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RESUMEN

Introduccion. La preeclampsia es una de las enfermedades mas frecuentes
en la gestacion y una de las principales causas de muerte. Dentro de la
fisiopatologia de la preeclampsia se ha observado la relacion que se puede
presentar con el estrés oxidativo y el estrés del reticulo endoplasmico, el cual
activa respuestas a nivel genético y molecular. Objetivo. Determinar la expresion
de los genes PERK, GRP78, IRE-1 y ATF-6 de la respuesta a proteinas mal
conformadas en muestras de placenta de pacientes con diagndstico de
preeclampsia y controles sanos en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes.
Metodologia. Se realiza un estudio observacional, prospectivo, de casos y
controles, entre el mes de mayo del 2019 y febrero del 2020. La expresion de los
genes PERK, GRP78, IRE-1 y ATF-6 se realiz6 a través de amplificacion con
PCR. Se realiz6 un muestreo no probabilistico y por conveniencia, con un total de
12 casos y 10 controles. Las variables que se estudian es la expresion de los
genotipos para PERK, GRP78, IRE-1 Y ATF-6, en pacientes sanas y con
diagnéstico de preeclampsia, edad materna, edad gestacional, gestas y
preeclampsia en embarazos previos. Resultados. Las pacientes con
preeclampsia tuvieron diferencias estadisticamente significativas para el nimero
de gestas (1.9 = 0.83 versus 1.4 £+ 0.49; p= 0.04) y la edad gestacional (39.3 +
1.07 versus 36.4 + 1.73; p=0.0001). En cuanto la expresion de los transcritos se
encontré diferencia significativa en la expresion media de GRP78 (0.6956 +
0.07623 versus 0.9630 + 0.05647; p=0.0094) y en la expresion media de IRE1
(0.7235 £ 0.09937 versus 1.027 + 0.07116, p= 0.0194), siendo mayor la expresién
en las muestras de placentas de pacientes con preeclampsia. Conclusiones. En
pacientes con preeclampsia se vio una mayor expresion de IRE1 y GRP78, lo que

les puede conferir un papel como futuros marcadores de la enfermedad.

Palabras clave: preeclampsia, proteinas mal conformadas, estrés oxidativo,

estrés del reticulo endoplasmico.



ABSTRACT

Introduction. Preeclampsia is one of the most frequent diseases in
pregnancy and one of the main causes of death. Within the pathophysiology of
preeclampsia, the relationship that may occur with oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress has been observed, which activates responses at
the genetic and molecular level. Objective. Determine the expression of the
PERK, GRP78, IRE-1 and ATF-6 genes of the unfolding protein response in
placental samples from patients diagnosed with preeclampsia and healthy controls
at Aguascalientes Women's Hospital. Methodology. An observational,
prospective, case-control study was carried out between May 2019 and February
2020. The expression of the PERK, GRP78, IRE-1 and ATF-6 genes was
performed through PCR amplification. Non-probability and convenience sampling
was carried out, with a total of 12 cases and 10 controls. The variables studied are
the expression of the genotypes for PERK, GRP78, IRE-1 and ATF-6, in healthy
patients with a diagnosis of pre-eclampsia, maternal age, gestational age,
pregnancies and pre-eclampsia in previous pregnancies. Results. The patients
with preeclampsia had statistically significant differences for the number of
pregnancies (1.9 + 0.83 versus 1.4 £ 0.49; p = 0.04) and gestational age (39.3 £
1.07 versus 36.4 £ 1.73; p = 0.0001). Regarding the expression of the transcripts,
a significant difference was found in the mean expression of GRP78 (0.6956 *
0.07623 versus 0.9630 + 0.05647; p = 0.0094) and in the mean expression of
IRE1 (0.7235 + 0.09937 versus 1.027 £ 0.07116, p = 0.0194), the expression
being higher in placental samples from patients with preeclampsia. Conclusions.
In patients with preeclampsia, a greater expression of IRE1 and GRP78 was seen,

which may confer a role as future markers of the disease.

Key words: preeclampsia, malformed proteins, oxidative stress, endoplasmic

reticulum stress.



INTRODUCCION
La preeclampsia es actualmente una de las principales causas de morbi-
mortalidad materna y perinatal a nivel mundial. En el caso de nuestro pais este

padecimiento ocupa una de las primeras tres causas de muerte materna.

El Hospital de la Mujer de Aguascalientes es considerado un hospital de
alta concentracion y se estima se atienden en promedio 10,150 nacimientos
anuales, de estos aproximadamente 600 se complican con preeclampsia, hasta el
momento sin lograr disminuir su incidencia. Es por este motivo que surge la
necesidad de buscar nuevos marcadores que nos permitan identificar pacientes en

riesgo para tratar de disminuir su incidencia y su impacto.

Se han propuesto varios mecanismos fisiopatologicos tratando de explicar
la etiologia de la preeclampsia, sin embargo, a la fecha no se ha establecido de

manera concluyente que factores influyen para desencadenar esta enfermedad.

Dentro de la fisiopatologia se ha observado la importancia del estrés
oxidativo. El estrés oxidativo y la formacion de especies reactivas de oxigeno han
mostrado conexion con el estrés en el reticulo endoplasmico, en el cual se inicia,
una acumulacion de bases de nucledétidos y proteinas que no pueden ser plegadas
de manera adecuada, conociéndose como proteinas mal conformadas. Como
respuesta a estas se activan varias vias de transduccion de sefales en un intento

de recuperar la homeostasis.

En el presente documento se analizé la expresion de los genes que activan
las diferentes vias de la Respuesta a Proteinas Mal Conformadas en relacién a
pacientes sanas y pacientes con preeclampsia.

La realizacion de este estudio ayudara a identificar si la Respuesta a
Proteinas Mal Conformadas tiene expresion en la preeclampsia, para de esta
manera poder encontrar probables marcadores que nos ayuden en un diagnéstico

oportuno en un futuro.



CAPITULO 1

1.1 MARCO TEORICO
PREECLAMPSIA

La preeclampsia es un trastorno especifico de la mujer, multisistémico y de
severidad variable que se presenta durante el embarazo posterior a la semana 20
de gestacion, el parto o el puerperio. La preeclampsia se caracteriza por presentar
hipertension arterial, segun el Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia
(ACOG) se define como un aumento de la presion sistdlica por encima de 140
mmHg y la diastélica por encima de 90 mmHg, o ambas, medidas en dos
ocasiones en al menos 4 horas en mujeres que previamente presentaban presion
arterial normal y proteinuria significativa. A pesar de que por lo general se
acompafa con proteinuria, algunas pacientes pueden no cursar con ella y el
diagnostico se establece al presentar sintomas de vasoespasmo, epigastralgia,
trombocitopenia y alteracién en las enzimas hepéticas (ACOG, 2019; IMSS, 2017).

Se considera proteinuria significativa a la presencia de 300 mg o mas de
proteinas en una recoleccion de orina de 24 horas o en el uso de métodos
cualitativos (Tira reactiva) la medicion de 2 ++. Sin embargo, el método cualitativo

puede presentar una alta tasa de error (ACOG, 2019).

En la actualidad se afiadi6 dentro de los criterios diagnésticos el indice
proteina/creatinina el cual es un parametro ampliamente utilizado para la
deteccién de proteinuria, con un punto de corte de 0.30 mg/dl y en el caso de
México, segun la Guia de Practica Clinica de 0.32 mg/dl (Guadiana et al., 2011,
IMSS, 2017).

Su importancia radica en que actualmente, es una de las principales causas
de morbi-mortalidad materna y perinatal. Globalmente, 76 000 mujeres y 500 000
recién nacidos mueren cada afo a causa de este padecimiento (Poon et al.,
2019).



Segun la Organizacién Mundial de la Salud, alrededor del 73% de las
muertes maternas entre el afio 2003 y el afio 2009 fueron secundarias a causas
obstétricas directas. Las tres principales causas son hemorragia, trastornos
hipertensivos y sepsis, teniendo la hipertension un porcentaje del 14% (Say et al.,
2014).

En la Tabla 1, se observa la clasificacion de los diferentes estados
hipertensivos que se pueden presentar en el embarazo, parto o puerperio,
dependiendo de las diferencias clinicas que presenten las pacientes (Hernandez-
Pacheco et al., 2013; Magee et al., 2014).

Tabla 1. Clasificacion de los estados hipertensivos del embarazo segun sus

caracteristicas clinicas (Hernandez-Pacheco et al., 2013; Magee et al., 2014)

Estado hipertensivo Caracteristicas
Hipertension arterial crénica Hipertension que se establece antes del embarazo o
e Con comorbilidades se desarrolla antes de la semana 20 de la gestacion.
e Con preeclampsia Se considera preeclampsia sobreagregada cuando hay
sobreagregada desarrollo de uno o mas de los siguientes después de

las 20 semanas:

* Hipertension resistente

* Proteinuria nueva o que empeora

* Una o més condiciones adversas

* Una o méas complicaciones severas

Dentro de las comorbilidades que originan hipertension
se puede considerar el hipertiroidismo, enfermedad

renal crénica, nefropatia diabética o lupus eritematoso.

Hipertensién gestacional Se caracteriza por una hipertension que se presenta
e Con comorbilidades posterior a la semana 20 de gestacion pero sin

e Con preeclampsia presencia de proteinuria significativa.
sobreagregada No se extiende mas alla de la semana 12 posterior al

nacimiento del producto.
En este caso también se puede presentar
preeclampsia sobreagregada si se presenta en



semanas posteriores una de las siguientes:
* Nueva proteinuria
* Una o mas condiciones adversas
» Una / mas complicaciones severas

Preeclampsia Se considera hipertensién que inicia posterior a la
semana 20 de la gestacion y se acompafia de
proteinuria significativa.

