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RESUMEN

Introduccion: Los trastornos hipertensivos del embarazo representan la complicacion
mas comun en el embarazo, afectando aproximadamente el 15% de los embarazos y
representan casi el 18% de todas las muertes maternas en el mundo. La preeclampsia
temprana ha sido mas frecuentemente asociada a severidad y restriccion del
crecimiento intrauterino y se asocia mas comunmente a patologia placentaria que

materna.

Objetivo: Evaluar si existen cambios en la respuesta a proteinas mal conformadas
en placentas de pacientes con preeclampsia en el Hospital de la Mujer de

Aguascalientes.

Material y métodos: Estudio prospectivo, observacional, transversal analitico. Se
estudiaron placentas de pacientes con embarazo normoevolutivo a término,
pretérmino no asociado a trastorno hipertensivo del embarazo, y/o con diagnostico
de preeclampsia temprana y tardia atendidas en el Hospital de la Mujer de

Aguascalientes.

Resultados: Se observa una disminucion de BiP, el regulador de las tres vias de
la respuesta a proteinas mal conformadas. No se observan cambios en la
activacion de IRE en las diferentes condiciones analizadas. ATF6 muestra una

disminucién de sus niveles asociado a preeclampsia temprana.

Conclusiones: Segun los resultados obtenidos, se observa una asociacién de
respuesta a proteinas mal conformadas al estres celular en el reticulo
endoplasmatico de las celulas de la placenta de preeclampsia temprana, situacion
no encontrada en las otras condiciones estudiadas, lo que corrobora la hipotesis

del estudio.

Palabras clave: preeclampsia temprana, respuesta a proteinas mal conformadas.



ABSTRACT

Introduction: Hypertensive disorders of pregnancy represent the most common
complication in pregnancy, affect 15% of pregnancies and represent almost 18% of
all maternal deaths in the world. Early onset pre-eclampsia has been more
frequent associated with severity and intrauterine growth restriction and is more

commonly associated with placental than maternal pathology.

Objective: To evaluate if there are changes in the unfolded protein response in
placentas of patients with preeclampsia in the Hospital de la Mujer de

Aguascalientes.

Material and methods: Prospective, observational, transversal analytical study.
Placentas of patients with normoevolutive pregnancy at term, preterm not
associated with hypertensive disorder of pregnancy, and / or with diagnosis of early
and late preeclampsia attended at the Women's Hospital of Aguascalientes were
studied.

Results: A decrease in BiP, the regulator of the three pathways of the unfolded
protein respones, is observed. No changes were observed in the activation of IRE
in the different conditions analyzed. ATF6 shows a decrease in its levels

associated with early preeclampsia.

Conclusions: According to the obtained results, an association of response to
proteins poorly conformed to cell stress in the endoplasmic reticulum of the cells of
the placenta of early preeclampsia is observed, a situation not found in the other

conditions studied, which corroborates the hypothesis of the study

Key Words: early onset pre-eclampsia, unfolded protein response.



RESPUESTA A PROTEINAS MAL CONFORMADAS EN LA
PLACENTA, ASOCIADAS A PREECLAMPSIA.

MARCO HISTORICO.
Las convulsiones presentes en el puerperio han sido reconocidas por milenios. Se

han mencionado en antiguos tratados de las culturas: China, India y Griega;
algunos de los cuales provienen de hace 4,000 afios aproximadamente. El termino
deriva del griego y significa relampago, quizas relacionado al hecho de que la

convulsién aparece repentina e inesperadamente.’

En la antigua Grecia, entre el siglo V y IV antes de Cristo, HipOcrates definié la
teoria de los 4 humores para describir la causa de las enfermedades. El y sus
seguidores creian que el cuerpo humano estaba hecho de 4 humores (fluidos) que
incluian: sangre, flema, bilis amarilla y bilis negra. La salud dependia del equilibrio
de estos 4 fluidos, y cualquier desequilibrio de estos por lo tanto recaia en la
enfermedad. Las teorias humeda y seca se utlizaron para explicar la
vulnerabilidad de la fisiologia femenina a la enfermedad. Las mujeres eran
consideradas humedas y los hombres secos. Se consideraba “la carne” de la
mujer porosa y suave, por lo cual estaba en riesgo de atraer mas humedad, lo cual
resultaba en abundancia de fluidos (humores) y subsecuentemente en algun
trastorno. Mas especificamente varias de las dolencias femeninas se atribuyeron a
su vientre errante, el cual viajaba en el cuerpo de la mujer en busca de humedad.
Mientras Hipdcrates proponia lo anterior, Platon veia al Gtero como un animal
errante porgue estaba insatisfecho sexualmente y deseaba alojar un producto.
Independientemente del motivo por el cual el Gtero vagaba por el organismo de la
mujer, era capaz de causar estragos en el higado, estomago, bazo, pulmones, y
cabeza, lo que finalmente provocaba la enfermedad. Como la enfermedad se
producia por un desequilibrio de los humores el tratamiento se basaba en el

equilibrar a estos, por lo cual se creia que la mujer tenia que estar embarazada,



lactando o con presencia de menstruacion regular, mecanismos por los cuales se
eliminaba el exceso de fluidos. En el embarazo, el flujo extra de sangre se
utilizaba para nutrir al producto; durante la lactancia, el flujo extra se eliminaba al
convertirse en leche materna. Durante la menstruacion, el flujo se eliminaba en las
perdidas sanguineas de cada periodo. Durante la edad media, el progreso médico
y cientifico llego a un punto muerto, y no se presentaron grandes avances. Entre
los siglos Il y VII de nuestra era, médicos como: Oribasio de Pérgamo, Aecio de
Amida y Pablo de Egina se centraron en la recopilacion y reescritura de las obras
médicas de sus predecesores.?

En la edad media, entre los afios 700 a 1,200 D.C. el imperio Bizantino se
deteriorg, la influencia de la iglesia catélica comenzo a declinar y la de los arabes
se incrementd. La primera escuela de medicina europea se abrio en Salerno, Italia
y emergio nuevamente la teoria de los 4 humores ligeramente modificada, bajo
esta nueva adaptacion, se creia que uno de los humores predominaba sobre los
otros para formar un equilibrio. Ademas el humor dominante determinaba las

caracteristicas fisicas y emocionales de un individuo.?

Durante el renacimiento se acelerd el progreso de la medicina, resultado de la
disminuciéon en la influencia de la iglesia, la libertad de pensamiento, el
reordenamiento del gobierno y la geografia, asi como a la invencién de la
imprenta. En 1537 el papa Clemente VIII concedié permiso para la ensefanza de
anatomia con la diseccion de cadaveres humanos. Con esta nueva libertad
anatomistas y artistas como Jacopo Berengario Da Capri, Nicolas Massa,
Leonardo Da Vinci, Andrés Vesalio y Falopio, fueron mas claros y precisos en
describir el aparato reproductor femenino: por ejemplo la primera descripcion mas
precisa de las trompas y los ovarios fue realizada por Falopio. A él también se le
atribuye el nombre de la placenta y refirio que esta solo se encuentra en el Gtero

durante el embarazo.?

En el siglo XVII la medicina continuo avanzando y los hombres comenzaron a

participar en el campo de la obstetricia, uno de ellos Frenchman Francois



Mariceau, nacido en 1637, fue uno de los promotores que ayudaron a establecerla
obstetricia como especialidad, fue el primero en describir sistematicamente la
eclampsia y en notar que las primigestas tenian mas riesgo de padecer esta que
las multigestas. Mariceau atribuyo las convulsiones a 2 causas: anomalias en los
loquios o0 a la muerte fetal intrauterina. En caso de ausencia de loquios, podian
surgir dolor de cabeza, edema, convulsiones, sofoco y muerte. En el caso de
muerte fetal intrauterina, un feto muerto retenido desprendia humores cadavéricos,

predisponiendo a la mujer a convulsiones.?

Al final del renacimiento el estudio de las convulsiones progreso. Gabelchoverus
distinguia entre 4 tipos de epilepsia en 1596, que incluian epilepsia resultante de
la cabeza, del estdmago, del utero gravido y de las extremidades enfriadas. En
1619 aparecia por primera vez la palabra Eclampsia en el tratado de ginecologia

de Varandaeus.?

