio es una respuesta materna a la reducida
perfusién placentaria causando un sindrome materno y los tipicos hallazgos
clinicos de esta enfermedad.

En el primer estadio (etapa preclinica), la invasién citotrofoblastica endovascular
se encuentra restringida dando como resultado una remodelacién arterial dafiada,
denominada placentacién superficial’®’". Si bien la etiologia de esta placentacion
defectuosa se desconoce, se cree que la causa principal podria ser una

inadecuada adaptacién inmunoldgica materno-fetal’

asi como a una hipoxia por
isquemia placentaria”, lo que provoca activacion y dafio endotelial, lo que a su
vez dispara la libracion de factores solubles hacia la circulacién sistémica

involucrando estrés oxidativo, angiogénesis e inflamacion.
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Algunos factores en la circulacion sanguinea como los neutrdfilos, la xantina
oxidasa, hemoglobina extracelular y citocinas, inducen la formacion y liberacidon de
radicales libres de oxigeno que reaccionan con células endoteliales, incrementado
con esto la posibilidad de disfuncion endotelial dependiente de radicales libres, en
sitios distantes de la fuente primaria. Como consecuencia de esta disfuncion

endotelial, la perfusién de muchos 6rganos incluyendo la placenta, se reduce’.

En el segundo estadio, los hallazgos clinicos de la preeclampsia parecen surgir a
partir de una respuesta inflamatoria sistémica, donde la placenta estresada
oxidativamente y la disfuncion endotelial estan claramente involucradas’>®. La
disfuncion endotelial da lugar a vasoespasmo debido a un decremento en la
produccion y actividad de prostaglandinas vasodilatadoras (como la prostaciclina)
y 6xido nitrico’""’®. La disfuncién endotelial se cree que también activa la cascada
de la coagulacion, con formacion de microtrombos oclusivos y pérdida de fluidos
del espacio intravascular’®. Los componentes antes mencionados pueden
contribuir a reducir la perfusion, algo que se observa casi en cualquier 6rgano en
las mujeres con preeclampsia, incluyendo el utero®. A nivel renal, el dafio
endotelial da lugar a proteinuria y produce endoteliosis glomerular, una
caracteristica lesion de la preeclampsia®’.

Como resultado de la reduccion de la perfusion uterina, la placenta llega a ser mas
hipdxica. Los factores liberados de la placenta hipdxica alteran el balance en la
circulacion materna y puede por lo tanto causar las caracteristicas clinicas de la
preeclampsia. Estos factores actuan como puente entre los dos estadios antes
mencionados, donde el estrés oxidativo parece estar involucrado®®°. En este
sentido se han estudiado algunos de estos factores, incluyendo componentes
tanto de la placenta dafiada como del feto, entre estos se pueden mencionar al
ADN fetal®*®®  fragmentos de membranas de la microvellocidades

87-88

cincitiotrofoblastica®®, hemoglobina fetal y alfa-1-microglobulina y factores anti-

angiogénicos como el sFIt-1%°.
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2.6 Planteamiento del Problema

La preeclampsia no solo representa un importante problema de morbilidad y
mortalidad materna y perinatal a nivel mundial, sino que su incidencia va en
aumento. Si bien no se conoce la fisiopatologia completa de la preeclampsia, se
han propuesto varias teorias respecto a la invasion trofoblastica deficiente y su
alcance a las arterias espirales, las cuales consideran la participacion de factores
vasculares locales y el papel del 6xido nitrico, el estrés oxidativo, asi como
factores ambientales, genéticos e inmunologicos. A pesar de los esfuerzos
realizados por décadas de investigacion en preeclampsia, no se ha logrado
predecir con exactitud qué mujeres desarrollaran esta patologia antes de la
aparicion de los sintomas, ni se ha logrado diferenciarla de manera oportuna de

otras alteraciones hipertensivas'®.

En la practica médica diaria se utilizan los factores de riesgo maternos
(antecedentes personales y familiares de preeclampsia, edad materna, obesidad,
sindrome antifosfolipidos, desnutricion, primigesta, entre otros) para establecer el
riesgo de desarrollar preeclampsia. El problema cuando se utilizan estos factores
es que millones de mujeres en todo el mundo los presentan y no desarrollan

preeclampsia. Ademas, la mayoria de ellos no son modificables'*""2.

