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GLOSARIO

Aborto: Interrupcion del embarazo por debajo de la semana 22 o debajo de los 500
gramos de peso.

Citotrofoblasto: Capa celular interna del trofoblasto de los embriones de mamiferos a
partir de la cual se origina la capa externay las vellosidades coridnicas.

Embrién: Ser humano con periodo de desarrollo desde la implantacion hasta la semana
octava del desarrollo.

Edad gestacional: edad de un embrién o feto calcula sumando 2 semanas (14 dias) para el
ndimero de semanas completas desde la fertilizacidn.

Implantacién: el anclaje y la posterior penetracién del blastocisto (por lo general en el
endometrio) que se inicia 5 a 7 dias después de la fecundacion.

Recién nacido: Es el feto expulsado o extraido completamente de la madre,
independientemente de la duracién del embarazo.

Feto: Ser humano con periodo de desarrollo desde la novena semana hasta el nacimiento.

Placenta: 6rgano materno-fetal de los mamiferos muy vascularizado e importante de
transporte de oxigeno, nutrientes y productos fetales de desechos. Estd formada por una
parte fetal (vellosidades coridnicas) derivada de los trofoblastos y una parte materna
(decidua) que deriva del endometrio uterino.

Preeclampsia: complicacidon del embarazo caracterizada por un complejo de sintomas que
incluyen hipertensién materna y proteinuria, con o sin edema patoldgico. La preeclampsia
generalmente se produce después de la semana 20 del embarazo.

Restriccién de Crecimiento Intrauterino (RCIU):  retraso de un feto en alcanzar el
desarrollo fetal esperado en cualquier edad gestacional.

Sincitiotrofoblasto: capa sincitial externa del trofoblasto del embrién de los mamiferos, al
principio de su desarrollo, que erosiona la pared uterina durante la implantacién y da
lugar a las vellosidades de la placenta. (1)
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ABREVIATURAS

BPN: bajo peso al nacer

EVT: trofoblasto extravelloso

FT: factor tisular

GAPDH: gliceraldehido-6-fosfato deshidrogenasa
hPL: lactogeno placentario humano

IVFT: inhibidor de la via del factor tisular

PAI-1: inhibidor del activador del plasminoeno tipo |
PE: preeclampsia

PEG: pequefio para la edad gestacional

TM: trombomodulina

RCIU: restriccidn de crecimiento intrauterino

REPC: Receptor endotelial de la proteina C

sFIt1: receptor soluble de VEGF

TAFI: inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina
tPA: activador del plasminogeno tisular

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

uPA: uroquinasa
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RESUMEN

La preeclampsia y la Restriccion de crecimiento intrauterino (RCIU) son dos
complicaciones de embarazo con un alto componente en la morbilidad y mortalidad
perinatal. Se ha propuesto que una alteracidon en la hemostasis placentaria podria estar
involucrada con la fisiopatologia de estas entidades. El objetivo de este estudio fue
evaluar la alteracién en la coagulacidn a nivel de placenta en embarazos que cursaron con
preeclampsia y RCIU. Se obtuvieron placentas de embarazos con RCIU idiopatico y
preeclampsia y de controles. Se realizé anadlisis de la expresion de RNAm por PCR en
tiempo real de factor tisular, trombomodulina y PAI-1 en placenta. Adicionalmente se
evalud la expresion de hPL en el plasma de gestantes. En los resultados se encontré
aumento en la expresion de factor tisular (p=0,0105), de trombomodulina (p=0,0140) en
las placentas con preeclampsia, asi como aumento de la razén factor
tisular/trombomodulina en preeclampsia (p=0,001) y en RCIU (p=0,0411). Adicionalmente
fue posible extraer y amplificar RNAm de origen fetoplacentario en el plasma de
gestantes, sin embargo la diferencia entre casos y controles no fue significativa. En
conclusidn existe una alteracién de algunos mecanismos hemostaticos locales a nivel de la

placenta en embarazos que cursan con preeclampsia o RCIU.
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SUMMARY

Pre-eclampsia and intrauterine growth restrictions (IUGR) are two complications of
pregnancy with a high component of perinatal morbidity and mortality. It is proposed that
an alteration in placental homeostasis may be involved in the pathophysiology of these
entities. The aim of this study was to evaluate the alteration in placental coagulation in
pregnancies with preeclampsia and IUGR. It obtained placentas of pregnancies with
idiopathic IUGR or preeclampsia and controls. It carried out analysis of the mRNA
expression by real-time PCR of tissue factor, thrombomodulin and PAI-1 in placenta.
Additionally we evaluated the expression of hPL in plasma of pregnant women. It found
increased expression of tissue factor (p = 0.0105), thrombomodulin (p = 0.0140) in
preeclamptic placentas, as well as increased tissue factor reason / thrombomodulin level
in preeclampsia (p = 0.001) and in IUGR (p = 0.0411). Additionally it was possible to extract
and amplify mRNA of fetoplacental origin in plasma of pregnant women; however, the
difference between cases and controls was not significant. In conclusion there is an
alteration of local hemostatic mechanisms at the level of placenta in pregnancies that

occur with preeclampsia or IUGR.
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1. ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El embarazo normal estad asociado con cambios en la hemostasia, incluyendo incremento
de las concentraciones de factores de coagulacion y una disminucién de algunos factores
anticoagulantes naturales y fibrinoliticos. Estos cambios ayudan al mantenimiento de la
funcion placentaria durante el embarazo pero pueden predisponer a la formaciéon de
trombos y complicaciones vasculares en la placenta(2). El desarrollo de la placenta
depende de la proliferacion y desarrollo del citotrofoblasto y de sincitiotrofoblasto(3). El
sincitiotrofoblasto cumple una funcién muy importante como barrera entre la circulacion
materna y fetal.

Dos enfermedades asociadas con el desarrollo de la placenta son la preeclampsia (PE) y la
Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU). La preeclampsia es la principal causa de
morbimortalidad perinatal y materna a nivel mundial, por eso su investigacién es un
objetivo importante en obstetricia(4, 5).

La PE usualmente ocurre durante la segunda mitad del embarazo con una frecuencia del
2% al 8% (6) y en paises subdesarrollados alcanza hasta un 10%(5). Cerca del 10% al 15%
de las muertes maternas estan asociadas con PE y eclampsia en paises subdesarrollados y
en via de desarrollo(7, 8). En nuestro pais esta cifras alcanzan el 42%(9), ademas las
complicaciones de la preeclampsia en la salud de la madre y feto-recién nacido requiere
cuidado especializado y costoso que aumenta los gastos en atencion médica pos este
motivo, en preeclampsia el diagndstico e intervencidon oportuna son importantes para
disminuir la mortalidad materna y fetal(4).

La RCIU se define como un cuadro clinico en el cual el feto no alcanza su pleno potencial
de crecimiento y como desenlace final se encuentra una disminucién en el peso corporal,
siendo menor al percentil 10 para la edad gestacional segun las tablas de crecimiento(10).
La RCIU es la causa mas importante de mortalidad y morbilidad natal, afectando
aproximadamente entre 7-15% de los embarazos(11). En los paises en via de desarrollo la
RCIU es la forma mdas comun de bajo peso al nacer (BPN)(12). La prevalencia de RCIU varia

ampliamente entre los paises en desarrollo, encontrandose desde 10-55% y segun lo
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reportado por el estudio colaborativo de antropometria materna y desenlace del
embarazo de la OMS del 17% en Colombia(13).

Avances en la prevencién y manejo de estas enfermedades requerird progresos en la
comprension de su fisiopatologia a nivel molecular(4). Se ha propuesto que una alteracidn
en la homeostasis placentaria podria estar involucrada con la causa de la RCIU y PE ya que
el embarazo representa un estado de riesgo de hipercoagulabilidad con cambios
adquiridos en factores hemostaticos(14), ademas ya se ha reportado que placentas con
PE y RCIU presentan anormalidades en la vascularizacidn, vasculitis, trombosis de las
arterias espirales e infartos en el parénquima(15). Adicionalmente, en los embarazos con
PE la reduccion de la presion de la perfusion uteroplacentaria y la consiguiente
isquemia/hipoxia placentaria durante el embarazo tardio puede ser causado por una
inadecuada invasiéon citotrofobldstica de las arterias espirales uterinas en el inicio del
embarazo(16), esta isquemia/hipoxia puede desencadenar la liberacion de factores
placentarios que inician una cascada de eventos celulares y moleculares produciendo una
disfuncion de las células endoteliales y del musculo liso con posterior aumento de la
resistencia vascular y presién sanguinea(16). En la placenta las principales moléculas que
mantienen el equilibrio hemostatico son el factor tisular, la trombomodulina y el PAI-1(16,
17), por este motivo, este trabajo se enfocd en evaluar la expresion de los niveles de
MRNA de estos factores en placentas de embarazos que desarrollaron preeclampsia o

RCIU y compararlas con placentas de gestaciones sin complicaciones.
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2. MARCO TEORICO O ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 LA PLACENTA

La placenta es el érgano encargado de realizar el intercambio de sangre materna y fetal y
gases y sustancias nutritivas y posee una funcion metabdlica y endocrina(18). El feto
depende de la placenta que funciona como sus pulmones, rifiones e higado hasta que la
maduracién suficiente del feto le permite sobrevivir fuera del Utero(1). La formacién vy el

establecimiento de la placenta se lleva a cabo por un proceso denominado: placentacién.

La placenta madura mide entre 15 y 25 cm, espesor de 3 cm, con un peso aproximado
entre 500 y 600 gramos. La relacion entre peso placentario y peso fetal es de 1/5 a 1/6. La
cara fetal de la placenta, es de superficie lisa, brillante, cubierta por el amnios, membrana
muy fina y sedosa. Se observan arterias y venas de grueso calibre, los vasos coriénicos,

que convergen hacia el cordén umbilical(18).

2.1.1 DESARROLLO DE LA PLACENTA

El primer paso de la placentacién es la implantaciéon del embridn, esto se realiza alrededor
del 72 u 82 dia postfecundacién, en fase de blastula, este proceso se conoce como la
invasidn trofobldstica. El trofoblasto se diferencia en 2 capas: una capa interna de células
mononucleadas, el citotrofoblasto y una zona externa multinucleada sin limites netos, el
sincitiotrofoblasto. El sincitio invade poco a poco los capilares maternos, llamados
sinusoides. Las lagunas sincitiales se tornan continuas con los sinusoides y la sangre
materna penetra en el sistema lacunar (Figura 1). A medida que el trofoblasto erosiona
mas y mas sinusoides, la sangre materna comienza a fluir por el sistema trofoblastico

estableciéndose la circulacién Uteroplacentaria(18).
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Figura 1. Blastocisto en el dia 14 que muestra la estructura de la placenta (19)

El segundo paso caracteriza por la aparicion de vellosidades en el trofoblasto. Las células
del citotrofoblasto proliferan localmente y se introducen en el sincitiotrofoblasto
formando las vellosidades primarias. Posteriormente, las células mesodérmicas penetran
en el nucleo de las vellosidades primarias y crecen en direccion de la decidua. La
estructura neoformada es una vellosidad secundaria. Hacia el final de la tercera semana,
las células mesodérmicas de la parte central de la vellosidad comienzan a diferenciarse en
células sanguineas y en vasos sanguineos de pequefio calibre, formando la vellosidad
terciaria o vellosidad placentaria definitiva. Los capilares en la vellosidad terciaria, se
ponen en contacto con los capilares de la placa coridnica y pediculo de fijacidn. Estos
vasos, a su vez, establecen contacto con el sistema circulatorio intraembrionario
conectando asi la placenta y el embridn. Las vellosidades que van desde la placa coridnica
a la decidua basal (ldmina decidual) se denominan vellocidades troncales o vellosidades de
anclaje. Las que se ramifican a partir de los costados de los troncos vellosos representan
vellosidades libres (terminales) y a través de ellas se produce el intercambio de elementos

nutritivos, etc(18).

En los meses siguientes, de los troncos de las vellosidades salen abundantes
prolongaciones pequefias. En estas vellosidades neoformadas, al comienzo del cuarto

mes, desaparecen las células citotrofoblasticas y algunas células del tejido conectivo. Las
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Unicas capas que separaran la circulacién materna y fetal son el sincitio y la pared
endotelial de los vasos sanguineos. Con frecuencia el sincitio se adelgaza y grandes
segmentos que poseen varios nucleos pueden desprenderse y llegar a los lagos
sanguineos intervellosos. Estos segmentos, llamados nudos sincitiales, entran en la

circulacion materna y por lo comun degeneran sin causar sintoma alguno(18).

Hacia el comienzo del cuarto mes de gestacion, la placenta estd constituida por la porcién
fetal, el corion frondoso, rodeado por la [dmina coridnica, y la porcién materna, la decidua
basal, cuya [dmina decidual es la parte mas intimamente incorporada en la placenta. En la
zona de unidon se mezclan células sincitiales y células deciduales, que poseen abundante
material mucopolisacarido. En este momento, la mayor parte de células citotrofoblasticas
se han degenerado. En el tercer paso, hacia los meses cuarto y quinto se forman los
tabiques deciduales, que sobresalen en los espacios intervellosos sin llegar a la lamina
coridnica. Esta formacidn contiene un nucleo central de tejido materno, pero su superficie
estd cubierta por una capa de células sincitiales. De esta forma siempre hay una capa de
células fetales que separa la sangre materna que se encuentra en los lagos intervellosos. A
partir de este momento la placenta crecerd paralelamente al aumento del tamafio del
utero y al crecimiento del feto sin sufrir cambios importantes. El aumento del grosor de la
placenta es consecuencia de la abundante arborizacidon de las vellosidades ya existentes y

no de un crecimiento en nimero de las mismas(18). (Figura 2)
i
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Figura 2. Placenta humana a término. (1)
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Durante el embarazo normal, el remodelamiento arterial en el Utero es caracterizado por
cambios estructurales que incluyen la desintegracion de la tunica media, de la lamina
eldstica interna y el remplazo de endotelio por células del trofoblasto extravelloso (EVT)
gue expresan un fenotipo endotelial. Estos cambios estructurales ocurren a lo largo de las
arterias del endometrio y en una parte significativa del miometrio. Dichos cambios
involucran la conversidn de los tubos angostos de las arterias en tubos flacidos y amplios
que facilitan una perfusiéon placentaria sin obstaculos. Los cambios tempranos en las
arterias utero-placentarias, por ejemplo la activaciéon de células endoteliales, se inician
antes de la formacidn de las células del EVT en el sitio arterial, mientras que la finalizacién
del proceso de remodelamiento incluyen el remplazo del endotelio por trofoblasto

seguido de la migracion de células del EVT y la invasién de las arterias(20). (Figura 3)

Interstitial extravillous trophoblast

Endovascular extravillous trophoblast

Anchoring villus \

Syncytiotrophoblast

Cytotrophoblast

Extravillous trophoblasts —-q_“ ;,-.' ; Decidua
Endothelium - basalis
Spiral artery
Myometrium

Early End of 1st Midgestation 3rd trimester
pregnancy trimester

Figura 3. Placentacién. En la placentacion normal las celulas trofoblasticas invaden el
endotelio de los vasos sanguineos maternos generando un remodelamiento vascular para
promover la adecuada perfusion sanguinea. (1)

Los cambios en los niveles de oxigeno son importantes en la invasién trofoblastica.
Durante la implantacién y en la placenta hay bajos niveles de pO;en el primer trimestre
del embarazo necesarios para una maxima invasion trofobldstica. Algunos estudios han

revelado que los niveles bajos de oxigeno estimulan la invasién in vitro de trofoblastos del
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primer trimestre(21). Este incremento en la capacidad invasiva va ligado a una expresion
elevada de algunos componentes del sistema de activacién del plasminégeno. El proceso
de invasidn trofoblastica en las células del endometrio, se facilita por la degradacién de la
matriz extracelular del endometrio/decidua, catalizada por: activador del plasmindgeno
tipo urocinasa (uPA), receptor de activador del plasmindgeno-urocinasa (uPA-R),
activadores de los inhibidores del plasminégeno (PAl) y metaloproteinasas de matriz
(MMPs), producidas por citotrofoblastos seleccionados en diversos estadios de la
implantacién/placentacion. A medida que el citotrofoblasto se desplaza a través de la
decidua, poblaciones seleccionadas de estas células se unen a diversos componentes de la
matriz extracelular de las células estromales de la decidua. Esto facilita la migracién y, con
ello, el establecimiento de anclajes de la placenta para la decidua(18, 21). A medida que
avanza el embarazo, en el tercer trimestre y el proceso de invasidon trofoblastica
disminuye, los niveles de oxigeno aumentan con el correspondiente incremento en el flujo

sanguineo(21). (Figura 3)

2.2 COMUNICACION MATERNO-FETAL

Luego de la concepcidn, el establecimiento y mantenimiento del embarazo humano esta
determinado por el blastocisto y luego por los tejidos fetales, embrionarios vy
extraembrionarios. Se establece un sistema de comunicacién biomolecular entre el cigoto-
blastocisto-embrion-feto y la madre, que funciona desde antes de la implantacién y
continda durante el parto. Este sistema no es unidireccional, ademas del aporte de
nutrientes de la madre al feto, este ultimo envia numerosos mensajes a la madre en este
sistema bidireccional de comunicacion. El sistema de comunicacidn materno-fetal es
esencial para la implantacién correcta del blastocisto, el reconocimiento materno del
blastocisto, el mantenimiento del embarazo, las adaptaciones maternas al embarazo, la
maduracién, nutricién fetal y quizas el comienzo del parto. En primera instancia estos
procesos fisioldgicos evolucionan a partir de modificaciones que estdn a cargo de los

tejidos embrionarios y fetales y son inducidas por la madre(1).
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Existen dos ramas fundamentales del sistema materno fetal anatémico y funcional. Uno es
el brazo placentario cuyos componentes funcionales incluyen procesos nutritivos,
endocrinos e inmunoldgicos. El otro es el brazo paracrino cuyos componentes funcionales
incluyen el mantenimiento del embarazo, la tolerancia inmunolégica, la homeostasis del

liguido amnidtico y la proteccidn fisica del feto(1).

Los trofoblastos vellosos y extravellosos son los tejidos embrionarios fetales de la
interface anatomica del componente placentario mientras que las membranas fetales
avasculares, el amnios y el corion liso son los tejidos fetales de la interfase anatédmica del
miembro paracrino de este sistema. El componente placentario de este sistema vincula a
la madre con el feto del siguiente modo: la sangre de la madre, bafia directamente el
sinciotiotrofoblasto y la superficie externa de las vellosidades trofoblasticas; la sangre
fetal esta contenida dentro de los capilares fetales, que recorren los espacios intravellosos
de las vellosidades. Por consiguiente, en todos los sitios de contacto directo entre célula 'y
célula, los tejidos de la madre (decidua y sangre) estdn yuxtapuestos a células
extraembrionarias y no a células embrionarias o sangre fetal. Esta es una disposicidén
importante para la comunicacién entre el feto y la madre y para la aceptacién del

producto de la concepcion en la madre(1).

Una de las hormonas mas importantes en el embarazo es el Lactégeno Placentario
Humano (hPL). Esta es una proteina de sintesis exclusiva de la placenta producida por el
trofoblasto. Modifica el metabolismo de la madre durante el embarazo para facilitar el
suministro de energia al feto(1). Algunas de sus funciones son:
1. Lipdlisis materna con incremento de acidos grasos circulantes. Este proceso es una
fuente importante de energia para el metabolismo materno y la nutricién fetal.
Estudios in vitro sugieren que el hPL inhibe la secrecién de leptina en trofoblastos a

término.
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2. Tiene accidn anti-insulinemica o “diabetogénica” que incrementa los niveles
maternos de glucosa. Esto favorece la sintesis de proteinas y provee una fuente
disponible de aminodcidos para el feto.

3. Es una potente hormona angiogénicos que desempefia un papel importante

en la formacion de la vasculatura fetal (1)

Se ha demostrado que la medicion de hPL podria ser utilizado para medir la funcion
placentaria. La concentracién de lactogeno placentario sérico aumenta con la edad
gestacional y hay una correlaciéon con el peso de la placenta. Adicionalmente se ha
encontrado aumentado en mujeres con diabetes y disminuido en insuficiencia

placentaria(22-25).

2.3 HEMOSTASIS EN EL EMBARAZO

Durante el embarazo normal y el puerperio, se producen cambios en el sistema
fibrinolitico y de la coagulacién, por lo que estas condiciones proveen un ambiente
adecuado para la formacidon de eventos trombdticos debido al desequilibrio entre el
estimulo trombogénico y mecanismos protectores como son los inhibidores de los
factores de la coagulacion(26). Existen evidencias de un estado de hipercoagulabilidad
durante la gestacion, por lo que el embarazo se ha incluido en el grupo de las llamadas

trombofilias adquiridas(26-28).

2.3.1 HEMOSTASIS EN LA PLACENTA

Los blancos potenciales de patologias de la coagulacidn incluyen Ila circulacién
uteroplacentaria, el plato basal, el espacio intervelloso, la superficie vellosa del
sincitiotrofoblasto y la vasculatura fetoplacentaria. Los dos componentes materno vy fetal
juegan un papel muy importante en la hemostasia placentaria. Mientras que la sangre
materna circula en el espacio intervelloso placentario, las células trofoblasticas en

contacto con la circulacion provienen del feto. Los componentes de la coagulacién que
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provienen de la madre son los factores de coagulacién, la proteina C y la proteina S. Los
provenientes del feto son el factor tisular (FT), las proteinas anticoagulantes como la
trombomodulina (TM), el receptor endotelial de la proteina C (REPC) y la anexina V.
Algunos componentes son derivados de origen materno y fetal como el inhibidor de la via
del factor tisular (IVFT), el activador del plasmindgeno tisular (tPA) y la uroquinasa

(uPA).(29)

La coagulacidn en la superficie del trofoblasto puede iniciarse debido a varios estimulos
incluyendo apoptosis y endotoxinas circulantes. El trofoblasto esta en continua
regeneracion con fases de proliferacion, fusién, diferenciacién funcional y diferenciacién
terminal donde juega un papel muy importante la cascada apoptoética(30, 31). Los eventos
hemostaticos operan en la superficie materna del trofobldsto, principalmente en la
superficie trofoblastica alterada o apoptdtica, la cual se encuentra en constante estado
entre coagulacion y fibrindlisis(31). El epitelio dafiado activa la cascada extrinseca de la
coagulacién, este fendmeno se ha evidenciado en sincitiotrofoblastos sanos los cuales son
potencialmente procoagulantes externalizando la fosfatidil serina en la superficie de la
membrana materna durante la fusion del cincitiotrofoblasto(32). A pesar de estas
observaciones la coagulacién no ocurre a través de toda la superficie debido a que el
trofoblasto produce proteinas anticoagulantes como la trombomodulina y la anexina
V(33-35). Otros factores en el trofobldsto o en su superficie que pueden influenciar a
hemostasis son la sintasa del Oxido Nitrico la cual estd asociada con la sintesis del éxido
nitrico y la reduccién de la activacién plaquetaria(36, 37).

Los cambios hemostdticos que ocurren en la circulacidon uteroplacentaria durante el
embarazo incluyen adaptacién fisiolégica en las arterias espirales uterinas, estos cambios
son necesarios para la acomodacién del incremento del flujo materno en el espacio
intervelloso(31). Las arterias espirales de la decidua del revestimiento trofoblastico, tienen
reducida la capacidad de lisar la fibrina al compararlas con la vasculatura endotelial; este
fendmeno puede ser causado por los altos niveles de inhibidores del activador del

plasminégeno (PAI)(38). El principal mediador de la hemostasis en la placenta es el factor

29



tisular, el cual previene la hemorragia post-implantacién(34). Algunos componentes de la
coagulacién no solo estan involucrados en la hemostasia sino también en la diferenciacion
de los vasos sanguineos placentarios(39). Existe una tendencia pro coagulante que hace a
la placenta mas susceptible de riesgo trombético y un exceso en la activacién de la
coagulacién requiere mecanismos inhibitorios para evadir la oclusién vascular(31). (Figura

4).

t-PA, u-PA-»plg 3 ™ Ve, EFCR T
: o/ l % / pC
Pﬁ his— .53 THROMBIN APG 'p§
Vila t 8 |
+\‘ lx‘ ’ —g x.! a:' !
M m “ v. o< - &7
TFPI / TFPI-2
!