En el siglo XVIII, Boissier de Sauvages distinguié la eclampsia de la epilepsia,
junto con esta distincion en la clasificacion de la enfermedad, ofrecié su punto de
vista sobre la causa de las convulsiones, las cuales atribuyo a la liberacion del
organismo de algun elemento morbido. Las teorias sobre la causalidad de la
enfermedad continuaron siendo propuestas y discutidas a fondo en los tratados de
mediados del siglo XIX. En su obra titulada introduccion a la practica de la
obstetricia, el doctor Thomas Denman, dirigié su atencion en los trabajo de parto
afectados por convulsiones. Denman atribuyé las convulsiones a los habitos de las
personas en las grandes ciudades y en los pueblos, aunque el mayor riesgo lo
atribuyo al atero. Segun Denman a medida que este se expandia, presionaba los
vasos sanguineos descendentes, tal aumento de la presion conducia a la
regurgitaciéon de la sangre en el cerebro lo cual se traducia en sobrecarga de los
vasos cerebrales y por lo tanto desencadenaba convulsiones. En sus trabajos de
1849: “Parto y principios de la practica de la obstetricia” El doctor William Tyler
Smith desafid la teoria de la congestion cerebral y propuso que en el embarazo se
presentaba una hipervolemia y dadas las contracciones uterinas en el segundo

periodo de trabajo de parto interferian con la circulacién sanguinea y por lo tanto
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podian ocasionar convulsiones. En contraste atribuyo las convulsiones del
puerperio a otras causas: 1.Estimulo mecénico o emocional, 2.Perdida sanguinea,
3.Variaciones en el viento, temperatura y otros cambios atmosféricos, 4.Irritacion
del Utero o canal intestinal, 5.Elementos toxicos. Segun esta Ultima teoria, Smith
creia que para preservar la salud durante el embarazo se tendrian que eliminar
desechos (por ejemplo secrecion de los intestinos) y “escombros” de los sistemas
materno y fetal. El fracaso en lo anterior resultaba en toxemia en la cual los
elementos morbidos se acumulaban en sangre causando irritacién al sistema

nervioso central.?

Aunque las investigaciones en el siglo XX no pudieron descubrir con precision la
etiologia de la preeclampsia, se avanzé mucho en la compresion de los cambios
fisiopatologicos asociados con su desarrollo. En los afios sesenta varios grupos
describieron diferencias importantes en la fisiologia placentaria en embarazos
afectados con preeclampsia respecto a los no afectados por este trastorno.
Mediante la biopsia de la placenta se descubrié que las células trofoblasticas no
invadian adecuadamente las arterias espirales maternas, las cuales las
encontraron con la luz disminuida y distensibilidad disminuida, lo que resulta

disminucién en el flujo sanguineo a la placenta y por lo tanto al producto.?

MARCO TEORICO:
Los trastornos hipertensivos del embarazo (HDP) representan la complicacion mas

comun en el embarazo, afectando aproximadamente el 15% de los embarazos y
representan casi el 18% de todas las muertes maternas en el mundo, con un

estimado de 62 000 a 77 000 muertes por cada afio.?

Tanto la morbilidad y la mortalidad materna se incrementa en paciente con
embarazo complicado por preeclampsia y posee implicaciones econdmicas
significativas para la familia de la paciente afectada por la enfermedad y para los

servicios de salud.®

La preeclampsia es un trastorno multisistémico cuyos criterios clinicos no han

cambiado en la ultima década: edad gestacional mayor de 20 semanas, presion



arterial mayor de 140/90 mmHg, tira reactiva con 1+ o muestra aislada de orina
con 30mg de proteinas en dos muestras de 4 a 6 h. En ausencia de proteinuria, el
diagnostico de preeclampsia podria establecerse cuando la hipertension
gestacional es asociada con sintomas cerebrales persistentes, epigastralgia o
dolor en cuadrante superior derecho con nausea o vomito o bien trombocitopenia
con alteraciones en las concentraciones de enzimas hepaticas. En todo el mundo
causa 10 a 15% de las muertes maternas, algunas fuentes epidemiolégicas
reportan hipétesis causales inmunoldgicas, tromboéticas, genéticas, mala

adaptacion placentaria y estrés oxidativo.’
Los desordenes hipertensivos en el embarazo pueden ser clasificados como:

a) Hipertension Preexistente con condiciones comorbidas con evidencia de

preeclampsia.

b) Hipertension gestacional Con condicion comorbida con evidencia de

preeclampsia.

c) Preeclampsia.

d) Otras formas hipertensivas: hipertension transitoria, hipertension de bata blanca
e) Hipertension enmascarada.

En la actualidad el Colegio Americano de Ginecdélogos y Obstetras (ACOG)
integra a la preeclampsia con y sin caracteristicas de severidad, lo que
anteriormente se conocia como preeclampsia leve y severa (American College of
Obstetricians and Gynecologists. ACOG Task Force on Hypertension in
Pregnancy, 2013), y es recomendable que en la mujer con embarazo y trastorno
hipertensivo, sea clasificada la presencia o ausencia de caracteristicas de
severidad de acuerdo a los criterios establecidos por el Colegio Americano de

Obstetras y Ginecoélogos.®

El espectro clinico de la preeclampsia varia desde una forma leve a severa. En la

mayoria de las mujeres, la progresion a través de este espectro es lenta, y el
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diagnostico de preeclampsia sin datos de severidad debe ser interpretado como
una fase de la enfermedad. En otros, la enfermedad progresa mas rapidamente,
cambiando de a una forma con datos de severidad en dias o semanas. En los
casos mas graves, la progresion puede ser fulminante, con evolucion a eclampsia
en cuestion de dias o incluso horas. Por lo tanto, el objetivo mas importante es la

prevencion de la morbimortalidad materna y perinatal.®

Por cada mujer que muere, se estima que otras 20 pacientes pueden sufrir
morbilidad severa o discapacidad (un incremento en el riesgo enfermedad
cardiovascular y diabetes tipo 2. La proporcion de las mujeres que sobreviven a
complicaciones maternas graves por preeclampsia (también llamados casos
“casi”) ha sido propuesto como un indicador util para la evaluacién de la calidad de
la atencion y su salud materna determinantes. Esta enfermedad puede amenazar
la vida e incrementar la morbilidad y mortalidad materna y fetal, con riesgo a siete

afios de hipertensioén y microalbuminuria de 20%.3

El manejo de la preeclampsia y sus complicaciones hace necesario un abordaje
sistematizado desde el periodo preconcepcional, las etapas tempranas del
embarazo y cuando la enfermedad se manifiesta de forma clinica, para disminuir

la morbilidad y mortalidad tanto materna como fetal.?

1. Preeclampsia: Es el estado que se caracteriza por la presencia de hipertension
y proteinuria significativa, lo que ocurre por primera vez después de la semana 20
del embarazo, durante el parto o en el puerperio. También es preeclampsia
cuando existe hipertension en el embarazo y un criterio de severidad aun cuando
no haya proteinuria demostrada en un primer momento. (Hernandez-Pacheco JA,
2013) Preeclampsia severa o preeclampsia con criterios de severidad: Es la
preeclampsia con uno o mas de los siguientes criterios: Sintomas maternos:
cefalea persistente o de novo; alteraciones visuales 6 cerebrales; epigastralgia o
dolor en hipocondrio derecho; dolor toracico o disnea, signos de disfuncién
organica, y en caso de hipertension severa (sistolica 2160 y/6 diastélica 2110 mm

Hg); edema agudo pulmonar o sospecha de desprendimiento placentario.
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Alteraciones de laboratorio: Elevacién de creatinina sérica (> 1.1 mg/dL),
incremento de AST o ALT (> 70 IU/L) o deshidrogenasa lactica; disminucién de
plaquetas < 100,000/milimetro cubico.?