Por lo anterior, y con base en el conocimiento parcial de la fisiopatologia de la
preeclampsia, se ha puesto especial atencién a la busqueda de marcadores
bioquimicos que permitan predecir pacientes de alto riesgo para el desarrollo de
preeclampsia’’>.

En la actualidad no existe una prueba o biomarcador de deteccion fiable y rentable
para establecer la prediccion o el diagnostico de preeclampsia y su grado de
severidad que pueda ser recomendada para su uso rutinario. Un marcador con
estas caracteristicas facilitaria una supervisién cercana de la paciente, orientaria
hacia la investigacion de potenciales agentes terapéuticos y diagnosticos mas

precisos, permitiria realizar esfuerzos de prevencién primaria.
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En este contexto, resulta particularmente interesante evaluar el uso potencial
como biomarcador en preeclampsia de las proteinas ISM1 e ISM2, ya que se trata

de dos proteinas que se expresan de manera importante en tejido placentario.

Por las caracteristicas estructurales de estas proteinas, los sitios de expresion de
sus genes, y su funcidon antiangiogénica, los hace candidatos a ser investigados
en enfermedades cuya base es la placenta, como es el caso de la preeclampsia.

El presente estudio es el primero que se desarrolla para evaluar a las proteinas
ISM1 e ISM2 como posibles biomarcadores en preeclampsia.

2.6.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existe diferencia en la concentracion sérica de las proteinas ISM1 e ISM2 en
pacientes con preeclampsia, en relacion con pacientes con hipertension

gestacional y embarazo normoevolutivo?
2.7 Justificacion

La preeclampsia, un desorden hipertensivo del embarazo, se presenta en todas
las poblaciones con una incidencia general que varia entre el 2 y 8%''®; sin
embargo, las diferencias geograficas, socioeconémicas Yy raciales son
responsables de que esta incidencia sea hasta tres veces mayor en algunas
areas'"’. Esta patologia permanece como la principal causa de morbilidad y
mortalidad materna y perinatal. En paises desarrollados como Estados Unidos e
Inglaterra, la preeclampsia presenta una incidencia de muerte materna directa de
aproximadamente el 15%'"®""" incidencia que en México se calcula alcanza hasta
un 34%'"®. Por otra parte, esta condicion patolégica aumenta la mortalidad
perinatal hasta en 5 veces, en gran parte a través de la prematurez iatrogénica’®.

Su diagndstico conlleva un alto grado de morbilidad con complicaciones materno-
fetales y disfuncion en multiples 6rganos, retraso en el crecimiento intrauterino,
prematurez, asi como mortinatalidad. Por otro lado, la preeclampsia es
responsable de casi la quinta parte de los ingresos hospitalarios antenatales y la
cuarta parte de las admisiones en cuidados intensivos de pacientes obstétricas.
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Se estima que en los Estados Unidos los costos anuales directos debidos a los
cuidados maternos y neonatales derivados de la preeclampsia son de
aproximadamente 7 billones de ddlares segun “The Preeclampsia Foundation” sin
considerar que las mujeres que desarrollan preeclampsia tienen un riesgo mayor

de padecer complicaciones cardiovasculares a lo largo de su vida'?°.

El campo de la fisiopatologia de los estados hipertensivos del embarazo se

encuentra en constante investigacion y con multiples incégnitas por resolver.

Particularmente en lo que respecta a la preeclampsia, resulta de suma importancia
la busqueda de marcadores moleculares que permitan predecir el desarrollo de
ésta o que tengan utilidad en su patogénesis, como podria ser el caso de las
proteinas ISM1 e ISM2, cuya expresion génica se ha demostrado es alta en

placenta sana'®%%2® Y

, que tienen propiedades dual en angiogénesis (ISM1)
que no se conocen en el contexto de enfermedades por patologia placentaria

como la preeclampsia.
2.8 Objetivos
2.8.1 Objetivo general

Comparar los niveles séricos de las proteinas ISM1 e ISM2 en pacientes con
preeclampsia, hipertension gestacional y embarazo normoevolutivo mayor a 20
semanas de gestacion, del periodo de agosto de 2016 a marzo de 2017.