Endothelial cells

Figura 4. Mecanismos hemostaticos en los vasos sanguineos (29)

Los principales mecanismos procoagulantes, anticoagulantes y antifibrinoliticos que
juegan un papel muy importante en la hemostasis placentaria son el factor tisular, la

trombomodulina y el PAI-1, respectivamente.

2.3.1.1 FACTOR TISULAR

El factor tisular (FT), el principal activador de la coagulacién, es una glicoproteina
producida e inducida en monocitos y células endoteliales. El contacto del factor VIl con el
factor tisular da inicio a la via extrinseca de la coagulacién(31). Tiene tres dominios: uno
extracelular (residuos 1-219), uno hidrofébico (residuos 220-242) y uno citoplasmatico
(243-263) (40)(Figura 5). El gen del FT se localiza en el cromosoma 1 en la region 1p21-
22(40, 41). Tiene un tamaio de 12.4 kb y posee 6 exones(42).
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Durante el embarazo la placenta es una fuente importante de FT(29). Las células del
trofoblasto, las cuales limitan con las microvellosidades fetales, posiblemente son las
candidatas para enfrentar la coagulacion inmediata en la placenta(29). Por esta razon se
han realizado estudios investigando la presencia del FT en el trofoblasto y se ha
demostrado su presencia en las membranas microvellosas(43), adicionalmente Dalaker
(1985) trabajando con células citotrofoblasticas de ratén, demostré que estas producen
factor tisular in vitro (44), Revardieu et al. cultivé células trofoblasticas de placenta
humana vy logré identificar factor tisular de extractos de membranas del
sicitiotrofoblasto(45). Sin embargo diferentes autores han reportado que no han logrado
localizar el FT en el trofoblasto (46) y en otro estudio con inmunohistoquimica se localizé
en las células perivaculares de la vasculatura vellosa(47). La discrepancia entre los
estudios puede ser explicada por el uso de diferentes métodos de investigacidon por

ejemplo diferentes anticuerpos y diferentes técnicas de inmunohistoquimica(29).

La implantacion y el desprendimiento de la placenta de las paredes uterinas son dos
procesos hemostaticos importantes durante el embarazo. El FT es esencial en los procesos
de embriogénesis, angiogénesis, implantacidn y hemostasis y la placenta es la fuente
transitoria durante el embarazo(48, 49). La presencia de grandes cantidades de FT parece
ser esencial para el mantenimiento de la hemostasis en la placenta y en el Utero(29).
Posiblemente el factor tisular actua previniendo la hemorragia post implantacional
durante la invasién trofobldstica endovascular(50). Se ha demostrado evidencia de su
importancia en ratones transgénicos que expresaban bajas cantidades de FT humano los
cuales presentaban una incidencia del 14-18% de hemorragia fatal postparto y los que no
expresaban FT ni humano ni murino presentaban una incidencia del 42% de hemorragia
fatal en la mitad del embarazo, sugiriendo que el FT juega un papel importante en la
hemostasis uterina(17, 51). En la placenta, el FT probablemente funciona tanto como un

activador de la coagulacidon y como sefializador para el desarrollo de vasos sanguineos(29).
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Figura 5. Estructura del factor tisular y su unién al factor VII (52)

2.3.1.2 TROMBOMODULINA

La Trombomodulina (TM) es una proteina de membrana endotelial la cual forma
complejos no covalentes con la trombina. Tiene una funcién de anticoagulante natural
alterando la especificidad del sustrato de la trombina. Cuando la trombina se une con la
TM, la actividad procoagulante de la trombina se inhibe y la eficacia del complejo TM-
trombina activa la proteina C (anticoagulante). La proteina C activa degrada a los factores
de coagulaciéon V y VIII activados, resultando en una disminuciéon de la produccién de
trombina e inhibicién de la coagulacién(33). Esta proteina pesa 63.3 kDa y tiene 575
aminoacidos. La secuencia predictiva de la proteina incluye un péptido sefial de 21
aminodcidos, un dominio de union al ligando amino terminal de 223 aminoacidos (lecitin-
like), una region de homologia al factor de crecimiento epidermico (EGF) de 236
aminoacidos, un segmento rico en serina/treonina de 34 aminoacidos, un dominio
transmembrana de 23 aminodcidos y un tallo citoplasmatico de 38 aminodcidos(53).
(Figura 6). Se localizé el gen de la trombomodulina en la el cromosoma 20 en la regidon
20p11.2(54). Jackman et al., estudiaron la estructura del gen de la trombomodulina y

reportaron la ausencia de intrones(55).
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Figura 6. Estructura de la trombomodulina. Modificado de (56)

La TM se expresa en el endotelio capilar y por lo tanto se encuentra en altas
concentraciones en o6rganos altamente vascularizados como corazén, pulmones y
placenta(57). En la placenta, la TM se expresa en el trofoblasto y en el endotelio capilar
fetal(33). La via anticoagulante principal en la placenta es mediada por la TM(16). La
disminucién de TM se ha asociado con la formacién de depdsitos de fibrina o trombos en
los vasos, resultando tanto en una falla en la anticoagulacion o fibrindlisis(58); estos
trombos impiden la circulacidon sanguinea a través de la microcirculacidn placentaria y se
asocian con cambios isquémicos(16). En modelos animales se ha encontrado que un mal
funcionamiento del gen de la TM conlleva a la letalidad embrionaria causada por un
defecto en la placenta. Estos estudios muestran que una funcién del sistema
trombomodulina-proteina C es controlar el crecimiento y sobrevivencia de las células
trofoblasticas de la placenta. Esta funcién es esencial para el mantenimiento del

embarazo(59).
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2.3.1.3 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO 1

El inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) es el inhibidor fisiolégico de Ia
uroquinasa (uPA) y del activador de tejido del plasmindgeno (tPA). Forma un complejo
estable PAI-1-tPA con una proporcién de 1:1 y es uno de los principales reguladores del
sistema fibrinolitico in vivo(29). Estd codificado por el gene SERPINE1 y regula
negativamente la fibrindlisis e inhibe la disolucion de los coagulos(60). Ginsburg et al.,
aislaron el cDNA de PAI-1 y por andlisis de secuencia nucleotidica, encontraron que este
cDNA codifica para una pre-proteina de 402 aminodcidos. La molécula madura contiene
379 aminodcidos con un peso aproximado de 42.7 kDa. (Figura 7). La secuencia de
aminodcidos tiene extensa homologia con los miembros de la familia de inhibidores de la
serina proteasa (SERPINs)(61). El gen SERPINE1 tiene aproximadamente 12.2 kb y contiene

9 exones (62) y estd ubicado en el cromosoma 7 en la regidén 7q22.1-q22.3(63).

|
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Figura 7. Estructura de la proteina PAI-1 (Autoria propia)

La forma activa de PAI-1 es inestable y tiene una vida media de 30 minutos. La
vitronectina ha sido identificada como una proteina que se une al PAI-1 en el plasma,
estabilizando la forma activa. Cuando las plaquetas son estimuladas por trombina, PAI-1
es liberado de la superficie placentaria protegiendo al coagulo de una lisis prematura. Este
mecanismo causa un incremento acelerado de PAI-1 en la circulacion. La trombina

también estimula la sintesis de PAI-1 en las células endoteliales(64).

En la placenta PAI-1 se ha localizado en las el sincitiotrofoblasto de las vellosidades, asi
como en el espacio extravelloso intersticial y en el trofoblasto vascular; también fue

encontrado co-localizado con fibrina perivillosa que recubre las vellosidades
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coridnicas(65). La biosintesis de PAI-1 es inducida por citoquinas incluyendo el factor de
necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1)(66). La expresién anormal puede afectar
el mecanismo de degradacién de la fibrina promoviendo la acumulacién de los
depdsitos(67), esta acumulacidon causa oclusién e infartos en los vasos placentarios,
resultando en una insuficiencia placentaria y posible aborto(29). Se ha demostrado la
presencia de PAI-1 en placentas de embarazo normal y una elevacidon en los niveles

plasmaticos (68, 69) comparados con mujeres no embarazadas.

2.4 ENFERMEDADES EN EL EMBARAZO DE ORIGEN PLACENTARIO

2.4.1 RESTRICCION DE CRECIMIENTO INTRAUTERINO (RCIU)

2.4.1.1 DEFINICION

La RCIU se define como el cuadro clinico en el cual el feto no alcanza su pleno potencial de
crecimiento y como desenlace final se encuentra una disminucién en el peso corporal,
siendo menor al percentil 10 para la edad gestacional segun las tablas de crecimiento(10).
Segun el consenso basado en las diferentes recomendaciones internacionales los fetos
gue presentan uno o varios de los siguientes parametros son considerados como posibles
casos de RCIU:

e Crecimiento fetal por debajo del percentil 10 para la edad gestacional con signos
de compromiso fetal que incluyen anormalidades de la circulacién feto placentaria
identificadas por Doppler, disminucion del liquido amnidtico o alteraciones en las
pruebas de bienestar fetal (perfil biofisico fetal, monitoreo no estresante - NST).

e El feto con un peso inferior al percentil 3 para la edad gestacional calculado por
ecografia.

e Feto con circunferencia abdominal por debajo del percentil 2,5 para la edad

gestacional sin alteraciones de otros parametros biométricos (70)
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Adicionalmente, las definiciones propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) incluyen indistintamente fetos con RCIU y fetos constitucionalmente pequefos ya
gue define a los recién nacidos pequefios para la edad gestacional (PEG) como todos
aquellos con peso al nacer por debajo del décimo percentil para la edad gestacional seguin
la curva de Williams(12). La RCIU esta asociado con un incremento en la morbimortalidad
perinatal y neonatal (10, 71). Ademas, posteriormente los nifios con RCIU pueden cursar
con alteraciones en el crecimiento y desarrollo neurocognitivo (13, 72). También se ha
descrito asociacién de bajo peso al nacer (BPN) con posterior desarrollo de patologias del
adulto como resistencia a la insulina y enfermedad cardiovascular, este hallazgo se ha

denominado “hipdtesis Barker”(73).

2.4.1.2 CLASIFICACION

La RCIU puede ser clasificada dependiendo de la severidad, si se encuentra entre los
percentiles 5-10 se clasifica como una RCIU leve, si se encuentra entre los percentiles 2-5

es una RCIU moderada y menor del percentil 2 se clasifica como una RCIU severa(74).

Otra forma de clasificarla, que actualmente ha entrado en desuso, depende de que tan
temprano se haya generado el dafio. Esta clasificacién es: simétrica o asimétrica. La RCIU
asimétrica ocurre debido a una autorregulacién fetal del flujo sanguineo. La respuesta
inicial a la falta de suministro de oxigeno y nutrientes al feto resulta en la derivacion del
flujo sanguineo a dérganos importantes como el cerebro y las glandulas adrenales. En los
musculos y otros érganos como el rifidn baja el suministro sanguineo resultando en un
cuerpo mas pequefio que la cabeza, disminucion en la masa muscular y oligohidramnios.
Si el compromiso en la entrega de oxigeno y nutrientes es temprano, persistente o

profunda, todos los 6rganos y tejidos se afectaran y se presentard la RCIU simétrica(75).
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2.4.1.3 EPIDEMIOLOGIA

La RCIU es la causa mds importante de mortalidad y morbilidad perinatal, afectando
aproximadamente entre 7-15% de los embarazos(11). En los paises en via de desarrollo la
RCIU es la forma mas comun de BPN(12). La prevalencia de RCIU varia ampliamente entre
los paises en desarrollo, encontrdndose desde 10-55%. Segun lo reportado por el estudio
colaborativo de antropometria materna y desenlace del embarazo de la OMS el RCIU se
presenta en un 17% en Colombia(13). Se ha demostrado que el 52% de los mortinatos
estdn asociados con RCIU y el 10% de la mortalidad perinatal es consecuencia de la RCIU.
Hasta el 72% de muertes fetales sin explicacion estan asociadas a PEG por debajo del

percentil(76).

2.4.1.4 ETIOLOGIA

La RCIU es considerada una condicién multifactorial que involucra a varios factores de
diverso origen que pueden alterar el crecimiento fetal, como son: factores maternos
(hipertensién, patologia renal, cardiopatias, sindrome de anticuerpos antifosfolipido,
alcohol, cigarrillo, drogas ilicitas, desnutricion) y factores feto-placentarios (Insuficiencia
placentaria asociada o no a patologia materna, preeclampsia, nefropatias, trombofilias,
anomalias congénitas, infecciones congénitas, gestaciones multiples y anomalias
cromosdémicas)(74). El RCIU es idiopatico en el 40-50% de los casos, pero se conocen
factores que afectan el crecimiento fetal normal, como son: paridad, raza, sexo fetal,
altitud, gestacion multiple y talla y peso maternos(77). Entre los factores de riesgo, los
mecanismos trombaticos llevan a otras complicaciones en el embarazo ademas de RCIU,
como defectos del tubo neural, abruptio de placenta y preeclampsia (78, 79). Por otro
lado se ha observado una fuerte asociacién entre un cariotipo fetal anormal, defectos
genéticos mendelianos, disomias uniparentales y RCIU. Por este motivo se han realizado
estudios de genes candidatos implicados en esta enfermedad. Existen varios estudios en

modelos murinos en los cuales mutaciones en varios genes candidatos resultan en un
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compromiso de la funcion placentaria y RCIU. Por ejemplo mutaciones en gen ESX causa
un falla en la vascularizacidn del laberinto placentario(80), ratones knok-out del gen Igf2
tienen un transporte placentario insuficiente(81) y ratones deficientes de p57/Kip2
presentan cambios en el laberinto y en el espongiotrofoblasto(82). Estos datos indican
gue la RCIU no debe ser considerada una enfermedad per se, sino un manifestacion de
muchos posibles defectos genéticos que afectan principalmente el desarrollo y funcién

placentario(83).

2.4.1.5 FISIOPATOLOGIA

El crecimiento fetal es un proceso complejo regulado por factores genéticos,
disponibilidad de nutrientes uteroplacentarios y hormonas. Sin embargo,
independientemente de la condicién de base, un feto que no alcanza su potencial de
crecimiento estd, por definicidn, sometido a procesos de reduccidn tisular debido a la
disminucién del suministro nutricional de la circulacién materna(83).

El metabolismo y transporte placentario son los factores principales involucrados en la
nutricion y metabolismo fetal ya que ellos determinan la disponibilidad de oxigeno y
nutrientes al feto. La placenta es el 6rgano clave entre la madre y el feto, pero su funcién
no puede ser simplemente descrita como conductor pasivo, sino debe considerarse como
un sensor entre las condiciones maternas nutricionales, metabdlicas, endocrinas y
vasculares y los requerimientos fetales(84). Un fenotipo placentario asociado con defectos
en el metabolismo de la placenta y el transporte se ha descrito en RCIU. Estudios han
demostrado de forma consistente una reduccién significativa en el suministro de
aminoacidos de la placenta hacia el feto(84). La disminucion del flujo materno sanguineo
puede deberse a obstrucciones en los vasos. Los depdsitos de fibrina en el espacio
materno intervelloso es un hallazgo comuin en las placentas con esta patologia. Los dos
hallazgos patoldgicos mds frecuentes involucrados con acumulacidn de depdsitos
anormales de fibrina asociados con RCIU son infartos del piso materno e intervellositis
crénica masiva(15). En la RCIU con flujo umbilical normal, la concentracién de
aminoacidos y acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) estdn
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significativamente disminuidos, mientras que los acidos grasos no esterificados (NEFA)
estan significativamente aumentados. En los casos mas severos, el flujo sanguineo
umbilical se ve afectado y como consecuencia hay cambios en la circulacidn sanguinea en
el cerebro, higado y corazén del feto. En esta situacion el feto desarrolla progresivamente
hipoxia y lactacemia, los niveles de gradientes de glucosa se aumentan y ocurren cambios
en el transporte placentario para acidos grasos y proteinas(84). En la Figura 8 se resumen

los cambios metabdlicos en relacion a la severidad de |a RCIU.
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Figura 8. RCIU placentaria. Los cambios en el peso, superficie y permeabilidad de la
placenta se producen junto con los cambios en el flujo de la sangre Utero/umbilical que
conducen a la perfusidn desigual y a la reduccion de la transferencia de nutrientes. Por
otra parte, cambios funcionales ocurren en el transporte de nutrientes placentarios y en la
funcién metabdlica/endocrina. En conjunto, estas alteraciones placentarias llevan a
cambios en la trayectoria del crecimiento fetal, con las respuestas iniciales de adaptacion
en la RCIU que eventualmente se dirigen a una falla final. Todos estos pasos pueden influir
en la programacion fetal. Modificado de Cetin(84).

2.4.1.6 DIAGNOSTICO Y MANEJO

El reconocimiento de la RCIU comienza con una precision en la edad gestacional. La mejor

manera de determinarla es midiendo la longitud coronilla-nalgas (CRL) por ultrasonido en
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el embarazo temprano. Las biometrias seriadas por ultrasonido son utiles para identificar
fetos que no alcanzan su crecimiento potencial. Los métodos comuUnmente utilizados para
la estimacion del tamafio fetal son la palpacién clinica, medicion de la altura uterina y la

biometria fetal por ecografia(76).

El manejo obstétrico depende de la etiologia de la RCIU. Cuando la etiologia es por causas
maternas, el manejo depende de la severidad de la enfermedad materna. Cuando la
etiologia es tiene origen fetal, el manejo se limita en evitar la prematurez y la morbilidad
materna. Cuando la RCIU es consecuencia de una etiologia placentaria (insuficiencia
placentaria), el manejo se basa en una evaluacién cuidadosa para detectar el tiempo
Optimo para el parto. Los métodos de monitoreo mas utilizados incluyen flujometria
Doppler, cardiotocografia, evaluacién del volumen de liquido amniético, perfil biofisico

fetal y monitoreo de movimientos fetales(76).

2.4.2 PREECLAMPSIA

2.4.2.1 DEFINICION Y CLASIFICACION

La preeclampsia (PE) hace parte de un grupo de enfermedades hipertensivas del
embarazo, que se dividen en hipertensién gestacional, preeclampsia y preeclampsia
asociada a hipertension crénica(6). La PE se define como hipertensiéon acompafiada de
proteinuria (>0.3 g en 24 horas) y se caracteriza porque aparece después de la semana 20
de gestacién y se resuelve después del embarazo(85). Las complicaciones de la PE son el
sindrome de HELLP y la eclampsia. El sindrome de HELLP se define como hemolisis,
elevacion de las enzimas hepaticas y plaquetas disminuidas, asociado a PE y la eclampsia
incluye todo el cuadro de la PE con presencia de convulsiones(4). La preeclampsia se
clasifica en leve y severa: la PE leve se define como una presién arterial > 140/90 mmHg
con proteinuria de 0,3 a 3 g/dia y la PE severa se define como presion arterial > 160 a

170/100 a 110 mmHg, proteinuria de 3 a 5 g/dia y/o cefalea(86).
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2.4.2.2 EPIDEMIOLOGIA

La PE usualmente ocurre durante la segunda mitad del embarazo con una frecuencia del
2% al 8%(6). Cerca del 10% al 15% de las muertes maternas estan asociadas con PE y
eclampsia en paises subdesarrollados y en via de desarrollo(7, 8). En nuestro pais esta

cifras alcanzan el 42%(9).

2.4.2.3 ETIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DE LA PREECLAMPSIA

La etiologia de la preeclampsia es aun desconocida pero se han formulado algunas teorias.
Una teoria aceptada es que la PE tiene un modelo de dos estadios. En el primer estadio
hay una alteracién en la invasién citotrofoblastica a las arterias espirales uterinas en el
inicio del embarazo debido a una reduccién de la presidn de la perfusidén uteroplacentaria
Yy una consiguiente isquemia/hipoxia placentaria(16), esta isquemia/hipoxia puede
desencadenar la liberacidon de factores placentarios que inician una cascada de eventos
celulares y moleculares produciendo una disfunciéon de las células endoteliales y del
musculo liso con posterior aumento de la resistencia vascular y presién sanguinea(16). En
el segundo estadio hay una respuesta inflamatoria sistémica materna excesiva mediada
por citoquinas y con dafio endotelial, esta respuesta juega un papel muy importante en la
patogénesis de la enfermedad(87). En casos de insuficiencia placentaria se han reportado
resultados histoldgicos concordantes con inadecuado remodelamiento vascular que no
desencadenan PE, por este motivo se postula la posibilidad que deberia estar presente
una condicién materna de base para la manifestacién de este desorden. Cualquiera que
sea la causa, ya es aceptado que la liberacién de factores en respuesta a la insuficiente
perfusion placentaria es un evento importante en la manifestacion de los sintomas
maternos(88). Adicionalmente se han asociado algunos factores de riesgo a esta patologia
como son obesidad materna, resistencia a la insulina, hiperlipidemia, hipertension,

enfermedad renal y trombofilia(89).
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En mujeres con PE se ha descrito que las arterias espirales sufren un remodelamiento
incompleto y el flujo de sangre fluctia en el espacio intervelloso(87), adicionalmente el
ultrasonido Doppler muestra mayores fluctuaciones del flujo sanguineo en las arterias
uterinas de pacientes con PE comparado con controles(31). De acuerdo a estas resultados
Bar et al. afirmaron que la isquemia e hipoxia placentaria no se mantienen y que el dafio
hipoxia-reperfusién en lugar de hipoxia crdnica estable, puede ser la causa principal de
dano tisular(90). Esta isquemia causa efectos secundarios maternos responsables por la
fase sintomatica de esta enfermedad generando estrés oxidativo y disfuncion
inmunolégica incrementando la produccién de citoquinas y autoanticuerpos contra
angiotensina-1, desbalance entre los factores proangiogénicos como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y antiangiogénicos como el receptor soluble de

VEGF (sFlt-1) y disfuncién endotelial(88). (Figura 9)
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Figura 9. Resumen de la patogénesis de la PE. Factores inmunoldgicos, estres oxidativo,
anormalidades en las células NK y otros factores pueden causar disfuncién placentaria que
puede conllevar a la liberacion de factores angiogénicos y otros mediadores inflamatorios
gue inducen hipertensién, proteinuria y otras complicaciones de la PE. (91)
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2.4.2.4 TRATAMIENTO

A pesar de los esfuerzos, no ha sido posible prevenir la preeclampsia. La estabilizacion de
las condiciones de la madre y establecimiento del bienestar fetal son los primeros
objetivos en el tratamiento de las embarazadas con preeclampsia severa. Después, se
deben realizar esfuerzos para distinguir a las pacientes con preeclampsia de cualquier otra
condicién, incluyendo la hipertensidon no proteinurica, hipertensién crénica, enfermedad
renal crénica y lupus eritematoso sistémico. La extraccion del feto y la placenta es
generalmente aceptada como el Unico tratamiento efectivo para la preeclampsia y en
pacientes con preeclampsia leve se hace un manejo expentante para que el embarazo
progrese lo mejor posible. En contraste, se recomienda el parto inmediato en todas las
pacientes con preeclampsia severa, para prevenir las complicaciones maternas y fetales,
sin importar la edad del embarazo, (92). Se ha descrito que la terapia con dosis bajas de
aspirina reduce la incidencia de PE en mujeres con alto riesgo de desarrollarla (93) es
posible que otras estrategias dirigidas a tratar el desequilibrio en la coagulacién también

puedan tener un impacto benéfico.