2. Sindrome HELLP: Denominacion en inglés (Hemodlisis, Enzimas hepéticas
elevadas y Plaguetas bajas) es una presentacion particular de la preeclampsia

severa.®

3. Hipertensién arterial crénica en el embarazo; es la hipertensiébn que esta
presente antes del embarazo o que es diagnosticada antes de las 20 semanas
de gestacion. De acuerdo la etiologia puede ser primaria o secundaria. Cuando
se diagnostica hipertension arterial secundaria durante el embarazo debera
determinarse la etiologia (enfermedad renovascular, enfermedad de Cushing, etc.)

en la medida de lo posible.?

4. Hipertension gestacional: hipertensibn que se presenta por primera vez
posterior a las 20 semanas de gestacion con ausencia proteinuria demostrada
por recoleccion de orina de 24 horas o por cociente proteinas/creatinina urinaria

en una muestra al azar.3

La respuesta a proteinas mal conformadas es una via de sefalizacion intracelular
gue se activa por la acumulacion de proteinas mal conformadas en el reticulo
endoplasmico. La respuesta a proteinas mal conformadas dispara una extensa
respuesta de transcripcion, la cual ajusta la capacidad del reticulo endoplasmico
para conformar proteinas de acuerdo a las necesidades. Como tal la respuesta a
proteinas mal conformadas constituye un paradigma de un mecanismo de control
intracelular que ajusta la disposicion de organelas en respuesta al ambiente. La
activacion de esta via involucra la activacion de sensores de proteinas mal
conformadas del reticulo endoplasmico que operan en circuitos paralelos para
transmitir la informacién a través de la membrana del reticulo endoplasmico,
activando un conjunto de factores de transmisién en cascada, por mecanismos
gue son inusuales y hasta rudimentarios presentes aun en células eucariotas.

Resultados recientes se enfocan en los mecanismos en los cuales las sefales de
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proteinas mal conformadas son retransmitidas e integradas a restablecer la
homeostasis en la capacidad de plegamiento de la célula, y si esta no se recupera,
programarla para la apoptosis.*

Todas las nuevas proteinas sintetizadas, necesitan plegarse apropiadamente y
localizar su apropiado compartimento dentro de la célula. En las células eucariotas
las proteinas de la membrana plasmética primero entran a la via secretora por
translocacion al reticulo endoplasmico. Las proteinas de dominio transmembrana
entran al reticulo endopladsmico a través de translocacion como cadenas de
polipéptidos los cuales son plegados en la luz de esta organela. El plegamiento de
las proteinas en el reticulo endoplasmico es facilitado por los residentes
chaperones del reticulo endoplasmico, los cuales impiden que las nuevas
proteinas se agreguen y en su lugar las conduzcan a realizar su adecuado
plegamiento. Los restos de carbohidratos unidos a asparagina se afaden a
muchas proteinas que ingresan al reticulo endoplasmico, y el procesamiento
selectivo del carbohidrato sirve como una sefal del estado del plegamiento de la
proteina. En relacion con el citosol, el reticulo endoplasmico tiene un ambiente
oxidante, que facilita la formacién de enlaces disulfuro en las proteinas maduras,
lo cual le da una estabilidad adicional a la proteinas maduras. Para que las
proteinas secretadas y transmembrana puedan transitar a través de la via
secretora, primero tienen que completar un adecuado plegamiento en el reticulo
endoplasmico. Este constituye por lo tanto una fabrica de plegado de proteinas
gue impone un estricto control de calidad a sus productos, garantizando que solo
las proteinas funcionales se entreguen a sus destinos finales. Debido a que
muchas proteinas de la superficie de la célula transmiten sefiales importantes que
determinan el destino de la célula, (es decir si es: diferenciarse, dividirse, emigrar
o morir) es facil apreciar porque la fidelidad a los mecanismos de estos

componentes es vital para la salud de un organismo.*

La carga de proteinas depositadas en el reticulo endoplasmico varia entre los
diferentes tipos de células y durante la vida de esta. Los procesos de desarrollo, la

progresion del ciclo celular y cambios en el ambiente pueden afectar la cantidad y
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los tipos de proteinas que necesitan ser plegadas en el reticulo endoplasmico. Asi,
durante su vida, las células frecuentemente enfrentan situaciones que ocasionan
aumento en la demanda de la capacidad del reticulo endoplasmico para plegar
proteinas, lo cual se traduce en estrés para esta organela. El estrés del reticulo
endoplasmico puede surgir transitoriamente como una expresion génica de la
célula en respuesta a cambios en las sefales extracelulares, o puede ser
permanente en células portadores de mutaciones que interfieren con la

maduracion apropiada de proteinas secretoras de la membrana.*

En algunos trastornos genéticos humanos, las mutaciones en algunos de sus
genes codifican para reducir los niveles de proteinas de secretoras y de
membrana; ya que el plegamiento inadecuado en el reticulo endoplasmico
previene su salida de este compartimento. Por ejemplo, la variante Z de alfa 1
antitripsina es una proteina mutante plegada que se retiene en el reticulo
endoplasmico del hepatocito, reduciendo sus niveles en el pulmon, donde
normalmente realiza sus funciones. El estrés en el reticulo endoplasmico puede
ser ocasionado por factores ambientales, entre los cuales se incluyen: ausencia de
nutrientes para la célula; anoxia e isquemia; infeccion por virus; y el calor que
desnaturaliza proteinas. En todos estos casos, la capacidad de plegamiento de las
proteinas de la organela es alterada, y la célula entera necesita adaptarse a su

nueva condicion.?

Para hacer frente y adaptarse al estrés del reticulo endoplasmico, una via
intracelular de transduccién de sefial que va del reticulo endoplasmico al nucleo
celular, evoluciono para adaptar dinamicamente la capacidad de plegado de
proteina del reticulo endoplasmico. Esta via denominada: respuesta a proteinas
mal conformadas, aumenta los componentes del reticulo endoplasmico como los
chaperones y enzimas modificadoras de proteinas necesarios para plegar
adecuadamente las proteinas. La respuesta a proteinas mal conformadas también
disminuye la traduccion y la carga de proteinas en el reticulo endoplasmico y
mejora la orientacion de las proteinas mal conformadas para su degradacién. Para

este fin, los polipéptidos mal conformados no recuperables, son regresados al

13



citosol para ser degradados. Si la homeostasis no se restablece aun después de
activarse la respuesta a proteinas mal conformadas y esta permanece activa por
un tiempo prolongado, la célula se dirige a la apoptosis. Asi, las células con riesgo
de proteinas funcionando inadecuadamente en su superficie son eliminadas

activamente de un organismo.*

Los componentes de sefalizacion que median la respuesta a proteinas mal
conformadas se descubrieron por primera vez en la levadura Saccharomyces
cerevisiae hace mas de una década. Los dos principales componentes de la via
son: un sensor de proteinas mal conformadas en la membrana del reticulo
endoplasmico (la proteina transmembrana Irel) y un efector activador de la
transcripcion Hacl. La transcripcion del Hacl disminuye el estrés del reticulo
endoplasmico al expandir este ultimo y aumentando la capacidad de para el
plegamiento de las proteinas. La comprension inicial de la respuesta a proteinas
mal conformadas fue la de una via de retroalimentaciéon simple: aumento de
proteinas mal conformadas — activacion de Ire1 — produccién de Hacl
—activacién de los genes blanco de respuesta a proteinas mal conformadas —
disminuciéon de proteinas mal conformadas. Posteriormente, como la respuesta a
proteinas mal conformadas se encontr6 en las levaduras, se confirmd su
presencia en los metazoarios, lo que deja claro que esta respuesta en células
eucariotas mas desarrolladas contiene circuitos paralelos y cruzados, sugiriendo
gue la respuesta a proteinas mal conformadas es una red de sefalizacion que
integra informaciéon transmitida a través de sensores de estas proteinas y sus

efectores en cascada.*

La respuesta a proteinas mal conformadas opera como un circuito de control
homeostatico que regula el plegamiento de las proteinas y la capacidad de
secrecion de la célula de acuerdo a las necesidades. En el ndcleo, este circuito
tiene una coleccién de mecanismos que tienen como objetivo aumentar el tamafio
y la capacidad de todo el aparato secretor de la célula. ElI control de la

transcripcion de la respuesta a proteinas mal conformadas es ejercido por la
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accion combinada de un conjunto de factores de transcripcidn cuya composicion
cualitativa y concentracion son controladas por las condiciones del reticulo

endoplasmico.*

Actualmente, tres ramas primarias de la respuesta a proteinas mal conformadas
han sido descritas, cada una constituye una via Unica de factores de transcripcion

para la ejecucion de una respuesta.’

