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CAPITULO |

1. RESUMEN

Introduccidn. Las anomalias cromosdmicas son una de las principales causas
de aborto, muerte fetal y perinatal. Cerca del 90% de estas concepciones terminan
en aborto espontdneo durante la primera mitad de las gestaciones. El riesgo
durante el embarazo para presentar alguna de estas condiciones, se basa en el
célculo de la probabilidad de la edad materna, marcadores bioquimicos vy
ultrasonograficos y recientemente, por el analisis del DNA libre fetal en suero
materno (DNAIf); si el riesgo es alto, se debe confirmar el diagndstico mediante
un procedimiento invasivo. Las nuevas tecnologias de laboratorio en genética,
como la protedbmica, pueden detectar péptidos, de origen placentario y fetal,

Unicos del embarazo.

Objetivo. Analizar el perfil protebmico del suero del segundo trimestre de
embarazadas con feto aneuploide (trisomia 13, 18, 21 o Turner) y comparar con
el de embarazos sanos, y mujeres no embarazadas, utilizando nano-
cromatografia liquida de ultra rendimiento (Micromass Q-TOF Waters®) para

proponer potenciales biomarcadores.

Material y métodos. Se obtuvieron 40 muestras: 12 controles sanas no

embarazadas, 10 embarazadas con feto sano y 18 mujeres con feto aneuploide



(casos). La preparacién de la muestra fue la siguiente: eliminacion de albumina e
inmunoglobulinas, desalinizacion y digestion con tripsina. El proceso de anélisis
se realizé en nanoUPLC MS / MS. El andlisis de los datos se realizé con MassLynx
4.1 y Protein Lynx Global Server 3.0, el reconocimiento de péptidos y proteinas

6+ 3.0 usando el algoritmo MASCOT vy la base de datos UNIPROT-Swissprot.

Resultados. Todas las pacientes recibieron asesoramiento genético prenatal y
posnatal. Hubo 9 casos con T21, 4 con Turner, 2 casos con trisomia 13 y 3 con
trisomia 18. Cada grupo mostré diferentes perfiles de proteinas Unicas. Algunas
proteinas son compartidas entre todas las aneuploidias (homeostasis neuronal,
proteinas estructurales). Se elaboraron graficos de interactoma, para observar las
relaciones que mantienen las proteinas halladas, y de esta forma establecer a cual
ruta biol6gica pertenecen. Las proteinas del grupo T21 participan principalmente
en la via del complemento y coagulacion. En Turner, se encontraron proteinas con
un rol en la adhesion celular, presentes en la matriz extracelular y otras
involucradas en la formacién de la piel y angiogénesis; en el grupo de las trisomias

13 y 18 predominan proteinas de control metabdlico y tumorigénesis.

Discusion y conclusiones. Se identificaron diferentes perfiles protedmicos entre
los grupos incluidos. Es posible distinguir entre el proteoma de una embarazada
con feto sano por ultrasonido, con el de una embarazada con un feto aneuploide,
ademas, el proteoma es distinto entre cada una de las aneuploidias revisadas.
Los resultados obtenidos son comparables a otros estudios, y aunque no

muestran las mismas proteinas en todos, las vias biolégicas son semejantes;



estas diferencias pueden deberse a las distintas técnicas utilizadas; de hecho, hay
diferencia en el tipo de proteinas encontradas en la primera etapa del estudio
(T21), en donde se encontraron proteinas de mayor abundancia en el suero,
mientras que para los grupos de T13,T18 y Turner, la eliminacién de estas
proteinas con el pre-tratamiento de la muestra, permitié tener un analisis mas fino
de proteinas menos concentradas, como son las citoquinas; por otro lado, es
importante destacar el nimero de casos analizados (18), ya que en otros estudios
revisan menos casos y limitado a T21 y no comparan el perfil proteémico con el
de la mujer no embarazada, lo que nos permitié identificar las proteinas que se
encuentran en el suero de la mujer gestante y asi, discriminar cuales son Unicas
de cada aneuploidia, para proponerlas como potenciales biomarcadores. En una
segunda fase de esta misma linea de investigacién, se podra iniciar su validacion
previa a la transferencia, para la aplicacién clinica de dichos biomarcadores. Estos
hallazgos podrian explicar la elevada tasa de pérdidas de las gestaciones

aneuploides de forma espontanea.