Otras formas hipertensivas En estos casos la elevacion de la presién arterial

e Hipertension transitoria  puede deberse a estimulos ambientales o dolor de

e Hipertension de bata parto, asi como ante la presencia del médico ya que al

blanca salir del consultorio vuelve a presentar cifras normales.
e Hipertension En el dltimo caso se define como una presion normal
enmascarada. dentro del consultorio pero elevada una vez afuera.

A su vez la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)
subclasifica a la preeclampsia dependiendo del inicio de la patologia y la semana
de gestacion donde se presente el parto, esta clasificacion se muestra en la Tabla
2 (Poon et al., 2019).

Tabla 2. Clasificacion de la Preeclampsia segun la Federacién Internacional

de Ginecologia y Obstetricia (Poon et al., 2019).

_ _ Semanas de gestacion donde se presenta el
Tipo de Preeclampsia
parto

Preeclampsia de inicio temprano  Parto antes de las 34 semanas de gestacion

Preeclampsia de inicio tardio Parto posterior a las 34 semanas de gestacion
Preeclampsia pretérmino Parto antes de las 37 semanas de gestacion
Preeclampsia al término Parto posterior de las 37 semanas de gestacién

En pacientes con preeclampsia de inicio pretérmino y de desarrollo
temprano, surge la necesidad de balancear la maduracion fetal in Utero y de

valorar los riesgos para la madre de continuar por mas tiempo con la gestacion.
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Dentro de estos riesgos se incluye la progresién a eclampsia, desprendimiento
prematuro de placenta normoinserta y Sindrome de HELLP (Poon et al., 2019).

En la actualidad el Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia (ACOG)
clasifica la preeclampsia en preeclampsia con y sin criterios de severidad y se
recomienda que a toda mujer embarazada que presente algun trastorno

hipertensivo se le clasifique bajo los criterios de este (IMSS, 2017).

Dentro de los criterios de severidad se pueden considerar tanto signos
maternos como sintomas, estos se enlistan en la Tabla 3, la cual se presenta a

continuacion (Hernandez-Pacheco et al., 2013).

Tabla 3. Signos y sintomas para diagndéstico de preeclampsia con criterios

de severidad (Hernandez-Pacheco et al., 2013)

Sintomas
Cefalea persistente, inusual o
de novo
Alteraciones visuales
Epigastralgia o dolor en
hipocondrio derecho
Edema agudo de pulmén
Desprendimiento prematuro de

placenta normoincerta

Signos
Hipertension severa por encima
de 160/110
Elevacion de la creatinina sérica
por encima de 1.1 mg/dL
Incremento de TGO o TGP por
encima de 70 UI/L
Elevacion de DHL por encima
de 600 UI/L
Disminucion plaquetaria por
debajo de 100, 000 mm?

Fisiopatologia de la preeclampsia

Multiples mecanismos has sido propuestos en la preeclampsia, incluyendo:
isquemia uteroplacentaria cronica, mal adaptacion inmune, incremento en la
apoptosis y necrosis en el trofoblasto o una respuesta inflamatoria exagerada
materna (ACOG, 2019).
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La placentacion en la pacientes con preeclampsia es frecuentemente
anormal, con evidencia de hipoperfusion e isquemia, encontrandose dafio
endotelial microvascular como lesion clasica de este desorden (Karumanchi,
2016).

Tanto la hipertensibn como la proteinuria indican que la diana de la
enfermedad es el endotelio. Dentro de los factores predisponentes se encuentran
el ser primigestas o multigravidas, factores genéticos, pacientes que presentaron
preeclampsia previamente, hipertension preexistente, enfermedad renal cronica,
obesidad, Diabetes Mellitus, trombofilias, cromosomopatias y gestaciones
multiples (Powe et al., 2011).

La causa exacta de la preeclampsia es aun desconocida, pero hay
evidencia de que la implantacién inapropiada y un desequilibrio subsecuente en
los factores circulantes proangiogénicos y antiangiogénicos son considerados la

raiz de este desorden (Karumanchi, 2016).

Por lo general la preeclampsia es mas frecuente en primigravidas, esto se
debe a un probable mecanismo inmune, en donde la futura madre aun no tolera
los antigenos paternos presentes en el liquido seminal. Asi que la poca exposicion
a este se considera como factor de riesgo y esto explica por qué las mujeres que
se embarazan con el primer coito 0 se embarazan con inseminacioén artificial o con
una nueva pareja presentan mayor riesgo de preeclampsia (Redman & Sargent,
2010).

En un embarazo normal, el citotrofoblasto fetal invade las arterias uterinas
espirales maternas reemplazando el endotelio. Este proceso complejo resulta en
la transformacion de vasos sanguineos de pequefio diametro y alta resistencia
vascular en vasos de baja resistencia y alta capacitancia, asegurando asi una
distribucion adecuada de la sangre materna a la unidad Utero-placentaria (Damsky
& Fisher, 1998).

La remodelacion inadecuada de las arterias espirales ocasionara un medio

ambiente hipoxico, este a su vez desencadenard una serie de eventos que
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inducen una funcion endotelial anormal la cual es caracteristica de la
preeclampsia. Todo esto modifica el tono y la permeabilidad vascular lo que

ocasionara la hipertension y la proteinuria (Lapidus et al., 2017).

Las células endoteliales a su vez pueden ser activadas de diferentes
maneras, por lo que no se puede considerar que solamente un solo factor de

manera individual opere durante el curso de la enfermedad (Redman et al., 1999).

En los procesos inflamatorios de manera general, se observa en la
superficie de las células endoteliales, un incremento en la expresion de moléculas
que favorecen la adhesion de leucocitos, algunas de estas moléculas son la
endotoxina, el factor de necrosis tumoral y la interleucina 1; en el desarrollo de la
preeclampsia no solo se ha observado una disfuncion endotelial si no, también

una activacion sistémica de células inflamatorias (Redman et al., 1999).

Los mecanismos de invasion y remodelacion no estan del todo claros. Se
ha mostrado que la sefializacion de la proteina transmembrana NOTCH, la cual
sirve como receptor de sefiales, es vital en este proceso y que su ausencia se
asocia con reduccion del diametro vascular y afeccion a la perfusion placentaria
(Hunkapiller et al., 2011).

Dentro de la fisiopatologia de la preeclampsia es importante mencionar el
papel de factores angiogénicos y antiangiogénicos dado que se ha visto una
importante relacién entre preeclampsia severa y la restriccion del crecimiento
intrauterino en paciente con niveles bajos de PIGF y VEGF y niveles elevados de
sFlt.1 (Lapidus et al., 2017).

Otro factor proteico relacionado con el desarrollo de la preeclampsia es la
endoglina soluble (sEng), que estad relacionada con la disminucion en la

produccion de o6xido nitrico (Karumanchi, 2016).
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Figura 1. Efecto de sFIt-1 Y sEng
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Fig 1. Efecto de sFlt-1 y sEng. En la figura se observa el efecto de sFlt-1 y
sEng, los cuales inducen disfuncién endotelial al actuar como antagonistas de
VEGF y de TGF-bl, al evitar su adecuada unién en su receptor (Karumanchi,
2016).

Oxido nitrico y estrés oxidativo

El oxido nitrico (NO) actia como un regulador de la presion arterial. Su
produccion se encuentra incrementada en el embarazo normal y se relaciona con
la vasodilatacion fisiolégica del embarazo. Se cree que su disminucion o
deficiencia predispone al desarrollo de preeclampsia. Ademas de que se ha
relacionado con hipertension por vasoconstriccion renal, proteinuria, restriccion del

crecimiento intrauterino y morbimortalidad fetal (Martin & Carbajal, 2014).

El estrés oxidativo ha sido implicado en la fisiopatologia de la preeclampsia,
se considera un desequilibrio entre las fuerzas pro oxidativas y las anti oxidativas.
Se ha observado que en los embarazos con preeclampsia se encuentra una
marcada disminuciéon de la proteccién anti oxidante y un aumento de formas
reactivas de oxigeno como anion superoxido y peroxinitritos los cuales alteran la

funcién vascular (Roggensack et al., 1999).
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El estrés oxidativo ocasionado por la mal perfusion placentaria ocasiona la
activacion de la célula endotelial, ademéas de ser el estimulo de la liberacion de

citosinas y factores proinflamatorios desde el trofoblasto (Burton & Yung, 2011).

Ademas el estrés oxidativo puede ocasionar una alteracion en la funcion
celular asi como derivar en estrés del reticulo endoplasmico (Burton & Yung,
2011).

Estrés del reticulo endoplasmico: respuesta a proteinas mal conformadas
(UPR)

El reticulo endoplasmético (RE) es un compartimento subcelular, el cual se
encuentra organizado en una serie de tubulos y sacos, que van desde el nucleo
hasta la membrana celular, es el principal compartimento involucrado en el

plegado y maduracion proteica (Burton & Yung, 2011).

Ademas, se encarga de un gran numero de procesos metabdlicos como la
sintesis de lipidos y es el mayor reservorio de calcio intracelular (Soto & Hetz,
2010).