Figura 1.
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Figura 1. Las tres ramas de la respuesta a proteinas mal conformadas en
metazoarios. Son los tres tipos de transductores de estrés del reticulo
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endoplasmico: PERK, ATF6, e Irel detectan los niveles de proteinas mal
conformadas en el lumen del reticulo endoplasmico y comunican esta informacién
a traves de la membrana para activar el factor de trasnscripcién bZip, regulando
proteolisis, y regulando ARNm, si las proteinas no pueden ser conformadas
adecuadamente somenten a las celulas a la apoptosis.*

Se ha establecido que el factor de crecimiento placentario sérico (PIGF)
disminuye, y la tirosin-cinasal soluble similar a fms (sFlt-1) aumenta en mujeres
con preeclampsia. Tanto las mujeres con preeclampsia temprana como aquéllas
con preeclampsia tardia mostraron una disminucion del PIGF y un aumento de los
niveles de sFlt-1 en comparacion con los controles en pacientes normotensas a
las 28 y 37 semanas. Sin embargo, aquellas con preeclampsia de inicio temprano
tuvieron una incidencia mas alta de PIGF bajo, y un alto sFlt-1, que aquellas con
inicio tardio. Antes del inicio de la preeclampsia, la tasa de incidencia de PIGF
bajo en las mujeres con preeclampsia de inicio temprano estuvo presente el 100%
de los casos, mientras que en las mujeres con preeclampsia de inicio tardio era
del 0%. Por lo tanto, las alteraciones en los niveles de PIGF tanto antes como
después del inicio de la preeclampsia pueden ser mas pronunciadas en las
mujeres con inicio temprano que aquellas con preeclampsia severa de inicio
tardio.”

En la preeclampsia de inicio precoz, la concentracion placentaria media de 8-iso-
prostaglandina (PG) -F2alfa fue mayor y la relacion PAI-1 a PAI-2 mayor que en
los controles tempranos. Estos valores no difirieron entre mujeres con
preeclampsia tardia y sus controles correspondientes. Las concentraciones
séricas de 8-iso-PGF2alfa y las vitaminas C y E no difirieron entre los casos y los
controles. La preeclampsia temprana se asocia con un aumento del estrés
oxidativo placentario y un aumento de la relacion PAI-1 a PAI-2, lo cual no es el

caso de la preeclampsia tardia.’
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Las tasas de arteriolopatia decidual, infarto central de la placenta e hipermadurez
de vellosidades son mayores cuando se produce el nacimiento a una menor edad

gestacional en pacientes con diagnéstico de preeclampsia.’

Las placentas de mujeres con preeclampsia antes de las 34 semanas de
gestacion fueron significativamente diferentes de las que presentaban
preeclampsia a término. El primer grupo demostréo hallazgos placentarios
predominantemente consistentes con insuficiencia debido a anormalidades
vasculares. Dichos hallazgos placentarios diferentes respaldan la hipotesis de que
la preeclampsia es una enfermedad diferente, segun la edad gestacional en el

momento del diagnéstico.®

Las placentas de preeclampsia de comienzo temprano y tardio mostraron claras
diferencias histopatolégicas, mientras que la preeclampsia de inicio tardio y las
placentas normales a término difirieron menos. Estos hallazgos apoyan el
argumento de que la preeclampsia de inicio temprano y tardio son diferentes

subclases de la enfermedad.®

ANTECEDENTES:
Basado en la edad gestacional al diagndstico o en el parto, la preeclampsia es

comunmente dividida en preeclampsia temprana y tardia antes y después de las
34 semanas. Recientemente se ha propuesto la diferenciacion entre causas
placentarias y maternas de este padecimiento, siendo mas frecuentemente
asociadas las causas placentarias con preeclampsia temprana y con restriccion
del crecimiento intrauterino. Se observo en un estudio realizado en Reino Unido, la
activacion de proteinas mal conformadas tales como: P-IREla, ATF6, XBP-1,
GRP78, GRP94, P-p38 y HSP70, las cuales estuvieron significativamente mas
elevadas en placentas de pacientes con preeclampsia temprana que en las
placentas de pacientes con preeclampsia tardia y en las placentas de pacientes

con embarazo normoevolutivo, con un clara diferencia en la semana 34. Las
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pacientes de los Ultimos 2 grupos (preeclampsia tardia y embarazo
normoevolutivo), no presentaron ninguna diferencia. Los niveles de proteinas mal
conformadas fueron similares entre los grupos control del segundo trimestre y a
término, pero fueron significativamente mas elevadas en controles pretermino con
partos vaginales en pacientes con diagnéstico de coriamnionitis y otras
condiciones. Estos hallazgos proveen evidencia de que el estrés placentario
puede contribuir a la fisiopatologia de la preeclampsia temprana, mientras que es
poco probable que sea la causa de la forma tardia de este sindrome.*

La preeclampsia esta asociada con el desarrollo de novo de hipertension,
proteinuria, disfuncion hepatica y otras alteraciones; presentandose después de la
semana 20 de gestacion. La etiologia del sindrome sigue siendo dificil de
determinar aunque es extensamente reconocido que la placenta es una causa
necesaria y suficiente. Sin embargo, la presencia de diferencias en la presentacion
clinica indica heterogeneidad en la fisiopatologia. Por lo tanto se han realizado
intentos para clasificar el sindrome en distintos subgrupos. Se han propuesto
varios esquemas y uno de los mas comunes es dividir los casos en inicio
temprano y tardio, de acuerdo con la edad gestacional en el momento del
diagnostico. La mayoria de los casos (75%) se presenta tardiamente, usualmente
utilizando como punto de corte aquellos que se presentan después de la semana
34 de la gestacion. De estas 2 formas, la temprana es a menudo considerada la
mas severa, y esta asociada a una mayor tasa de restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU) y riesgo de complicaciones cardiovasculares maternas
después del nacimiento. Ademas, existe una mayor prevalencia de lesiones
placentarias que indican malperfusién materna, lo cual se confirmé por un estudio

realizado con resonancia magnética.*®

En vista de estas diferencias, se ha propuesto que la preeclampsia puede ser
clasificada segun la base de la fisiopatologia en causas placentarias y maternas.
En el primero de los casos, se postula que la malperfusién produce estrés

placentario y la liberacion de citoquinas y reguladores angiogénicos que causan la
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activacion de las células endoteliales maternas. En el segundo, se cree que se
alcanza la misma etapa final debido a una sensibilidad endotelial materna
exagerada predisponente a factores que emanan de una placenta relativamente

normal o excesivamente grande.®

Un principio importante en el que se basa esta Ultima clasificacion es que el
embarazo normal es un estado proinflamatorio, con la activacion de las células
inmunes circulantes y el estrés oxidativo sistémico aumentando a medida que la
gestacion avanza. Por lo tanto, la preeclampsia "materna” puede ser simplemente
el resultado de una respuesta materna excesiva hacia la inflamacion existente.
Este argumento es respaldado por la acumulacion de evidencia de que las
mujeres que sufren de inflamacion sistémica crénica, debido a enfermedades tales
como enfermedad renal, enfermedades autoinmunes o sindrome metabdlico,
tienen un mayor riesgo de desarrollar preeclampsia a término. Ademas, hay poca
evidencia de perfusion uterina anormal o patologia placentaria en los casos que se
presentan hacia el término. Por el contrario, en la preeclampsia "placentaria” se
acepta ampliamente que existe una remodelacién deficiente de las arterias
espirales maternas, como lo indican las formas de onda Doppler de la arteria
uterina anormales. Se predice que la remodelacion deficiente dara como resultado
flup sanguineo materno intermitente a alta velocidad dentro del espacio
intervelloso, que puede inducir estrés oxidativo placentario a través de altas tasas
de cizallamiento y un tipo de lesién por isquemia-hipoxia-reperfusion. El estrés
oxidativo de la placenta causa la liberacion de factores anti-angiogénicos en la
circulaciéon materna y los niveles de factores anti-angiogénicos, como sFlt1, en la
circulaciéon materna durante el segundo trimestre del embarazo estan fuertemente