2.5 PAPEL DE LA HEMOSTASIA EN PREECLAMPSIA Y RCIU

Se ha propuesto que una alteracién en la hemostasis placentaria podria estar involucrada
con la causa de la PE y la RCIU ya que el embarazo representa un estado de
hipercoagulabilidad con cambios adquiridos en factores hemostdticos (14) ademas ya se
ha reportado que placentas con PE presentan anormalidades en la vascularizacidn,
vasculitis, trombosis de las arterias espirales e infartos en el parénquima(15). La activacion
de la coagulacién sanguinea en mujeres con PE ocurre en un estadio temprano de la
enfermedad y muchas veces antecede a los sintomas clinicos y a los cambios anormales
en los parametros de laboratorio. Por ejemplo se ha reportado incremento de factores

como el VI, von Willebrand, complejo trombina-antitrombina fibrina soluble y niveles de
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TM. Adicionalmente hay una resistencia a la propiedad anticoagulante de la proteina C
activada (APC)(94). También se han reportado niveles de antitrombina reducidos; una vida
media disminuida de las plaquetas y el conteo plaquetario esta disminuido(95). De forma
notoria, la antitrombina, trombomodulina y el conteo plagquetario se correlaciona
positivamente con la severidad de la enfermedad. Los depdsitos de fibrina se encuentran
usualmente en segmentos de la decidua de las arterias espirales y lesiones oclusivas en la
vasculatura placentaria. Las manifestaciones clinicas de la PE son consideradas
secundarias a la hipoperfusion, asociado a la formacion de microtrombos y exceso de
depdsitos de fibrina que afectan multiples érganos ademds de la placenta(96, 97).
Factores locales como el FT, la TM y PAI-1 trabajan juntos para asegurar que la sangre
fluya a través de las arterias espirales previniendo la extravasacidn después de la invasion

de las células del EVT(98).

Se han desarrollado estudios analizando el FT placentario en preeclampsia vy
complicaciones vasculares. Kanfer et. al. encontré que en placentas de mujeres con
hipertensién inducida por el embarazo, algunas con PE, el FT no presentaba diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con los controles(99). En otro estudio
donde se midié el factor tisular en 6 placentas de mujeres con preeclampsia y 7 placentas
controles normales, se encontré un aumento significativo de FT en placentas con
preeclampsia(67). Un afio mas tarde Bellart et al. obtuvo resultados similares(100).
Adicionalmente se demostré que la expresion del mRNA de FT a nivel de placenta (67) y a
nivel leucocitario (101) se encontraba incrementada en mujeres con preeclampsia. En el
2010 Teng et al. reportd diferencias estadisticamente significativas en la expresién de FT
en placenta y plasma de mujeres con preeclampsia y que estos valores se correlacionaban
positivamente(102). Adicionalmente se ha encontrado un incremento de FT en placentas
de gestaciones con PE que presentaron anormalidades en la velocimetria en el
Doppler(103). Este aumento podria contribuira la formacion de depdsitos de fibrina y
lesiones oclusivas, ademds este factor podria jugar un papel primordial en las

complicaciones trombdticas asociadas a la PE(104). También se han reportado que en
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gestantes con preeclampsia se presentan niveles elevados de FT plasmdtico(100, 102,

105).

En preeclampsia, se ha reportado que se encuentran aumentados los niveles y la actividad
de la TM en plasma en comparacién con embarazos normales(106). En placentas de
gestantes con PE severa se ha visto aumentada la expresién de esta proteina en los
fibroblastos vasculares (16) y en RCIU se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con aumento en los niveles de proteina en placenta en comparacién con los
controles(107). Este aumento en la expresion en las vellosidades de los miofibroblastos
estromales en PE podria jugar un papel en la preservacién de la funcion de estas células
en la contractilidad vellosa y la modulacién de los espacios intervellsos podrian afectar la

circulacion fetal o placentaria(16).

En mujeres con preeclampsia se ha reportado una disminucién de la actividad fibrinolitica
con un aumento de los niveles de PAI-1 tanto en plasma como en placenta(87, 108-111),
adicionalmente se ha encontrado que los niveles en plasma de PAI-1 se correlacionan con
la severidad del dafio placentario(108, 109). En RCIU a nivel de proteina no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en placenta(109). Purwosunu et al, reportaron
que el mRNA de PAI-1 se encontraba aumentado en el plasma de mujeres con

preeclampsia(112).

2.6 ACIDOS NUCLEICOS PLASMATICOS LIBRES CIRCULANTES

Hoy en dia el diagndstico prenatal requiere de muestras de células fetales obtenidas por
vias invasivas, como amniocentesis y toma de muestras de vellosidad coriénica. Estos
procedimientos invasivos representan un riesgo para la madre y el feto(113). Para evitar
este riesgo potencial, se han desarrollado métodos de genética para el diagndstico
prenatal. Estudio previos han encontrado acidos nucléicos libres en el plasma de mujeres

embarazadas(114, 115). Este ultimo proveniente de células trofoblasticas (116) debido al
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trafico celular entre el feto y la madre(117). Estos acidos nucléicos pueden permitir una
alternativa segura y precisa de métodos de diagndstico no invasivo. En los Ultimos afios, se
ha realizado un gran progreso en esta area. En particular, los estudios se han encaminado
en detectar ADN y RNA del feto, en el plasma materno, ademas la utilizacion de la técnica
de PCR en tiempo real (QRT-PCR) ha permitido detectar niveles muy bajos de estas
moléculas(118). En PE se han encontrado aumentados los niveles de mRNA de hPL,
inhibina A, KISS-1, Proteina plasmdtica asociada a embarazo (PAPP-A), inhibidor del
activador de plasmindégeno-1 (PAI-1), selectina-P y receptor del factor del crecimiento
vascular endotelial (VEGFR) en mujeres en el tercer trimestre. A raiz de estos resultados se
analizd si era posible predecir la preeclampsia en mujeres asintomaticas midiendo la
expresion de la proteina placentaria 13 (PP13) dando como resultado diferencias
estadisticamente significativas entre mujeres asintomaticas que desarrollaron
preeclampsia y controles sanos(119). Adicionalmente se han estudiado los genes
involucrados en la coagulacién activador de plasmindgeno tisular (tPA) y PAI-1, y se
encontré que su expresion esta significativamente incrementada en pacientes con
preeclampsia (p<0.0001)(112). Purwosunu et al., 2009, evalud los niveles de mRNA de PAI-
1, tPA , factor de crecimiento endotelial vascular, receptor 1 del factor de crecimiento
endotelial vascular, endoglina, gen especifico de placenta-1 y selectina P en mujeres con y
sin preeclampsia. Se encontré que la expresidon de todos los genes evaluados estaba
aumentada en el plasma de pacientes con preeclampsia y la expresién génica de todos los

genes evaluados se correlaciono positivamente con la severidad de la enfermedad(120).

Adicionalmente en RCIU se ha reportado que la concentracion de mRNA de la hormona
del crecimiento (GH2) se correlaciona de manera estadisticamente significativa con el
peso al nacer y las medidas biométricas fetales. Ademas la concentracion de mRNA de
ADAM12 se encontré aumentado en gestantes con RCIU y preeclampsia con diferencias

estadisticamente significativas comparado con las pacientes normales(121).

Debido a que complicaciones del embarazo como PE y RCIU son de origen placentario, en

este estudio se propone que la medicion de mRNA de hPL en el plasma de gestantes
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podria servir como un marcador de la funcién placentaria y poder monitorear los cambios

en el desarrollo del embarazo en gestantes.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresién a nivel de mRNA del Factor tisular, Trombomodulina y PAI-1 en
placentas que cursan con restriccién de crecimiento intrauterino (RCIU) o preeclampsia

(PE)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la expresion a nivel de mRNA de los genes factor tisular, la
trombomodulina y PAI-1 por medio de la técnica de PCR en tiempo real en
placentas con diagndstico de RCIU, PE y placentas normales.

e Evaluar la funciéon placentaria a través de métodos no invasivos cuantificando los
niveles de mRNA de lactégeno placentario humano (hPL) en el plasma de gestantes
con diagndstico de RCIU y pacientes sin complicaciones del embarazo

* Determinar el papel de los niveles placentarios de mRNA de Factor tisular,
trombomodulina y PAI-1 en RCIU y PE.

* Establecer la relacién entre los niveles de mRNA de hPL en plasma materno y la

presencia de RCIU.

3.3 HIPOTESIS

Hipdtesis nula: En las placentas de embarazos complicados con RCIU o preeclampsia no
hay diferencias en la expresion de mRNA de de los genes factor tisular, la trombomodulina
y PAI-1 en comparacion con placentas de embarazos sin complicaciones.

Hipdtesis alterna: En las placentas con diagndstico de RCIU o preeclampsia no hay
diferencias en la expresion de mRNA de de los genes factor tisular, la trombomodulina y

PAI-1 en comparacidn con placentas sanas.
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4. METODOLOGIA.

La metodologia se dividié en RCIU y PE debido a que se siguieron protocolos diferentes y

se realizaron en dos paises diferentes.

4.1 RCIU

4.1.1 TIPO DE ESTUDIO

Se desarrollé un estudio observacional analitico de tipo casos y controles, siendo la RCIU

el evento de interés.

4.1.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 8 gestantes en la ciudad de Bogotd que cursaron con embarazo con
diagndstico de RCIU de etiologia desconocida en el tercer trimestre del embarazo y 21
gestantes control con parto a término del Hospital San Ignacio. Tanto las pacientes de la

muestra y los controles tuvieron parto por cesarea.

4.1.3 CRITERIOS DE SELECCION

4.1.3.1 CASOS

4.1.3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con diagnostico ecografico por ecografia convencional o ecografia Doppler color

en ambas arterias uterinas, fetales y placentarias de RCIU (peso en percentil menor a 10
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para la edad gestacional) y recién nacido pequefio para la edad gestacional sin etiologia

aparente.

4.1.3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con diagndstico ecografico de RCIU y bajo peso al nacer con causa conocida
(como preeclampsia, TORCH, desnutricidn, abuso de sustancias psicoactivas, embarazo
multiple, pobre ganancia peso materno, enfermedad renal, HTA crdnica, tabaquismo,
ingesta de alcohol, diabetes mellitus, diabetes gestacional, cardiopatias cianéticas,
neumopatias obstructivas o restrictivas, abruptio de placenta, placenta previa),
feto/neonato con malformaciones fetales mayores o impresion diagnostica de patologia
genética, gestantes que manifiesten su deseo de no participar en el estudio y maternas
con condiciones protrombdticas (LES, Sindrome antifosfolipido, trombofilias, cancer) que
tuvieran diagnostico o evidencia de patologia trombdticas en la evaluacidn histopatologica

de la placenta. Tambien se excluyeron gestantes que tuvieron mortinatos.

4.1.3.2 CONTROLES

4.1.3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

Mujeres gestantes sin ningun tipo de complicacion del embarazo ni enfermedad de base

gue aceptaron participar voluntariamente en el estudio.

4.1.3.2.1 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Mujeres gestantes que presentaron algun tipo de complicacion del embarazo. Gestantes
gue presentaron otro tipo de patologia que posiblemente interfiriera con el desarrollo de
la investigacion. Gestantes que tuvieran evidencia de patologia trombéticas en la
evaluacion histopatologica de la placenta.
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4.1.4 ASPECTOS ETICOS

Se cumplieron las disposiciones establecidas en la resolucién No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, Titulo Il de la investigacion en seres humanos, Capitulo 1
de los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, articulos 5-10 (b)
investigacion con riesgo minimo, 12, 14, 15(122). Asi mismo, el estudio se acogié a la
normatividad en principios éticos para investigaciones médicas en seres humanos,

establecida en la declaracién de Helsinki de la asociacién médica mundial(123).

Al ser un estudio de no-intervencion, se considera este como bajo riesgo. Sin embargo, los
aspectos éticos contemplados para el desarrollo de esta investigacién contaron con el aval

del comité de ética de la Facultad de Medicina de la pontificia Universidad Javeriana.

Antes de iniciar la recoleccion de la informacion y de las muestras de sangre y placenta, se
informd a los pacientes que voluntariamente participaron en el estudio y a los individuos
sanos, los objetivos, métodos y el tipo de estudio que se realizaria, su importancia,
procedimientos, posibles riesgos y beneficios que acarrearia participar. Adicionalmente se
le garantizé la confidencialidad de sus datos y sus resultados, los cuales solo los
conocerian los investigadores del estudio. Igualmente, se les informdé que eran libres de

no participar en el estudio y de revocar su consentimiento de participacién.

4.1.5 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Se realizd una entrevista a cada gestante seleccionada en los casos y a las gestantes sanas
para la recoleccidon de la informacién personal y antecedentes médicos de interés. Se
realizd valoracion fisica evaluando peso, talla y presion arterial. Se le preguntd acerca de
la edad materna y el estrato socioecondmico. Se tuvo en cuenta los hallazgos ecograficos
en los controles prenatales, edad gestacional del diagndstico de RCIU y los antecedentes

en embarazos anteriores. Los datos de la atencién del parto se tomaron de la historia
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clinica. Se tomaron en cuenta: edad gestacional al momento del parto, peso y sexo del
recién nacido y el peso de la placenta. Se clasificd la restriccidn segun las tablas reportadas

por Montoya-Restrepo et al, para poblacion Colombiana(124) (Anexo 1).

4.1.6 TOMA DE MUESTRAS

4.1.6.1 TOMA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE TEJIDO DE PLACENTA

Inmediatamente después del alumbramiento se procedié a realizar un corte de
aproximadamente 2 cm con escalpelo estéril, en el tejido placentario en la cara fetal entre
el cordén umbilical y el borde de la placenta como se muestra en la Figura 10. La muestra
de tejido se introdujo en un tubo de 2 ml con 500 ul de RNA /atter (Qiagen) y a -40°C hasta
su procesamiento. Cada muestra fue rotulada con el mismo cédigo del formulario de la
encuesta. Las muestras se tomaron con previa firma del consentimiento informado.

(Anexo 2)

Figura 10. Sitio de toma de la muestra de tejido placentario.(125)
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4.1.6.2 TOMA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRA DE SANGRE

Se tomaron 2 muestras de de sangre periférica por venopuncion en tubos con EDTA (Acido
Etil Diamino Tetra Acetico) (Becton Dickinson vacutainer), en cada toma se recolectaron 5
cc de sangre. La muestra fue tomada por una enfermera o una persona idénea autorizada.
En un tiempo maximo de 15 minutos se separd el plasma por centrifugacion a 3000 rpm
por 10 minutos, se transfirié el plasma a otro tubo y se volvié a centrifugar con las mismas
condiciones. Luego el sobrenadante se mezcld con Trizol LS (Invitrogen) en un tubo Falcon
de 15 ml (Becton Dickinson) para evitar la degradacién del RNA y se almacend a -40°C
hasta su procesamiento. Cada muestra fue rotulada con el nombre y con el mismo cédigo
del formulario de la encuesta. En el laboratorio se manejaron las muestras Unicamente

por el cddigo.

4.1.7 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

4.1.7.1 EXTRACCION DE RNA DE PLACENTA

Todos los elementos y reactivos utilizados en el procesamiento estaban previamente
esterilizados. Se pesaron 75 mg de tejido. EIl RNA total se extrajo del tejido placentario
utilizando Trizol LS (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, modificando por adicién de proteinasa K para la lisis celular.
Brevemente, la extraccion de RNA total se realizd utilizando 1 ml de TRlzol LS
(InvitrogenTM, Life Technologies), el cual se adicioné 500 pl de solucion de lisis (EDTA
0.025M, SDS 2%) + 16 pl de proteinasa K (20 mg/ml) (Sigma) y se incubd a 56°C por 24
horas. Posteriormente se agregd 200 ul de cloroformo, agitando fuertemente y se dejo
incubando a temperatura ambiente por 3 minutos. A continuacidn se centrifugd a 12000
rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa se paso6 a otro tubo y se adicionaron 500 pl

de alcohol isopropilico y se realizé un lavado con 500 ul de etanol al 75%. Se resuspendid
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en 50 pl de agua DEPC, se incubo a 56°C por 10 minutos. Se cuantific6 por
espectofotometria y 5 pg de RNA se incubaron con 5U de DNAsa | (Epicentre) a 37°C por
30 minutos, luego se volvié a cuantificar para asegurarse de la remociéon del DNA.

Finalmente se almacend a -40°C.

4.1.7.2 EXTRACCION DE RNA DE PLASMA:

Todos los elementos y reactivos utilizados en el procesamiento estaban previamente
esterilizados. Se realizé la extraccién del RNA de plasma utilizando el protocolo
recomendado por Ng et al.,(118) con el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) adicionando 5U de
DNAsa | (Epicentre). Brevemente, a la mezcla de plasma-Trizol LS se le adicionaron 400 pl
de cloroformo, se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos. Se pasé el sobrenadante a otro
tubo y se adiciond el mismo volumen de etano al 70%, se mezcld y se pasé a la columna.
Se centrifugd a 10000 rpm por 15 segundos, se descartd el precipitado y se realizd este
procedimiento con toda la solucidn. Se adicionaron 700 pl de buffer RW1 y se centrifugé a
10000 rpm por 15 segundos. Se adicioné 5 U de DNAsa | (Epicentre) a la columna y se
incubd a 37°C por 15 minutos. Posteriormente se adicioné 500 pl de buffer RPE y se
centrifugd a 10000 por 15 segundos. Se adiciond 500 ul de buffer RPE y se centrifugé 2
minutos. Se paso la columna a un tubo de 1.5 ml, se adiciond 30 pl de agua estéril y se
centrifugd 1 minuto a 10000 rpm, se repitié este paso y se descartd la columna. El RNA
total se almacend a -40°C. La concentracidn del RNA total se determind a 260 nm
utilizando el equipo GeneQuant Pro (Amersham Bioscience). La lectura de absorbancia a

280 permitié determinar la pureza de la muestra calculando la relacion 260/280.

4.1.7.3 TRANSCRIPCION REVERSA

La transcripcidn reversa del RNA total a cDNA se realizé utilizando el kit SuperScriptlil
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en una reaccion con volumen final de 20 ul que contenia: 1
X de buffer, 0.5mM de dNTPs, 50 ng de random primer, 0.005 M de DTT, 40U de RNase
OUT y 200U de SuperScript con una posterior digestion con 2U de RNAsaH siguiendo las

recomendaciones del fabricante. La retrotranscripcién del RNA extraido de plasma se

54



realizd a partir de 7 pl de RNA y para placenta se realizd a partir de 1 pg de RNA. El cDNA

se almacend a -20°C hasta su amplificacion.

4.1.7.4 PCR EN TIEMPO REAL (QPCR-RT)

La PCR tiempo real cuantitativa combina la técnica de PCR convencional amplificando una
region especifica de un gen blanco en una muestra, con el monitoreo del proceso de
amplificacion, mediante la deteccién de una sefial fluorescente emitida por un
fluorocromo. Estos fluorocromos se unen al acido nucléico que se estd amplificando
correlacionandose la cantidad de sefal emitida por el fluorocromo con la cantidad de

moléculas amplificadas de la region especifica del gen, permitiendo su cuantificacién.

Los datos obtenidos por PCR tiempo real son el ciclo de amplificacién C(t) (Cycle
threshold) que corresponde al punto en el que el nivel de fluorescencia basal es
sobrepasado por la sefal de amplificacidon. Otro pardmetro importante es la temperatura
de melting (Tm) o curva de disociacidon que es la temperatura en la que el 50% de las
moléculas se encuentra en cadena sencilla y el otro 50% en cadena doble, ésta es
especifica del producto amplificado y determina la especificidad de los primers ya que

depende de la cantidad de nucledtidos C+G de la regiéon amplificada(126).

Se utilizé el termociclador LigthCycler (Roche) usando la quimica SYBR Green (LigthCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | kit; Roche) y el software Lightcycler 4.1 (Roche). La
cuantificacion de mRNA de hPL en plasma fue realizada por medio de la técnica de
cuantificacion absoluta ya que se queria establecer la concentracién exacta en copias por
ml de ese transcrito en el plasma. En placenta para los genes FT, PAI-1 y TM se llevd a
cabo el método de cuantificacién absoluta con curva estandar sin normalizar vy
normalizando con el gen housekeeping GAPDH. La PCR para la amplificacion de mRNA de
hPL fue realizada en un volumen de reaccidn de 20 pl con una concentracion final de 0.25
UM de cada primer y 1X de FastStart SYBR Green Master (Roche), 7 ul de cDNA de plasma

y 2.5 ul de cDNA de placenta, siguiendo el protocolo recomendado. Las condiciones
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estandarizadas para la amplificacién con cada par de primers se muestran en el capitulo
de resultados. Los primers fueron tomados de la literatura y se confirmaron en el
programa Primer3 (127). Las secuencias se encuentran en la tabla 1. Todas las reacciones

se hicieron por duplicado y con controles de agua y DNA.

GEN SECUENCIA TAMANO REFERENCIA
DEL
FRAGMENTO
(pb)
hPL F: CATGACTCCCAGACCTCCTTC 97 (118)
R: TGCGGAGCAGCTCTAGATTG
FT F: AATGTGGAGAGCACCGGTTC 149 (128)
R: CGTTCATCTTCTACGGTCACATTC
PAI-1 F: TGATGGCTCAGACCAACAAG 122 (129)
R: ATAAGGGGCAGCAATGAACA
™ F: TAACGAAGACACAGACTGCGATT 108 (130)
R: CTAGCCCACGAGGTCAAGGT
GAPDH F: TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG 240 (131)

R: TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT

Tabla 1. Caracteristicas de los primers

4.1.7.4.1 CURVA DE CALIBRACION

La curva de calibracién se realizé a partir del producto de PCR purificado con el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), previa confirmacion del tamafio del
fragmento en geles de agarosa al 1.5%. La concentracidn de copias se calculé con el
programa lllumina DNA Copy Number calculator(132). Se realizaron 4 diluciones seriadas
con un rango entre 1X10”a 1X10" copias. Cada muestra fue analizada por duplicado y en
cada analisis se montaron dos controles negativos en los cual en vez de cDNA se colocé

agua.
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4.2 PREECLAMPSIA

4.2.1 TIPO DE ESTUDIO

Se desarrollé un estudio observacional analitico de tipo casos y controles, siendo la

preeclampsia el evento de interés.

4.2.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron gestantes en la ciudad de Santiago de Chile (Chile) que cursaron con
embarazo con diagndstico de PE en el tercer trimestre del embarazo y gestantes control
con parto a término del hospital parroquial de San Bernardo entre los afios 2008 y 2009.

Se realizé cuestionario y examen fisico a la madre.

4.2.3 CRITERIOS DE SELECCION

4.2.3.1 CASOS

4.2.3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

La PE se definié6 como hipertensidon de novo y proteinuria después de la semana 20 de
gestacidn. La hipertensién se definié como presion diastélica >100 mmHg o medicion dos
veces seguidas con >140/90 mmHg con 6 horas de diferencia. La proteinuria se definio

como proteinas en orina de 24 horas >300 mg/dia(133).

4.2.3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres que dieron a luz a recién nacidos con aneuploidias o que expresaron su interés en

no participar en el estudio.
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4.2.3.2 CONTROLES

4.2.3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Mujeres gestantes sin ningun tipo de complicacidon del embarazo ni enfermedad de base

gue aceptaron participar voluntariamente en el estudio.

4.2.3.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres gestantes que presentaron algun tipo de complicacidon del embarazo. Gestantes
gue presentaron otro tipo de patologia que posiblemente interfiriera con el desarrollo de

la investigacién.

4.2.4 ASPECTOS ETICOS

El estudio se acogid a la normatividad en principios éticos para investigaciones médicas en
seres humanos, establecida en la declaraciéon de Helsinki de la asociacion médica

mundial(123).

Al ser un estudio de no-intervencidn, se considera este como bajo riesgo. Sin embargo, los
aspectos éticos contemplados para el desarrollo de esta investigacidon contaron con el aval
del comité de ética de la comisién de Bioética de la Universidad de los Andes (Chile) y de

la Comisidn Nacional de Investigacidn Cientifica y Tecnoldgica (CONICYT) (Chile).