Las proteinas entran al reticulo endoplasmico como cadenas de
polipéptidos no plegados, este flujo es variable debido a que se adapta y cambia
como respuesta a varios factores como la diferenciacion vy fisiologia celular o el
medio ambiente (Ron & Walter, 2007).

En el RE se inicia la maduracion proteica, la cual es necesaria para el
adecuado plegamiento de las proteinas que son sintetizadas en la via secretora.
La maquinaria de plegamiento proteico en el RE es constantemente desafiada
debido a la alta demanda de sintesis de proteinas a la que se enfrenta, lo cual

constituye una fuente constante de estrés (Hetz, 2012).

La carga de produccion del RE cambia dependiendo de la funcion de cada
célula, siendo mayor en células con una alta actividad secretora, como las células

del pancreas o del sincitiotrofoblasto (Burton & Yung, 2011).
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Si la carga de proteinas excede la capacidad de plegamiento del RE,
debido a la alta demanda en la produccién, se generarq una acumulacion de
proteinas que no son plegadas o son plegadas de manera erronea dentro de la luz
del mismo, lo cual alterara la funcidon del organelo ocasionando una condicidn
celular conocida como estrés del reticulo endopldsmico (Burton & Yung, 2011;
Hetz, 2012).

El acumulo de proteinas mal plegadas, no plegadas o mutadas, causa
alteraciones en la regulacién celular, la cual gasta gran cantidad de energia en un
intento para plegar estas proteinas, esto produce una excesiva cantidad de
especies enddgenas reactivas a oxigeno (ROS), todo esto actia como una seial
de estrés y altera la homeostasis de RE (Burton & Yung, 2011; Soto & Hetz,
2010).

La eficiencia en el plegado de las proteinas es constantemente ajustada a
través de mudltiples sefales celulares y del ambiente. Ante estas situaciones de
estrés las células activan una serie de vias y mecanismos adaptativos
complementarios que hacen frente a esta alteracion tratando de mantener la
homeostasis, a esto se le llama Respuesta a Proteinas Mal Plegadas (UPR)
(Schroder & Kaufman, 2005),

Dentro de las acciones de la UPR para recuperar la homeostasis se
encuentran: disminuye la carga en la maquinaria de plegado disminuyendo la
cantidad de nuevas cadenas de péptidos que entran al RE, incrementa la
capacidad de plegamiento sintetizando mas RE, genera mas chaperones y
remueve las proteinas mal conformadas que han sido acumuladas (Burton &
Yung, 2011).

La UPR ademas traduce informacion acerca del estatus funcional proteico
en el RE hacia el nucleo, sin embargo, cuando las células entran a un estado de
estrés irreversible las mismas vias de la UPR eliminan el dafio mediante la
apoptosis (Woehlbier & Hetz, 2011).
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Figura 2. Vias de plegado proteico y acciones de la UPR

To Golgi

((en e

ERAD
Oligosaccharide
; +
Ribosome + +
o
UPR | >l » -
VAVAVAVY UPR Phospholipid
_\’ Nascent synthesis
protein
+
MANA SR Nucleus
ER chaperone
AT
f Antioxidant
Gene response
UPR

Fig. 2 Vias de plegado proteico y acciones de la UPR. En la imagen se
observan algunas de las vias que sigue el plegado proteico, asi como algunas
de las diferentes acciones que lleva a cabo la UPR en su intento para recuperar

la homeostasis (Schroder & Kaufman, 2005).

El estrés sobre el RE de manera cronica ha sido propuesto como una parte
clave en la patogénesis de un gran numero de enfermedades como el Alzheimer,
Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, ateroesclerosis, isquemia, desorden viola,

cancer, diabetes y desordenes cardiovasculares (Chaudhari et al., 2014).
Vias de larespuesta a proteinas mal conformadas

La UPR se compone de varias vias de transduccion de sefiales en un
intento de recuperar la homeostasis y la adecuada funcion del reticulo
endoplasmico, estas vias inician en proteinas transmembrana en el RE proximal,
principalmente inositol-requiring kinase 1 (IREla), factor de activacion de
transcripcion 6 (ATF6) y protein kinase RNA like ER kinase (PERK) (Chaudhari et
al., 2014).
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Dos diferentes olas de respuesta celular son observadas en diferentes
tiempos: en primer lugar, como reaccion inmediata se produce la activacion de
PERK, el cual inhibe, de manera general, la translacion de proteinas a través de la
fosforilacion del factor iniciador de translacion 2a (elF2a). Ademas en esta primera
ola, se inicia una degradacion selectiva de RNA mensajero en el RE gracias a la
accion de IRE1 (Hetz, 2012).

Otra de las respuestas celulares que ocurre de manera rapida, es la
macroautofagia o simplemente autofagia, la cual es una via que es inducida por la
adaptacién ante el estrés metabdlico y sirve como control de dafios. Durante este
proceso las células forman diversas vesiculas llamadas autofagosomas, los cuales
atrapan organelos, proteinas o porciones del citoplasma y los envian a los
lisosomas los cuales degradan este contenido, eliminando el dafio (Kroemer et al.,
2010).

Por dltimo se realiza una degradacion la cual inhibe la translocacion de
proteinas dentro del reticulo enoplasmico, todos estos mecanismos tienen como
anico fin el reducir la cantidad de proteinas que se encuentran en RE para que los
mecanismos de adaptacion y reparacion sean capaces de recuperar la
homeostasis (Hetz, 2012).

En la segunda ola de eventos, la cual se considera un cambio a largo plazo,
ocurre un incremento en la capacidad del reticulo endoplasmico para manejar
estas proteinas mal conformadas o mal plegadas, en este paso, hay una
activacion transcripcional en la expresion genética, lo que modificara la funcion de

la maquinaria de plegado (Ron & Walter, 2007).

En caso de que estas respuestas no fueran suficientes y la homeostasis no
pueda ser restablecida, se activard un tercer y ultimo mecanismo, el cual
desencadenara la muerte celular o apoptosis como recurso para proteger al
individuo del dafio de estas células, a través de una molécula conocida como
CHOP (C/EBP homologous protein) (Li et al., 2014; Hetz, 2012).
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Dentro de la maquinaria de la UPR se ha identificado al chaperén conocido
como BIP/GRP78, al cual se le considera un importante regulador de las funciones
del RE, ademas de tener un papel clave en el manejo del estrés del mismo (Li et
al., 2014).

Este chaperon en condiciones normales se encuentra unido a IRE1 y PERK
ocasionando un efecto inhibidor, ante condiciones de estrés BIP libera estos
sensores y prefiere la union a las proteinas que se encuentran mal plegadas,
respondiendo ante su acumulacion, en cuanto se une a ellas elimina su interaccion
inhibitoria sobre IRE1 y PERK, activando de esta manera la UPR (Hetz, 2012).

Figura 3. Respuesta celular ante estrés del reticulo endoplasmico
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Fig 3. Respuesta celular ante estrés del reticulo endopladsmico. En la figura

podemos ver las diferentes respuestas que sigue la célula ante una situacién
de estrés en el reticulo endoplasmico a través del tiempo. En primera instancia
la atenuacion de la sintesis proteica por inhibicion de la translacion por efecto
de PERK, la activacion de la autofagia como efecto de IREla y la activacién de
factores de transcripcion como efecto de ATF6 para promover la respuesta
adaptativa y restaurar la funcién de plegado. En caso de que el estrés continte
de manera crénica se induce la apoptosis para eliminar las células con dafo
irreversible, a través de la via BAK, BAX y CHOP. Ademas de que estas

Ultimas vias ocasionan la liberacion de especies reactivas de oxigeno.

Regulador GRP78/ BiP

Los chaperones del reticulo endoplasmico (RE) son indispensables para el
adecuado funcionamiento del mismo, uno de los méas conocidos es el regulador
GRP78 o BIiP, esta proteina se encuentra relacionada con mdultiples procesos

celulares, dentro de los cuales se encuentra el paso de péptidos por la membrana
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del reticulo, de esta manera ayuda en el plegado y montaje de las diferentes
proteinas (Wang et al., 2009).

Una de las funciones mas importantes del GRP78 es actuar como un
sensor de estrés, dentro de sus acciones se encuentra la activacion de la

sefalizacion de la Respuesta a Proteinas Mal Conformadas (Wang et al., 2009).

Una vez que la luz del reticulo endoplasmico se encuentra llena por
proteinas mal plegadas, estas se unen a GRP78 de manera competitiva, liberando
su unién con PERK e IRE1, una pequefia fluctuacion en la concentracion de

proteinas puede generar esta liberacion (Schroder & Kaufman, 2005).

Una vez que GRP78 libera PERK e IREL1 se inician las vias de sefalizacién
de la respuesta a proteinas mal conformadas, estas vias se dirigen a dos caminos
diferentes, la primera a tratar de recuperar la homeostasis celular y la segunda se

dirige a la apoptosis de la célula (Wang et al., 2009).

Otra funcion de GRP78 es la activacion del factor ATF6, el cual manda
sefales que migran dentro del nacleo y actian como factores de transcripcion, lo
cual sirve para incrementa la capacidad de plegado, es por estos motivos que
GRP78, es un componente critico del reticulo endoplasmico y es requerido para

su integridad y la autofagia en caso de ser necesario (Wang et al., 2009).
Inositol-requiring enzyme 1 (IRE-1)

La sefial de la Respuesta a Proteinas mal conformadas inicia en proteinas
transmembrana del reticulo endoplasmico, las cuales poseen una porcion luminal
gue se encargan de censar y vigilar el funcionamiento de plegado del RE y una
porcidn citoplasméatica que actia sobre el sistema de transcripcion (Chaudhari et
al., 2014).