correlacionados positivamente con el momento del inicio del sindrome.*°

La isquemia-hipoxia-reperfusion es un fuerte inductor del estrés oxidativo y
también activa el estrés del reticulo endoplasmico (RE). El reticulo endoplasmico
es el sitio de la biosintesis de hormonas polipeptidicas, factores de crecimiento y

proteinas de la membrana plasmatica y su modificacion postraduccional. La
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manipulacion genética del estrés del reticulo endopldsmico causa insuficiencia
placentaria, que a su vez restringe el desarrollo y crecimiento del feto. La
acumulacién de proteinas mal conformadas activa las vias de respuesta al estrés
reticulo endoplasmico. La respuesta a proteinas mal conformadas comprende tres
vias de sefializacion altamente conservadas: la primeras es la via PERK-elF2aq,
gue atenua la sintesis de proteinas no esencial; la segunda es: las rutas ATF6 e
IRE1-XBP1, que aumentan la capacidad de plegamiento mediante la regulacion
positiva de los chaperones: ER GRP78 y GRP94; y la tercera es la biosintesis de
fosfolipidos. Ademas, la via de degradacién de la proteina asociada al reticulo
endoplasmico (ERAD) facilita la degradacion de las proteinas. Recientemente se
ha demostrado la activacion de las vias de estrés del reticulo endoplasmico en
placentas a partir de casos de restriccion del crecimiento intrauterino, con una

mayor activacién en aquellos complicados con preeclampsia.*®

Existe evidencia de que las respuestas de estrés placentario apoyan el concepto
de que la causalidad de la preeclampsia de inicio temprano esta relacionada con
la patologia placentaria, mientras que la preeclampsia de inicio tardio esta
predominantemente asociada a otros factores, como los sindromes metabdlicos
maternos o sensibilidad endotelial. De acuerdo a los hallazgos previos de estrés
oxidativo en el reticulo endoplasmico de las placentas de pacientes con restriccion
del crecimiento intrauterino y preeclampsia, se examinaron los niveles de
activacion de las rutas de respuesta a proteinas mal conformadas y otras vias de
sefalizacion de estrés comunes, incluidas las vias de sefializacion de estrés
AMPKa, p38-JNK y proteinas de choque térmico citosoélico (HSP) en placentas de
pacientes con eclampsia a edades gestacionales de 24-39 semanas. Para
determinar el estimulo requerido para generar cambios equivalentes in vitro, se
expusieron células de coriocarcinoma humano a diferentes grados de hipoxia-

reoxigenacion o tratamiento con citoquinas proinflamatorias.°

En un estudio realizado en la Universidad de Cambridge, Reino Unido, se
utilizaron veinticuatro muestras placentarias de embarazos con preeclampsia de

edad gestacional en el rango de 24-39 semanas en el momento del parto, ocho
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controles de pacientes normotensas a término y siete placentas de embarazo

pretérmino con otras condiciones obstétricas.™®

Tabla 1. '° Parametros clinicos registrados para las 24 muestras de placentas de
pacientes con preeclampsia, 8 placentas de pacientes normotensas a término y

siete muestras placentarias de "control" pretérmino utilizadas en el estudio.

Tabla 1.
<34 weeks PE >34 weeks PE Term control *Pre-term contraol (<0.05)
{n =15) {n=9) {n=28) (n=7) p '
Parameter 1 2 3 4
Gestational age 31.9+31 372217 39+08 201290 Tws2;1ws3; 2vs
(wesks) 43y 4
Maternal age 31144 326£53 32862 2018 n.s.
(years)
BMI 273154 261273 245+4.7 2058 ws 4
BP systolic 1461162 146+ 11.8 1183+ 84 1128+ 1 Tvs31wsd
BP diastolic 00.6 + 6.6 95.9+11.6 736+114 723+114 Tws3 Twsd: 2us
3:2vsd
Fetal weight (g) 002 + 345 2828 + 741 3060 £ 651 1430 £ 670 TvsZ;1ws 3 3vs4d
Placental weight 260 £ 119 605 + 331 679 + 60 257 £ 66 ve; Tws 3 2vs
() 4:3vs 4

En el estudio previamente mencionado se demostrd un alto grado de estrés en el
reticulo endoplasmico en las placentas con restriccion del crecimiento intrauterino,
y esto fue mas pronunciado en los casos que la restriccién del crecimiento se
asocio con preeclampsia. La severidad del estrés del reticulo endoplasmico se
puede aducir directamente a partir de alteraciones en las vias de respuesta de
proteinas mal conformadas, incluidos los cambios en la fosforilacién, aumentos en

la abundancia de proteina chaperona del reticulo endoplasmico y escision de
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proteinas y ARNm. Por lo tanto, se investigo la fosforilacion de elF2a e IRE1aq, la
escision de ATF6 [ATF6 (p50)] y los niveles de GRP78, GRP94 y XBP-1. La
comparacién de estos marcadores reveld un aumento significativo de la activacion
de las vias de respuesta de proteinas mal conformadas en las placentas con
preeclampsia temprana, con ATF6 elevado (p50), P-IRE1a, XBP-1, GRP78 y
GRP94 en comparacién con la preeclampsia tardia y el control con placentas de
pacientes normotensas. No se observé ninguna diferencia en la activacion de las
vias entre las placentas de pacientes con preeclampsia tardia y los controles de
término de pacientes normotensas. El andlisis ultraestructural revel6 la dilatacion
de las cisternas del reticulo endoplasmico en los casos de preeclampsia temprana,
pero no en la tardia, o en las pacientes con embarazo normoevolutivo lo que
indica pérdida de la homeostasis del reticulo endoplasmico solo en el primer

caso.®

Existen informes contradictorios con respecto a la activacion de otras vias de
sefalizacion de estrés placentario en preeclampsia. Sin embargo, estos estudios
solo han comparado muestras de preeclampsia de inicio temprano o tardio con
embarazos de pacientes normotensas. En el estudio realizado en Cambridge
examinaron los cambios en estas vias de estrés en relacion con la edad
gestacional en el momento del parto. Se realiz6 un andlisis de conglomerados
utilizando todos los datos, se agruparon en dos ramas principales, una que
contiene todas las muestras de placentas con preeclampsia temprana y dos casos
de preeclampsia tardia (35 y 37 semanas), mientras que la otra contiene todas las
muestras de placentas con preeclampsia tardia y todas las muestras de placentas
con embarazo normoevolutivo. Estos resultados demuestran claramente que las
placentas de preeclampsia temprana sufren un alto grado de estrés fisioldgico y
celular, mientras que, en contraste, estas vias de estrés no se activan en las
placentas de preeclampsia tardia, las cuales son indistinguibles de las placentas

con embarazo normoevolutivo.*°
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Figura 1.
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Figura 1. Placentas del grupo de preeclampsia temprana, separadas de los otros
grupos (preeclampsia tardia y pacientes normotensas). Basado en los niveles de

respuesta al estrés de las proteinas. Andlisis de grupo con Western- Blot.™°

En cuanto a la activacion de las rutas de respuesta a proteinas mal conformadas
entre las placentas del segundo trimestre y placentas de embarazos a término
normoevolutivo, no se observaron diferencias. Por el contrario, P-elF2a, elF2aq,
XBP-1 y GRP78 aumentaron significativamente en placentas nacimiento
pretermino sin preeclampsia, mientras que GRP94 disminuyd. Estos resultados
indican que es improbable que los niveles de estrés del reticulo endoplasmico se

alteren sustancialmente durante el desarrollo normal de la placenta, mientras que
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las placentas de placentas de nacimiento pretermino patolégicas si sufren de

estrés del reticulo endoplasmico.*®

Figura 2.
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Figura 2. Sin cambios en la activacibn de la respuesta a proteinas mal

conformadas en el segundo trimestre comparado con las placentas de pacientes
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normotensas a término. (A) Lisado de tejidos de siete placentas del segundo
trimestre y siete placentas de pacientes normotensas a término que se probaron
con anticuerpos contra marcadores de estrés del reticulo endoplasmico. (B) la
intensidad de las bandas se cuantifico y normalizo con beta-actina; el estado de
fosforilacibn es presentado como la proporcion entre proteinas fosforiladas y
totales, los datos son la mediana para los grupos de siete placentas; no se
observaron cambios significativos en la via de sefalizacién de la respuesta a
protefnas mal conformadas™®

No hubo cambios en la activacion de respuesta a proteinas mal conformadas en
las placentas del segundo trimestre en comparacion con las placentas a término
normotensas.*°
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Hay cambios en la respuesta a proteinas mal conformadas en placentas de

pacientes con preeclampsia?