2.8.2 Objetivos especificos

* Realizar perfil toxémico a las pacientes que ingresen al Hospital Materno
Infantil como enfermedad hipertensiva del embarazo a clasificar (EHEC).

» Aplicar el cuestionario para la recoleccion de datos clinicos y antropométricos
(Anexo 3), y recabar la firma del consentimiento informado (Anexo 2), en las
pacientes diagnosticadas con preeclampsia, hipertension gestacional y en el
grupo control.
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* Medir los niveles séricos de las proteinas ISM1 e ISM2 en mujeres con

preeclampsia, hipertension gestacional y embarazo normoevolutivo.

« Comparar los niveles séricos de las proteinas ISM1 e ISM2 en mujeres

preeclampsia, hipertension gestacional y embarazo normoevolutivo.

2.9 Hipétesis
2.9.1 Hipétesis Nula

No existe diferencia significativa en los niveles séricos de las proteinas ISM1 e
ISM2, en pacientes con preeclampsia, en relacion a pacientes con hipertension
gestacional y embarazo normoevolutivo.

2.9.2 Hipétesis Alterna

Si existe diferencia significativa en los niveles séricos de las proteinas ISM1 e
ISM2, en pacientes con preeclampsia, en relacion a pacientes con hipertension
gestacional y embarazo normoevolutivo.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseio del estudio

El presente trabajo es un estudio clinico, descriptivo, transversal, analitico,

comparativo de mas de dos grupos independientes, que emplea casos incidentes.
3.2. Seleccién de las pacientes
Los pacientes se eligieron de acuerdo con los siguientes requisitos.
3.2.1 Criterios de inclusién
1. Gestantes con embarazo mayor a 20 semanas.
2. Embarazo unico.

3. Pacientes con diagnostico de preeclampsia y de hipertension gestacional
seguin el consenso 2013 del ACOG*'.

4. Sin comorbilidad asociada.
5. Firma de consentimiento informado.
3.2.2 Criterios de exclusion

1. Recién nacido con anormalidades cromosdmicas o malformaciones

congénitas.
2. Gestacion con obito/mortinato.
3.3 Grupo control

El grupo control se formo con gestantes de embarazo unico, mayor a 20 semanas
de gestacion que acudieron al Hospital Materno Infantil de Mexicali, normotensas y
sin comorbilidad asociada.
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3.4 Método de muestreo
Muestreo de casos y controles no consecutivos seleccionados al azar.

3.5 Poblacién y muestra

Se consideraron a las pacientes que ingresaron durante el periodo de agosto de
2016 a marzo de 2017 al Hospital Materno Infantii de Mexicali, B.C., con
diagnostico de enfermedad hipertensiva del embarazo a clasificar (EHEC). Las
cuales posteriormente fueron clasificadas como preeclampsia e hipertension
gestacional. Se incluyé ademas un grupo control de gestantes con embarazo
mayor a 20 semanas de gestacion, normotensas. Los pacientes y controles
recibieron una hoja informativa que leyeron, y firmaron una carta de
consentimiento informado. De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre y
de orina. Al final del periodo comprendido se incluyeron un total de 81 pacientes
que reunieron los criterios de inclusion, 30 con diagnodstico de preeclampsia, 21
con diagnostico de hipertension gestacional y 30 pacientes participaron en el
grupo control.

3.6 Instrumentos y procedimientos
3.6.1 Obtencién de la muestra

Previa asepsia y antisepsia de la piel, se obtuvieron 2 muestras de sangre, una
para la determinacién del perfil toxémico y otra para la cuantificacion sérica de las
proteinas ISM1 e ISM2. Se incluyeron las siguientes determinaciones: biometria
hematica completa, creatinina, urea, nitrdgeno ureico en sangre (BUN, del inglés blood
urea nitrogen), lactato deshidrogenasa (LDH), aspartato transaminasa (AST), alanino
transaminasa (ALT), bilirubinas (total, directa e indirecta), acido urico, glucosa, tiempo
de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial (TTP). Se obtuvo muestra
de orina para examen general de orina y recoleccion de orina de 24 horas. Las
muestras de sangre destinadas para la cuantificacion de parametros bioquimicos
asi como para las proteinas ISM1 e ISM 2 se centrifugaron inmediatamente para
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la obtencion del suero, el cual fue congelado y almacenado a -20°C hasta el