La primera via identificada como transductor de estrés, es la iniciada por el
gen IRE1, el cual codifica para una proteina transmembrana que a su vez cuenta
con un dominio luminal y una porcibn en el citoplasma con un dominio

proteinkinasa (Schroder & Kaufman, 2005).
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Ante la presencia de proteinas mal conformadas, IRE1 ocasiona una
oligomerizacion asi como una autofosforilacion que actuara directamente sobre las
proteinas mal conformadas, ocasionando su unién al dominio luminal de IREL.
Posteriormente la autofosforilacion en el dominio kinasa activa una funcion
efectora, lo cual inicia la transcripcion del factor de mRNA Hacl o Xbpl, actuando
como una endoribonoclueasa (Ron & Walter, 2007).

Dentro de los efectos de IRE1 se intenta aumentar la capacidad de
plegamiento de las proteinas, para esto una vez que se ha unido al ARNm del
factor de transcripcion Xbp-1 induce la transcripcibn de los componentes de
control de calidad del RE. Si los intentos de restaurar la homeostasis de ER fallan,
IRE1a deja de empalmar el ARNm de Xbp-1 produciendo la eliminacion de un
intrén. Alternativamente, IRE1 reprime las respuestas adaptativas y activa la
apoptosis a traves de RIDD (Regulated IRE1-Dependent Decay) (Chen &
Brandizzi, 2014).

PKR-like ER kinase (PERK)

Dentro de los transductores de estrés que se han localizado
transmembrana en el reticulo endoplasmico se encuentra PERK, este transductor
responde a las mismas sefiales que IRE1, su sefializacion se dirige a su dominio
luminal de la membrana el cual sirve como sensor de estrés, este transductor
activa una fosforilacion que resulta en la inhibicién de la transcripcion de proteinas
dentro de la célula (Bertolotti et al., 2000).

La fosforilacion de PERK se dirige hacia el factor de iniciaciéon de
translacion eucariético 2a (elF2a), este factor ocasiona una disminucion global de
la translacion de proteinas lo cual a su vez reduce la sintesis exagerada en el
reticulo endoplasmico, de manera paraddjica la fosforilacion de elF2a
desencadena la activacion de ATF4, el cual es un regulador de la expresion
genética en la UPR, con vias que se dirigen a la mejora de la funcion metabdlica,
la homeostasis redox y por dltimo puede terminar en apoptosis y autofagia
(Woehlbier & Hetz, 2011)
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Activating transcription factor-6 (ATF-6)

Dentro de los elementos estudiados que se han encontrado unidos a los
promotores que se activan ante la respuesta a las proteinas mal conformadas
(GRP78/BIP) se encontrd al factor ATF6. Este se considera un transductor de
estrés, el cual se encuentra de manera inactiva en la membrana del reticulo
endoplasmico (Ron & Walter, 2007).

Bajo condiciones de estrés del RE, ATF6 es transportado hacia el aparto de
Golgi, donde se adhiere a las proteasas S1P y S2P, las cuales lo cortan, liberando
de esta manera una porcidbn que se unira al ADN iniciando en el nlcleo la

expresion de genes (Ron & Walter, 2007).

Algunos de estos genes se relacionan con las vias de las proteinas mal
conformadas, algunos presentes en su mayoria, estan los que codifican las
chaperonas GRP78/BIP Y GRP94 asi como la PDI. El plegamiento proteolitico de
ATF6 induce directamente la activacion transcripcional del gen XBP1 y de

chaperonas sobre el reticulo endoplasmico (Seo et al., 2008).

Figura 4. Activaciéon de ATF6
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Fig. 4 Activacién de ATF6. En la imagen se observa la activacion de ATF6, el
cual en condiciones sin estrés se encuentra inhibido por BiP, posterior a su
activacion se observa la protedlisis por parte de S1P y S2P ocasionado

cambios en genes diana dentro del ncleo (Ron & Walter, 2007).
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1.2 ANTECEDENTES CIENTIFICOS
La disfuncién placentaria ha sido implicada en la fisiopatologia de la
preeclampsia, sobre todo se ha observado en aquellas pacientes que han

desarrollado este sindrome de manera temprana (Burton & Yung, 2011).

En los modelos de dos etapas, se cree que debido a la incorrecta
implantacion placentaria se genera una perfusion deficiente, la cual ocasionara un
estrés oxidativo que libera factores dentro de la circulacion materna activando a

las células del endotelio (Burton & Yung, 2011).

La interaccidon de formacion de especies reactivas de oxigeno en el estrés
oxidativo ocasionado asi como radicales libres, las alteraciones en la homeostasis
del calcio, el colapso mitocondrial e inflamacion es un fendbmeno comun que existe
en multiples desordenes, incluyendo la preeclampsia, y su conexién con el estrés
en el reticulo endoplasmico es un tema explorado recientemente (Chaudhari et al.,
2014).

El estrés en el RE induce inflamacion que inicialmente sirve para limitar el
dafio tisular y a su vez facilitar su reparacion, sin embargo, esto depende del
estado de la enfermedad y el tipo de estresor. Multiples enfermedades crénicas
inflamatorias como diabetes, obesidad, enfermedades neurodegenerativas,
ateroesclerosis, artritis, cancer y otras enfermedades metabdlicas presentan el
estrés sobre el RE como un factor involucrado en la progresion de la enfermedad,
mostrando una interconexion entre el estrés en el RE, inflamacién y estrés
oxidativo que pudiera explicar mecanismos moleculares aun no entendidos en las
vias de desarrollo de numerosas enfermedades incluyendo la preeclampsia
(Zhang & Kaufman, 2008).

1.3 JUSTIFICACION

Los problemas hipertensivos durante el embarazo como la preeclampsia
representan una de las principales causas de muerte materno-fetal a nivel mundial
incluyendo a México, encontrandose dentro de las primeras tres causas de muerte

materna en nuestro pais. Se han propuesto varios mecanismos fisiopatoldgicos
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tratando de explicar la etiologia de la preeclampsia, sin embargo, a la fecha no se
ha establecido de manera concluyente que factores influyen para desencadenar
esta enfermedad. Por tal motivo, es importante indagar en mecanismos
moleculares como la Respuesta a Proteinas Mal Conformadas (UPR), la cual se
ha visto relacionada en mdultiples patologias que presentan procesos inflamatorios
y estrés oxidativo, como en la preeclampsia, para de esta manera poder encontrar
un blanco terapéutico que pueda ser Gtil en el tratamiento de esta condicion en un
futuro, asi como identificar probables marcadores que nos ayuden en un

diagndstico oportuno.
1.3.1 Magnitud e impacto

La importancia del estudio de las enfermedades hipertensivas asociadas al
embarazo se debe principalmente a que representan la complicacion mas comun
de la gestacion, hasta en un 15%. Se consideran ademas una de las principales
causas de muerte materna en todo el mundo, ocasionando de 62 mil a 77 mil
muertes por afio. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que
cada siete minutos muere una mujer en el mundo por esta causa. En el caso
particular de México, se estima que la preeclampsia representa un total de 34% de

todas las muertes maternas (Abalos et al., 2014; Say et al., 2014).

En el siguiente estudio, se busca establecer si existe relacion entre la
presencia de estrés del Reticulo Endoplasmico, la formacion de proteinas mal
conformadas asi como las vias de respuesta genética a estas en muestras
biolégicas de placentas de pacientes con preeclampsia, para demostrar si estos
genes, en un futuro, pueden llegar a ser utilizados como marcadores o factores

prondsticos de las pacientes.
1.3.2 Aplicabilidad

Debido al impacto social que genera y a la alta frecuencia de la
preeclampsia, los genes estudiados en la presente tesis, seran utiles como
factores de riesgo o marcadores, por lo que su aplicabilidad se puede extender a

todas las pacientes embarazadas desde el primer trimestre del embarazo.
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1.3.3 Factibilidad

La realizacion del presente estudio es factible ya que se tiene la capacidad,
instalaciones, materiales y equipos necesarios en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Por parte del Hospital
de la Mujer de Aguascalientes se cuenta con el volumen necesario de pacientes

embarazadas.

1.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se menciond previamente, la preeclampsia representa la
complicacion mas comun de la gestacion y se considera una de las principales
causas de muerte materna en todo el mundo, ocasionando de 62 mil a 77 mil

muertes por afio (Abalos et al., 2014; Say et al., 2014).

Dentro de su fisiopatologia se ha observado la importancia del estrés
oxidativo. Se ha observado que en los embarazos con preeclampsia se encuentra
una marcada disminucion de la proteccion anti oxidante y un aumento de formas
reactivas de oxigeno como anion superéxido y peroxinitritos los cuales alteran la

funcion vascular (Roggensack et al., 1999).

Este estrés oxidativo y la formacién de especies reactivas de oxigeno, asi
como radicales libres, han mostrado conexion con el estrés en el reticulo
endoplasmico, en el cual se inicia, como resultado, una acumulacioén de bases de
nucleétidos y proteinas que no pueden ser plegadas de manera adecuada,
conociéndose como proteinas mal conformadas o mal plegadas (Chaudhari et al.,
2014).