Antes de iniciar la recoleccién de la informacién y de las de placenta, se informd a los
pacientes que voluntariamente participaron en el estudio y a los individuos sanos, los
objetivos, métodos vy el tipo de estudio que se realizaria, su importancia, procedimientos,
posibles riesgos y beneficios que acarrearia participar. Adicionalmente se le garantizé la

confidencialidad de sus datos y sus resultados, los cuales solo los conocerian los
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investigadores del estudio. Igualmente, se les informé que eran libres de no participar en

el estudio y de revocar su consentimiento de participacion.

4.2.5 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Se realizd una entrevista a cada gestante seleccionada en los casos y a las gestantes sanas
para la recoleccidén de la informacién personal y antecedentes médicos de interés. Se
realizé valoracién fisica evaluando peso, talla y presion arterial. Se tuvo en cuenta los
hallazgos ecograficos en los controles prenatales, edad gestacional del diagndstico de PE y
los antecedentes en embarazos anteriores. Los datos de la atencién del parto se tomaron
de la historia clinica. Se tomaron en cuenta: edad gestacional al momento del parto y
peso del recién nacido. Las muestras se tomaron previa firma del consentimiento

informado (anexo 3)

4.2.6 TOMA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE TEJIDO DE PLACENTA

Inmediatamente después del alumbramiento se procedié a realizar un corte de
aproximadamente 2 cm en el tejido placentario con escalpelo estéril en la cara fetal entre
al cordén umbilical y el borde de la placenta como se muestra en la figura 10. Se almacend
en agua libre de DEPC a -80°C hasta su procesamiento. Cada muestra fue rotulada con el

mismo cédigo del formulario de la encuesta.

4.2.7 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

4.2.7.1 EXTRACCION DE RNA DE PLACENTA

Todos los elementos y reactivos utilizados en el procesamiento estaban previamente
esterilizados. Se pesaron 75 mg de tejido. EIl RNA total se extrajo del tejido placentario

utilizando Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las
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instrucciones del fabricante. Brevemente la extraccién de RNA total se realiz6 utilizando 1
ml de TRIzol (InvitrogenTM, Life Technologies), el cual se adicioné al y se dejé a
temperatura ambiente por un tiempo de 5 minutos. Posteriormente se agregé 200 ul de
cloroformo, agitando fuertemente y se dejé incubando a temperatura ambiente por 3
minutos. A continuacién se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase
acuosa se pasoé a otro tubo y se adicionaron 500 pl de alcohol isopropilico y se realizd un
lavado con 500 pl de etanol al 75%. Se resuspendié en 50 ul de agua DEPC, se incubo a
56°C por 10 minutos se adiciond 1 ul de DNAsa | (Promega) y 10 ul de buffer 10X se incubd
a 37°C por 30 minutos, se adiciond 1 pl de solucidén de stop y se incubd a 65°C por 5

minutos. Finalmente se almacend a -80°C.

4.2.7.2 TRANSCRIPCION REVERSA

La transcripcidn reversa del RNA total a cDNA se realizé utilizando el kit SuperScriptlll
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en una reaccién con volumen final de 20 ul que contenia: 1
X de buffer, 0.5mM de dNTPs, 50 ng de random primer, 0.005 M de DTT, 40U de RNase
OUT, 200U de SuperScript y 5 pl de RNA con una posterior digestidon con 2U de RNAsaH
siguiendo las recomendaciones del fabricante. EIl cDNA se almacend a -20°C hasta su

amplificacion.

4.2.7.3 PCR EN TIEMPO REAL

Se utilizd en termociclador CHROMO 4 (MJ Research) con el sistema SYBR Green. La PCR
fue realizada en un volumen de reaccién de 25 pul con 5 pl de muestra, 0.5X SYBR Green |
(Lonza), 0.2 uM de cada primer, 1X de buffer 5X, 3mM de MgCl2, 0.16 mM de dNTPs y
1.5U de Taq polimerasa (GoTaq Flexi, Promega, USA). Las condiciones estandarizadas para
la amplificacidon con cada par de primers se muestran en el capitulo de resultados. Los
primers fueron tomados de la literatura y se confirmaron en el programa Primer3(127).

Las secuencias se encuentran en la tabla 1. Todas las reacciones se realizaron por
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duplicado. Se realiz6 una cuantificaciéon relativa con respecto a Gliceraldehido-6-fosfato

deshidrogenasa (GADPH) realizando la lectura a 82°C segun el método de Pfaffl(134).

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se determiné la significancia de las diferencias en los niveles de expresién de mRNA vy
proteinas de los genes FT, PAI-1 y TM entre el grupo de casos y el grupo control mediante
la prueba estadistica no paramétrica de Mann — Whitney. Se realizdé coeficiente de
correlacion de Spearman para las variables cuantificacion absoluta vs cuantificacion
relativa. Todas las pruebas fueron evaluadas con un nivel de confianza del 95% en el

programa estadistico Stata 9.1.
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5. RESULTADOS

Al igual que en la metodologia los resultados se dividen en RCIU y preeclampsia

5.1RCIV

5.1.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION

En total se recolectaron los datos de 12 casos y 22 controles, pero se excluyeron 4 casos y
1 control debido a que el recién nacido presentaba algun criterio de exclusién. El grupo de
casos lo conformaron 8 mujeres gestantes en el tercer trimestre del embarazo con
diagndstico de RCIU idiopatico. En la tabla 2 se muestran las caracteristicas demograficas
de la poblacién. Las variables edad materna, edad del recién nacido, peso de la placenta,
gestaciones, estrato socioecondmico y sexo no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles. Las variables peso del recién nacido e indice peso del
recién nacido/placenta presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.0003
y p=0.002, respectivamente). Con respecto a la clasificacién de la RCIU el 50% de los casos
presentaban una RCIU asimétrica y el otro 50% presentaban RCIU simétrica.
Adicionalmente 3 pacientes presentaban RCIU leve y 5 de moderado a severo y 2
pacientes presentaban anormalidades en el Doppler. La diferencia en relacién peso de la
placenta/peso del recién nacido entre los casos y los controles junto al hallazgo que indica
gue no hay diferencias en el peso de la placenta entre los grupos evaluados indica
compromiso del crecimiento fetal pero no de la placenta, vale la pena resaltar que la
razén encontrada en los controles es similar a la reportada en la literatura como normal

(1/5a1/6)(18)

El grupo control lo conformaron 21 gestantes las cuales no presentaron ninguna
complicacién del embarazo, fue un embarazo a término, el recién nacido nacid sin ninguna

patologia y la madre no presentd ninguna patologia de base.
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Casos (n=8) Controles (n=21) p
Mediana Rango min-max Mediana Rango min-
max
Edad materna (afios) 26,5 20-34 28 20-38 0,3649*
Edad del Recién nacido 37,5 31-40 38 37-42 0,1052*
(semanas)
Peso del recién nacido 2230 895-2775 2855 2470-3460 0,0003*
(gramos)
Peso placenta 460 290-475 470 390-610 0,3731*
indice peso RN/placenta 4,65 3,09-5,78 6,12 5,49-8,09 0,002*
n % n %
Primigestante
Si 3 37,5 3 14,29 0,0934**
No 5 62,5 18 85,71
Estrato socioeconémico®
1y2 5 62,5 11 52,38 0,253***
3y4 2 25 9 42,86
5y6 1 12,5 0 0,00
ly2y3 6 75 19 90,48 0,188***
4y5y6 2 25 1 4,76
Sexo
F 6 75 14 66,67 1,000**
M 2 25 7 33,33

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacion

* Prueba de Mann-Withney.

** Prueba binomial.

*** Prueba de Fisher.
5 Una gestante del grupo control no tenia la informacion del estrato socioeconémico de su

vivienda.

5.1.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE RNA

Se realizé extraccion de RNA de las muestras de placenta y plasma tanto de los casos

como de los controles. Para la extraccion de RNA de plasma se tomaron 19 controles y 8

casos. Para la extraccion de RNA de placenta se tomaron 19 controles y 5 casos, debido a

gue no en todas las pacientes se tuvo acceso a la placenta en la sala de partos. En el

proceso de estandarizaciéon la integridad del RNA de placenta fue verificada en geles de
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poliacrilamida denaturantes al 12%, por medio de la presencia de las bandas

correspondientes a las subunidades de RNA ribosomal, 28S y 18S.

Todas las muestras de RNA fueron cuantificadas por espectofotometria en el equipo
Genequant pro (Amersham Bioscience), y se determiné la concentracion en pg/ul a partir
de las absorbancias a 260nm y 280nm. Con la absorbancia a 260nm se calcula la
concentracidn en pg/ul del RNA, teniendo en cuenta el factor de conversidén para RNA que
es de 40. Con la absorbancia a 280nm se determina si la muestra de acido nucléico se
encuentra contaminada, debido a que la absorbancia de las proteinas, fenoles y otros
contaminantes es de 280 nm, de forma tal que la tasa de absorbancia 260/280 con valores
entre 1.8 y 2.0 indica un RNA de buena calidad y pureza. Adicionalmente se midid la
concentracién de RNA antes y después del tratamiento con DNAsa | (Epicentre) en las
muestras de placenta para asegurarse de la eliminacién de DNA como posible

contaminante.

La cuantificacion de las muestras de RNA de plasma se presenta en la tabla 3 y el la figura
11. Se logro extraer RNA de plasma en el 100% de los casos y de los controles. No se
presentaron diferencias en las concentraciones de RNA extraido de plasma comparando
los casos con los controles (p=0,5975). Los valores de la relacién 260/280 se encontraron

en un rango de 0,99-1,78.

Cuantificacion RNA
(ng)
Controles
Mediana 1,86
Rango min-max 0,3-11,328
Casos
Mediana 1,75
Rango min-max 0,54-9,48
p p=0,5975

Tabla 3. Cuantificaciéon de RNA de plasma
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La cuantificacidn de las muestras de RNA de placenta antes y después del tratamiento con
DNAsa se presenta en la tabla 4 y el la Figura 12. Se logré extraer RNA de plasma en el
100% de los casos y de los controles. Después del tratamiento con DNAsa la concentracién
de RNA en los casos disminuyd en un 95% y en los casos en un 97.8%, este andlisis
reafirma la importancia de someter a tratamiento con DNAsa el RNA después de la
extraccion. No se presentaron diferencias en las concentraciones de RNA extraido de
placenta comparando los casos con los controles ni antes ni después del tratamiento con
DNAsa (p=0,4555 y p=0,6695, respectivamente). Los valores de la relacion 260/280 se

encontraron en un rango de 1.5-1.9.
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Figura 11. Cantidad de RNA extraido de plasma.
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Figura 12. Concentracidén de RNA extraido de placenta antes y después de tratamiento con
DNAsa
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Cuantificacion Cuantificacion
antes de la DNAsa después de la
(ug/ul) DNAsa (ug/ul)
Controles
Mediana 2,066 0,085
Rango min- 2,96-7,668 0,04-0,171
max
Casos
Mediana 2,96 0,064
Rango min- 1,37-7,66 0,057-0,111
max
p antes DNAsa 0,4555
p despues DNAsa 0,6695

Tabla 4. Cuantificacién de RNA de placenta

5.1.3 PCR EN TIEMPO REAL

5.1.3.1 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE TIEMPO REAL

El proceso de estandarizacion de las condiciones de PCR en tiempo real en el laboratorio

se realizo igual para los 5 genes analizados hPL, GAPDH, FT, TM y PAI-1. Se realizé curva de

temperatura con diferentes concentraciones de primers para evaluar cuales eran las

mejores condiciones para obtener un amplicdn Unico y con buena sefal. Se observé en la

curva de melting solamente la presencia de un pico. Adicionalmente se realizé una

electroforesis para asegurarse que el tamano del amplicdn coincidiera con lo analizado en

el programa primer3 (127). Las condiciones de la PCR se muestran en la tabla 5.

Gen Concentracion de Temperatura Temperatura de

primers de disociacion (Tm)
anillamiento

hPL 0,25 uM 62°C 84°C

FT 0,25 uM 62°C 85°C

™ 0,25 uM 62°C 89°C

PAI-1 0,25 uM 58°C 84°C

GAPDH 0,25 uM 62°C 88°C

Tabla 5. Condiciones estandarizadas de la PCR para cada gen
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5.1.3.2 LACTOGENO PLACENTARIO HUMANO (hPL)

Se realizé amplificacion por tiempo real de un fragmento del gen hPL en el RNA extraido
de plasma en los casos y los controles. Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo
real se obtuvo un fragmento de 97 pb el cual se evidencié en un gel de poliacrilamida al
12% tefiido con Bromuro de etidio (Figura 13) y se observd un Unico pico en la curva
melting (Figura 14), lo cual coincide con lo esperado. El protocolo de amplificacion para el

gen hPL se presenta en la Tabla 6.

Temperatura tiempo

Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacién 72°C 10 segundos
Lectura 72°C single
Curva melting 95°C 0 segundos

60°C 1 minuto

95°C 0 segundos

Lectura cada 0,2°C continuo

Enfriamiento 40°C 30 segundos

Tabla 6. Condiciones de amplificacion de hPL

hPL GAPDH

250 pb

240pb — 5

100 pb

97pb ——»

Figura 13. Amplificacion de hPL y GAPDH por PCR en tiempo real en gel. Gel de
poliacrilamida al 12%. Amplificacién de 2 muestras.
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Amplification Curves
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Figura 14. Amplificacion de hPL por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se encuentra
la grafica de amplificacién y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.
Amplificacién de 2 muestras y un control negativo.

5.1.3.3 GLICERALDEHIDO 3 FOSFATO DESHIDROGENASA (GAPDH)

Se realizd amplificacién por tiempo real de un fragmento del gen GAPDH como
housekeeping para normalizar los resultados de los otros genes. Con las condiciones
Optimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 240 pb el cual se observé un
Unico pico en la curva melting (Figura 15) y se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12%
tenido con Bromuro de etidio (Figura 13), lo cual coincide con lo esperado. El protocolo de

amplificacion para el gen GAPDH se presenta en la Tabla 7.
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Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacién 72°C 10 segundos
Lectura 84°C single
Curva melting 95°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 0,2°C continuo
Enfriamiento 40°C 30 segundos

Tabla 7. Protocolo de las condiciones de amplificacion de GAPDH

Amplification Curves
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Figura 15. Amplificacion de GAPDH por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se

T
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encuentra la grafica de amplificacion y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.

Amplificacién de 2 muestras.

69



5.1.3.4 FACTOR TISULAR

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 149 pb
el cual se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% teiido con Bromuro de etidio
(Figura 16) y se observd un Unico pico en la curva melting (Figura 17), lo cual coincide con

lo esperado. El protocolo de amplificacidn para el gen FT se presenta en la Tabla 8.

Figura 16. Amplificacidn de FT por PCR en tiempo real en gel. Gel de poliacrilamida al 12%.
Amplificacién de 2 muestras.

Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacién 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 72°C single
Curva melting 95°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 0,2°C continuo
Enfriamiento 40°C 30 segundos

Tabla 8. Protocolo de las condiciones de amplificacion de FT
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Amplification Curves
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Figura 17. Amplificacion de factor tisular por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se
encuentra la grafica de amplificacion y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.
Amplificacién de 2 muestras y un control negativo.

5.1.3.5 TROMBOMODULINA

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 108 pb
el cual se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% tefiido con Bromuro de etidio
(Figura 18) y se observé un Unico pico en la curva melting (Figura 19) y, lo cual coincide

con lo esperado. El protocolo de amplificacién para el gen TM se presenta en la Tabla 9.
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Temperatura tiempo

Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacién 72°C 10 segundos
Lectura 72°C single
Curva melting 95°C 0 segundos

60°C 1 minuto

95°C 0 segundos

Lectura cada 0,2°C continuo

Enfriamiento 40°C 30 segundos

Tabla 9. Protocolo de las condiciones de amplificacion de TM

Amplification Curves
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Figura 18. Amplificacion de trombomodulina por PCR en tiempo real. En la parte de arriba
se encuentra la grafica de amplificacién y en la parte de abajo la grafica de la curva
melting. Amplificacién de 2 muestras y un control negativo.
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<—— 108pb

Figura 19. Amplificacidon de TM por PCR en tiempo real en gel. Gel de poliacrilamida al
12%. Amplificacidén de 2 muestras.

5.1.3.6 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DE PLASMINOGENO 1 (PAI-1)

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 122 pb
el cual se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% teiido con Bromuro de etidio
(Figura 20) y se observé un Unico pico en la curva melting (Figura 21) y, lo cual coincide
con lo esperado. El protocolo de amplificacién para el gen PAI-1 se presenta en la Tabla

10.

Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 58°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 72°C single
Curva melting 95°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 0,2°C continuo
Enfriamiento 40°C 30 segundos

Tabla 10. Protocolo de las condiciones de amplificacion de PAI-1
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Figura 20. Amplificacion de PAI-1 por PCR en tiempo real en dos muestras. Gel de
poliacrilamida al 12%. Amplificacidon de 2 muestras.
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Figura 21. Amplificacion de PAI-1 por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se
encuentra la grafica de amplificacién y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.
Amplificacién de 2 muestras y un control negativo.
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5.1.3.7 CURVAS DE CALIBRACION

Las curvas de calibraciéon elaboradas para los genes a evaluar se realizaron a partir de
cDNA de placenta, el cual fue amplificado por PCR tiempo real, observado en gel de
agarosa al 1.5%, purificado y cuantificado por espectrofotometria, se hallé Ia
concentracidn de copias/ul de cada transcrito de acuerdo a los calculos de Illumina (132)
los cuales se basan en lo reportado por Overbergh et al. (135)el cual propuso que con el

peso molecular del fragmento de DNA es posible calcular el nimero de copias asi:

ug/pmol= Tamafio en pb del DNA ds x 649 g/mol x 10™ mol/pmol x 10° pg/g)

Copias = (ng/pl de DNA / pg/pmol) x 102 mol/pmol x 10° mg/g x ndmero de Avogadro

Donde pb= pares de bases, ds= doble cadena, nt= nucledtidos. El promedio del peso de

una par de base es 649 g/mol. El nimero de Avogadro es 6.022 x 10”* copias/mol.

A continuacién se presenta en la tabla 11 un resumen de los valores de eficiencia,
porcentaje de la eficiencia y coeficiente de correlacién de las curvas de calibracién
elaboradas para los genes hPL, GAPDH, FT, TM y PAI-1. La curva de calibracién para todos
los genes se realizd a partir de 5 diluciones seriadas de cDNA 1:2 que estuvieron dentro

del rango de 1 x 10*y 1 x10° copias/ml.

Gen Eficiencia % Eficiencia Coeficiente de p

correlacion

GAPDH 1,64 64% 1
hPL 2,05 105% 0,95 0,0028
FT 2,28 128% 0,94 0.0138
™ 2,1 110% 0,94 0,0138
PAI-1 1,79 79% 1

Tabla 11. Valores de la curva estandar
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5.1.3.8 CUANTIFICACION ABSOLUTA DE hPL EN MUESTRAS DE PLASMA

En los ensayos de expresion del hPL se utilizaron como control positivo un cDNA extraido
de una muestra de placenta el cual siempre amplificé y como controles negativos agua y
DNA gendmico extraido de sangre los cuales no amplificaron. La cuantificacién absoluta se
llevd a cabo en el Software LightCycler v 4.1 con respecto a la curva estandar previamente
realizada. Se logré amplificar hPL en el 100% de los casos y de los controles. Comparando
los niveles de expresidn de hPL en casos y controles se observé que no habia diferencias
estadisticamente significativas (p=0,5785). En la tabla 12 se muestran los resultados de la
cuantificacion absoluta en copias/ml de hPL y en la Figura 22 se muestra una grafica de

cajas y bigotes con la distribucién de los valores de la concentracién de hPL.
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Figura 22. Cuantificacion absoluta de mRNA de hPL

Cuantificacion
absoluta hPL
(copias/ml)*

Controles
Mediana 41.950
Rango min-max 797-2.060.000
Casos
Mediana 31.150
Rango min-max 89-1.270.000
p 0,5785

Tabla 12. Resultados de la cuantificacidn absoluta de hPL en plasma *Los resultados se

presentan en copias/ml de plasma.
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5.1.3.9 RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE mRNA DE LAS MUESTRAS DE PLACENTA

Se logré amplificar mRNA en 18 controles y 5 casos en muestras de placenta. Para el
estudio de los genes FT, TM y PAI-1 se realizaron andlisis de expresién absoluta con
respecto a la curva estdndar normalizando con el gen GAPDH. También se realizé un
analisis sin normalizar para analizar si las diferencias cambiaban o seguian igual. La
cuantificacion absoluta se llevd a cabo en el Software LightCycler v 4.1 con respecto a la

curva estandar previamente realizada. La normalizacién con el GADPH se llevd a cabo asi:

copias/ug gen Blanco

Normalizacion =

copias/ug gen GAPDH

Luego se establecié cuantas veces se encontraba aumentada o disminuida la expresién en

los casos con respecto a los controles asi:

Mediana expresién en casos

Tasa de expresién =

Mediana expresién en controles

En los ensayos de expresion del GAPDH, FT y PAI-1 se utilizaron como control positivo un
cDNA extraido de una muestra de placenta el cual siempre amplific6 y como controles

negativos agua y DNA gendmico extraido de placenta los cuales no amplificaron.

5.1.3.9.1 GAPDH

Se analizé si existia diferencia entre casos y controles para corroborar su utilidad como
gen housekeeping. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

casos y controles (p=0,4995) y se decididé usar como gen housekeeping. En la tabla 13 se

77



muestra el resumen de medidas de tendencia central y en la figura 23 la representacién

grafica de los datos.
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Figura 23. Cuantificacion de mRNA de GAPDH

Copias/pg*
Controles
Mediana 95100
Rango min-max  32300-950000
Casos
Mediana 72800
Rango min-max  64900-232000
p 0,4995

Tabla 13. Cuantificacidon absoluta de GAPDH *Los resultados se muestran como copias/ug

de RNA total extraido de placenta

5.1.3.9.2 FACTOR TISULAR

En la tabla 14 y la figura 24 se muestran los resultados de la cuantificacién. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (sin
normalizar p=0,6095 y normalizando p=0,3491). Adicionalmente se realizdé un analisis de
coeficiente de correlacién entre los valores de copias/ug y AFT/GAPDH arrojando una
correlacién positiva con una r=0,8393 y una p=0,000; este resultado indica que ambos
ensayos se desempefian igualmente bien en la determinacion de moléculas de FT en

placenta y que para su analisis podria o no ser normalizado con el gen housekeeping.
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Figura 24. Cuantificacion sin normalizar (arriba) y normalizando con GAPDH (abajo) de los
niveles de mRNA de FT

Copias/pug*  AFT/GAPDH

Controles
Mediana 26400 0,38
Rango min-max 114-801000 0,01-1,43
Casos
Mediana 71850 0,66
Rango min-max 8300- 0,11-2,83

190000
Relacion 2,72 1,76
casos/controles
p 0,6095 0,3491
Coeficiente de
correlacién
R® 0,8393
p 0,0000

Tabla 14. Valores sin normalizar y normalizando con GAPDH de los niveles de mRNA de FT

*Los resultados se muestran como copias/pug de RNA total extraido de placenta
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5.1.3.9.3 TROMBOMODULINA

En la tabla 15 y la figura 25 se muestran los resultados de la cuantificacion. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (sin
normalizar p=0,3946 y normalizando p=0,4436. Adicionalmente se realizdé un anilisis de
coeficiente de correlacion entre los valores de copias/ug y ATM/GAPDH arrojando una
correlaciéon positiva con una r=0,8272 y una p=0,000; este resultado indica que ambos
ensayos se desempefian igualmente bien en la determinacion de moléculas de TM en

placenta y que podria o no ser normalizado con el gen housekeeping.