procesamiento de las muestras.
3.6.2 Cuantificacion sérica de ISM1 e ISM2

Se utilizaron las muestras de suero de pacientes y controles para la cuantificacion
de las proteinas ISM1 e ISM2 utilizando el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA, del inglés enzyme-linked immunosorbent assay). Para la
determinacién de ISM1 en suero, el procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con
el protocolo Cloud-Clone Corp. (Katy, TX, USA). Para la determinacion de ISM2 en
suero, el procedimiento se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo MyBioSource
Inc. (San Diego, CA, USA). Se utilizé un lavador automatico y espectrofotometro
para microplacas (BioTek).

3.7 Variables
3.7.1 Independiente

Preeclampsia, hipertension gestacional.

3.7.2 Dependiente

Concentracioén sérica de las proteinas ISM1 e ISM2.

3.8 Plan de analisis

Se realiz6 la prueba de normalidad y con base en el resultado de esta prueba se
decidié utilizar la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para diferentes
muestras con un programa estadistico (GraphPad prism version 7.0), que nos
permitid comparar las medianas de la concentracion sérica de las proteinas ISM1
e ISM2, en preeclampsia, hipertensiéon gestacional y embarazo normoevolutivo,
con un nivel de significancia estadistica de P menor de 0.05. Los datos
demograficos y los resultados del perfil toxémico, se compararon con la prueba de
Kruskal-Wallis (método no paramétrico para tres o mas grupos independientes).
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3.9 Aspectos éticos, normativos y de seguridad

Este estudio se desarrollé en apego a las disposiciones legales de la Ley General
de Salud de los Estados Unidos Mexicano, la Norma Oficial Mexicana NOM-012-
SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de
investigacion para la salud en seres humanos; a la legislacion aplicable en materia
de proteccion al ambiente como la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos - Clasificacién y especificaciones de manejo; asi como de
conformidad con los principios éticos emanados de la décimo octava Asamblea
Médica Mundial de Helsinki, Finlandia en 1964 y sus respectivas modificaciones
hechas por dicha asamblea'®'.

Se explicd a cada paciente la naturaleza del estudio, su objetivo, procedimientos
involucrados, duracion esperada, riesgos potenciales y beneficios derivados.

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion, se obtuvo el consentimiento bajo informacion por escrito de cada
participante en el estudio. Para tal efecto, el documento mencionado (Anexo 2) fue
firmado por la participante y por el investigador responsable.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

Se incluyeron un total de 81 pacientes, de las cuales 30 fueron diagnosticadas con
preeclampsia, 21 con hipertensién gestacional y 30 pacientes con embarazo

normoevolutivo participaron como grupo control.

Las caracteristicas demograficas y los resultados de laboratorio de pacientes y
controles se presentan en la Tabla 5y 6.

Tabla 5. Caracteristicas maternas y perinatales de pacientes y controles

Variable Preeclampsia Hipertension Sanas P
N=30 gestacional N=30
N=21
Edad [afos] 20.5 (19-27) 19 (18-22) 21.5 (20-25) 0.17
Peso [kg] 86.9 (72-98) 87.7 (68.7-101.8) 78.2 (69-85.4) 0.07
IMC [kg/m?] 35.4 (29.6-37.5) 35.5 (28-39.1) 30.5 (28.7-33.3) 0.05
Gesta 1(1-3) 1(1-2) 2 (1-2) 0.43
Paridad 0 (0-1) 1 (0-1) 1(0-2) 0.53

PA Sistdlica 150 (140-160) 140 (130-147) 110 (102-116) 0.00
[mmHg]

PA Diastdlica 100 (100-100) 90 (90-100) 70 (66-76) 0.00
[mmHg]

Sintomas 6 [20%] - - -
neurologicos

Cesarea 18 [60%] 6 [28%] 10 [33.3%)] 0.03
Peso del 2810 (2470-3340) 3220 (2880-3520) 3315 (2950- 0.01
RN [g] 3590)