Ante la presencia de estas se inicia una respuesta la cual se compone de
varias vias de transduccion de sefiales en un intento de recuperar la homeostasis
y la adecuada funcién del reticulo endoplasmico, estas vias inician en proteinas
transmembrana en el RE proximal, principalmente inositol-requiring kinase 1
(IREla), factor de activacion de transcripcion 6 (ATF6) y protein kinase RNA like
ER kinase (PERK) (Chaudhari et al., 2014).
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El Hospital de la Mujer de Aguascalientes es considerado un hospital de
alta concentracion, en el cual se reciben pacientes de todo el Estado, ademés de
ser el principal centro de recepcion de pacientes obstétricas complicadas. Recibe
ademas pacientes de Estados vecinos como Jalisco, Zacatecas y San Luis Potosi.
Cada afio se estima se atienden en promedio en la dltima década 10,150
nacimientos anuales y aproximadamente 600 embarazos complicados con

preeclampsia.

Es en este sentido y siguiendo esta linea, que se puede llegar a intuir que el
estrés del reticulo endoplasmico puede estar relacionado con la patogénesis de la
preeclampsia, al demostrar la activacion de los genes de respuesta a este estrés
en las pacientes embarazadas se puede sospechar de un marcador o de un factor

de riesgo para el desarrollo de la patologia.

En el presente trabajo se propone encontrar una relacion en la expresion de
los genes que codifican para las respuestas ante las proteinas mal conformadas

del sistema UPR (unfolding protein response).
Pregunta de investigacion

¢Hay diferencia en la expresion de los genes PERK, GRP 78, IRE-1 y ATF-6
de la respuesta a proteinas mal conformadas entre las muestras de placenta de
pacientes sanas y las pacientes con diagndstico de preeclampsia en el Hospital de

la Mujer de Aguascalientes?
1.5 HIPOTESIS
Hipotesis nula (HO):

La expresion de los genes PERK, GRP 78, IRE-1 y ATF-6 de la respuesta a
proteinas mal conformadas no es diferente en las muestras de placenta de
pacientes con diagndéstico de preeclampsia respecto a las muestras de pacientes

sanas en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes.
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Hipotesis del trabajo (H1):

La expresion de los genes PERK, GRP 78, IRE-1 y ATF-6 de la respuesta a
proteinas mal conformadas es diferente en las muestras de placenta de pacientes
con diagnostico de preeclampsia con respecto a las muestras de pacientes sanas

en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes.

1.6 OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la expresion diferencial de los transcritos de los genes PERK,
GRP78, IRE-1 y ATF-6 de la respuesta a proteinas mal conformadas en muestras
de placenta de pacientes con diagnostico de preeclampsia y controles sanos en el

Hospital de la Mujer de Aguascalientes.
Objetivos Especificos.

1. Conocer las caracteristicas demogréficas, obstétricas y antecedentes de
preeclampsia.

2. Describir las caracteristicas clinicas-bioquimicas para la clasificacion de las
pacientes dentro de dos grupos: pacientes con preeclampsia y controles.

3. Extraccion del mRNA de las muestras de placentas humanas y sintesis del
cDNA de cada una de las muestras.

4. Amplificacion del gen GAPDH en cada una de las muestras de placentas
por PCR.

5. Amplificacién del gen IRE-1 en cada una de las muestras de placentas por
PCR.

6. Amplificacion del gen ATF-6 en cada una de las muestras de placentas por
PCR.

7. Amplificacién del gen PERK en cada una de las muestras de placentas por
PCR.

8. Amplificacion del gen GRP 78 en cada una de las muestras de placentas
por PCR.
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9. Establecer si hay una relacion en la expresion de los genes con respecto a

las muestras de placentas humanas sin y con preeclampsia.

CAPITULO 2. MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

2.1 TIPO, DISENO Y CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio observacional, prospectivo, tipo casos y controles.

2.2 POBLACION DE ESTUDIO
Mujeres embarazadas del Hospital de la Mujer de Aguascalientes que
ingresaron para resolucion del embarazo, se usaron muestras tanto de pacientes

sanas para controles asi como de pacientes con diagndstico de preeclampsia.

2.3 DESCRIPCION Y OPERALIZACION DE LAS VARIABLES
Variable independiente: Expresion de los transcritos de los genes GAPDH,
PERK, GRP78, IRE-1y ATF6.

Variable dependiente: Presencia o no del diagndstico de preeclampsia.

Variables de caracterizacion: Edad materna, edad gestacional, gestas,
preeclampsia en el embarazo previo. Las variables antes mencionadas se

describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Descripcién y operalizacion de las variables

, TIPOY ESCALA
DEFINICION UNIDAD DE
VARIABLES CARACTERISTICAS DE DE .
OPERACIONAL i MEDICION
LA VARIABLE MEDICION
Transcritos de o
Combinacion de los
GAPDH, PERK, o ]
dos alelos (materno y Cuantitativa discreta N/A
GRP 78, IRE-1y
paterno
ATF®.
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Elevacion de las cifras

Preeclampsia tensionales >140/90 y Cualitativa nominal S Porcentaje
proteinuria >30 mg/dL No
Tiempo cronolégico
transcurrido desde el
Edad materna nacimiento hasta la Cuantitativa discreta N/A Afos
evaluacion clinica-
bioquimica
Semanas de vida
intrauterina cumplidas
Edad gestacional Cuantitativa continua N/A Semanas
hasta la evaluacion
clinica -bioquimica
NuUmero de embarazos
Gestas que hatenido la Cuantitativa discreta N/A Eventos
paciente
Preeclampsia Antecedente personal Si
Cualitativa nominal Porcentaje
previa de preeclampsia No

2.4. SELECCION DE LA MUESTRA

Tipo de muestreo:

No probabilistico, por conveniencia.

Tamano de la muestra:

n: 12 casos y n: 10 controles.

2.5 CRITERIOS DE SELECCION

a) De inclusion

* Pacientes con diagnoéstico de preeclampsia (casos) con documentacion de

proteinuria (>30 mg/dL) e hipertension arterial (cifras >140/90 mmHg) detectada

en dos ocasiones con al menos cuatro horas de diferencia entre cada toma.

e Controles:

antecedentes de preeclampsia, embarazo normoevolutivo.

pacientes que ingresaron para resolucion de embarazo, sin
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b) De no inclusion

* Pacientes con preeclampsia agregada a hipertension cronica.
* Pacientes con hipertension crénica.

* Pacientes con hipertension gestacional.

c) De eliminacién:

» Pacientes con muestra de placenta inadecuada o insuficiente para obtencion de

material genético.

2.6 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Instrumentos: se recolecto la informacién clinica, a través de cuestionarios
directos a las pacientes, los cuales se integraron a las historias clinicas de los
expedientes, estos se realizaron por los médicos de guardia tanto a las pacientes
con embarazos normoevolutivos y sanas asi como a las pacientes con diagndstico

de preeclampsia que son ingresadas al area de tococirugia.

Logistica: Todas las pacientes ingresaron provenientes del area de
urgencias o de consulta externa. En los casos, si se detectaron cifras tensionales
mayores de 140/90 mmHg, se corroboraron en al menos 2 ocasiones en ambas
extremidades superiores por parte del personal de enfermeria, ya sea con
baumanometro digital o de mercurio. En el area de tococirugia se recibieron
dichas pacientes, las cuales ingresaron con diagnostico presuntivo de enfermedad
hipertensiva a clasificar. Se verifica que se trate de embarazo mayor a 20
semanas de gestacion. El personal de enfermeria realiz6 una nueva toma de cifras
tensionales con un baumandémetro de mercurio, para luego obtener un acceso
venoso del cual se obtuvieron muestras de sangre periférica asi como una
muestra de orina para estudio y clasificacion de la enfermedad hipertensiva. Una
vez que se obtuvieron estas muestras, se solicitd un perfil toxémico para la
clasificacion, en el caso de las pacientes con preeclampsia, posterior a la
resolucion del embarazo se tomo biopsia de las placentas de aproximadamente 1

cm3, las cuales fueron almacenadas en RNA later a 4° C hasta su analisis en el

30



laboratorio de biologia molecular de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes
donde se realizaron estudio de PCR.

2.7 PROCEDIMIENTOS
2.7.1 Obtencion del mRNA.

a. Homogeneizacién del tejido y lisis celular. Se usaron 60 mg a 100 mg
de tejido en 1ml de trizol y fue homogeneizado usando un triturador de
tejidos IKA T18 digital ultra turrax de acuerdo con el protocolo TRIzol
Reagent (GIBCOBRL). Las muestras se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente, para permitir una adecuada disociacion de los complejos nudcleo-
proteicos. Se adicionaron 0.2 ml de cloroformo por cada ml de trizol. Los
tubos se taparon y fueron agitados vigorosamente con la mano durante 15
segundos. A continuacion, las muestras se incubaron durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente fueron centrifugadas a 15000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Después de la centrifugacion la muestra se
separ6 en 4 faces, una fase inferior roja, una fase de fenol cloroformo, una
interfase y una fase acuosa sin color. En esta ultima fase el mRNA se

encuentra exclusivamente.

b. Precipitacion de mRNA. La fase acuosa incolora fue transferida a un
tubo nuevo estéril. El RNA fue precipitado usando 0.5 ml de isopropanol por
cada mililitro de trizol usado en la homogeneizacion inicial. Las muestras
fueron incubadas a temperatura ambiente durante 10 minutos Yy

centrifugadas a 15000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

c. Lavado del mRNA. El sobrenadante fue removido y el mRNA fue lavado
usando 1ml de etanol al 75% por mililitro de trizol usado en
homogeneizacion inicial. La mezcla fue agitada y centrifugada a 10000 rpm

durante 5 minutos a 4°C.

d. Resuspension del mRNA. Al final del procedimiento el mMRNA se dej6
secar al aire durante 5 a 10 minutos. El mRNA fue disuelto en 50ul de agua

libre de RNAasas y su concentracion fue cuantificada con la ayuda de un
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nanodrop (THERMO SC CIENTIFIC) obteniendo un radio a A260/280 > 1.6.
El mRNA fue almacenado a -70°C hasta su uso.