Log10 copias/lug mRNA TM
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Figura 25. Cuantificacidn sin normalizar (arriba) y normalizando con GAPDH (abajo) de los
niveles de MRNA de TM
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Copias/pg*  AFT/GAPDH
Controles
Mediana 753000 6,65
Rango min-max 24900-607000 0,03-49,56
Casos
Mediana 533000 4,73
Rango min-max 24600-107000 0,34-11-19
Relacion
controles/casos 1,41 1,41
p 0,3946 0,4436
Coeficiente de
correlacion
R? 0,8272
p 0,0000

Tabla 15. Valores sin normalizar y normalizando con GAPDH de mRNA de TM *Los

resultados se muestran como copias/pg de RNA total extraido de placenta

5.1.3.9.4 PAI-1

En la tabla 16 y la figura 26 se muestran los resultados de la cuantificacidn sin normalizar y
normalizando. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y
controles (sin normalizar p=0,5054 y normalizando p=0,6106). Adicionalmente se realizé
un analisis de coeficiente de correlacidn entre los valores de copias/ug y APAI-1/GAPDH
arrojando una correlacién positiva con una r=0,6563 y una p=0,0012; este resultado indica
gue ambos ensayos se desempefian igualmente bien en la determinaciéon de moléculas de

TM en placenta y que podria o no ser normalizado con el gen housekeeping.
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Figura 26. Cuantificacion sin normalizar (arriba) y normalizando con GAPDH (abajo) de los
niveles de mRNA de PAI-1

Copias/pg* APAI-1/GAPDH
Controles
Mediana 3140 0,03
Rango min-max 160-8350 0,0012-0,147
Casos
Mediana 1900 0,01
Rango min-max 48,3-12900 0,0007-1,191
Relacion
controles/casos 1,65 3,21
p 0,5054 0,6106
Coeficiente de
correlacién
R® 0,6563
p 0,0012

Tabla 16. Valores sin normalizar y normalizando con GAPDH de los niveles de mRNA de

PAI-1*Los resultados se muestran como copias/ug de RNA total extraido de placenta
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5.1.3.9.5 RELACION FT/TM

Es probable que el desequilibrio entre los factores procoagulantes y anticoagulantes
pudiera estar implicado en de desarrollo de la RCIU, por lo cual se realizé analisis de la
relacion FT/TM y se compard entre casos y controles. La mediana de la relacion FT/TM en
casos es de 0,23 y en los controles 0,05 con una p=0,0411, estando 4,68 veces aumentado

en los casos en comparacion con los controles.

5.2 PREECLAMPSIA

5.2.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION

En total se recolectaron los datos de 4 casos y 7 controles. El grupo de casos lo
conformaron 4 mujeres gestantes en el tercer trimestre del embarazo con diagndstico de
preeclampsia. En la tabla 17 se muestran las caracteristicas demograficas de la poblacidn.
Las variables edad materna, peso del recién nacido, peso de la placenta, indice peso del
recién nacido/placenta, gestaciones y sexo no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles. La variable edad del recién nacido presentd
diferencias estadisticamente significativas (p=0,0388). Con respecto a la clasificacién de la
preeclampsia, inicialmente 1 caso presentaba PE leve y 4 casos presentaban PE severa, sin
embargo posteriormente todos los casos cursaron con sindrome de HELLP.

El grupo control lo conformaron 7 gestantes las cuales no presentaron ninguna
complicacién del embarazo, fue un embarazo a término, el recién nacido nacid sin ninguna

patologia y la madre no presentaba ninguna patologia de base.

5.2.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE RNA

Se realizé extraccion de RNA de las muestras de placenta tanto de los casos como de los

controles. En el proceso de estandarizacién la integridad del RNA de placenta fue
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verificada en geles de poliacrilamida denaturantes al 12%, por medio de la presencia de

las bandas correspondientes a las subunidades de RNA ribosomal, 28S y 18S.

Casos (n=4) Controles (n=7) p
Mediana Rango min-max Mediana Rango min-max
Edad materna (aiios) 30 20-36 22 15-35 0,1545*
Edad del Recién nacido 38,5 28-39 39 39-41 0,0388*
(semanas)
Peso del recién nacido 3020 785-3835 3400 3205-3965 0,4497*
(gramos)
Peso placenta 414,5 198-731 702 434-758 0,0588*
indice peso RN/placenta 5,48 3,96-9,13 5,35 4,40-7,38 0,8501*
N % n %
Primigestante
Si 0 0 1 14,3 0,4601**
No 4 100 6 85,7
Sexo
F 2 50 4 57,1 1,000**
M 2 50 3 42,9

Tabla 17. Caracteristicas demograficas de la poblacion
* Prueba de Mann-Withney

**Prueba binomial

5.2.3 PCR EN TIEMPO REAL

5.2.3.1 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE TIEMPO REAL

El proceso de estandarizacién de las condiciones de PCR en tiempo real en el laboratorio
se realizd igual para los 5 genes analizados GAPDH, FT, TM y PAI-1. Se realizd curva de
temperatura con diferentes concentraciones de primers para evaluar cuales eran las
mejores condiciones para obtener un amplicén Unico y con buena sefial. Se observd en la
curva de melting solamente la presencia de un pico. Adicionalmente se realizé una
electroforesis para asegurar que el tamafio del amplicdn coincidiera con lo analizado en el

programa primer3 (127). Las condiciones de la PCR se muestran en la tabla 18.
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Gen Concentracion de Temperatura Temperatura de
primers de disociacion (Tm)
anillamiento
FT 0,2 uM 62°C 84°C
™ 0,2 uM 62°C 86°C
PAI-1 0,2 uM 55°C 85°C
GAPDH 0,2 uM 60°C 86°C

Tabla 18. Condiciones estandarizadas de la PCR para cada gen

5.2.3.2 GLICERALDEHIDO 3 FOSFATO DESHIDROGENASA (GAPDH)

Se realizé amplificacién por tiempo real de un fragmento del gen GAPDH como
housekeeping para normalizar los resultados de los otros genes para el analisis de
cuantificacion relativa en muestras de placenta. Con las condiciones 6ptimas de la PCR en
tiempo real se obtuvo un fragmento de 240 pb el cual se observé un Unico pico en la curva
melting (Figura 28) y se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% tefiido con Bromuro
de etidio, lo cual coincide con lo esperado. El protocolo de amplificacién para el gen

GAPDH se presenta en la Tabla 20.

Fluorescence|
o
N
]

Fluorescence)

[impeciis]

Figura 27. Amplificacion de GAPDH por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se
encuentra la grafica de amplificacidn y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.

Amplificacién de 2 muestras.
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Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 82°C 5 segundos
Curva melting 90°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 1°C 4 segundos
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos

Tabla 20. Protocolo de las condiciones de amplificacién de GAPDH

5.2.3.3 FACTOR TISULAR

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 149 pb

el cual se evidencid en un gel de Poliacrilamida al 12% tefiido con Bromuro de etidio y se

observd un Unico pico en la curva melting (Figura 29), lo cual coincide con lo esperado. El

protocolo de amplificacion para el gen FT se presenta en la Tabla 21.
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Figura 28. Amplificacion de FT por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se encuentra

la grafica de amplificacidn y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.
Amplificacién de 2 muestras.
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Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 80°C 5 segundos
Curva melting 90°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 1°C 4 segundos
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos

Tabla 21. Protocolo de las condiciones de amplificacion de FT

5.2.3.4 TROMBOMODULINA

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 108 pb

el cual se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% tefiido con Bromuro de etidio y se

observd un Unico pico en la curva melting (Figura 30) y, lo cual coincide con lo esperado. El

protocolo de amplificacion para el gen TM se presenta en la Tabla 22.

Fluorescence
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Fluorescence

T T
78 L]

Figura 29. Amplificacion de TM por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se encuentra

la grafica de amplificacidn y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.
Amplificacién de 2 muestras.
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Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 80°C 5 segundos
Curva melting 90°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 1°C 4 segundos
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos

Tabla 22. Protocolo de las condiciones de amplificacién de TM

5.2.3.5 INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DE PLASMINOGENO 1 (PAI-1)

Con las condiciones éptimas de la PCR en tiempo real se obtuvo un fragmento de 122 pb

el cual se evidencié en un gel de Poliacrilamida al 12% tefiido con Bromuro de etidio y se

observd un Unico pico en la curva melting (Figura 31) y, lo cual coincide con lo esperado. El

protocolo de amplificacion para el gen PAI-1 se presenta en la Tabla 23.

o (=]
W sy

Fluorescence
o
M

wutag g oo g

- ]

10 20 30 40
|Cy|:le
\
\ I\
g ‘ /) \‘a. \
g \
g| W
| W
| —— \\
— W
l\ |\
= s | X
® 7

Figura 30. Amplificacion de PAI-1 por PCR en tiempo real. En la parte de arriba se

encuentra la grafica de amplificacidn y en la parte de abajo la grafica de la curva melting.

Amplificacién de 2 muestras.
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Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacién 72°C 10 segundos
Lectura 80°C 5 segundos
Curva melting 90°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 1°C 4 segundos
Denaturacion inicial 95°C 2 minutos

Tabla 23. Protocolo de las condiciones de amplificacién de PAI-1

5.2.3.6 RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE mRNA DE LAS MUESTRAS DE PLACENTA

Para el estudio de los genes FT, TM y PAI-1 se realizaron andlisis de expresién relativa con
respecto al gen GAPDH. El andlisis de cuantificacion relativa se llevd a cabo segun el
método de Pflaff(134), con correccidn de la eficiencia para cada gen. La férmula de Pflaff

es la siguiente:

ACPy, e (cON frol—sample)

reet )

t‘ l|[El:'l
rato = . ACP_(control—sample)
( f". rel ]

En los ensayos de expresion del GAPDH, FT y PAI-1 se utilizaron como control positivo un
cDNA extraido de una muestra de placenta el cual siempre amplific6 y como controles

negativos agua y DNA gendmico extraido de placenta los cuales no amplificaron.
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5.2.3.6.1 GAPDH

Se analizd si existia diferencia entre casos y controles para corroborar su utilidad como
gen housekeeping. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

casos y controles evaluando el ct (p=0,4649) (Figura 32)

33,5
33
32,5
32
315
31

@ Controles

M Casos

ct de GAPDH

30,5

ct GAPDH p=0,4649

Figura 31. Comparacion de ct de GAPDH en casos y controles

AFT/GAPDH  ATM/GAPDH APAI-
1/GAPDH

Controles
Mediana 0,07 0,02 32,08
Rango min-max 0,01-0,5 0,01-0,23 5,8-244,57
Casos
Mediana 35,10 0,30 8,44
Rango min-max 12,27-106,31 0,13-0,52 3,24-3,62
p 0,0105 0,014 0,09
Relacién 501,43 15,00 0,003*
casos/controles

Tabla 24. Resultados de la cuantificacion relativa de FT, TM y PAI-1*Relacion

controles/casos 3.8 veces

5.2.3.6.2 FACTOR TISULAR

En la tabla 24 y la figura 34 se muestran los resultados de la cuantificacién relativa. Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (p=0,0105),
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y se encontré aumentada la expresion de FT en los casos 501,43 con respecto a los

controles.

40,00
30,00
=
& 20,00 @ Controles
(<]
E 10’00 W Casos
= |

o
8

Niveles de FT p=0.0105

Figura 32. Cuantificacion relativa de los niveles de mRNA de FT

5.2.3.6.3 TROMBOMODULINA

En la tabla 24 y la figura 35 se muestran los resultados de la cuantificacidn relativa. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (p=0,014),

se encontré aumentada la expresiéon de TM en los casos 15 veces con respecto a los

controles.
0,20
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2 020
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0,00
Niveles TM p=0.0140

Figura 33. Cuantificacidn relativa de los niveles de mRNA de TM

5.2.3.6.4 PAI-1

En la tabla 24 y la figura 36 se muestran los resultados de la cuantificacién relativa. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (p=0,09).
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Figura 34. Cuantificacion relativa de los niveles de mRNA de PAI-1

5.2.3.6.5 RELACION FT/TM

Al igual que en RCIU, se evalué el desequilibrio entre los factores procoagulantes vy
anticoagulantes podria estar implicado en de desarrollo de la PE, se realizd analisis de la
relacién FT/TM y se compard entre casos y controles. La mediana de la relacion FT/TM en
casos es de 117 y en los controles 3,5 con una p=0,001, estando 33,42 veces aumentado

en los casos en comparacion con los controles.
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6. DISCUSION

En este estudio se encontraron aumentados los niveles de mRNA de FT y TM en placentas
de pacientes con PE, como también el aumento de la razén de mRNA de FT/TM en

placentas de pacientes con PE y RCIU, con diferencias estadisticamente significativas.

El estudio de FT, TM y PAI-1 en placentas de mujeres gestantes con diagndstico de RCIU o
PE permite generar conocimiento sobre el compromiso de los mecanismos hemostaticos
en la placenta en estas enfermedades. En este estudio se encontraron aumentados los
niveles de FT en las placentas con PE mostrando diferencias estadisticamente
significativas. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en RCIU pero
se observd un aumento de 2,72 y 1,71 veces en los casos con relacién a los controles, sin
normalizar y normalizando de FT, respectivamente. Estos uUltimos resultados indican que
hay factores que influyen en la cuantificacion. La cuantificacion de los transcritos de
RNAm por PCR en tiempo real se altera facilmente con cualquier variacién en la cantidad
de material de partida entre las muestras, por ejemplo, la variacién de muestra a muestra,
la variacion en la integridad del RNA, las diferencias en la eficiencia de la
retrotranscripcién y la variacion de la carga de muestras de cDNA. (136, 137). Por este
motivo se recomienda normalizar con un gen housekeeping (138). Sin embrago, la
correlacidon entre los valores sin normalizar y normalizados es positiva con un valor

estadisticamente significativo.

Krikun et al., encontraron un aumento con diferencias estadisticamente significativas de
FT a nivel de proteina con inmunohistoquimica en el endotelio decidual en placentas de
pacientes con RCIU(139). Con respecto a PE este resultado concuerda con lo encontrado
por Estelles et al. quienes midieron FT a nivel de mRNA y proteina en 6 placentas de
mujeres con preeclampsia y 7 placentas controles normales y encontraron un aumento
significativo de FT en placentas con preeclampsia(67). En el 2009 Teng et al. reportaron
diferencias estadisticamente significativas en la expresién con aumento de FT en placenta

a nivel de mRNA en preeclampsia(87). Ademas también demostraron que los niveles de
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plasma se pueden correlacionar con

los encontrados en placenta en PE(102).

Adicionalmente se ha encontrado un incremento de FT en placentas de gestaciones con

PE y RCIU que presentaron anormalidades en la velocimetria en el Doppler(103). Sin

embargo, Kanfer et al. a nivel de proteina, y Lépez-Ramirez a nivel de mRNA no

encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de FT en PE(99, 104).

En la tabla 25 se muestran los estudios donde han realizado mediciones de FT en placenta

en PE y RCIU.

MOLECULA
PATOLOGIA CASOS CONTROLES p TECNICA REFERENCIA
ESTUDIADA
Preeclampsia 6 7 S mRNA RT-PCR (67)
Preeclampsia 20 20 S mRNA QRT-PCR (87)
Preeclampsia 30 30 S mRNA QRT-PCR (102)
Preeclampsia 14 14 S mRNA Hibridizacion in situ (103)
Preeclampsia 6 7 S Proteina Inmunohistoquimica (67)
Preeclampsia 17 17 NS Proteina Inmunohistoquimica (99)
Preeclampsia 12 26 NS proteina ELISA (104)
Preeclampsia 20 20 S Proteina ELISA (87)
Western blot e
Preeclampsia 30 30 S Proteina (102)
inmunohistoquimica
RCIU 25 15 S Proteina Inmunohistoquimica (139)

Tabla 25. Estudios que han reportado medicién de FT en placenta en PE y RCIU

NS: no significativo; S: significativo

Se han extraido altos niveles de esta proteina de extractos de tejido placentario y liquido

amniodtico, por eso se considera a la placenta como una fuente muy importante de FT(29).

La hipdtesis que se ha postulado acerca de las implicaciones del FT en la PE y el RCIU es

que la reduccidn del flujo sanguineo uteroplacentario, producido por una inadecuada

proliferacidon e invasion trofobldstica, causa hipoxia en la decidua generando Factor de
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Crecimiento Endotelial Vasal (VEGF) en la decidua perivascular(139), el exceso de VEGF
induce la expresion de mRNA y proteina del FT (140) este aumento estimula la generacion
de trombina. La trombina agrava este proceso mediante una mayor expresion de FT y
VEGF endotelial promoviendo trombosis uteroplacentaria e induciendo citoquinas
inflamatorias, lo que finalmente llevaria a perdida fetal, PE, RCIU y abruptio de
placenta(141). Se ha encontrado evidencia a favor de esta hipdtesis. Chinni et al.,
encontraron una asociacion entre los niveles de FT y VEGF en placentas de embarazos con
PE(142). Adicionalmente, en los segmentos de los vasos sanguineos uteroplacentarios de
placentas de casos con bajo peso al nacer con evidencia de malperfusion uteroplacentaria
materna hay un incremento de FT comparado con placentas de casos con bajo peso al
nacer asociado con villitis crénica o controles normales(139). Adicionalmente, Krikun et
al., demostraron que células endoteliales endometriales suplementadas con trombina
mostraron un incremento de agregados endoteliales y cambios morfolégicos en ensayos
de evaluacion de la angiogénesis; esto sugiere que la hipoxia, el VEGF y la trombina
podrian actuar conjuntamente para inducir y mantener una angiogénesis aberrante
causando dafio endotelial, aumentando la expresidon de proteasas e incrementando la
permeabilidad vasal causando hemorragia y desenlace adverso del embarazo(139). Por
otro lado, se ha demostrado que la tanto el FT como la trombina regulan la expresion de
sFItl en células trofoblasticas, el sFLtl inhibe la angiogénesis local y la implantacién
trofoblastica, induciendo anormalidades placentarias y complicaciones del embarazo (143,
144). Adicionalmente, se ha demostrado que en pacientes con PE hay un remodelamiento
incompleto de las arterias espirales y se han encontrado anormalidades en el Doppler(29).
Basado en estos hallazgos, Burton et al., postulé que la isquemia y la hipoxia placentaria
no eran constantes en la PE y que la lesion hipoxia-reperfusién en vez de la hipoxia estable
cronica podria ser la primera causa del dafio tisular(90). Bajo condiciones de hipoxia e
hipoxia-reperfusidon se incrementa la sintesis y liberacién de Factor de Necrosis Tumoral-a
(TNF-a) en tejido placentario. Ya se ha demostrado que el TNF-a aumenta la expresion de
FT en células trofoblasticas y que se aumenta aun mas en condiciones de hipoxia(87) (Ver

figura 37). A pesar de los avances en la comprensién del papel del FT en el embarazo, se
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ha logrado poco estudiando su importancia en las complicaciones vasculares gestacionales
como preeclampsia, eclampsia, sindrome de HELLP, RCIU, abrutio de placenta y muerte
fetal intrauterina. Considerando el papel del FT en el proceso hemostdtico, es muy
importante investigar su implicacién en el desarrollo de las complicaciones vasculares
gestacionales que son frecuentemente asociadas con la formacién de micro trombos en la
circulacion placentaria que pueda arrojar resultados clinicos relevantes(96). Como
resultados paralelos a este trabajo, nuestro grupo logré encontrar diferencias
estadisticamente significativas a nivel de proteina de FT en placentas con RCIU por técnica
de ELISA. Los resultados discordantes entre mRNA y proteina se pueden deber a dos
causas. Una es que ya se ha reportado anteriormente que el mRNA de FT se degrada
rapidamente debido a que posee regiones ricas de AU en el extremo 3" las cuales se han
demostrado que median la degradacién rdpida del RNA(145). La otra causa es que sufra

modificaciones postranscripcionales que regulen la sintesis de la proteina.

En cuanto a la TM, se encontraron aumentados los niveles de mRNA 15 veces con
diferencias estadisticamente significativas en las placentas de pacientes con PE
comparandolos con los controles sanos; por el contrario en RCIU no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, sin embargo los niveles aumentan 1,41 veces
en los controles con relacidn a los casos. Cabe resaltar que este es el primer estudio a
nivel mundial que mide la expresién a nivel de mRNA de TM en placenta en estas dos
patologias y es el primer estudio que muestra un aumento estadisticamente significativo
de TM en placentas con PE. En RCIU se han encontraron diferencias estadisticamente
significativas con aumento de los niveles de TM en placenta por inmunohistoquimica (107)
y estudios en PE no encontraron diferencias estadisticamente significativas en placentas
con PE por técnicas de inmunohistoquimicas, ELISA y actividad enzimatica (16, 99, 104) sin
embargo Bosco et al., reportaron un aumento de TM en los miofibroblastos vasculares y
estromales en comparacién con el endotelio en placentas provenientes de individuos con
PE(16). En la tabla 26 se muestran los estudios que se han publicado sobre los niveles de

proteina de TM en placenta en PE y RCIU.
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Figura 35. Hipdtesis de del mecanismo fisiopatolégico en la disfuncién placentaria (Autoria
propia)

PATOLOGIA CASOS CONTROLES p TECNICA REFERENCIA
Preeclampsia 17 17 NS Actividad enzimatica (99)
Preeclampsia 12 26 NS ELISA (104)
Preeclampsia 12 11 NS Inmunohistoquimica (16)

RCIU 12 12 S Inmunohistoquimica (107)

Tabla 26. Estudios que han reportado mediciéon de TM a nivel de proteina en placenta en

PE y RCIU

NS: no significativo; S: significativo
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La via anticoagulante mas importante en la placenta es mediada por la TM(16). Los
resultados publicados por Bosco et al., sugieren que la TM en PE juega un papel
importante en la preservacién de la funcidén de los miofibroblastos estromales en la
contractilidad vellosa y la modulacién de los espacios intervellosos afectando tanto la
circulacion fetal como la materna(146, 147). Estos resultados plantean que en PE, la
disminucién del flujo sanguineo puede ser debido al deterioro funcional y estructural del
endotelio de los vasos vellosos, mientras que el aumento en la expresiéon de TM de los
miofibroblastos estromales y perivasculares rodeando la vellosidad podria tener un efecto
compensatorio de los cambios protrombdticos y modular el flujo sanguineo fetal en el
arbol velloso(16). Cabe resaltar la actividad antifibrinolitica que tiene la TM. El complejo
TM-trombina también activa el inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina (TAFI), la
cual es una carboxipeptidasa que al activarse remueve residuos del extremos
carboxiterminal de la fibrina; estos residuos son importantes para el secuestro de enzimas
fibrinoliticas en la malla de fibrina y su eliminacidon hace el coagulo mas resistente a la
lisis(148). Adicionalmente se ha demostrado que la trombomodulina tiene una funcién
angiogénica estimulando la sintesis de DNA y estimula la motilidad quimotdctica y la
formacion del tubo capilar, en cultivos de células endoteliales de venas umbilicales,
también aumenta la expresion de metaloproteinasas de matriz y activadores del
plasmindégeno, los cuales median el proceso de protedlisis extracelular dirigiendo a la
invasion y migracion de las células endoteliales durante la angiogénesis(149).
Adicionalmente se ha descrito que la trombina aumenta los niveles de TM favoreciendo la
actividad anticoagulante(145), pero se debe tener en cuenta que la TM tiene
adicionalmente funciones antifibrinoliticas. La hipdtesis que se plantea entonces, es que la
TM se aumenta por un efecto compensatorio tratando de balancear el proceso
hemostatico y favoreciendo la angiogénesis y la invasién celular; pero este aumento, por
otro lado disminuye la fibrindlisis activando TAFI y conlleva a una acumulacién de trombos
de fibrina y por consiguiente a una isquemia generando dafios en la funcién placentaria.
Lo que se plantea con los resultados de este estudio es que en PE, la TM aumenta por un

efecto compensatorio para corregir el desequilibrio hemostatico, sin embargo el dafo
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placentario genera una respuesta sistémica; por el contrario, en RCIU, la TM no se alcanza
aumentar significativamente y el dafo placentario se localiza Unicamente en la placenta y
no genera una respuesta inflamatoria sistémica. Sin embargo cuando ocurre dafio

sistémico y local se presenta PE con RCIU (Figura 38).
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Figura 36. Hipdtesis de la fisiopatologia de la PE y la RCIU (Autoria propia).