Apgar 9/9 9/9 9/9 -
Sexo M 18 [60%] 12 [57.1%] 9 [30%] -
Capurro 38.2 (37.2-39.5) 39.1 (39-40.3) 39.3(38.4-40.1) 0.05

N, numero. IMC, indice de masa corporal. PA, presion arterial. RN, recién nacido. M, masculino.
Se muestran la mediana y rango intercuartil en paréntesis o N [%].
Significancia estadistica: P menor que 0.05.
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Variable Preeclampsia Hipertension Sanas P
N=30 gestacional N=30
N=21
Hb [g/dL] 12.2 12.3 12.6 0.74
(11.6-13.5) (11.9-12.8) (11.7-13.6)
Hto [%] 37.5 38 39.1 0.83
(34.6-40.3) (36.4-39.8) (35.5-40)
Plaquetas* 200 (151-235) 199 (162-223) 228 (201-260) 0.83
AST [U/L] 17 (14-26) 16 (12-18) 16 (14-21) 0.50
ALT [U/L] 12 (8-18) 10 (14) 10 (8-16) 0.72
Bilirrubinas 0.3 (0.3-0.4) 0.4 (0.3-0.4) 0.5 (0.3-0.6) 0.02
totales [mg/dL]
LDH [U/L] 327 (282-409) 299 (272-356) 322 (261-355) 0.65
Creatinina 0.6 (0.5-0.7) 0.6 (0.5-0.6) 0.5 (0.5-0.6) 0.00
[mg/dL]
Urea [mg/dL] 17.1 (12.8-21.4) 17.1 (6.4) 12.8 (4.2) 0.01
BUN [mg/dL] 8 (6-10) 8 (6-9) 6 (10-15) 0.02
Acido urico 4.9 (4.3-6.3) 4.6 (3.9-5.5) 3.8 (3.1-4.5) 0.00
[mg/dL]
Glucosa 87 (75-97) 84 (77-99) 89 (82.5-96.5) 0.78
[mg/dL]
Proteinas en 972 152 - 0.00
orina de 24 H** (425-1652) (97-190)
Leucocitos* 10.4 (3.51) 9.0 (7.7-10.5) 9.4 (8.5-11.7) 0.33
TP [s] 10.4 (0.9) 10.9 (10.5-11.3) 11.1(10.6-11.4) 0.00
TTP [s] 25.7 (6) 27.4 (23.2-28.1)  26.7 (25.6-29.7) 0.30
ISM1 [pg/mL] 2.5 2.8 2.6 0.68
(2-3.2) (2.4-3) (2-3)
ISM2 [pg/mL] 51.7 82.6 110 0.03
(27.9-86.2) (26.9-125.3) (32.6-209.4)

N, ndmero. Hb, hemoglobina, Hto, hematocrito. AST, aspartato aminotransferasa. ALT, alanina
aminotransferasa. LDH, lactato deshidrogenasa. BUN, nitrégeno ureico en sangre. TP, tiempo de
protrombina. TTP, tiempo de tromboplastina parcial. H, horas. s, segundos.
Se muestran las medianas y el rango intercuartil en paréntesis.

Significancia estadistica: P menor que 0.05.

*[1073/pL].

**mg/24 horas (se utilizé prueba U de Mann Whitney).
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4.1 Niveles séricos de la proteina ISM1 en preeclampsia

Se analizaron los niveles de la proteina ISM1 en 30 pacientes con preeclampsia y
en 30 pacientes con embarazo normoevolutivo. La proteina ISM1 no mostré
diferencia significativa en preeclampsia en comparacién con el grupo control
(Figura 9).
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Figura 9. Niveles séricos de la proteina ISM1 en preeclampsia y grupo control.
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4.2 Niveles séricos de la proteina ISM1 en hipertensién gestacional

Se analizaron los niveles de la proteina ISM1 en 21 pacientes con hipertension
gestacional y en 30 pacientes con embarazo normoevolutivo. La proteina ISM1 no
mostro diferencia significativa en hipertension gestacional en comparacion con el

grupo control (Figura 10).
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Figura 10. Niveles séricos de la proteina ISM1 en hipertension gestacional y grupo control