2.7.2 Sintesis de ADN complementario (cDNA).

El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado a partir de RNAm total,
utilizando la enzima transcriptasa reversa (RT), utilizando como cebador un
oligonucledtido poly (dT) y como molde el ARN monocatenario. Luego de
desnaturalizar el RNA, mediante calor, el oligonucleétido poly (dT) es alineado con
el extremo poly (dA) del RNAm y actua como templado para la sintesis 5’-3’ de
una molécula complementaria al RNA, la cual es un cDNA de hebra simple. El
cDNA obtenido corresponde a la totalidad de la poblacion de RNAm presente al

inicio de la sintesis.

Para la sintesis del cDNA se utilizé un tubo Eppendorf de 0.2 ml en donde
se mezcld 1ug de muestra junto con el oligo dT (50ul), RNA y dNTP’s aforando el
volumen a 12 pl con agua tratada con DEPC (libre de RNasas). Después, se
desnaturalizé el RNA a 65°C durante 5 minutos. Una vez desnaturalizado el RNA,
se agrega a la mezcla de reaccién buffer 5X, DTT (0.1M) y Transcriptasa reversa
(SuperScript 1l, Invitrogen). Después es incubado a 50°C durante 60 minutos,
continuo de una incubacion a 85°C por un tiempo de 5 minutos para inactivar la
reaccion. Las muestras de cDNA son utilizadas en los PCR y almacenadas a -
20°C.

Tabla 5. Condiciones para la sintesis de cDNA.

Protocolo de la reaccién. Incubar la mezcla de la reaccion completa en un termociclador

utilizando el siguiente protocolo.

Volumen por Tiempo-
Componente . Etapa
reaccion (ul) temperatura
5x iScript Mix de o _
. 4 Iniciacion S min-25°C
Reaccion
iScript Retro 1 Retro transcripcion 20 min —46° C
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transcriptasa

Agua libre de

nucleasas

Variable

Templado de RNA (100
fg - 1 ug RNA total)

Volumen total

Variable

20

Inactivacion de RT

Peso opcional

2.7.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

I1min-95°C

Mantener a 4° C

Las condiciones de PCR para la amplificacibn de cada uno de los

transcritos se enlistan en la tabla niumero 6.

Tabla 6. Condiciones generales para la reaccion de PCR.

Condiciones del

Mix de reaccion _ Componentes
Termociclador
- GAPDH | GRP78 | IRE-1 | PERK | ATF6
Ciclos 30 30 30 30 30
Buffer PCR - Tiempo-Temperatura °C
(10x) Desnaturalizaciéon | 5min— | 5min— | 5min—|{5min—| 5min—
MgCl; (50 mM) inicial 94° C 94°C 94° 94°C 94° C
dNTP’s (10 —— 45seg | 30seg | 1 min—| 30seg | 30 seg
Desnaturalizacion
mM) —94° —94°C | 60°C | —94°C | —60°C
Reverse (10 _ . 30seg | 30seg | 1 min— | 30seg | 30 seg
Alineamiento
mM) —-575° | —=62°C | 60°C | —62°C | —60°C
Taqg polimerasa 3 1min- | 30seg | 1min- | 30 seg | 30 seg
Elongacion
(5u/ul) 72° —-72°C 72° —72°C | —60°C
H20 BM _ _ 5min— | 5min— | 5min— | 5min—| 5min-—
Alineamiento y
Templado 1.0 pl . 72° 72° 72° 72° 72°C
conservacion del
producto -4° -4° -4° -4 -4
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Tabla 7. Secuencia de los Oligonucleétidos

GEN Forward Reverse ™ Ciclos = Producto
GADPH GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC AAATGAGCCCCAGCCTTCTC  57.5 30 411 PB
BIP GACGGGCAAAGATGTCAGGA  ATCTGGGTTTATGCCACGGG 62 30 355 PB
ERN 1 CCAGTACATTGCCATCGAGC ~ TCCAGGGATTCCTTTTCTATTC 60 30 654 PB
PERK TTGTCGCCAATGGGATAG CAGTCAGCAACCGAAACC 62 30 291 PB
ATFG AACAAGACCACAAGACCA AGGAGGAACTGACGAACT 60 30 156 PB

2.7.4 Electroforesis.

Los resultados que se generaron por el método de PCR fueron analizados
con una electroforesis en gel de agarosa. El gel que se utiliza en esta técnica se
tife con bromuro de etidio, el cual es un colorante, que tendra una facilidad de
unién a la doble cadena de DNA intercalandose entre las pares de bases. Esto
ayudara al momento del analisis con luz UV. Para la preparacion de este gel se
utilizaron 1.5 g de agarosa y 1x de buffer TAE.

En cada pozo se colocaron los 12.5 microlitros de la reaccion de PCR de
cada muestra y 3 microlitros de buffer de carga cyan yellow-blue (INVITROGEN).
El gel fue sometido a un voltaje de 80 volts de 30-40 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, el gel fue analizado bajo luz UV en un analizador digital
(DNr Bio-Imaging Systems). La imagen se almaceno en un archivo digital y fue
utilizada para realizar un analisis densitometrico, usando el software “Image-J” de

libre acceso.
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2.8 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis descriptivo de los datos consistira en frecuencias y porcentajes
para las variables cualitativas nominales y ordinales. Para las variables
cuantitativas descriptivas se recabd la informacion a través de un formato de
recoleccion el cual posteriormente se vacié a hojas de célculo de Microsoft Excel y
posteriormente se realizd el andlisis estadistico calculando media, desviacion
estandar y el valor de P a través de la Prueba de t de Student para encontrar
diferencias significativas, tomando como referencia un valor menor a 0.05. Para
las variables cualitativas descriptivas se realizé el analisis a través de Chi-

cuadrada (X2).

Para el analisis inferencial, los datos numéricos obtenidos fueron analizados
estadisticamente para probar diferencias significativas entre los dos grupos, se
usé la prueba de t-Student no paramétrica. Los datos fueron considerados

estadisticamente diferentes cuando los valores de P fueron menores a 0.05.

2.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Para el estudio no se requiri6 consentimiento informado especifico dado que
no se transgredié la integridad de la madre y del feto en la obtencion de las
biopsias. Los procedimientos estan de acuerdo con las normas éticas, el
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud,
se tomo6 en cuenta la declaracion de Helsinki de 1964 (AMN), enmendada en
Tokio en 1975; asi mismo se cuenta con la autorizacion del Comité Local de

Bioética e Investigacion.

2.10 RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos humanos: Personal médico, médicos residentes, enfermeras y
guimicos para la recoleccién de los datos, diagnéstico de las pacientes y andlisis
de los datos. Se contd con el apoyo del personal del Laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Autonoma de Aguascalientes para el estudio de las

biopsias.
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Recursos materiales: Hojas de maquina, plumas, computadoras personales,

tubos de muestras,

refrigeradores, hieleras para adecuado transporte de

muestras, vehiculo de transporte y material dispuesto en el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

Recursos financieros: Los insumos se proporcionaron por parte del Hospital

de la Mujer de Aguascalientes y por parto del Laboratorio de Biologia Molecular de

la Universidad Autdnoma de Aguascalientes.

2.11 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ANO 2019
ACTIVIDAD MES
J D
Planeacion
del proyecto
Recoleccion X
de las
muestras X
ANO 2020
ACTIVIDAD MES
J D
Recoleccion
de las
muestras
., X
Recoleccion
de datos X
Elaboracion

de proyecto

36




de tesis R X X X
Recoleccion P X X
de
resultados R X X
Elaboracion P X X
de
conclusiones | R X X
P X | X
Entrega de
reporte final R x| x

2.12 DIFUSION DE LA INVESTIGACION

Los resultados obtenidos en la investigacion pueden abrir un nuevo camino
en la investigacion futura de la relacion de la respuesta a proteinas mal
conformadas vy la fisiopatologia de la preeclampsia, con esto pueden detectarse
nuevas dianas terapéuticas, asi como abrir camino a nuevos estudios para

detectar si la UPR puede servir también como factor prondstico de la enfermedad.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Comparacion de las caracteristicas demogréaficas y obstétricas entre grupos

Se recabd la informacién clinica tanto de las pacientes sanas como de las
pacientes con preeclampsia a partir del expediente clinico individual. Para cada
una de ellas se hizo un registro de datos a través de un formato de recoleccion el
cual se vacié en hojas de calculo de Microsoft Excel y posteriormente se realizé el
analisis estadistico calculando media, desviacién estandar y el valor de P a través
de la Prueba de t de Student para encontrar diferencias significativas, tomando

como referencia un valor menor a 0.05.