Con respecto a PAI-1 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en PE
ni en RCIU. Es el primer estudio a nivel mundial donde se estudia la expresién de mRNA de
PAI-1 en RCIU, sin embargo a nivel de proteina no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas(109). En PE, a nivel de mRNA, hay dos estudios que
reportan un aumento de PAI-1 con deferencias estadisticamente significativas (67, 87) y a

nivel de proteina los resultados son contradictorios(67, 87, 99, 104, 109, 150). Cabe
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considerar que el resultado encontrado para esta variable podria deberse al tamafo de la

muestra. En la tabla 27 se muestran los estudios realizados de PAI-1 en placenta en PE y

RCIU.

PATOLOGIA CASOS CONTROLES p MOLECULA TECNICA REFERENCIA
Preeclampsia 6 7 S mMmRNA QRT-PCR (67)
Preeclampsia 20 20 S mRNA QRT-PCR (87)
Preeclampsia 17 17 NS Proteina  Inmunohistoquimica (99)
Preeclampsia 12 26 S Proteina ELISA (104)
Preeclampsia 20 20 S Proteina ELISA (87)
Preeclampsia S Proteina ELISA (150)
Preeclampsia 6 7 S Proteina Inmunohistoquimica (67)
Preeclampsia/RCIU 8 10 S Proteina ELISA (109)
Preeclampsia/RCIU 8 10 S Proteina Inmunohistoquimica (109)
Preeclampsia/RCIU 8 10 Aumentado  Proteina Western (109)

en PE

RCIU 8 10 NS Proteina ELISA (109)
RCIU 8 10 NS Proteina Inmunohistoquimica (109)

Tabla 27. Estudios que han reportado medicién de PAI-1 en placenta en PE y RCIU

NS: no significativo; S: significativo

Por las funciones que se le atribuyen al PAI-1, se piensa que podria estar involucrado en la
fisiopatologia de complicaciones del embarazo que se originan en la placenta como la PE y
el RCIU. El significado bioldgico de las proteasa y sus inhibidores en la adhesidn e invasién
trofobldstica in vivo no ha sido del todo elucidada. Las proteinas proteoliticas, al parecer,
se requieren para la implantacion satisfactoria del embrién y el desarrollo placentario
(65). Se ha demostrado que las células endometriales de la decidua producen altos niveles
de PAI-1(151). Adicionalmente, la sintesis de PAI-1 se aumenta cuando se promueve la
diferenciacidn en la decidua. Shatz et al., postularon que el PAI-1 derivado de las células
de la decidua podria actuar como una barrera a la invasién trofoblastica, previniendo la
hemorragia durante la invasién vascular(151). En embarazos molares se ha observado una
invasidn trofoblastica incontrolada y PAI-1 esta disminuido, lo que sugiere que una

disminucién de PAI-1 podria estar asociado con una invasion placentaria exacerbada(65).
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Algunos autores han postulado que es importante analizar la relaciéon entre factores
procoagulantes y anticoagulantes(152). A partir de 1993, se encuentran publicaciones que
evidencian relacion entre los mecanismos regulatorios de la expresion de FT y TM en
diferentes modelos in vitro. En 1993, Bartha et al, evidencié que la trombina regula la
expresion de FT y TM, asi como su actividad en células endoteliales de vena safena
humana. Adicionalmente, indican que al parecer los mecanismos involucrados son
distintos. En el caso de la TM, la trombina aumenta la expresion de mRNA pero no cambia
la expresion en la superficie celular, sin embargo se encontré aumento de la TM secretada
al medio asi como de las vesiculas con TM en la superficie luminal de la célula; mientras
que para FT, la trombina aumentd su expresidon a nivel de mRNA asi como la expresion de
la proteina en la superficie de la membrana celular(145). En 1999, Zhu et al, reportaron
gue la actividad procoagulante de células de leucemia humana dependia de la cantidad de
proteina de FT, pero principalmente de la razdn de la cantidad de antigenos de FTy TM en
la membrana celular (FT/TM)(153). Estos hallazgos, los cuales indican la relacion entre la
expresion de FT y TM asi como su papel en la actividad procoagulante celular, nos
incentivaron a analizar la razén FT/TM a nivel de mRNA y de proteina. La evidencia
anotada mas los resultados encontrados en nuestro estudio, sugieren que la razén FT/TM
podrian servir como marcador, posiblemente mejor que los resultados individuales, de
compromiso de los principales mecanismos procoagulantes y anticoagulantes a nivel local

en la placenta de gestaciones que cursaron con RCIU idiopatico

En este estudio se midieron los niveles de mRNA de hPL en plasma de embarazos con RCIU
no se encontraron diferencias significativas. Esto se realizdé porque debido a que
complicaciones del embarazo como PE y RCIU son de origen placentario, la medicion de
MRNA de hPL en el plasma de gestantes podria servir como un marcador de la funcién
placentaria y poder monitorear los cambios en el desarrollo del embarazo en gestantes.
Una de las hormonas mas importantes en el embarazo es el hPL. Esta es una proteina de
sintesis exclusiva de la placenta producida por el trofoblasto. Modifica el metabolismo de

la madre durante el embarazo para facilitar el suministro de energia al feto (1); por este
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motivo ha sido candidata para monitorear el estado placentario. Varios estudios se han
llevado a cabo para observar el papel del hPL en PE y RCIU. Se ha demostrado que en RCIU
hay baja produccidn placentaria de esta proteina (154, 155) pero en PE los resultados son
contradictorios (154, 156) y en plasma se ha encontrado un aumento en el segundo y
tercer trimestre de embarazos que desarrollan PE (157) y se ha demostrado una
correlacion entre los niveles de hPL y el crecimiento fetal(158). Lo et al (1997), lograron
aislar DNA libre circulante en el plasma de mujeres embarazadas(114). Estos estudios
abrieron una nueva posibilidad de realizar un diagndstico prenatal no invasivo donde ni el
feto ni la madre corren peligro alguno(159). Debido a que muchas veces no es posible
determinar el origen del DNA encontrado en el plasma de mujeres embarazadas y se
puede confundir con el DNA materno, se planted el interrogante sobre si se podria aislar
RNA de origen feto-placentario en el plasma materno y asi determinar la expresién de
genes especificos de la placenta. Poon et al., fueron los primeros en publicar la presencia
de RNA fetal en el plasma de gestantes(160). En pacientes con preeclampsia se han
encontrado que los niveles de mRNA del gen hPL son significativamente menores en
gestantes tanto en el primer trimestre (161) como en el segundo y tercer trimestre (162) y
en placenta previa percreta también se reportaron niveles bajos en comparacion con los
controles(22), estos estudios demuestran que es posible monitorear el estado placentario
en el plasma materno. Nuestro estudio es el primero en evaluar los niveles de mRNA de
hPL en plasma de gestantes con RCIU; no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas posiblemente debido a que no encontramos diferencias en el peso de la
placenta y ya se ha reportado que los niveles de hPL en suero se correlacionan con el

tamano de la placenta(163).

El desarrollo de marcadores de mRNA placentarios que pueden ser detectados en plasma
representa un avance en la utilizacion de moléculas que podrian utilizarse en todas las
mujeres embarazadas sin tener en cuenta el sexo fetal, factor limitante al utilizar DNA. Se
ha demostrado que es posible detectar mRNA en plasma de origen fetoplacentario en
gestantes con 4 semanas de gestacion y que desaparece después del parto(164). Por otro

lado Zong et. al., postula que la evaluacién cuantitativa de DNA fetal en plasma materno
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junto con la medicién de mRNA de diferentes transcritos podria contribuir a mejorar la
identificacion de las mujeres en riesgo de desarrollar preeclampsia(165), lo que se podria

proponer también para RCIU.
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7. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de mRNA de FT y
TM en placentas con PE, pero no en placentas con RCIU. Con respecto a los niveles de
MRNA de PAI-1 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en placentas
con PE ni RCIU. Cabe resaltar que este es el primer estudio a nivel mundial que mide los
niveles de mRNA de FT en placentas con RCIU y de TM en PE y RCIU y adicionalmente es el
primer estudio que encontrd diferencias de la expresion de TM en PE. Se confirmé la
hipétesis planteada con respecto a la expresién de FT y TM en PE pero no en RCIU; del
mismo modo no se comprobd la hipétesis de los niveles de PAI-1 en RCIU y PE.
Adicionalmente, se extrajo mRNA libre de origen fetoplacentario en plasma materno de
gestantes que cursaron con RCIU y gestantes normales, sin embargo no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados de este trabajo estan de acuerdo con la teoria que la fisiopatologia de estas
dos complicaciones del embarazo, PE y RCIU, tiene un componente hemostatico
importante, pero que en PE, de algin modo, la respuesta por tratar de compensar los
dafios en la placenta, es mucho mas severa y se convierte en sistémica. Sin embargo al
observar la relacion FT/TM entre casos y controles si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en RCIU, lo que sugiere que en estas patologias se pierde el
equilibrio entre el componente procoagulante y el anticoagulante y que este desbalance

es lo que principalmente podria producir el dafio en la placenta.

Por otro lado, a pesar que no se encontraron diferencias en la expresion de hPL en plasma
materno entre casos con RCIU y controles, la identificacion de acidos nucléicos libres
circulantes en plasma materno provenientes de la unidad fetoplacentaria es un hallazgo
importante que abre las puertas para seguir estudiando el origen y la utilidad de estas

moléculas en las complicaciones del embarazo.
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8. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Los resultados de este trabajo genera entre otros un cuestionamiento importante: que tan
temprano en el embarazo ocurre el desequilibrio de los procesos hemostaticos?. Para
resolver esta pregunta, debido a que se logré extraer acidos nucléicos en plasma de origen
fetoplacentario, se podria plantear un estudio midiendo los niveles de mRNA de FTy TM
en plasma de una cohorte de mujeres gestantes en varias edades del embarazo vy
comparar los niveles de estas moléculas entre las pacientes que desarrollaron PE o RCIU

con gestantes normales, y observar que tan temprano ocurren estos cambios

Este trabajo hace parte del proyecto de la tesis doctoral de Reggie Garcia Robles el cual se
titula “Mecanismos fisiopatolégicos en Restriccion de Crecimiento Intrauterino”. El
desarrollo de este proyecto abrid las puertas para crear alianzas para realizar proyectos
colaborativos entre los departamentos de Patologia, Ginecoobstetricia e Instituto de
Genética Humana (IGH) de la Pontificia Universidad Javeriana. Por otro lado se
establecieron convenios para desarrollar proyectos colaborativos con la Universidad de
Los Andes (Santiago de Chile, Chile). Adicionalmente, se establecerd una nueva linea de
investigacion dentro del grupo del IGH que se denomina “Salud materno-fetal”. El objetivo
de esta nueva linea de investigacion es estudiar los mecanismos fisiopatoldgicos de las
complicaciones del embarazo para poder generar nuevo conocimiento acerca de su
etiologia y crear nuevas herramientas para la prediccidn, prondstico y tratamiento de

estas patologias.

La debilidad que tiene este proyecto es principalmente el tamafo de la muestra. A pesar
de los multiples esfuerzos que se realizaron para la consecuciéon de las pacientes,
desafortunadamente se logré recolectar un tamafo de muestra menor a lo esperado. Por
ese motivo se sugiere confirmar los resultados obtenidos en este trabajo, con un tamafio
de muestra mayor, sin embargo cabe resaltar las diferencias estadisticamente que

encontramos con este tamaio de muestra.
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La fortaleza que tiene este trabajo, es que es el primero en estudiar los niveles de mRNA
de FT en RCIU y el primero en medir mRNA de TM en PE y RCIU en placentas y
adicionalmente es el primero en describir diferencias en la expresion de TM en PE. Por
otro lado, en Colombia es el primer grupo que ha logrado aislar mRNA libre de origen

fetoplacentario en plasma materno.
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10. ANEXOS

Anexo 1. CUESTIONARIO PACIENTES CON RCIU

METABOLISMO DE LA HOMOCISTEINA, SU RELACION CON POLIMORFISMOS DE LA MTHFR,
MTRR, CBS Y EXPRESION DE GENES PARA FACTORES PROCOA GULANTES,
ANTICOAGULANTES Y FIBRINOLITICOS EN EL TERCER TRIM ESTRE DE GESTACIONES
NORMALES.

INSTITUTO DE GENETICA HUMANA — PUJ

IDENTIFICACION DE LA MADRE:

Nombre:

Fecha de Nac: Natural:
Procedente: Direccién:
Tels: Cel:

La informacién solicitada en este formato tiene un caracter estrictamente confidencial y solo sera
usada con fines académicos. Por favor, lea cuidadosamente cada pregunta e indique la respuesta

gue corresponda. Le agradecemos la participacion y la sinceridad prestada al realizar la encuesta.

ANTECEDENTES MATERNOS Y DATOS DE EXAMEN FISICO MATE RNO

Edad materna (afios cumplidos):

Estado civil: Casada I:I Unién libre I:I Soltera I:I Viuda I:I Separada I:I

Escolaridad:

Prim. Incomp |:| Prim. Comp |:| Secund. Incomp |:| Secund. Comp |:|
Univ. Incomp I:I Univ. Comp I:I Postgrado I:I

Ocupacion:

Estrato socioecondémico:
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Evaluacién de habitos nutricionales y estilo de vida:
¢Ha seguido alguna dieta alimenticia en el Gltimo afio?

SII:| NO I:I

En est4 dieta se evita el consumo de (marque con una X todas las casillas necesarias)

Frutas Vegetales Carnes
Todos los anteriores Otro
;Cudl?

¢ Con que frecuencia consume frutas y verduras?

Siempre |:| Casi siempre |:| Casi nunca |:| Nunca |:|

Ejercicio preconcepcional (periodo de 1 afio a concepcién): ¢Con que regularidad usted hace

ejercicio?

Diariamente Una vez por semana 2 0 3 veces por semana
Mas de 3 veces por semana I:I Nunca I:I

Talla (cms): Peso pregestacional (kg): IMC pregestacional:

Tensién arterial:
Sistélica Diastoélica

Etnia/antepasados:

Europeos latinos |:| Europ. No latinos |:| Judios |:| Arabes |:|
Negros |:| Orientales |:| Nativos |:| Otros |:|

Antecedente personal de eventos tromboéticos (TEP, tromboflebitis, TVP)

Cual Afo

Antecedente familiar de enfermedad cardiovascular y eventos tromboéticos (TEP, tromboflebitis,

TVP, EAC, ACV). Hasta segundo grado de parentesco.

Quien? Cual? Edad
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Antecedente examenes paraclinicos metabdlicos alterados en periodo de 1 afio preconcepcional.

¢ Tiene el colesterol LDL aumentado? Sl
¢ Tiene el colesterol HDL bajo? Sl

¢ Tiene los triglicéridos aumentados? Sl

I:INO
Mo

I:INO

I:INO SABE
I:INO SABE

I:INO SABE

NN

¢ Tiene glucosa aumentada? Sl |:| NO |:|NO SABE |:|
Usted sufre alguna enfermedad?
ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS
Incremento porcentual del peso materno respecto al peso pregestacional:
Paridad: G__ P__ V__ Periodo entre los Ultimos 2 embarazos (meses):
Antecedente de complicaciones obstétricas:
RCIU: SI |:| NOI:I N° Preeclampsia: SI I:I NO I:I\I"_
Obito fetal: Sl |:| NO |:| N°__ Abruptio de placenta: SI |:| NOI:I N°
Hijos del mismo padre (especificacion):
Antecedente de malformaciones fetales:
Caso: 1. __ ¢Cuél (es)?
2. ¢Cuél (es)?
3. ¢Cual (es)?
Habito de fumar
Sl I:I NO |:ICigarriIIos/dia promedio __ Pregestacional Trimestre
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Ingesta de alcohol

SII:INOI:|

Consumo de sustancias psicoactivas

SII:INOI:|

Medicamentos (Nombre, via, dosis, duracion):

Cigarrillos/dia promedio Pregestacional Trimestre

,Cual? Pregestacional Trimestre

1.

Pregestacional I:I Trimestre en el embarazo:
2.

Pregestacional |:| Trimestre en el embarazo:
3.

Pregestacional I:I Trimestre en el embarazo:

Suplementos vitaminicos (Nombre, via, dosis, duracion):

Pregestacional I:I Trimestre en el embarazo:

Pregestacional |:| Trimestre en el embarazo:

Uso de anticonceptivos hormonales preconcepcionales (periodo de 1 afio a concepcion)

¢De que clase?

Orales I:I Inyectables I:I

¢Por cuanto tiempo? MESES ANOS
¢Los uso en el periodo periconcepcional? Sl

Concibe facil: Si No

[]

NO

Hizo estudios |:| Hizo tratamientos

Nota:

Consanguinidad parental: Si |:| No |:|
Nota:
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Descripcién de RCIU:

Tipo:  Simétrico |:| Asimétrico |:| No clasificado |:|
Severidad de acuerdo a percentil peso para edad gestacional:

[] [] [] []

Leve (percentil 5-10) Moderado (2-5) Severo (<2) No clasificado

Edad gestacional al diagnostico de RCIU (en semanas):

DATOS DEL RN

O O
Vivo |:| Muerto Peso neonatal (gr): Talla neonatal (cm):

PEG | | AEG [ ] GEG [ |

Sexo RN: M Edad gestacional (semanas por Ballard):
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES CON RCIU

Estudio: APROXIMACION A LOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS Y MOLECULARES
INVOLUCRADOS EN RESTRICCION DE CRECIMIENTO INTRAUTERINO IDIOPATICO.

Usted (o su pariente) esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto
por el Instituto de Genética Humana de la Pontificia Universidad. Es muy importante que
usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizaciéon de este estudio: (a) Su
participacion en este estudio es totalmente voluntaria. (b) El participar en este estudio
puede no beneficiarlo a usted directamente, pero esta investigacion nos permite clarificar
muchos conceptos sobre la enfermedad y su mecanismo de herencia, de manera que los
beneficios posteriores sean para usted, su familia u otros individuos afectados. (e) Usted
puede retirarse del estudio cuando lo desee. La revocacion de este consentimiento no
tendrd perjuicio alguno sobre la relacién médico - paciente. (d) Ninguna persona
involucrada en este estudio recibira beneficios econdmicos como pago por su
participacion. (e) Este estudio no tiene ningln interés econdmico por parte nuestra o de
las instituciones colaboradoras. (f) CONFIDENCIALIDAD: Los registros con la informacién
de cada individuo permaneceran archivados en el Instituto de Genética Humana. Las
historias médicas, los resultados de exdmenes y la informaciéon que usted nos ha dado son
de caracter absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de
investigacion tendrd acceso a estos datos. Por ningun motivo se divulgara esta
informacidn sin su consentimiento. Cuando los resultados de este estudio sean reportados
en revistas médicas cientificas o en congresos cientificos, los nombres de todos aquellos
que tomaron parte en el estudio seran omitidos. (g) La naturaleza de este estudio, sus
riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacién importante esta
resumida a continuacién y serd explicada por el grupo investigador. (h) Si tiene algun
interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestard sus preguntas.

Cualquier informacidn adicional usted puede obtenerla de los investigadores, o
directamente con:

Jaime Bernal
Martha Bermudez
Instituto de Genética Humana

Tel: (91)3208320 (Ext. 2791, 2794, 2828)

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO
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OBIJETIVO: Determinar las alteraciones en procesos metabdlicos maternos, en la
homeostasis de la coagulacién en la unidad materno-fetal y mecanismos moleculares
involucrados en la fisiopatologia de la Restriccidn de Crecimiento Intrauterino.

PROCEDIMIENTO: Se trata de un estudio observacional analitico de tipo casos y controles.
Se estudiaran 20 gestantes con diagndstico ecografico de RCIU de etiologia desconocida
del Hospital Universitario San Ignacio, con previo informe de consentimiento. Se hara
examen fisico y nutricional, se aplicard cuestionario sobre edad gestacional, peso fetal,
edad materna, gestaciones, sexo fetal, suplencia vitamina B12 y folato, RCIU sin causa
conocida y consumo de farmacos. El grupo control corresponde a gestantes con ecografia
normal e historia de partos sanos, del mismo grupo étnico, edad y procedentes de la
misma institucion. Se realizara: Cuantificacidon de homocisteina, vitamina B12 y acido
folico durante el embarazo y 3 meses postparto; estudio anatomopatolégico de placenta 'y
determinacién, por PCR tiempo real, de la expresion de algunos genes de las vias de
coagulacién sanguinea y por ELISA para cuantificaciéon de dichas proteinas. Se realizara
estadistica descriptiva para las variables ya enunciadas, asi como descripcion del perfil de
genes pro y anticoagulantes expresados en placenta y en el suero materno e
interpretacidn estadistica de la relacién entre estos. Si fuera necesario repetir los
examenes, usted seria notificado para tomar las muestras nuevamente. Estas muestras
serdn manejadas Unicamente por las personas involucradas directamente en este
proyecto, ademads seran almacenadas y procesadas en el Instituto de Genética Humana. Si
usted decide retirarse del estudio, sus muestras dejaran de ser utilizadas de inmediato y
serdn devueltas si asi lo desean.

RIESGOS E INCOMODIDADES: La participacidn en este estudio representa riesgo minimo
para su salud e integridad y las molestias y efectos adversos estardn representados
exclusivamente por la toma de muestra referida en el procedimiento.

BENEFICIOS ADICIONALES: Este estudio nos ayudara a entender las causas de las
enfermedades genéticas. Se puede dar el caso donde usted y su familia no se beneficien
directamente, pero otros individuos afectados y su familia como si pueden beneficiarse.
En el caso donde se logre conocer la alteracién genética, se le informard inmediatamente.
Es importante aclarar que este estudio no tiene ningln interés econémico por parte de
nuestra o de las instituciones colaboradoras.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES: Al tomar parte de este estudio es
importante que usted contemple las siguientes responsabilidades y precauciones:

MANEJO DE RESULTADOS: Los resultados de los estudios genéticos solo le serdn
revelados cuando representen una ayuda diagndstica para la entidad objeto de este
estudio, estos resultados le seran entregados durante consulta clinica en presencia de un
MEDICO GENETISTA. Los resultados de pruebas diagndsticas no genéticas empleadas en el
estudio serdn remitidos en sobre cerrado directamente al médico tratante que lo remitié.
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OTRA INFORMACION PERTINENTE: Confidencialidad: cuando los resultados de este
estudio sean reportados en revistas médicas cientificas o en congresos cientificos, los
nombres de todos aquellos que tomaron parte en el estudio seran omitidos. Los registros
médicos de cada individuo permanecerdn archivados en el Instituto de Genética Humana.
Las historias médicas, resultados de examenes y la informacidn que usted nos ha dado son
absolutamente confidenciales, de manera que solamente usted y el investigador tendrd
acceso a estos datos. Por ningln motivo se divulgard esta informacién sin su
consentimiento.

AUTORIZACION:

La utilizaciéon de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decisién con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacidn en estudios de investigacion posteriores:

Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el
estudio de investigacion.

Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla
en las situaciones senaladas a continuacion:

- En estudios complementarios de diagndstico para mi o algin miembro de mi familia:
Si No

- Enestudios de investigacién especificos para la(s) entidad(es), objeto de esta toma
de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de identificacion
Si _ No

- Enestudios de investigacién de entidades distintas a la(s) entidad(es) objeto de esta
toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis datos de
identificacion Si  No

- En estudios de investigacidn colaborativos con otras instituciones nacionales y/o
internacionales, siempre y cuando exista acuerdo interinstitucional previo,
aprobacién del comité de ética y se conserve en anonimato mis datos de
identificacion  Si No
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AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA

EN EL ESTUDIO:

Yo identificado con documento de
identificacion No. de acepto
voluntariamente que se me tome una muestra de , con el

fin de realizar analisis de

Asi mismo, declard que se me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se
le dara al material de muestra.

Fecha:

Paciente, Acudiente, Representante legal

Testigo

Investigador
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES CON PREECLAMPSIA

Informacion para la paciente

DETECCION PRECOZ DE PREECLAMPSIA Y RESTRICCION DE CRECIMIENTO
FETAL MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES DE MUERTE Y APOPTOSIS
DE CELULAS TROFOBLASTICAS EN PLASMA MATERNO

Usted esta siendo invitada a ser parte de un estudio cientifico. Antes de decidir participar en este
estudio es importante que entienda por que se esta haciendo este estudio v gue implicaria si decide
participar en el. Por favor tomese su tiempo para leer cuidadosamente la siguiente informacion v
preguntenos si algo no le queda claro o desea mayor informacion.

£ Cudl es el propdsito de este estudio?

Desde hace un tiempo se sabe que la mujer embarazada presenta en su sangre pequefias moléculas de
ADN (material genético) que corresponden a su hijo. Fste material genético ha sido utilizado para el
diagnostico del sexo fetal y del tipo de grupo sanguineo, El propasito de este estudio es verificar si esta
molécula estd aumentada en el embarazo de mujeres que desarrollaran unas patologias propias del
embarazo llamadas preeclampsia (presion alta en el embarazo) y retardo de crecimiento fetal (feto
pequeno por insuficiencia placentaria), Este aumento seria antes de que se iniciaran los sintomas de la
enfermedad, , lo que es de suma importancia va que nos permitiria predecirlas.

i Porque he sido clegida?

Usted esta siendo invitada a participar de este estudio ya que se encuentra cursando un embarazo de
primer trimestre. Estamos invitando a todas las mujeres que se controlan en nuestra unidad y que
tengan un embarazo entre las 11 y 14 semanas.

. Estoy obligada a tomar parte ¢n este estudio?

No, Participar en ¢l estudio ¢s absolutamente voluntario. Si decide tomar parte en ¢l estudio, sc le
pedird que firme un consentimiento informado v se le entregard una copia de esta hoja informativa. Si
acepla participar, usted es libre de retirarse en cualquier momento. Si decide no participar, usted no
tiene que entregar ninguna razon, nadie se va a molestar, vy la calidad de atencion que vsted recibird no
se vera afectada en lo mas minimo.

o Qué se pedira que haga si decido tomar parte?

Se le pedira que nos permita tomar tres muestras de sangre suya de 20 cc cada una, de la misma manera
en que se le ha realizado tomas de sangre para los exdmenes en el embarazo, alrededor de las 12
semanas, 23 semanas v al momento del parto. Ademis se le realizara una ecografia entre las 11-14
semanas, entre las 22-24 semanas. y a las 28 y 32 semanas. Ademads se tomard una muestra de placenta
al momento del parto.

; Cuiles son los posibles efectos secundarios de aceptar ser parte del estudio?

Existe una posibilidad muy pequefia de que produzca un moreton o herida en la zona en que se
realizard la puncién venosa, sin embargo estas lesiones son de ficil manejo y sin ninguna repercusion
posterior. No se conocen otros riegos potenciales para este procedimiento. Si esto se llegara a producir,
el equipo médico que tomara la muestra, la manejard sin implicar ningin costo extra para usted.
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. Cudles son los posibles efectos beneficiosos si decido aceptar participar en el estudio?

No esperamos ninguin beneficio directo para usted, salvo el hecho de que al participar de este estudio se
le realizara un control ecografico seriado en el segundo y tercer trimestre del embarazo, con personal v
equipos ultrasonogréaficos de alta calidad. Sin embargo. la informacién que obtengamos nos puede
ayudar en el futuro a ofrecer un mejor manejo a mujeres embarazadas que tenggan riesgo de estas
patologias.

.Serd mi participacién en este estudio mantenida en forma confidencial?

El investigador puede que tenga necesidad de examinar su ficha clinica. Sin embargo sus datos no
seran conocidos por nadie, excepto el equipo de investigacion, y ninguna de las muestras que se tome
llevara su nombre.

. Qué pasari con los resultados del estudio?
Los resultados de estudio seran publicados en medids cientificos, pero su nombre no sera identificado.

2 Quién estid financiando esta investigacion?
El fondo nacional de desarrollo cientifico y tecnologico.

& Quién ha revisado y autorizado este estudio?
El comité ético de la Universidad de los Andes y de la Universidad de Chile ha revisado y aprobado
este estudio.

. Qué es lo que hago ahora?

Muchas gracias por considerar tomar parte en el estudio. Uno de los investigadores se le acercard y le
podra preguntar cualquier duda que atn tenga. Hagale saber si desea tomar parte en el estudio.

Dr. Sebastidn Illanes Lopez
Teléfono 4129334
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo:
DETECCION PRECOZ DE PREECLAMPSIA Y RESTRICCION DE CRECIMIENTO FETAL MEDIANTE

MARCADORES MOLECULARFES DE MUERTE ¥ APOPTOSIS DE CELULAS TROFOBLASTICAS EN
PLASMA MATERNO

Nombre investigador: Dr. Sebastidan Hlanes L.

1. Confirmo que he leido la hoja informativa y que he tenido la oportunidad
de resolver todas las dudas correspondientes a mi participacion en este
estudio,

!_aJ

Entiendo que mi participacion es absolutamente voluntaria, v que soy
libre de retirarme en el momento que lo desee, sin que mi atencion
médica se vea afectada.

lad

Entiendo ademas, que parte de mi ficha clinica puede ser analizada como
parte de mi participacion en el estudio

4. Acepto participar en el estudio.

Nombre de la pa?im_llc Fecha Firma

Investigador Fecha Firma
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ANEXO 4. ARTICULO SOMETIDO A LA REVISTA COLOMBIAMEDICA

IDENTIFICACION DE RNA MENSAJERO DE ORIGEN FETOPLACE NTARIO
EN PLASMA MATERNO DE MUJERES CON EMBARAZOS NORMALES Y
GESTANTES CON RESTRICCION DE CRECIMIENTO INTRAUTERI NO

IDENTIFICATION OF MESSENGER RNA OF FETOPLACENTAL OR IGIN IN
MATERNAL PLASMA OF WOMEN WITH NORMAL PREGNANCIES AN D
PREGNANCIES WITH INTRAUTERINE GROWTH RESTRCITION

Paola Ayala Bag Reggie Garcia MD, PhBcJuan Diego Rojas, MD, GO Martha
Bermidez Phf) Jaime Bernal MD, PhD

Ynstituto de Genética Humana, Pontificia Univerdidaveriana, Bogota, D.C., Colombia

2 Unidad de Medicina Materno Fetal. Departamento deebstetricia, Hospital San

Ignacio, Bogoté, D.C., Colombia

Realizado en:Instituto de Genética Humana- Pontificia Univeasidlaveriana y Hospital

Universitario San Ignacio, Bogota (Colombia)

Correspondencia: Cra 7 No. 40-62 Edificio 32 Instituto de Genétidamana- Pontificia

Universidad Javeriana, Bogota (Colombia). Correatebnico: payala@javeriana.edu.co.

Proyecto financiado por la Vicerrectoria acadérdieda Pontificia Universidad Javeriana,

Bogota (Colombia).
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RESUMEN

Objetivo: cuantificar RNA especifico de placenta en el plasimanujeres con embarazos

con fetos con Restriccion de Crecimiento Intrantesi gestantes con embarazos normales.

Materiales y métodos:se estudiaron 8 mujeres con embarazos con fetofkestriccion
de Crecimiento Intrauterino y 18 mujeres con endmsain complicaciones, en el tercer
trimestre de embarazo. Se cuantific6 el RNA totékel en plasma materno por
espectrofotometria y la expresion del gaxctégeno Placentario Humarenivel de RNA

mensajero por medio de la técnica Reaccion en @adlera Polimerasa en Tiempo Real.

Resultados:se logré detectar RNA en plasma de origen fetepl@aecio en el 100% de las
gestantes. No se encontraron diferencias estadfsitte significativas entre los valores de
RNA total extraido de plasma (p=0,5975) ni en lpregion del RNA mensajero del gen

Lactogeno placentario humarfp=0,5785) entre casos y controles.

Conclusion: es posible detectar RNA mensajero de origen feteplario en plasma

materno durante el embarazo.

Palabras claves:RCIU, RNA mensajero, plasma, complicaciones delaad, lactdgeno

placentario humano, Reaccion en Cadena de la Ralsaee Transcriptasa Inversa
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SUMMARY

Objective: To quantify placental specific RNA in plasma ofmen with pregnancies with

Intrauterine Growth Restriction fetuses and pregmammen with normal pregnancies.

Materials and methods: We studied 8 women with fetuses with IntrauterfBeowth
Restriction and 18 women with uncomplicated pregiemnin third trimester of pregnancy.
RNA total free was quantified in maternal plasma $pectrophotometry and gene
expression ofHuman Placental Lactogen mRNA by Real-Time Polymerase Chain
Reaction.

Results: We detected RNA of fetoplacental origin in matenplalsma in 100% of pregnant
women. No statistically significant differences wdéound between the values of total RNA
extracted from plasma (p=0,5975) lHuman Placental Lactogergene expression

(p=0,5785) between cases and controls.

Conclusion: It is possible to detect messenger RNA of fetoghéal origin in maternal

plasma during pregnancy.

Keywords: IUGR, messenger RNA, plasma, complications of paegy, human placental

lactogen, Reverse Transcriptase Polymerase Chaictige.
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INTRODUCCION

La Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCH4) define como aquel cuadro clinico en
el cual el feto no alcanza su pleno potencial @&eigriento y como desenlace final se
encuentra una disminucion en el peso corporaldsienenor al percentil 10 para la edad
gestacional segun tablas de crecimiéntoEl neonato puede ser pequefio
constitucionalmente o debido a factores en la maxréa placenta o en el fétd.a RCIU
tiene una carga importante en la morbimortalidadinp&l y neonatdl Ademaés,
posteriormente los nifios con RCIU pueden cursar ataraciones en el crecimiento y
desarrollo neurocognitivo También se ha descrito asociacién de bajo pesacar (BPN)
con posterior desarrollo de patologias del adubbona resistencia a la insulina y
enfermedad cardiovascular, este hallazgo se handeado “programacion fetal” Los
biomarcadores en suero materno han mostrado taergwder predictivo y una sensibilidad
sub-6ptimas para la evaluacién del crecimientol*efebido a las limitaciones de las
técnicas actuales, es necesario el desarrollo tdogmas acertados para el monitoreo del
crecimiento fetdl En 1997 Lo et al., lograron aislar DNA (Acido @égibonucleico) libre
circulante en el plasma de mujeres embaraZadestos estudios abrieron una nueva
posibilidad de realizar un diagnéstico prenatalim@asivo donde ni el feto ni la madre
corren peligro algurfo Debido a que muchas veces no es posible detarelimeigen del
DNA encontrado en el plasma de mujeres embarazadagpuede confundir con el DNA
materno, se planteé el interrogante sobre si segadslar RNA de origen feto-placentario
en el plasma materno y asi determinar la expredggenes especificos de la placenta.
Poon et al., fueron los primeros en publicar laspneia de RNA fetal en el plasma de
gestantes Numeroso estudios han analizado la expresiércgénnivel de RNA mensajero
(RNAm) extraido de plasma materno en patologiaaldgttales como: trisomfds?!
cardiopatias congénitdsy complicaciones maternas como: preeclampilaRCIL® y
placenta previa percrétaestableciendo que la utilizacion de marcadoregtigos a nivel
de RNAmM de origen feto-placentario circulante eraspla materno abre nuevas
posibilidades para estrategias en la deteccionriampde condiciones patoldgicas fetales,

diagnéstico prenatal no invasivo, determinaciorridego para sufrir complicaciones del
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embarazo y severidad de la patologia. El lactégdementario humano (hPL) es producido
en la placenta y actita como inmunosupresor inddoid¢nlerancia gestacional y como
factor de crecimiento fefalEstudios previos han asociado niveles bajos darRNel gen
hPL en plasma materno en embarazos complicados macenta previd y
preeclampsid'’’. Estos estudios concluyen que la PCR en tiempb egain método
sensible para monitorear cambios en las conceatregide RNAm que resultan de efectos
apoptéticos en la placenta y para evaluar las cmrdis de invasion del trofoblasto
vellosd®. El objetivo de este estudio fue cuantificar RN#at por espectrofotometria y la
expresion del gen hPL a nivel de RNAm libres ersipla materno por medio de la técnica
gPCR-RT en embarazos que cursaron con RCIU y destaron fetos normales y

embarazos sin complicaciones.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz0 estudio observacional descriptivo, eferes gestantes en tercer trimestre del
embarazo cuyos embarazos cursaron con RCIU y msuggstantes con fetos sanos sin
complicaciones del embarazo, atendidas por el Dmpanto de Ginecoobstetricia del
Hospital Universitario San Ignacio en la ciudad Riggotd entre noviembre de 2009 y
diciembre de 2010. Los criterios de inclusion fuepacientes con diagnostico ecografico
por ecografia convencional o ecografia Dopplerrcefoambas arterias uterinas, fetales y
placentarias de RCIU (peso en percentil menor gd@ la edad gestacional) y recién
nacido pequefo para la edad gestacional sin etéolggarente, se excluyeron pacientes con
diagnostico ecografico de RCIU y bajo peso al naoercausa conocida, feto/neonato con
malformaciones fetales mayores o impresion diagreoste patologia genética, gestantes
gue manifiesten su deseo de no participar en eldiesty maternas con condiciones
protromboticas. El estudio fue aprobado por el @Géme Investigaciones y Bioética de la
Facultad Medicina de la Pontificia Universidad Jarea y cumple con los lineamientos
establecidos en la declaracion de Helsinki de 18idslificada en el 2004. Todas las

participantes diligenciaron de manera voluntarizamsentimiento informado.
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Toma y procesamiento de muestrasSe tomaron dos muestras de sangre periférica por
veno-puncion (5 cc) en tubo con anticoagulanteEEDA. Se centrifugd inmediatamente
a 3000 rpm por 15 minutos y el plasma (sobrenajlastpaso a un tubo Falcon de 15 ml.
1.6 ml de plasma fue mezclado con 2 ml de Trizo(lloSitrogen) y se almacend a -40°C

hasta su procesamiento.

Extraccion de RNA: Se realiz6 la extraccion del RNA plasma utilizando el protocolo
recomendado por Ng et af.adicionando 5U de DNAsa (Epicentre). El RNA tosal
almacend a -40°C. La concentracion del RNA totabserminé a 260nm utilizando el

equipo GeneQuant Pro (Amersham Bioscience).

Transcripcion reversa y PCR en tiempo Real (QPCR-RJ la transcripcion reversa del
RNA total a cDNA se realizé utilizando el kit Suferiptlll (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) en una reaccion con volumen final dei2@ue contenia: 1X de buffer, 0.5mM de
dNTPs, 50ng de random primer, 0.005M de DTT, 40U Riase OUT, 200U de
SuperScript y 7 ul de RNA, con una posterior digeston 2U de RNAsa H, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI cDNA se almaees#D°C hasta su amplificacion. Se
utilizé el termociclador LigthCycler (Roche) usandaquimica SYBR Green (LigthCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | kit; Roche) y sdftware Lightcycler para
cuantificacién absoluta 4.1 (Roche Diagnostics).PIGR fue realizada en un volumen de
reaccion de 20 pl con 7 pl de muestra y 0.25 uM pdieners, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las condicioneprdgirama de la PCR se muestran en la
cuadro 1. Las secuencias de los primers fuerorCATGACTCCCAGACCTCCTTCY
(sentido) y 5" TGCGGAGCAGCTCTAGATTG3 (antisentidse confirmd que con estos
primers no se lograba amplificar DNA con el sofBrimer3° y realizando amplificacién
de DNA el cual no mostraba ningun fragmento. Lavaute calibracion se realizo a partir
del producto de PCR de hPL purificado con el kiz&l® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega), la concentracién de copias smiléabegin Overbergh et 4l. Se
realizaron diluciones seriadas con un rango enti®d1a 1X10 copias. Cada muestra fue
analizada por duplicado y en cada analisis se mamtéontrol negativo en el cual en vez

de cDNA se coloco agua.
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Andlisis estadistico:se realizo analisis descriptivo calculando mediarengos. Se realizo
el planteamiento de pruebas de hipotesis con eldideterminar si existe 0 no asociacion
entre las los niveles de RNA total y RNAm de hPLptasma de controles normales y

pacientes con RCIU utilizando la prueba de Mannél con el programa Stata 9.1.

RESULTADOS

En total se recolectaron los datos de 12 casoscp2oles, pero se excluyeron 4 casos 'y 1
control debido a que el recién nacido presentapanatriterio de exclusion. El grupo de
casos lo conformaron 8 mujeres gestantes en eértdromestre del embarazo con
diagnostico de RCIU idiopéatico. En la cuadro 2 selestran las caracteristicas
demogréficas de la poblacion. Las variables pebkoedién nacido e indice peso del recién
nacido/placenta presentaron diferencias estadisticge significativas (p=0.0003 vy
p=0.002, respectivamente). Con respecto a la idasibn de la RCIU, el 50% de los casos
presentaban una RCIU asimétrica y el otro 50% ptaban RCIU simétrica.
Adicionalmente 3 pacientes presentaban RCIU lewde Bhoderado a severo y 2 pacientes

presentaban anormalidades en el Doppler.

Se logro extraer RNA de plasma del 100% de las wagesLos resultados de la

cuantificacion de RNA total de plasma y la expresié RNAmM de hPL se describen en la
cuadro 3. No se encontraron diferencias estadiséinge significativas en la concentracion
de RNA total ni en la expresion de RNAm de hPL (p905 y 0,5785, respectivamente).

DISCUSION

En este estudio se extrajo RNA de plasma del 1086%asl muestras de plasma y se
cuantificé la expresion de RNAm del gen hPL potélenica de PCR en tiempo real. Estos

hallazgos reproducen los resultados previamentertesfps en la literatura donde se
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demuestra que la placenta es un organo importamelipera RNA fetal al plasma
maternd®??? La cantidad de RNA total obtenido de plasma srctmtroles es menor a lo
reportado por Maron et al., quienes obtuvieron Iesvede RNA de plasma del tercer
trimestre de 3 individuos entre 3 y 780°}1gin embargo se debe tener en cuenta que en el
estudio de Maron et al se tomaron 10 cc de saotgkyt en este estudio se trabajé con 5
cc. La mediana de los niveles de RNAmM del gen hiPlos controles son mayores a lo
reportado por Tsui et &f.(n=5), Chiu et af' (n=6), Okazaki et &° (n=75) y Ng et al®
(n=10), quienes reportaron niveles en copias/ml4l@07, 9.900, 3.698 y 122.225 (dato
inferido del articulo) respectivamente y menords geportado por Farina et #(n=30)
guienes reportaron una mediana de 2.754.862. Nengamos diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de RNA total y de RNAel gen hPL entre casos y controles.
Este es el primer estudio donde se evallan logesivie RNAmM del gen hPL en pacientes
con diagnostico de RCIU. En pacientes con preed@rge han encontrado que los niveles
de RNAm del gen hPL son significativamente menaesgestantes tanto en el primer
trimestré* como en el segundo y tercer trimeStreestos estudios demuestran que es
posible monitorear el estado placentario en elnpamaterno. La ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en nuestro estpddria deberse al tamafio de la muestra,
por eso se recomienda ampliarlo. Los resultadodadexpresion de proteina hPL en
placentas con RCIU no muestran diferencias estealisénte significativas con placentas
sanas. A pesar de que se ha reportado una disdindeilos niveles de proteina hPL en el
plasma de mujeres con RCIU con diferencias esteafisente significativdsnosotros no
logramos encontrar estas diferencias a nivel de RN cual podria deberse a la baja
liberacion de RNAmM en comparacion con proteina dégen feto-placentario.
Adicionalmente el desarrollo de marcadores de RNplacentarios que pueden ser
detectados en plasma representa un avance enlizacidn de moléculas que podrian
utilizarse en todas las mujeres embarazadas ser tm cuenta el sexo fetal, factor
limitante al utilizar DNA. Por otro lado Zong et.,gostula que la evaluacion cuantitativa
de DNA fetal en plasma materno junto con la medidé RNAm de diferentes transcritos
podria contribuir a mejorar la identificacion des lenujeres en riesgo de desarrollar
preeclampsiZ, lo que se podria proponer también para RCIU.
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CONCLUSIONES

Se detectd RNAm en plasma de gestantes colombiEnaggen fetoplacentario en tercer
trimestre de embarazo. Los datos presentados deamuegie es factible realizar un perfil
de expresion génica de la placenta analizando adma@ materno. El origen y los
mecanismos de liberacion de estas moléculas nsidancompletamente elucidados y su
comprension posiblemente genere conocimiento slabfisiopatologia de enfermedades
como preeclampsia y RCIU. Es necesario realizaidexst adicionales midiendo los niveles
de RNAmM en plasma de genes implicados en la fisdbpgia de las enfermedades
evaluadas en embarazos normales y anormales ptaaleesr la factibilidad de esta
propuesta para el tamizaje y el diagndstico de tioagiones del embarazo en la rutina

clinica.
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Cuadro 1. Protocolo de las condiciones de amptificadel gerhPL

Temperatura tiempo
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos
45 Ciclos
Denaturacion 95°C 10 segundos
Anillamiento 62°C 10 segundos
Elongacion 72°C 10 segundos
Lectura 72°C single
Curva melting 95°C 0 segundos
60°C 1 minuto
95°C 0 segundos
Lectura cada 0,2°C continuo
Enfriamiento 40°C 30 segundos

Cuadro 2Descripcion demogréfica de la muestra.

Casos (n=8) Controles (n=21) p
Mediana Rango min-max | Mediana | Rango min-max
Edad materna (afios) 26,5 20-34 28 20-38 0,3649
Edad del Recién nacido| 37,5 31-40 38 37-42 0,1052*
(semanas)
Peso del recién nacido | 2230 895-2775 2855 2470-3460 0,0003*
(gramos)
Peso placenta 460 290-475 470 390-610 0,3731*
indice peso 4,65 3,09-5,78 6,12 5,49-8,09 0,002*
RN/placenta
n % n %
Primigestante
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Si 3 37,5 3 14,29 0,0934*4
No 5 62,5 18 85,71

Estrato

socioeconémicd

ly?2 5 62,5 11 52,38 0,253***
3y4 2 25 9 42,86

5y6 1 125 0 0,00

ly2y3 6 75 19 90,48 0,188***
4y5y6 2 25 1 4,76

Sexo

F 6 75 14 66,67 1,000**

M 2 25 7 33,33

* Prueba de Mann-Withney. ** Prueba binomial. **fueba de Fisher.

8 Una gestante del grupo control no tenfa la infaidradel estrato socioeconémico de su

vivienda.

Cuadro 3. Cuantificacion de RNA total y cuantifigacabsoluta del gelnPL en gestantes

con fetos con RCIU y gestantes con embarazo normal

Casos Controles

(n=8) (n=21)

Mediana | Rango Mediana | Rango p
Cuantificacion
RNA plasmatotal |1.75 0,54-9,48 1.86 0,3-11,22 0,5975
(H9)
Cuantificacion de
RNAmM del genhPL
en plasma 311.500 |890-12.700.00¢ 419.500 | 7.970-20.600.000| 0,5785

(copias/ml de
plasma)
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Resumen A parth del descubrimiento de (3 presencia de Aoidos nucteicos Tetales Hbres cir-
cutantes en el plasma materno se ha genemdo un gran Iterés sobre su onlgen, naturalesa v
posibies wios médicos. B ecte artbculo de revisidn restzamos un amplio y coNCKo Tesmen
sobre 103 resuldos de o estudios de ADH y ARN fetal libre en plasma matenss, sus perspectt-
vas futuras, principalmente onentadas hacla el dlagndstico prenatal no ivaska, brea donde se
BSpea un Mgt Importante en e Tuluro innediato. También o6 reportan resdtados promets-
dores &n |2 evaluackhn de 13 funcin placentara y coma marcadores gredictores y de severidad
en complicaciones del embarazo.