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar si existen cambios en la respuesta a proteinas mal conformadas en

placentas de pacientes con preeclampsia.

Objetivos especificos
1. Detectar pacientes con embarazo normoevolutivo, y pacientes con

preeclampsia que cumpla con criterios de inclusion.

2. Evaluar la expresion de GRP78 en placentas de mujeres con embarazo

normoevolutivo, preeclampsia temprana y preeclampsia tardia.

3. Evaluar la activacion de ATF6 en placentas de mujeres con embarazo

normoevolutivo, preeclampsia temprana y preeclampsia tardia.

HIPOTESIS
En la placenta de mujeres con preeclampsia existen cambios en la respuesta a

proteinas mal conformadas.

MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

TIPOS Y DISENO DEL ESTUDIO:
e Prospectivo, observacional, transversal analitico.

POBLACION DEL ESTUDIO:
Placentas de pacientes con embarazo normoevolutivo a término, pretérmino no

asociado a trastorno hipertensivo del embarazo, y/o con diagnostico de
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preeclampsia temprana y tardia atendidas en el Hospital de la Mujer de
Aguascalientes.

MUESTREO:

20 placentas en total:

e 5 placentas de embarazo normoevolutivo a término.
e 5 placentas de embarazo con nacimiento pretermino.
e 5 placentas de pacientes con preeclampsia temprana.

e 5 placentas de paciente con preeclampsia tardia.
Solucién que se utilizé para el estudio de las placentas: Formaldehido.

Sitio de toma: cotiledones periumbilicales.

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Dependiente: Expresion de GRP78 y ATF6
Independiente: Preeclampsia temprana, preeclampsia tardia.

Otras variables:

e Antropométricas: Peso, talla, edad.

e Obstétricas: Edad gestacional, numero de gesta, partos, aborto,
antecedente de 6bito, antecedente de preeclampsia.

e Signos: tensidén arterial sistélica al ingreso, tension arterial diastélica al
ingreso, tension arterial sistdlica al momento del diagnéstico, tension
arterial diastélicaal momento del diagndstico, edema, reflejos
osteotendinosos.

e Sintomas: cefalea, acufenos, fosfenos, epigastralgia.
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e Laboratorio: hemoglobina, plaquetas, creatinina, acido urico,
albumina, deshidrogenasa lactica, aspartato
aminotransferasa, alanino aminotransferasa, bilirrubina directa, bilirrubina
indirecta, bilirrubina total, proteinuria tira, proteinuria de 24 horas.

e Severidad de la preeclampsia: leve, severa.

e Complicaciones de la preeclampsia: eclampsia, sindrome de HELLP.

e Muerte maternay causa de muerte.

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion:
e Pacientes con diagnostico de preeclampsia temprana, preeclampsia tardia
y con embarazo normoevolutivo a término y pretermino.
e Pacientes que acepten donar un cotiledon placenta y participar en el

estudio mediante firma de carta consentimiento bajo informacion.

Criterios de no inclusion:
e Pacientes con antecedente personal de diabetes mellitus, hipertension,

nefropatia, tabaquismo, enfermedades autoinmunes, infeccion por VIH.

Criterios de eliminacion:
e Pacientes con muestra de placenta insuficiente o inadecuada.

e Casos en que se degrade el RNA gendémico o se pierda la muestra durante

el procesamiento o los experimentos.

RECOLECCION DE INFORMACION

Instrumentos. No aplica.

Logistica.
1. Se identificaron pacientes con embarazo normoevolutivo a término, con

embarazo pretermino no asociado a trastorno hipertensivo del embarazo, con

diagndstico de preeclampsia temprana (antes de las 34 semanas de gestacién) o
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tardia (después de las 34 semanas de gestacion), que fueron ingresadas a
tococirugia del Hospital de la Mujer de Aguascalientes para la resolucion del

embarazo.

2. Se invitd a la paciente o a su familiar responsable a participar en el estudio,
explicando las ventajas, riesgos y beneficios.

3. De quienes aceptaron participar se solicitd informaciéon clinica y tras el
alumbramiento se obtuvo un cotiledén periumbilical para el andlisis de la respuesta

a proteinas mal conformadas.

4. Un cotiledon fue colocado en formalina neutra al 10% para realizar un analisis

de expresion de proteinas por inmunofluorescencia.

6. Finalmente, se realizo el andlisis de la informacion y se presentan los resultados

de la tesis.

Consideraciones éticas.

Este estudio se adapta a los principios cientificos y éticos que justifican la
investigacion médica, en especial al que si se refiere a una posible contribucion
para solucion de problemas de salud y/o desarrollo de la ciencia médica; de
acuerdo al titulo quinto referente a Investigacion para la Salud, establecido en el

articulo 100 de la Ley General de Salud, respetando la confidencialidad de las

pacientes, resguardo de datos por ley, sin exposicion a dafios innecesarios.

Recursos humanos.

Médico residente que elabora el proyecto, asesor tematico, asesor metodoldgico,

investigadores clinicos y de laboratorio.

Recursos materiales.

e Formaldehido al 10%.
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e Medio Tissue-Tek.

e Suero bovino al 10%.

e Triton X-100 al 0.5%.

e Anticuerpos contra GRP78.

e Anticuerpos contra pIRE1L.

e Anticuerpos contra ATF6.

e Anticuerpo dirigido a IgG de conejo.

e Medio para fluorescencia que contiene DAPI.

e Microscopio de epifluorescencia.

Recursos financieros.
Se utilizaron recursos asignados al proyecto PIBB17-9, de la Universidad

Auténoma de Aguascalientes.

DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA.

Obtencién del material bioldgico.

Se obtuvo un cotiledon periumbilical con técnica estéril, con cara materna y cara
fetal. Tras ser obtenido fue lavado en solucién salina 0.9% para eliminar el exceso
de sangre y fue colocado en un frasco con formaldehido al 10% y almacenado a
25°C hasta su procesamiento en el Laboratorio de Ciencias Morfolégicas de la

Universidad Autonoma de Aguascalientes
Inmunofluorescencia.

El cotileddn obtenido de las placentas se fijé toda la noche con paraformaldehido
al 10% a 4°C, se crioprotegieron pasandolos por un gradiente (de menor a mayor
concentracion) de sacarosa (15 y 30%) en PBS, y se congelaron embebidas en el
medio Tissue-Tek (Sakura Finetek U.S.A., Inc.). Se obtuvieron cortes sagitales de
placenta de 14 [’m de grosor que se almacenaron a -20°C hasta su utilizacién
para inmunofluorescencia.
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Posteriormente, los cortes se bloguearon y permeabilizaron con suero normal
bovino 10% y Triton X-100 0.5% en PBS por una hora a temperatura ambiente,
seguido por la incubacién con el anticuerpo primario de interés toda la noche a
4°C. Se utilizaron anticuerpos comerciales dirigidos contra GRP78 (ABCAM,
dilucién 1:100); pIRE1 (ABCAM, dilucién 1:100) y ATF6 (ABCAM, dilucién 1:100).