Tomando en cuenta los criterios de inclusién y exclusion, se incluyeron un
total de 22 pacientes, se analizaron un total de 10 muestras de placenta de
pacientes sanas, y un total de 12 muestras de pacientes con preeclampsia, la

informacion recabada asi como el nimero de expediente se presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Muestras de placenta de pacientes sanas y con preeclampsia

Muestra Expediente Diagndéstico Muestra Expediente Diagndéstico

1 3216-19 Sana 11 6678-19  Preeclampsia
2 4653-19 Sana 12 6280-19  Preeclampsia
3 5202-19 Sana 13 1026-20  Preeclampsia
4 6765-20 Sana 14 7210-19  Preeclampsia
5 4795-19 Sana 15 3145-19  Preeclampsia
6 6098-19 Sana 16 10546-19 Preeclampsia
7 5885-19 Sana 17 7374-19  Preeclampsia
8 10512-18 Sana 18 12730-19 Preeclampsia
9 8150-19 Sana 19 11851-19 Preeclampsia
10 8830-19 Sana 20 7816-19  Preeclampsia
21 4376-19  Preeclampsia

22 9367-19  Preeclampsia
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Se investigb para cada muestra tanto de pacientes sanas como de
pacientes con preeclampsia la edad de la paciente, el nUmero de gestas, el
namero de partos, cesareas y abortos, la edad gestacional al momento de la

interrupcion del embrazo y el antecedente de preeclampsia en embarazos previos.

Al comparar las caracteristicas demograficas entre ambos grupos, se
encontraron diferencias significativas solamente en la edad gestacional (39.3 +
1.07 versus 36.4 + 1.73; p=0.0001) y en el nimero de gestas (1.9 + 0.83 versus
1.4 £ 0.49; p= 0.04). En las demas caracteristicas obstétricas de las pacientes no
se observaron diferencias significativas entre los dos grupos, esta informacion se

resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Comparacién de caracteristicas demograficas y obstétricas entre

casos y controles

Caracteristicas Controles (n=10) Casos (n=12) Valor de P
Edad materna 22.7+ 4.6 243+ 7.2 0.274
Edad gestacional 39.3+ 1.07 36.4+1.73 0.0001
Gestas 1.9+0.83 1.4+0.49 0.04
Partos 0.5+0.67 0.16 £ 0.37 0.06
Cesareas 0.3+0.64 0.25+0.43 0.41
Abortos 0.1+0.3 0+0 0.12

Comparacion de antecedente de preeclampsia entre los dos grupos

Para ambos grupos se investigd el antecedente de preeclampsia en
embarazos previos, encontrando que en el grupo de controles se presentd el
antecedente en un 10% y en el grupo de las pacientes con preeclampsia en un
33.33%, al calcular el valor de X, se obtiene un resultado de 1.69. Con este valor
se calcula el valor de p = 0.19, por lo que no se considera estadisticamente
significativo.
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Tabla 10. Comparacion de antecedente de preeclampsia en embarazos

previos
Controles Casos
Antecedente Valor de X, Valor de p
(n=10) (n=12)
Preeclampsia en
embarazos 10% (1) 33.33% (4) 1.69 0.19

previos

Comparacion de la amplificacion de los transcritos de los genes GRP78,
PERK, IRE1 Y ATF6

Para cada una de las muestras de placenta sanas y con preeclampsia se
amplificaron los transcritos para el gen de GADPH como control de carga,
posteriormente se procedio a la amplificacion por RT-PCR de los transcritos de los
genes de GPR78, PERK, IRE 1Y ATF6, obteniendo sefial de amplificacion con los
tamafnos esperados para cada uno de los genes analizados. En la figura No. 5 se
muestra un gel representativo que abarca 5 placentas sanas y 5 placentas con
preeclampsia, se incluyé un control negativo el cual contiene RNA pero no se le

agrego la enzima transcriptasa reversa (RT).
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Figura 5. Gel representativo de la amplificacion de los transcritos GADPH,
GRP78, PERK, IRE1y ATF®6.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

300 pb —» <«— GRP78 (355 pb)

200 pb —> <« PERK (251 pb)

200 pb —> «— ATF6 (156 pb)

600 pb —>

<«— GAPDH (411 pb)

Fig. 5 Gel representativo de la amplificacién de los transcritos GAPDH,
GRP78, PERK, IRE1 y ATF6. Electroforesis de los productos de PCR
amplificados. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1:
marcador de 100 pb. Carril 2: control negativo (sin RT). Carriles 2-7: muestras

de placentas sanas. Carriles 8-12: muestras de placenta con preeclampsia.

Analisis densitométrico de la amplificacién de los genes GRP78, PERK, IRE1
y ATF6.

Se analizo la expresion de GRP78 en relaciébn con la amplificacion de
GAPDH tanto en muestras sanas como en muestras de preeclampsia. En la figura
6 se presenta el resumen del analisis densitométrico, la expresion relativa del
MRNA de GRP78. Para las muestras sanas la expresion media de
GRP78/GAPDH fue de: 0.6956 + 0.07623, mientras que la expresion media de
GRP78/GAPDH para las muestras con preeclampsia fue de: 0.9630 = 0.05647.
En este experimento se observa diferencia significativa (p=0.0094) con la prueba
de t-Student no paramétrica, donde se muestra que GRP78 se expresa en un 40%

mas que en el tejido sano.
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Figura 6. Analisis de la expresion relativa del ARNm de GRP78
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Figura 6. Analisis de la expresion relativa del ARNm de GRP78. Las
lineas horizontales en color negro representan la media + SEM. Los circulos
verdes representan 10 muestras sanas Yy los cuadrados rojos, representan 12
muestras con preeclampsia, cada uno son experimentos independientes. Se

denota diferencia significativa, ** P<0.01, t-Student no paramétrica.

A continuacion, se analiz6 la expresion de PERK en relacién con la
amplificacion de GAPDH tanto en muestras sanas como en muestras de
preeclampsia. En la figura 7 se presenta el resumen del analisis densitométrico de
la expresion relativa del mMRNA de PERK. Para las muestras sanas la expresion
media de PERK/GAPDH fue de 0.7502 + 0.08096, mientras que la expresion
media de PERK/GAPDH para las muestras con preeclampsia fue de: 0.9254 +
0.07148. En este experimento no se observa diferencia estadistica (p=0.2030), t-

Student no parameétrica.
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Figura 7. Analisis de la expresion relativa del ARNm de PERK
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Figura 7. Analisis de la expresion relativa del ARNm de PERK. Las lineas
horizontales en color negro representan la media + SEM. Los circulos
verdes representan 10 muestras sanas Y los cuadrados rojos, representan 12
muestras con preeclampsia, cada uno son experimentos independientes, ns=

no significativo, P>0.05, t-Student no paramétrica.

Del mismo modo que los experimentos anteriores, se analiz6 la expresion
de IRE1 en relacion con la amplificacion de GAPDH tanto en muestras sanas
como en muestras de preeclampsia. En la figura 8 se presenta el resumen del
analisis densitométrico la expresién relativa del mRNA de IRE1. Para las muestras
sanas la expresion media de IRE1/GAPDH fue de: 0.7235 + 0.09937, mientras que
la expresion media de IRE1/GAPDH para las muestras con preeclampsia fue de:

1.027 + 0.07116. Este resultado muestra que existe una diferencia significativa
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(p=0.0194) con la prueba de t-Student no paramétrica, en base a este analisis

podemos decir que IRE1 se expresa en mas de un 40% que en el tejido sano.

Figura 8. Analisis de la expresion relativa del ARNm de IRE1
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Figura 8. Andlisis de la expresion relativa del ARNm de IREL. Las lineas
horizontales en color negro representan la media £+ SEM. Los circulos
verdes representan 10 muestras sanas y los cuadrados rojos, representan 12
muestras con preeclampsia, cada uno son experimentos independientes. Se

denota diferencia significativa, * P<0.05, t-Student no paramétrica.

Finalmente, se analiz6 la expresibn de ATF6 en relacion con la
amplificacion de GAPDH tanto en muestras sanas como en muestras de
preeclampsia. En la figura 9 se presenta el resumen del analisis densitométrico la
expresion relativa del mRNA de ATF6. Para las muestras sanas la expresion
media de ATF6/GAPDH fue de: 0.9598 + 0.04086, mientras que la expresion
media de ATF6/GAPDH para las muestras con preeclampsia fue de: 0.9294 +

0.04150. En este experimento en particular, se analizaron 10 muestras sanasy 10
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muestras con preeclampsia, lo anterior debido a que, en 2 muestras de
preeclampsia (muestras 10 y 11), el DNA obtenido fue insuficiente para realizar el
experimento, sin embargo, esto no fue limitante para el resultado obtenido, pues la
tendencia a no presentar diferencia es muy clara (p=0.6079). t-Student no

paramétrica.

Figura 9. Analisis de la expresion relativa del ARNm de ATF6
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Figura 9. Andlisis de la expresiéon relativa del ARNm de ATF6. Las lineas
horizontales en color negro representan la media + SEM. Los circulos verdes
representan 10 muestras sanas y los cuadrados rojos, representan 10 muestras con
preeclampsia, cada uno son experimentos independientes, ns= no significativo,

P>0.05, t-Student no paramétrica.
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CAPITULO 4. DISCUSION

A nivel celular, el mantenimiento del medio interno en equilibrio es
fundamental para un estado de salud Optimo, sin embargo, cuando factores
internos 0 externos de estrés se manifiestan sobre las células y tejidos, este
equilibrio puede enfrentarse a desregulaciones que pueden conducir al desarrollo
de alguna enfermedad que pude afectar a 6rganos o sistemas. Ante un escenario
adverso, las células cuentan con maquinarias y vias de sefalizacion
especializadas para restaurar tal equilibrio (Lorenzon-Ojea et al., 2020). Uno de
los mecanismos que tienen relevancia en este sentido es la respuesta a proteinas
mal plegadas (RPMP) cuyos elementos de respuesta a estrés esta conformada
por PERK, IRE1 y ATF6, los cuales tienen la funcion de transducir sefiales
intracelulares, y son regulados por la proteina chaperona GRP78. La activacion de
estos elementos eventualmente dirige el destino de la célula, ya sea para restaurar
la homeostasis 0 conducir a su muerte, tales eventos dependen de la intensidad
del estimulo estresante (Bastida-Ruiz et al., 2017). Los elementos de la UPR estan
localizados en la membrana del reticulo endoplasmico (RE). Entre las causas de la
produccion de estrés del RE se encuentran: la acumulacion de proteinas mal
plegadas, desbalance en la regulacion redox y por el aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Chaudhari et al., 2014).