30

4.3 Niveles séricos de la proteina ISM2 en preeclampsia

Se analizaron los niveles de la proteina ISM2 en 30 pacientes con diagndstico de
preeclampsia. Los resultados se compararon con 30 pacientes que cursaron con
embarazo normoevolutivo. La proteina ISM2 se encontré disminuida en pacientes
con preeclampsia en comparacion con el grupo control, estadisticamente

significativa, con una P igual a 0.036 (Figura 11).
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Figura 11. Niveles séricos de la proteina ISM2 en preeclampsia y grupo control
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4.4 Niveles séricos de la proteina ISM2 en hipertensién gestacional

Se analizaron los niveles de la proteina ISM2 en 21 pacientes con hipertension
gestacional y en 30 pacientes con embarazo normoevolutivo. La proteina ISM2 no
mostro diferencia significativa en hipertension gestacional en comparacion con el

grupo control (Figura 12).
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Figura 12. Niveles séricos de la proteina ISM2 en hipertension gestacional y grupo control
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CAPITULO 5
DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 Discusion

En el presente estudio se demostré que las pacientes con preeclampsia tienen
niveles séricos disminuidos de la proteina ISM2, en relacion con embarazo
normoevolutivo 'y con hipertension gestacional. Resultado que fue
estadisticamente significativo. Por su parte no se encontraron diferencias en los

niveles séricos de la proteina ISM1 en ninguno de los grupos estudiados.

De una manera general y simplificada, podemos decir que nuestros genes
codifican para proteinas, y que son gracias a las proteinas y su correcto
funcionamiento que todos los fendmenos bioldgicos que suceden en nuestro
organismo pueden llevarse a cabo. A partir de los sitios de mayor expresion de
una proteina, de la estructura de la proteina y de los elementos que componen a

su estructura, podemos dilucidar su funcionamiento en salud y en enfermedad.

Por lo anterior, resulté interesante el estudio en preeclampsia, de dos proteinas
(ISM1 e ISM2) con alta expresion en placenta en una enfermedad (preeclampsia)
cuyo organo central en su patogénesis es la placenta. Ademas, estas proteinas

poseen en su estructura elementos proteicos con funcidn en la angiogénesis.

Al respecto, la preeclampsia cuya etiologia es desconocida, se caracteriza por un
desbalance entre proteinas de caracter proangiogénico a favor de proteinas
antiangiogénicas. Los factores antiangiogénicos previamente estudiados como la
sFIt-1 y sEng se encuentran elevados en preeclampsia, mientras que factores
proangiogénicos como el VEGF y PIGF se encuentran disminuidos®'. Por estos
antecedentes, han mostrado tener un alto potencial como biomarcadores en esta
patologia. La proteina ISM1 ha sido estudiada como una proteina con funcién dual
en angiogénesis (antiangiogénica y angiogénica)*®?’. Por una parte, Zhang y cols
demostraron que ISM1 inhibe la proliferacion de células endoteliales inducida por
el VEGF, y por otra parte, ISM1 inmovilizada en el endotelio, promueve la

adhesion, supervivencia y migracion de células endoteliales, lo que caracteriza a
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un factor proangiogénico. Con base a esto y por su alta expresion en placenta,
decidimos estudiarla en preeclampsia. No obstante, no encontramos diferencias
en los niveles séricos de ISM1 en pacientes gestantes que cursaron normotensas,

en comparacion con pacientes que presentaron preeclampsia.

Por el contrario, los niveles séricos de la proteina ISM2 se encontraron
disminuidos en nuestras pacientes con preeclampsia en comparacién con las

pacientes sanas.

La proteina ISM2 tiene una expresion casi especifica en placenta'®?°

, lo que nos
permite afirmar que tiene una funcién placentaria fundamental y que su alteracion
afecta el correcto funcionamiento de este érgano. No hay trabajos publicados de
esta proteina. Lo que se encuentra en la literatura es la informacion que
proporciona una base de datos de expresion génica donde se muestra su alta
expresion en neoplasias (coriocarcinoma y cancer de pulmén)?. Bien es conocido
que en las neoplasias se lleva a cabo una angiogénesis importante como parte del
desarrollo del cancer, lo que le permite a éste perpetuar su crecimiento. No asi en
la preeclampsia donde la angiogénesis se ve afectada por una disminucion en los
niveles de factores proangiogénicos -como el VEGF- y disminucion en
vasodilatadores claves -como el oxido nitrico- lo que genera un vasoespasmo
generalizado, con disminuciéon de la perfusion tisular y consecuente dafio
multisistémico en el endotelio materno, afectando el cerebro, riidn, higado, y
manifestandose clinicamente con cefalea, visidbn borrosa, dolor abdominal y

laboratorialmente con proteinuria, transaminasemia, plaquetopenia, entre otras.