Asi mismo, nos permite entender mejor la fisiopatologia prenatal de estas
condiciones, que, al ser frecuentemente letales, no se conocen mas que sus
manifestaciones posnatales. La intrincada relacién de algunos interactomas
pudiera ser orientador para el disefio de blancos terapéuticos tejido especifico,
por ejemplo, neuronales o inmunomoduladores, no necesariamente de uso en
cada aneuploidia, si no como modelo para enfermedades multifactoriales con
estos componentes, como la demencia tipo Alzheimer, cancer, artritis reumatoide,

entre otras.



Por ultimo, es importante fomentar e incluir el estudio de la prote6mica en las
distintas areas de la medicina perinatal, no sélo en el abordaje prenatal de
aneuploidias, sino de otras condiciones genéticas y de entidades multifactoriales
mas frecuentes que comprometen la salud reproductiva de las parejas, como son:
preeclampsia, diabetes gestacional, parto pretérmino, infertilidad masculina, falla
ovarica prematura, entre otras condiciones que no han sido exploradas desde el
punto de vista proteico y funcional, todo esto para el beneficio final del paciente y

de la sociedad en general.



CAPITULO I

2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes

Las aneuploidias perturban el delicado equilibrio de los genes y sus productos
en las células. Una célula euploide somatica presenta 46 cromosomas (2n, donde
n=23). Por definicion, las células aneuploides tienen un numero anormal de
cromosomas (no siendo multiplo exacto de 23). Debido a que cada cromosoma
contiene cientos de genes, la ganancia o pérdida de un solo cromosoma
interrumpe la estabilidad existente en las células y, en la mayoria de los casos, no

es compatible con la vida.

En los humanos, las aneuploidias mas comunes son trisomias, que
representan aproximadamente el 0.3% de todos los nacidos vivos. Las trisomias
se caracterizan por la presencia de un cromosoma adicional, lo que eleva el
namero total de 46 cromosomas a 47. Con pocas excepciones, las aneuploidias
son letales antes de nacer. Las trisomias representan aproximadamente el 35%

de los abortos espontaneos (Tabla 1). 2

Las trisomias viables estadn restringidas a solo unos pocos cromosomas
humanos. La trisomia humana més frecuente es la del cromosoma 21 (T21). El

sindrome de Down se presenta en 1 de cada 750 nacimientos.® Segin Mutchinick



et al, 1 de cada 767 recién nacidos vivos en México tiene T21.4 Las personas con
sindrome de Down presentan signos de deterioro cognitivo junto con otros
sintomas, y en muchos casos, los pacientes viven hasta la edad adulta. Las
trisomias de otros autosomas tienen efectos mas graves, ya que rara vez se
observan en los nacidos vivos. De hecho, las Unicas otras trisomias autosémicas
entre los recién nacidos son las de los cromosomas 13 y 18, presentes en 1 de
cada 20 mil nacimientos y 1 de cada 8 mil nacimientos, respectivamente; los
bebés afectados con alguna de estas condiciones raramente sobreviven mas alla
de los primeros meses de vida, llegando a vivir mas de un afo de edad menos del

5%. -5

En las monosomias, los individuos afectados carecen de un cromosoma,
reduciendo su numero total de cromosomas a 45. Las células son particularmente
sensibles a la pérdida de un cromosoma, porque la Unica monosomia humana
viable involucra al cromosoma X. Las mujeres con una sola copia del cromosoma
X tienen la afeccién conocida como sindrome de Turner. Curiosamente, la
frecuencia del sindrome de Turner es significativamente menor que la de las
trisomias de cromosomas sexuales, lo que sugiere que un solo cromosoma X es
insuficiente para una funcion celular 6ptima. Las mujeres viables con Turner (45,
X) muestran una amplia gama de sintomas, que incluyen talla baja, alteraciones

craneofaciales, infertilidad, entre otras caracteristicas. ':°



Tabla 1

Incidencia de aneuploidias durante el desarrollo humano
(adaptada de Hassold, T. et a/ 2001).1