En este trabajo estudiamos muestras de placentas de pacientes sanas asi
como placentas de pacientes que padecian preeclampsia, dentro de las variables
descriptivas que estudiamos se encuentra la edad materna, la edad gestacional, el
namero de gestas, cesareas, partos y abortos, asi como el antecedente de
preeclampsia en embarazos previos, encontrando solamente diferencia
estadisticamente significativa para el caso de la edad gestacional (39.3 + 1.07
versus 36.4 + 1.73; p=0.0001) y en el numero de gestas (1.9 + 0.83 versus 1.4 +
0.49; p= 0.04); en las demas variables estudiadas no encontramos diferencias

entre el grupo de pacientes sanas y pacientes que presentaron preeclampsia.

En primer lugar, la edad gestacional al momento de la interrupcién en el

grupo de pacientes con preeclampsia fue menor que en el grupo de controles, esto
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debido a que se considera la interrupcion del embarazo como el tratamiento
definitivo de la preeclampsia y la recomendacion es que en embarazos de 37
semanas 0 mas se realice la interrupcion inmediata, en el caso de pacientes con
preeclampsia con criterios de severidad y embarazos entre la semana 32 a 36.6, Si
las condiciones son estables se recomienda la maduracion pulmonar y
posteriormente la interrupcion del embarazo, aun cuando no se ha llegado al
término (IMSS, 2017). Es por tal motivo que es mas comun encontrar edades
gestacionales menores en un embarazo complicado con preeclamsia versus un
embarazo sano, el cual por lo general llegara a las semanas 39 o0 40 de gestacion,

lo cual coincide a lo observado en nuestro estudio.

En segundo lugar, se observa diferencia en el nimero de gestas (1.9 + 0.83
versus 1.4 + 0.49; p= 0.04) siendo mayor el nUmero de gestas en el grupo de los
controles, se observd, al recabar los datos clinicos, que la mayoria de las
integrantes del grupo de pacientes con preeclampsia cursaban con su primer
embarazo. Como se menciono previamente por lo general la preeclampsia es mas
frecuente en primigravidas, debido a los diferentes mecanismos inmunes por los
que el cuerpo de la mujer atraviesa, creando una baja tolerancia a los antigenos
paternos presentes en el liquido seminal, por lo que se considera factor de riesgo

para el desarrollo de preeclampsia (Redman & Sargent, 2010).

En relacion a la expresion de los transcritos de GAPDH, PERK, GRP 78,
IRE-1 y ATF6, hemos encontrado que los genes que producen las proteinas
GRP78 e IRE1 se encuentran elevadas de manera significativa en las muestras de
placenta con preeclampsia (figuras 6 y 8). GRP78 puede ser expresada en la
membrana del RE de los trofoblastos bajo condiciones de hipoxia o estrés, incluso,
a GRP78 se le ha atribuido un papel importante en la placentacion, ademas de
una actividad agresiva en la actividad invasora de los citotrofoblastos, lo que ha
llevado a pensar que GRP78 pudiera ser un marcador de riesgo en la
preeclampsia (Castro-Mufiozledo, 2013; Laverriere et al., 2009).
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En el caso de IRE1, cuando hay aumento de proteinas mal plegadas, IRE1
se oligomeriza y se auto fosforila quedando activo, entonces, tal accién puede
llevar por un lado a la generacion de un factor de transcripcion conocido como
XBP1 que promueve la produccion de factores relacionadas con el sistema de
degradacion de proteinas asociadas al reticulo endoplasmico (ERAD, por sus
siglas en ingles), la cual es encargada de eliminar el exceso de proteinas mal
conformadas y por lo tanto reestablecer la homeostasis celular, sin embargo, si el
estrés es continuo e intenso, entonces IRE1 puede conducir a la activacion de la
quinasa del dominio N-terminal c-JUN (JNK, por sus siglas en inglés) lo cual esta
estrechamente relacionado con la muerte celular por apoptosis (Szegezdi et al.,
n.d.). Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo, hemos encontrado
qgue la expresion de los transcritos de IRE1 en muestras de preeclampsia se
encuentran elevados, por lo que podemos asumir que las vias de sefializacion
dirigidas por este elemento de la UPR se encuentran activas, sin embargo, es
necesario indagar hacia que rutas o vias de sefalizacion estan siendo dirigidos, es

decir, si a una ruta de sobrevivencia 0 a una ruta de muerte por apoptosis.

Si bien en nuestro estudio se logra comprobar que la activacion de la
Respuesta a Proteinas Mal Conformadas se presenta de manera significativa en
mayor frecuencia en las pacientes que presentan preeclampsia versus pacientes
sanas, cuenta con la limitante de ser una muestra reducida, esto debido a la
disponibilidad de recursos para la realizacion del estudio de biologia molecular, sin
embargo, creemos que con este estudio se pueden abrir nuevas pautas para
préximos estudios con un numero mayor de muestra para confirmar nuestras

observaciones.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En este trabajo encontramos diferencias estadisticamente significativas
para el caso de la edad gestacional (39.3 + 1.07 versus 36.4 = 1.73; p=0.0001),
presentandose la interrupcion del embarazo en edades gestacionales menores en
el grupo de pacientes con preeclampsia versus el el desarrollo de preeclampsia.
grupo de pacientes sanas. Se encontré ademas diferencia en el nUmero de gestas
(1.9 £ 0.83 versus 1.4 + 0.49; p= 0.04), ya que la mayoria de las pacientes del
grupo de pacientes con preeclampsia se encontraban cursando su primer
embarazo, por lo que la primigravidad se podria considerar un factor de riesgo

para

En relacion a la expresion de los transcritos de los genes de la Respuesta a
Proteinas Mal Conformadas, hemos encontrado que los genes que producen las
proteinas GRP78 e IRE1 se encuentran elevados de manera significativa en las
muestras de placenta con preeclampsia, en el caso de GRP78 (0.6956 + 0.07623,
versus 0.9630 + 0.05647; p=0.0094) y en el caso de IRE1 (0.7235 + 0.09937
versus 1.027 + 0.07116; p= 0.0194), lo cual les confiere la posibilidad de usarse

como marcadores de riesgo para el desarrollo de preeclampsia.

Aungue nuestros resultados fueron favorables y se prob6 nuestra hipétesis
se recomienda realizar mas estudios, con un nimero de muestra mayor, el cual es
el principal punto en contra de nuestra investigacion para correlacionar con los

presentes hallazgos.
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CAPITULO 6: GLOSARIO
Apoptosis: Es el proceso de muerte celular programada con el fin de eliminar

células innecesarias 0 que se encuentran severamente dafadas.

Baumanometro: Instrumento que permite medir la fuerza que ejerce la sangre

sobre las paredes arteriales y de esta manera medir la presion arterial.
Epigastralgia: Se refiere a la presencia de dolor en el epigastrio.

Fisiopatologia: Divisibn de la biologia que se encarga del estudio del
funcionamiento de un organismo o de un tejido durante el curso de una

enfermedad.

Homeostasis: Conjunto de fendmenos de autorregulacion, los cuales se dirigen al
mantenimiento de una constancia en las propiedades del medio interno de un

organismo.

Incidencia: Niumero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacién que

se diagnostican en un periodo de tiempo, por ejemplo cada afio.

Nucleétido: Compuesto organico formado por una base nitrogenada, un azdcar y

un acido fosforico, el cual conforma los acidos nucleicos del nucleo celular.

Madurez pulmonar: Grado de preparacion del pulmén del feto para respirar sin

ayuda al nacer, lo cual depende del surfactante alveolar.

Proteinuria: Presencia de proteinas en la orina. Se presenta como la excrecion

urinaria de proteinas superior a 150 mg en 24 horas.

Reticulo endoplasmico: Red de membranas dentro de la célula a través del cual

se mueven las proteinas y otras moléculas.

TRIzol: Reactivo que es empleado para la extraccion de ARN y ADN, tanto en

tejidos de origen animal como vegetal.

Trombocitopenia: Afeccion en el organismo el cual cuenta con diminucién en las

plaquetas, células que se encargan de la coagulacion de la sangre.
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CAPITULO 8: ANEXOS

ANEXO A: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS PACIENTES

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1. Nombre de la paciente:

2. Numero de expediente:

3. Edad de la paciente:

4. Edad gestacional al momento de

la interrupcion:

5. Numero de gestas:

6. Numero de cesareas:

7. Numero de partos:

8. NuUmero de abortos:

9. Antecedente de preeclampsia en

embarazos previos:

10.La paciente cuenta con alguna

comorbilidad:
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