Por lo anterior, la disminucion de la proteina ISM2 en preeclampsia nos permite
inferir que es una proteina de caracter proangiogénica en esta enfermedad (y
probablemente en otras no estudiadas), ya que sabemos se incrementa en
padecimientos donde la angiogénesis es activa (neoplasia). Estudios recientes
sugieren que el VEGF y FGF son los principales factores angiogénicos en la

placenta®*®’

y describen una disminucion de estos factores en el desarrollo de
preeclampsia. Por lo tanto, la proteina ISM2 (nunca antes descrita en

preeclampsia) representaria un nuevo factor angiogénico placentario con
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participacion en la fisiopatologia de la preeclampsia, donde su disminucion en los
niveles séricos de las pacientes, contribuyera al dafio endotelial, favoreciendo el
vasoespasmo generalizado, con hipoperfusion secundaria, lo que a su vez genera

el desarrollo de hipertension, glomeruloendoteliosis, proteinuria y dafo hepatico.
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5.2 Conclusiones

En este trabajo se compararon los niveles séricos de las proteinas ISM1 e ISM2
en pacientes con preeclampsia, hipertensién gestacional y embarazo
normoevolutivo. Encontramos que la proteina ISM1, no muestra diferencia
significativa ninguno de los tres grupos. Por el contrario la proteina ISM2 se
expresa diferencialmente, de tal manera que observamos niveles en suero
disminuidos estadisticamente significativa en pacientes con preeclampsia en
relacion a pacientes con embarazo normoevolutivo. Lo anterior nos permitié
aceptar la hipétesis alterna y rechazar la hipotesis nula. La proteina ISM2 podria
ser una proteina de caracter proangiogénico en preeclampsia, en la que su
disminucién en pacientes genera vasoespasmo y disfuncion endotelial. Este es el
primer trabajo que estudia las proteinas ISM1 e ISM2 en pacientes con
preeclampsia (proteinas con alta expresion en placenta y con funcién en la
angiogeénesis). Nuestros hallazgos abren la posibilidad de nuevos estudios que
nos permitan elucidar la participacion de la proteina ISM2 en el desarrollo de
preeclampsia, para caracterizar su potencial funcién proangiogénica en esta

enfermedad y en otras patologias.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de abreviaturas

Abreviatura

ACOG
ADN
ADNc
AMOP
AST
ALT
BUN
CLAP
CMSPa
EHE
EHEC
ELISA
FGF
IMC
ISM
ISM1
ISM2
LDH
NHBPEP
OMS
OPS
PAD
PAS
pb
PGH
PIGF
RCP
RMA
sFlt-1
sEng
TGF-p
TSP1
TP
TTP
VEGF

Significado

Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia
acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico complementario

dominio de adhesién asociado en MUC4 y otras proteinas
aspartato aminotransferasa

alanina aminotransferasa

nitrégeno ureico en sangre

Centro Latinoamericano de Perinatologia

células mononucleares de sangre periférica activadas
Enfermedad hipertensiva del embarazo
Enfermedad hipertensiva del embarazo a clasificar
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
factor de crecimiento de fibroblastos

indice de masa corporal

isthmin

isthmin 1

isthmin 2

lactato deshidrogenasa

Programa Nacional de Educacion sobre Presion Arterial Alta
Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion Panamericana de la Salud

presion arterial diastolica

presion arterial sistolica

pares de bases

Proyecto Genoma Humano

factor de crecimiento placentario

reaccion en cadena de la polimerasa
promedio de multichip robusto

tirosinacinasa-1 similar a fms soluble

endoglina soluble

factor de crecimiento transformante beta

dominio trombospondina tipo 1
tiempo de protrombina

tiempo de tromboplastina parcial

factor de crecimiento endotelial vascular
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado

Titulo del Proyecto:

Evaluacion de las proteinas Isthmin 1 (ISM1) e Isthmin 2 (ISM2) como

biomarcadores en preeclampsia.