© 2010 Elsavier Espaha, 5.1 Todos 1os derecdhos reservatos.

Detection of fetal nuclelc actds in maternal plasma: toward a non-Invastve prenatal
diagnosis

Abstract The discovery of circuiating frée Tetal nuclelc acids in matemad plasma has sparked
wihde Interest in thedr orkging charactertstics and possible medical wses. ThiS revles privides
a comprehenshve and concise summary of the results of studies of fres fetal DA @nd RMA In
matarnal plasma and discusses Tuture possibBities for thelr sse, manly almed at non-Irvashee
prenatal diagnosts, an area where this discovery |s expectad 1o have 3 major Empact In the wery
near fubure, Promésing results have been reparted i the assassmeant of placental function 2nd in
the ute of these nuclefe acids a5 predictive markers of the severity of pregnancy complications,
© 2010 Elsevier Espana, 5.1 All rights resepved,

Introduccion

Hoy en dia el diagndstico prenatal requiers de muestras de
celulas fetales obtenidas por vias INVBsivas, Como amnio-
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P ogala-Blamirez ).

centesks ¥ toma de muestras oe vellosidad corldnlca. Estos
procedimientos invastvos representan un rlesgo para la
madre y el feto'. Fara evitar este riesgo potencial, se han

0290-5TXNS S - see front matter © 2000 Elsevier Espara, 5.1 Todos los derechos res=rvados,

doa: 1011 &' _gine. 2011.09.006

Cémo citar este articulo: Aysla-Ramirez F, et al. Deteccion de &cidos nucleicos fetaies en plasna materno: hacts un
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desarTolladis MmEloacs 0 genética pars oL Dsgnislico pre-
natal, Etudio previos han encont oo Sodos nucleicos Ui
o el phasma di wietos normales’, en packentes con chncer’
¥ magjeres embarazaces™", Este (Itimo provenlente de cbiu-
tas trofoblisticas® debldo & trafico celutar entre & fetoy la
miastrs” | Estos ACioes nucistoos pueden permithn una altems-
e seguray preciss de metodos de dlagndstics no nvasivo,
En bos (itimos anos, S ha realzado un gran progreso én esta
area. En particuls, lon eStudion se Nan encaminado i detec-
tar ADN ¥ ARN det feto, en el platma matemo, ademibs L
utieacin de Ls técnkca o PR en Hempo real (GRT-PCR) ha
permitido detectar nivelss muy bajos oe estas =
En este articulo de revisibn, Racemos un Dreve nesimen de
s estudios que s& han llevadn a cabo en esta drea y las
ventajas que represents.

ADN fetal libre en plasma materno

A 3T del descubrimbento ol paso de céuizs fetales a la
sangre matema®, & comenzh a estudiar sl ademis oe chiu-
s Lanlhen s& podia sslar material gendiico [Bwe e plasms
maternd, En 1948 54 publict s primers svidencls de boios
nuchelcos en plasma y onine', Este trabajo no fue valorsdo
por milchos afos hasts que olros investigadanss encontra-
ron estas mobéras plasmaticas en pﬂﬂamnlxn
eritamatoso sistémice (LES)™ artrivs reumatoldes’
clneer' -, Todawis = cesconoce el -nmumpnru
cui &l ADN &5 lberado &l suend y plesma. Ha ©do posto-
tacde gue on LES, e obutey multinuciesdes senibiiizde
iiberan s ADN encdgens aimentando # ADM circulante en
plasma. Adiclonaimente. los neutnifiios apoptiticos cinou-
lantes podrian contributr & auments en los niveles de ADN
de doble cadena e | Simillarmente en malignidad, &1 ADN
(e en glatma probabiemente proviens de ia apoptosis de
ciutes cancerigenas y nonmales. Otra teoria postula que L
destruccibn Crlllar deido & La radioteragla podra (Berar
ol ADM &l plasma™.

En 1997, Lo et al hograron alslar ADM Bbwe chitulante en
&l plasma de mujerss embarazadas®. Fstrs estudios abrieron
una mueva posibiliad de realzar un diagebstico prenatal no
trvasivo donde 0l el feto ol la madre pusdan cormer ningln
petigro’”. Fl mecantumo por of cual el ADN de ongen feto-
placentarns on [Iberads ol planTa @ decanacios, ALUNgue 18
plerma gue |3 muerts celulss programais (eeoptosis) pesde
estar iwvolucrada™ .

En los Otimoes afes, s= han desamoilado nUevos enss-
yos para alslar y analar ADN fetal en plasma matemo
oblenknoose Un BVESCe rApIGO &N eSias drem' "M, Exn-
e varias ventajes ol times ADM fetsl e on plasma. L
i s Vvt aja o gue SorprendentEmente sle L encum-
tra en miy altas concentraciones durants & embaraze’,
Le alts concentracién de ADN fetal sn plasma matemo
nace el piasma matemo una fuente de faclk acceso para
el @agndstico prenstasl no invasivo. En ssqundo lugar, @
desapancin del ADN fetal ibre en circulacidn matléerma &5
extremadamente rhphta. La vida media ded ADN fotal (Dve
e ha detenminads en 16 Jmin (4-30miny® . Por lo tanto, el
ADN fetal en plasms matemo podria ser uilizada Coma un
marcador en thempo res pars monitorizackia fistologica v
patobfgica tanto del feto como de 12 madre. Tenceno, méto-
ot como 18 PCR y s derwvados son allamente sensibles

para (3 deteccibn de ADN plasmdtico Thre™2, Cusno, se
ha dimostrado que ile ADN pusde ser Oeleciadd desde
i 4.5 rnana de emMbarazo, o gue bo hara ULl o diag-

cadena de i3 polimerasa CUBMITAlNE en Liempo real (ORT-
PLR) para meir G cantidad de ADM fetal Bre en plewma. Es
sl como con et teonica se ha podido determine o wexo
fetil en mujeres con fetos Mesculings, evaluande e gen
SRAAE . patliogo de mucha utitidad en el diagndstico de
a5 enfermedades ligadas 2l sexo. Lna de las utitdates mas
smportantss &5 en la determinaciin del genotipo Bh O fetal
&n mujerss Bn D segativas™, esta prueba ya ha siio nirodu-
cldi como n SETviclo de ruting por & Serviclo Necions! de
Sangre Brithak o desce 2001 ", Tamtdin s ha UtilEsdo e ls
detecchin de petimorfiumos en ot cromosomia 13, 18y 11
para | diagrdstico de trisomiss™, prematal de
enfermedades anosbmicas recesivas [fibrosls quistica e
hiperplasis atrenal congénlta™) y oe autcstmicas domil-
nantes (distrofis mictinica, acondraplasia y enfermedad de
Huntington )=, Cabe ressitar que be ha logrado detlectar
ADN fetal en o plasma de maeres gue han teakdo jos
VAIDes muchos ahos despuds inciuaie décadas ey del

En bos Gttemes afos se han desammollado variss sstrategias
para atslar el ADN fetal en plasma matemo para ses ouill-
Zado como Mmarcasor én diagnéstico prenatsl no nvasive. Se
ha discublerto que el tamaho Sel ADN Telal es menor que
l materna®™. Este descubriimento e emitios on mejor
atslamients del ADN & partir del plasma matema, Por otro
tads, tamblén s ha edtablecids que existen diferenciss en
& metilacion del ADN fetal con respecto al ADN de oni-
gen materms. Como es el caso del gen SERANBS, =1 coal
€5t hipometiado &n |8 placents & bpermetiado en céiulas
de sangre materna®™, Por o tanto, & SERAINGS npomet)-
e pusde utizarse como un mancador fetal especifics en
plasma matemo. Debido & gue &l gon 58 encusnirg en &l
oromosoma 1, se ha demostrado gue el analisks de l= razon
Elética de un polimofismo de un sobo nucledtido (SMF) en la
forma hipometiaca del SERPINGS pusde ser UtHIZRGS COMo
un marcader en & plauma Matemo para el diagndatico de
trisomia 18%. Tamblin s ha demostrado que diferencias
en o6 patrones de metilacin pueden jer Utitnades para
diagndatics prenatal no Invasig g trisonila 11 wtuizends
plasma matemme®. Otra aproximacion hacla la detecciin de
aneuploldias es o desamollo o8 metodos cLuantitaties alta-
mente discrioninatonos, (63 cuales permiten la deteccion de
SECUENCIAS de ADM epecifices, nciuss 4 el ADM fetsl repre-
SR Uni proporcion Baja del ADN tolal Ubre Croutante,
Lo et al cemostraron que W FOR cigital es una muy buens
heramienta para este fin''. B importante destacar gue el
ADN fetal ha podido ser amplificado y secuenciats Con mey
IUen0s resultadog® 4,

Adicionakments, 58 ha oDsETvaio QU e algunas patols-
glas del emtarazo existen momaliss &n s concentracian de
ADN fetal cirouante en plasma. Ls primera enfermeded que
fuser agociada oo estas ancmalla fue la preeclampsia. donde
S8 ENCONLIG gue L2 concentrackin de ADN en las geslantes
mwmmmvmnm
parackin con bot controles® |, &l parecer por diferencias en
&l aclaramiento del ADN fetal chrotants plasmites™, Otras

EESATERNAIREERwn e ¥R O RN R RN SR Udangzaasanenn
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enfermedades donde se ha visto Involucrada 18 variaciin
en concentrackbn de ADN sont algunas aneuploldizs' parto
pretémiine™, niperémesis gravidica® y placenta tnvastva™.

ARN fetal libre en plasma materno

A partir de la deteccion de ADN derivads de tumores en
plasma & iniCk 1a bisqueda de ARN en el plasma y suero
de pactentes oon cancer™ =, Detrido & que MUCNEs VeCes no
&5 posible geterminar el origen del ADN encontrads en el
plasma de mujeras embarazadas y se puede confundir con
el ADN matemo, te planted el Interrogants 51 s& podria atslar
ARM de origen feto-placentario en el plasma materno y asi
detenminar |2 expresion de genes especificos de la placenta.
Foon et al fueron los primercs en publicar L presencla de
ARN fetal en ef plasma de muleres embarazadas, mediante
la detecciin de ARNM del gen ZFY que e encuentra en el
CRNTICECNME Y. Las tasas de deteccibn de ARN fetal en plasma
matemo al Wicio y final de los embarazes fueron 127 y 63%,
respectivamente. La menor tasa de detecclin de ARN 21 int-
clo det embarazo con respecto a etapas finales sugiere que
fa concentracibn de ARN plasmatico fetal es menor en eta-
pas tempranas del embaravo. Esta observaclon es similar
& oS resuftados que indican gue la concentraciin de ADN
fetal en plasma matemo se incrementa con ef progresa del
embarazo™ ., Al estudiar este ARN se encontrd gue efa mucho
meds estable de 1o gue se pensaba. Tsul et al investigaron esta
aparente paradoja en detalle y reportaron que k3 moleos-
las de ARN de plasma enddgens eran aitaments estables a
44C por 24 horas en comparaciin con ARN tisular extraidoy
purificads’. Ademas al pasar o plasma por filtres de 0,45 pm
s& encontraban diferencias estadisticamente significativas
al medir & expresiin del ARNm de la subunidad beta de
@ hormona gonadotrofing coridnica humana (GhCG), lactd-
geno placentario humano (WPL) y griceraldehido-6-fosfato
dethidrogenasa (GAFDH), en comparachin con plasma no fil-
rade. Eto sugiere gue las moléculas de ARN podrian estas
asociadas a algln tpo de estructura celular o membranal
que o protege de su degradaciin®, Adicionalmente, demos-
trb gue 10§ transcritos de ARNm dervados de placenta son
detectabies en plasma materns durante el embarazoy des-
aparecen rapldamente después del parto. Esbos resultados
demuestran que 1a placenta es un Grgano Impartante pars
Hberar ARM fetal en plasma matemo, Luegs Ng et al demos-
trafon gue esas moléculas de ARN de plasma de pacientes
con cancer estaban asocisdas Con CUErpos Bpoptdticos que
podrian prategerlo de la degradacitn de las RMasas™ | esto
podria dar una explicacin a la estabilidad de este ARM. A
pesar de esta aparente estabilldad, estudiss demostianon
quie la modécula no es i transcrito intacto ke cual mostrd
una mayor degradacion en el extremo ¥ comparado con el
extrama 574,

A raiz de estos descubrimienton se empezann & desarmo-
Rar diferentes estrateglas metodoldgicas para La evaluackin
¥ la medicibn de transcribos dervados de placenta. Con el
fin de buscar un marcador de ARN fetal independlente del
género, Ng et al reclentements demostranon que &1 ARNm
expresado en placenta es fackmente detectable en plasma
materno, utiiizande ARNM codificante para WPL y BCG por
& técnica de ORT-FCRY. En 1999, Vogelsteln y Kigler propy-
sheron wna técnica innovadora llamada -PCR digitat. para

cuantificar con una alta precisidn una soa moléoula oe
ARM™. Esta nueva téonica se ha utilizads para estudios en
pactentes con cancer de ovario® y trisomia 21 fetal?.

En el 2004 Taul et al compararon bos perfiles de sgpresion
géntca entre Los tejidos de la placentay de sangre perfférica
cofrespondients de 1as mujeres embarazadas en su primer
¥ tercer trimestre, por snallsts de microarray® . Esta es una
téonica de analisis de ARN plasmatico que puede represen-
tar una nueva hermamienta para el analislis no ivasivo de
perfiles fetakes de expresibn génlca. Lod resdAtados obke-
nidos de los estudios de ARM fetal en plasma materno a
través de la tdonica de microarnrays son Claves para esco-
ger tos transcritos a ser estudiados en diversas patologias
del embarazo.

El estudio gel ARN fetal circulante en plasma matermo
se hz encaminado al desarmollo de estrateglas para of diag-
nistics prenatal de patologias como preeclampsiay slgunas
eneuploddias. Se espera que se desarrollen NUEVDSs marca-
dores que permitan aCercamas cada ver mds a establecer
un diagndstico prenatal no vasivo UTILEando maicadones
de ARMM.

ARN de origen feto-placentario en plasma
materno en el diagnostico prenatal de
patologias fetales

Fara 'desarroller marcadores para diagnostico prenatab de
trisomia 21 se estudid ef gen LOCA0625 el cual se encuen-
tra en &l oromosoma 21 y e detects en un 100% cuando
se trabaja con 1600 ul de plasma en el primer trimestre,
por ko tanto puede ser utlizado como marcador para diag-
nistico prenatal ¢e sindrome de Down®. Adiclonalmente,
& ha eshsdiado sl las concentractones de ARNM en plasma
podrian ser un Marcador para trisomias. For este motho
Mg et al reatizarcn un estudie en donde se evaluaron los
niveles de ARNM de la WG en mujeres con fetos con tri-
somia 18 y 21 durante el primer trimestre del embarazo,
Los resultados mostrarcn que habia diferenclas estadistica-
mente significativas entre las concentraciones de ARNM en
plasma de mujeres con trisomia 18 y controtes (p-0,05),
con concentraciones 9.4 veces menores en mujeres con fetos
con trisomia 18%. For 1o tanto, 1as concentraciones de ARHm
varian en algunas patologias y podrian senvir como marca-
dores para un diagnistico prenatal no ivasio o incluske
coma factores predictores de la ocurrencla y severidad de
enfermedates del embarazo (tabla 1).

Lina estrategia que se desarrolld recientemente es la
detenminachén de la razon alélica para diagndstico de algu-
nat aneuploldias. Esta estrategla es lamada aproximaciin
oe la «rEzdn alélica de un SNF de ARM= y 3e realzs con
espectrametria de masas; los resultados han mostraoo una
alta sensibiicad y especificidad estudlando &l gen PLACS en
pacientes con fetos con triscemia 21° y el gen SERPINAZ
en trisomia 18%. La Umitaciin gue tlene esta wéonica es
gue dnicamente se pueden analizar fetos heterocigotos peara
el SNF analzado. Fara etiminar esta timitacion se deberian
analizar mittiples SMP

Adiclonaimente, Alcelll et 2l estudiaron la expresiin
de genes Inwvolucrados en el desamollo anormal del cora-
zhn encontrando diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles encontrados en plasma de majeres con
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Tabla 1 Estudios que reportan el uso de mRNA circulante derivado de placenta para estudio de ias y comp del
ESTUDIO EDAD DE GENES ENFERMEDAD TECNICA RESULTADO
GESTACION ESTUDIADOS ESTUDIADA
(semanas )
ANEUPLOIDIAS
Tsui et al. 2010 Media: 12,9 PLACH Trisomia 21 Espectrometria de Sensibilidad diagnostica del 100% y
‘masas y PCR* digital especificidad diagnostica del 89,7%
Arcelli et al. Rango: 20-22 Genes en Car i i y QRT-PCR Sensibilidad diagnéstica del 42% y
2010, desarrollo anormal del congénitas especificidad diagnostica del 95%. Con una
corazon tasa de falsos positivos del 10%
Tsui et al. 2009 Media: 15 SERPINBZ Trisomia 18 Espectrometria de Deteccion de trisomia 18 en todos los casos
masas.
Lo et al. 2007 Media: 14,7 PLAGY Trisomia 21 Espectrometria de Sensibilidad diagnostica del 90% y
masas especificidad diagnostica del 96,5%
Ng et al. 2004 Media 12,5 BhCG Trisomia 18 y 21 QRT-PCR Niveles mas bajos en trisomia 18, con
Oudejans et al. Rango: 9-13 LOC90625, PTTGNIP, Trisomia 21 RT-PCR® Deteccion LOC90625 en 100% de las
2003 DSCR4 Secuenciacion muestras utilizando 1.600 ul de plasma
PATOLOGIAS DEL EMBARAZO
Pang et al. 2005 Rango: 16-40 CSH1, GH2, KISS1, and RCIU QRT-PCR GH2 correlacionado con peso al nacimiento
ADamr2 y medidas biométricas y ADAM12 con
gestantes con RCIU y preeclampsia
Masuzakd et al. T BhCG, hPL, GAPDH Placenta QRT-PCR para
2005 previa-percreta apoptosis en la placenta y anomalias en la
invasion del trofoblasto
Purwosunu Rango: 15-20 Panel de mRNAs Preeclampsia QRT-PCR Incremento de los niveles de FLT1, VEGFA,
et al. 2009 endoglin, PLAT, SERPINE1, PLAC1, y SELP
son buenos predictores de | ocurrencia de
preeclampsia
Shimizu et al. Rango 15-20 PP13 Preeclampsia QRT-PCR Buen [para predecir p
2009
Purwasunu Media: 39 PAI-Ty Preeclampsia QRT-PCR Los niveles de PAI-1 y tPA se encuentran
et al. 2007 aumentados con diferencias
estadisticamente significativas
Farina et al. Media: 32 Panel de RNAmM Preeclampsia QRT-PCR Diferencias estadisticamente significativas
2006 entre casos y controles
Ng et al. 2003 Media: 37 CRH Preeclampsia QRT-PCR CRH buen marcador de preeclampsia con
deferencias estadisticamente significativas
* Reaccion en cadena de la polimerasa.
B PCR en tiempo real.

© Se tomaron muestras antes y después de 1as ciruglas que se realizaron en la semana 37 y 75 dias después.
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Detecciin de dcidos nucleloos fetales en plasma matemo: hacia un dlagndstico prenatal no Invasiva 5

feups diagnosticados con cardiopatias congénitas compara-
dos con controles normates™ .

ARN de origen feto-placentario en plasma
materno en complicaciones del embarazo

Tamblén se han reportade diferenclas en los niveles de ARM
fetal en plasma matemo en complicaciones del embarazo
coma placenta previa, restricodn de crecimisnto intraute-
rimo (RCILY y preeclamasta,

Debdss a estudios realizados en presclampsta con ADM
fetal plasmation, se pensd gue el ARMmM tembién podria estar
involucrado en esta patologia. Por este motive, Mg et al
estudiaron la expresidn del gen de la homona Liberadors
de corticotroping (CRH) n mujeres con preeclamgsta en el
tercer brimestre. Se encontrd gue la expresion de CRH se
encontraba disminuida en mujerss con preedsmhfsu Compa-
rado con los controles®, En el 2006, Farna et a1 estudiaron
la ewpresidn de un panel de ARNm y encontraron diferencias
estadisticamente significativas en comparackia con Los con-
troles en kos transcritas de hPL, fnhiling A, KISS-1, proteina
plasmética asociada 2 embarazo [FAFP-A), inhibkdor del acti-
vador de plasminbgeno-1 (PAI-1), salectina-P y receptor del
factor del creclmiento vascular endotelizl (WVEGFR) y a raiz
de estos resultados se analizd sl era posible predecir 1a pre-
eclampsia en mujeres esintomaticas midiendo La e presita
de [2 proteina placentaria 13 (FF13), dando come resultado
diferenclas estadisticamente significativas entre mujeres
asintomaticas que desarroilaron preeclampsia ¥ controles
sanog. Adiclonalmente, e han estudiado Los genss involu-
cradios en la coagulaclon activedor de plasmindgeno tisular
(tFA) v PAL-T, ¥ se encontrd que su expresion estd signifi-
cativamente Incrementada en pacientes con preeclampsia
{p=0,0001)". Purwosunu et al (2009) evaluaron Los nive-
les e ARMIM die PAI-1, LR, factor de crecimbento endotedlal
vascular, receptor 1 del factor de crecimiento endotetial
vascular, endogling, gen especifico de placenta-1 y selec-
tina F en mujeres con y sin preeclampsia. Se encontrl gue
La e presiin de todos bos genes evaluados estaba aumentada
en el plasma e pacientes con preeclampaa y 18 expresiin
génica de todos los genes evaluados se corretacionn pasitl-
vamente con La severidad de la enfermedad’?_

Adicionalmente, en RCIU se ha reportado gue 13 concen-
wraciin de ARMM de la hormona del crecimiento (GHI) se
correlaciona de manesa estadisticamente skgnificativa con
el peso al nacer y tas metidas biometricas fetales. Ademis,
ia concentrackin de ARNM de ADAMTY se encontri aumern-
tada en gestantes con ROIU v preeclampsia con diferencias
estadisticamente significativas comparado con Las paclentes
normales™,

Manzakl et al encontraron g los niveles o= ARNM de los
genes fnCGy HPL disminuyeny aumentan, respectivaments,
en pacientes con placenta previa™.

Discusion

El estudio de los acidos nuclelcos fetales libres clroulan-
tes en el plasma matemo abre nuevas posiilidades para
estrateglas en la getecciin de condiclones fetales gque

predispongan a enfermedad, diagnistice prenatal no iva-
shi, determinacion de nesgo para sufrir complicacionss del

embarazoy severidad de ia patologia. También may impor-
tante &5 el mpacto gue ha btenido en la generacion de
conockniento sobve 1a fislologia de la placenta y La regula-
cibn de La unlded madre-feto-placenta, es probable que este
conochmiento derive en nUevas estrateglas en la prevencking
dlagnbstico, prondstico y tratamiento de patologias fetates
¥ del embarazo: Finaimente, cabe resaltar gue o estudio
de ARN fetsl Uibre en plasma matemo tens la ventala de
poder determinar perfiles de expresian génica mientras gue
el andtists oe ADN fetal Ifwe en plasma materna tens la
ventaja de poder evaluar eplgenéticamente al feta.
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