Los cortes se incubaron con anticuerpos acoplados a un fluorocromo y dirigido a
lgG de conejo (Alexa Fluor 488, ABCAM dilucién 1:200), por 1h a temperatura
ambiente. Finalmente, los cortes se montaron con un medio especial para
fluorescencia que contiene DAPI (Fluoroshield, SIGMA-ALDRICH), tifiendo asi los
nacleos. La fluorescencia se visualizd en un microscopio de epifluorescencia y se

adquirieron las imagenes correspondientes.
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RESULTADOS

Caracteristicas antropométricas y gineco-obstétricas de las pacientes
Se incluyeron en el presente estudio un total de 20 placentas de pacientes que

tuvieron su resolucion de embarazo. De estas 20 placentas fueron:

e 5 placentas eran de embarazos normoevolutivo a término.

e 5 de embarazos pretérmino no asociado a trastorno hipertensivo del
embarazo.

e 5 placentas obtenidas de pacientes con diagndéstico de preeclampsia
temprana.

e 5 placentas obtenidas de pacientes con diagnostico de preeclampsia
tardia.

Las pacientes con preeclampsia temprana y tardia presentaron significativamente
mayor peso e indice de masa corporal que las pacientes sin preeclampsia (Tabla
1). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la duracion del
ultimo periodo intergenésico, ni en el promedio de gestas, partos, cesareas y

abortos previos.
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Variable Grupo NPT  Grupo NT*  Grupo Grupo Valor

PETE® PETA% p*
Edad materna 17 (16-18)  23.7 (18-28) 32.8(22-41  26.5(17-38) 0.072
(afos)

Peso (KQg) 61 (58-62) 64.5 (55-71) 87.9 (78-105) 96 (72-113) 0.009
Talla 157 (154-164 155  (146- 159.4 (155- 159.2 (155- 0.678
167) 165) 164)

IMC (Kg/m2) 24.33 (23.1- 26.67 (24.7- 34.8 (28.7- 37.8 (28.8- 0.016
25.4) 30.3) 42.1) 44.5)

Edad 27.8 (22-31 39.1 (38.0- 32.7 (31.2- 39.2 (36.3- 0.005

gestacional 40.1) 33.5) 42)

Duracion daltimo 0* 375 (31.0- 101.2 (42- 67 (26-108 0.346

periodo 44.0) 144)

intergenésico

(meses)

Numero de 1.0(1-1) 2.0 (1-3) 2.0 (1-3) 1.75 (1-3) 0.337

gestas

Numero de 0.5 (0-1) 0.6 (0-2) 0.5 (0-2) 0.634

partos

Numero de 0.6 (0-1) 1.5 (0-3) 1.2 (1-2) 1 (0-2) 0.816

cesareas

Numero de 0.3(0-1) 0.0 (0-0) 0.2 (0-1) 0.25 (0-1) 0.715

abortos

* Todas las pacientes eran primigestas; & yvalores expresados en media (rango)

33



Antecedente de preeclampsia

El 50% de las pacientes con preeclampsia temprana y tardia habian tenido
preeclampsia en un embarazo anterior, pero ninguna de las pacientes con
embarazo normoevolutivo habia tenido preeclampsia en un embarazo previo.
Todas las pacientes normotensas con parto pretérmino eran primigestas (Figura
4).

60%

50% 50%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
0%
Grupo NT (n=5) Grupo PETE (n=5) Grupo PETA (n=5)

Figura 4. Antecedentes de preeclampsia en cada grupo de estudio.
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Manifestaciones clinicas de las pacientes

En el grupo de 20 pacientes estudiadas se buscaron intencionadamente signos y
sintomas caracteristicos de preeclampsia, encontrando correlacion clinica
significativa en el caso de preeclampsia temprana con cefalea y reflejos
osteotendinosos aumentados lo cual es esperado en este grupo de pacientes.

(Tabla 2).

Signo o sintoma

Cefalea, n(%)

Acufenos, n(%)
Fosfenos, n(%)
Epigastralgia, n(%)
Edema
+
++
+++
++++
Reflejos osteotendinosos
Normales
Levemente aumentados

Muy aumentados

* Prueba exacta de Fisher

Grupo
NT
(n=5)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

4(80)
0(0)
0(0)
0(0)

5(100)
0(0)
0(0)

Grupo
NPT (n=5)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

3(60)
0(0)
0(0)
0(0)

5(100)
0(0)
0(0)

Grupo
PETE
(n=5)
3(60)
2(40)
1(20)
0(0)

0(0)

2(40)
2(40)
1(20)

0(0)
3(60)
2(40)

Grupo
PETA
(n=5)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

1(20)
1(20)
2(40)
0(0)

3(60)
2(40)
0(0)

Valor
p*

0.034

0.208
1.000

0.068

0.024

0.337
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Presion arterial de las participantes y parametros bioquimicos

En cuanto a las cifras tensionales se relaciona directamente segun los grupos

estudiados ya que fue una busqueda intencionada para cada uno de ellos. Los

parametros bioquimicos también se buscaron intencionadamente para valorar la

severidad de la preeclampsia, se observd mayor prevalencia de criterios de

severidad en caso de la preeclampsia temprana. (Tabla 3).

Parametro

Sistélica 1 al
diagnostico
Sistélica 2 al
diagnostico
Diastélica 1 al
diagnostico
Diastélica 2 al
diagnéstico
Hemoglobina

Plaquetas

Creatinina
Acido drico
Albumina
Deshidrogenasa

lactica

TGO

TGP

Bilirrubina total
Bilirrubina directa
Bilirrubina

indirecta

Proteinuria 24 h

Grupo NT
(n=5)¢

100 (90-120)

102.5 (90-120)

60 (50-70)

60 (50-70)

13.2 (12.5-
13.6)

254 (175-375)

0.57 (0.5-0.7
5.0 (3.9-6.4)
3.1(2.8-3.5)

382.5 (321-
487)

19.1 (6.6-38)

8.4 (6.6-10.2)

0.29 (0.17-
0.48)

0.14 (0.08-0.2

0.14 (0.09-
0.25)

Grupo NPT Grupo

(n=5)

96.6 (90-100)
93.3 (90-100)
56.6 (50-60)
63.3 (60-70)

11.0(10.8-
11.3)
311.5 (225-
398)

0.5 (0.4-0.7)
3.7 (3.0-4.4)
3.2(3.2-3.2)

360.8 (326.5-
395.2)
12.0 (11.0-
13.0)
10.4 (8.5-12.3)

0.4 (0.3-0.5)

0.175 (0.17-
0.18)
0.275 (0.20-
0.35)

&yvalores expresados en media (rango)

PETE
(n=5)*

171 (160-184)

147 (130-170)
112 (100-121)
86 (77-90)

14.1 (13.2-15.7)

244 (158-318)

0.78 (0.6-1.0)
6.8 (5.2-8.4)
3.3(3.1-3.6)

607 (405-823)
35.0 (15.8-75)

39.4 (12.3-134)

0.3 (0.23-0.50)
0.15 (0.09-0.3)
0.15 (0.11-0.2)

3340 (2,500-
3,000)

Grupo PETA
(n=5)“
149.7 (144-160)

161.7 (147-190)
101.0 (94-110)
102.5 (90-120)
21.4 (13.4-42.3)

159.4 (40.8-288)

0.575 (0.5-0.6)
5.175 (4.8-5.4)
3.150 (2.7-3.6)

346.5 (253.2-
403.0)
14.2 (12.4-17.1)

10.4 (7.2-14.8)
0.1750 (0.14-
0.20)

0.10 (0.09-0.14)
0.07 (0.05-0.10)

425.0 (350-500)

Valor
p*
0.004

0.008
0.005
0.005
0.051

0.407

0.097
0.056
0.702

0.034
0.084

0.050

0.042
0.334
0.025

0.053
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Severidad de la preeclampsia

Entre las pacientes con preeclampsia temprana, el 100% tuvieron preeclampsia
severa. Mientras que tuvieron preeclampsia severa el 50% de aquellas con una

presentacion tardia (p=0.167; Figura 5).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

50%

50%

0.00%

Leve Severa

B Grupo PETE = Grupo PETA

Figura 5. Comparacion de la severidad entre pacientes con preeclampsia

temprana y tardia.