He sido informado acerca de mi participacion en el proyecto aqui citado. Estoy
consciente que me tomaran una muestra de sangre y posterior al nacimiento de mi
bebe se tomara muestra de placenta, requerida para esta investigacion. Se me
han explicado todas las dudas acerca de la participacion en el estudio, los riesgos
y los beneficios. Se me ha asegurado que es libre de costo y que se me
informaran de los resultados derivados de los estudios realizados si asi lo deseo.

De manera voluntaria acepto participar, y se me garantiza la confidencialidad de la

investigacion.

Nombre y firma del paciente o representante legal:

Nombre y firma del investigador:

Nombre y firma, testigo I:

Nombre y firma, testigo |lI:

Fecha:
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Anexo 3. Formato de historia clinica
HISTORIA CLINICA DE PACIENTES OBSTETRICAS

Datos generales
Nombre completo del paciente:

Edad: Fecha de elaboracion: Hora: Expediente:

Antecedentes heredo familiares

Diabetes mellitus SI NO Hipertension arterial SI NO
Cancer (CA) de mama SI NO CA cervicouterino SI NO
Cardiopatias SI NO Malformaciones SI NO

Tuberculosis SI NO
Antecedentes personales no patolégicos

Lugar de nacimiento: Escolaridad:

Estado civil: Ocupacion:

Religion: Grupo sanguineo:
Calidad de alimentacién: buena __ mala regular
Higiene personal: buena mala regular

Antecedentes personales patolégicos

Médicos: Alcoholismo:
Quirurgicos: Tabaquismo:
Transfusionales: Toxicomanias:
Alérgicos: Otros:

Antecedentes gineco-obstétricos

Menarca: __ Ritmo: __ Inicio de vida sexual: __ Gestas: Para:
Abortos: _ Cesareas: ____ Historial obstétrico:
Hijos vivos: _ Fecha de ultima menstruacion: _ Fecha probable de
parto. _ Fecha de ultimo parto: Método anticonceptivo:
Deteccion oportuna de CA de mama: Papanicolau:
Numero de contactos sexuales: _ Prueba inmunologica de

embarazo: Control prenatal: Multivitaminicos:



Toxoide tetanico: Sintomatologia
Percepcion de movimientos fetales:

Infecciones vaginales:

neurovegetativa:
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Infeccion de vias urinarias:

Interrogatorio por aparatos y sistemas

Cefalea Acufenos Fosfenos

Otros

Dolor epigastrio

Exploracion fisica
Talla
Tension arterial

Peso

Temperatura
General

Frecuencia cardiaca

Frecuencia respiratoria

Cabeza y cuello

Toérax

Abdomen

Genitales

Extremidades

Laboratorios
Biometria hematica completa

Leucocitos

Neutrofilos %
Linfocitos %

Monocitos %

Eosindfilos %

Basodfilos %

Eritrocitos

Hemoglobina

Hematocrito

Volumen corpuscular medio
Hemoglobina corpuscular media (HCM) __
Concentracion de HCM

Distribucién media eritrocitaria (Rwd)
Plaquetas

Deshidrogenasa lactica

Quimica sanguinea

Glucosa

Urea

Creatinina

Acido urico

Bilirrubina total

Bilirrubina directa
ALT
AST

Fosfatasa alcalina

Proteinas totales

Albumina




Pruebas de coagulacion Grupo y Rh
Tiempo de Protombina

Tiempo de Tromboplastina Parcial

Examen general de orina

Aspecto Cilindros Cetonas
Color Glucosa Cristales
Olor Leucocitos

pH Eritrocitos

Proteinas Gravedad especifica

Nitritos Esterasa leucocitaria

Proteinas en recoleccion de orina de 24 horas

Gabinete
Ultrasonido obstétrico Fecha

Interpretacion
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Terapéutica empleada
Alfa-metildopa S| NO dosis

Hidralazina S| NO dosis
Nifedipino S| NO dosis
Otros

Diagnéstico
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