Complicaciones/comorbilidades de las pacientes

Ninguna de las pacientes con preeclampsia temprana y preeclampsia tardia tuvo

sindrome de HELLP, ni eclampsia ni fallecieron.

37



Localizacion in situ de las moléculas reguladoras de la respuesta a proteinas
mal conformadas en placentas de pacientes con preeclampsia

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para determinar la presencia de las
molésculas reguladoras de la respuesta a proteinas mal conformadas en placentas
de pacientes con preeclampsia para observar cambios de expresion de estas
moléculas bajo las condiciones de estudio. Se analizaron las proteinas BiP, ATF6
y la forma activa (fosforilada) de IRE (p-IRE). Se observa la presencia basal de
BiP en placentas de paciente con embarazo de termino, normoevolultivo, y
mientras en partos pretermino se observa un incremento en la expresion in situ de
BiP, en las placentas obtenidas de los nacimientos de madres con preeclampsia
se observa un comportamiento bifasico (Fig. 1). En las placentas de madres con
preeclampsia tardia se observan niveles similares a los encontrados en partos
normaevolutivos pero en preeclapmsia temprana se encuentran reducidos los

niveles de BiP, comparado con los casos normoevolutivos (Fig. 1).

Por su parte, el regulador de ATF6 muestra una expresion basal en placentas
obtenidas de embarazo a termino normoevolutivo (Fig. 2). Mientras que en el
tejido de partos pretermino no relacionados a preeclampsia se observan niveles in
situ de ATF6 similares a las placentas obtenidas de embarazo a termino
normoevolutivo, en los placentas de los partos de madres con preeclampsia se
encuentran reducidos los niveles de ATF6 comparado con el tejido de embarazo
normoevolutivo, lo anterior se observa similar tanto en preeclampsia tardia como

temprana (Fig. 2).

También se detectaron los niveles enddgenos de la forma activa de IRE (p-IRE).
Esta proteina muestra una expresidn apenas detectable en placentas con
embarazo normoevolutivo a termino. (Fig. 3) y no se observan cambios en los

niveles in situ de p-IRE en ninguno de de las otras condiciones analizadas (Fig. 3).
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NT

NPT

PETA

PETE

Figura 6: Expresion in situ de BiP en placentas de pacientes con embarazo con termino
normal (NT), con embarazo pretermino (NTP), con embarazo con preeclampsia tardia
(PETA) y con embarazo con preeclampsia temprana (PE TE). En azul se observan los
nucleos celulares marcados con DAPI y en verde se observa la tincion especifica para
BiP. Las flechas indican las células positivas a la tincién con el anticuerpo.
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ATF6

¥ ¥

Figura 7: Expresion in situ de AIF6 en placentas de pacientes con embarazo de termino
normoevolutivo (NT), con embarazo pretermino (NPT), con embarazo con preeclampsia
tardia (PETA) y con embarazo con preeclampsia temprana (PE TE). En azul se observan
los nucleos celulares marcados con DAPI y en verde se observa la tincion especifica para
ATF6. Las flechas indican las células positivas a la tincion con el anticuerpo.

NORM
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p-IRE
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Figura 8: Expresion in situ de la forma activa (fosforilada) de IRE (p-IRE) en placentas de
pacientes con embarazo de termino normoevolutivo (NT), con embarazo pretermino
(NPT), con embarazo con preeclampsia tardia (P ETA) y con embarazo con preeclampsia
temprana (PETE). En azul se observan los nucleos celulares marcados con DAPI y en
verde se observa la tincion especifica para p-IRE. Las flechas indican las células positivas
a la tincion con el anticuerpo.

41



DISCUSION

Los resultados anteriormente descritos, indican que existe una expresion
diferencial de las proteinas reguladoras de la respuesta a proteinas mal
confomadas analizadas en este estudio, lo que indica una alteracion en la
regulacion de las vias asociadas al estrés del reticulo endoplasmico asociado a la
preeclampsia. Se observa una disminucion de BiP, el regulador de las tres vias de
la respuesta a proteinas mal conformadas (ATF6, IRE y PERK), asociada a la
preeclampsia temprana (Fig. 1). Lo que indica un posible incremento an la
activacion de la respuesta a proteinas mal conformadas. Por su parte, no se
observan cambios en la activacion de IRE en las diferentes condiciones
analizadas (Fig. 3). Lo que sugiere que especificamente la via dependiente de IRE
no se encuentra involucrada en la activacion de la respuesta a proteinas mal
conformadas asociada a preeclampsia. Por otro lado, ATF6 muestra una
disminucién de sus niveles asociado a preeclampsia temprana (Fig. 2), lo que
sugiere un posible incremento en los niveles de estres celular asociado a la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmatico de las
celulas de la placenta obtenida en preeclampsia temprana, situacion no
encontrada en el caso de las pacientes con preeclampsia tardia, por lo tanto entre
mas temprana sea la edad gestacional en el momento del diagnostico de
preeclampsia mayores son los niveles de estrés, de hecho en placentas de
pacientes con preeclampsia en las cuales el diagnostico se realizo posterior a las
34 semanas, no se han encontrado diferencias comparadas a las placentas de
embarazos normoevolutivos.? Es importante determinar la posible participacion de
PERK en la respuesta a proteinas mal conformadas asociada a preeclampsia para
tener un panorama mas amplio de la regulaciébn del estres al reticulo
endoplasmatico asociado a esta, ya que cada una de las tres clases de sensores
de la respuesta a proteinas mal conformadas, traduce la sefial de forma
independiente a través de la membrana celular, y PERK es la principal sefal en

las celulas eucariotas”
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CONCLUSIONES:

e Las pacientes con preeclampsia temprana vy tardia presentaron
significativamente mayor peso e indice de masa corporal que las pacientes
sin preeclampsia.

e En el grupo de 20 pacientes estudiadas se buscaron intencionadamente
signos y sintomas caracteristicos de preeclampsia, encontrando correlacion
clinica significativa en el caso de preeclampsia temprana con cefalea y
reflejos osteotendinosos aumentados lo cual es esperado en este grupo de
pacientes.

e EI 50% de las pacientes con preeclampsia temprana y tardia habian tenido
preeclampsia en un embarazo anterior, pero ninguna de las pacientes con
embarazo normoevolutivo habia tenido preeclampsia en un embarazo
previo.

e Se observa una disminucion de BiP, el regulador de las tres vias de la
respuesta a proteinas mal conformadas.

e NoO se observan cambios en la activacion de IRE en las diferentes
condiciones analizadas.

e ATF6 muestra una disminucién de sus niveles asociado a preeclampsia
temprana.

e Se sugiere un posible incremento en los niveles de estres celular asociado
a la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmético
de las celulas de la placenta obtenida en preeclampsia temprana.

e Es importante determinar la posible participacion de PERK en la respuesta
a proteinas mal conformadas asociada a preeclampsia temprana para tener
un panorama mas amplio de la regulacion del estres al reticulo
endoplasmatico asociado a esta.
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ANEXOS

Anexo A. Cronograma de actividades.

Se calendarizaron las actividades en orden secuencial, de acuerdo a plan de
trabajo programado. El siguiente cuadro muestra planeacién y evaluacion,
comparando lo programado con lo realizado conforme a la planeacién.

45



Anexo B. Cedula de recoleccion de datos.
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ISSEA

SECRETARIA DE
SALUD DEL ESTADO
DE AGUASCALIENTES

CEDULA DE RECOLECCION DE DATOS
RESPUESTA A PROTEINAS MAL CONFORMADAS

NOMBRE  APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO EDAD MATERNA
TELEFONO

EDAD GESTACIONAL PARTOS ABORTOS OBITO

SEMANAS
# # ANTECEDENTE (SI O

NO)

CEFALEA ACUFENOS FOSFENOS

(SI/NO) (SI/NO) (SI/NO)

EDEMA REFLEJOS
OSTEOTENDINOSOS

(++++/++++) (+++/+++4)

CREATININA ACIDO URICO ALBUMINA DESHIDROGENESA TGO
LACTICA

PROTEINURIATIRA1 | PROTEINURIATIRA2 | PROTEINURIA DE 4 PROTEINURIA DE 24
(EGO) (EGO) HRS. HRS.
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