Edad gestacional (semanas)

Esperma- Ovocitos Embriones pre- Abortos Abortos Obitos Nacidos
tozoides implantacion pre-clinicos espontdneos vivos
Incidenciade  1-2% ~20% ~20% ? 35% 4% 0.3%
aneuploidias
Aneuploidias varias varias varias ? 45, X: T16; T13;T18; T13;T18;T21
mas frecuentes 121122 121 XXX;XXY; XYY

El sindrome de Down o trisomia 21 (T21) ha sido el objetivo primario en el
diagnéstico prenatal, por ser la aneuploidia mas comdn en nacidos vivos, y la
causa genética mas frecuente de discapacidad intelectual, sin que existan hasta
hoy métodos de prevencion primaria. ® Sin embargo, es posible su deteccion
prenatal, mediante algunas pruebas de tamiz y posterior confirmacién con pruebas

diagnésticas, siempre acompanado de un adecuado asesoramiento genético. ’

El diagnéstico prenatal engloba todas aquellas acciones llevadas a cabo para
detectar en el feto, la presencia de un defecto congénito que, segun la definicion
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), incluye toda aquella anomalia del
desarrollo morfolégico, estructural, funcional o molecular, presente al nacer,
aunque pueda manifestarse méas tarde, externa o interna, familiar o esporadica,

heredada o no, Unica o multiple. ”

Desde los afnos sesenta surge la necesidad de ofrecer a la mujer embarazada
una forma de identificar a los fetos con una aneuploidia, esto a través de métodos
seguros, sensibles y especificos, ademas de hacerlo en el menor tiempo posible.

Las pacientes, sus parejas y sus meédicos, desean tener la posibilidad de detectar



una aneuploidia en la etapa prenatal, no sélo para confirmarla y tomar la mejor
decisibn documentada, ya sea de continuar con el embarazo conociendo
oportunamente el diagnéstico y tomando las diligencias médicas, psicoldgicas y
econémicas necesarias para su recibimiento y manejo posnatal, o bien, para la
interrupcion informada y responsable del embarazo, o bien, en caso de descartar
una aneuploidia en el feto, disminuir la angustia materna que genera una
sospecha de una alteracién encontrada por ultrasonido fetal o por un perfil de

marcadores séricos maternos de riesgo para T21.8

Las pruebas diagnédsticas disponibles actualmente se basan en la obtencién
de material bioldégico proveniente del feto, ya sea mediante una biopsia de
vellosidades coriales, amniocentesis o cordocentesis; estos procedimientos
representan técnicas invasivas, no exenta de riesgo de pérdida fetal, no se
encuentran disponibles a toda la poblacién y suponen un gasto alto. Debido a ello,
se han desarrollado distintas estrategias de tamiz, con el objetivo de cubrir la
mayor parte de la poblacion de gestantes en riesgo de una aneuploidia fetal, y
dependiendo del resultado del tamiz, se ofrece a un menor nimero de pacientes
la prueba confirmatoria para un diagnéstico prenatal; si el indice de deteccion
(sensibilidad) y especificidad de estas pruebas de tamiz son cercanos al estandar
de oro (cariotipo), se podria proponerlo como nueva prueba de diagndstico

prenatal que permita detectar a los fetos aneuploides. °

El intento por diferenciar las gestaciones euploides de las aneuploides ha
llevado en las ultimas décadas a una mejora en el rendimiento de los marcadores

utilizados para el tamiz prenatal genético, asi como un aumento de las tasas de



deteccion, con una tasa de falsos positivos mas baja. 1°

Conforme la edad materna avanza, aumenta el riesgo para presentar un
embarazo con T21 u otra aneuploidia (Tabla 2)2; este parametro constituia la
Unica indicacién de estudio de cariotipo fetal en los afios 70°s, con una baja tasa
de deteccion (30% aproximadamente). Posteriormente se fueron introduciendo al
tamiz prenatal genético, ciertos marcadores ultrasonograficos y bioquimicos que

aumentan significativamente su sensibilidad.

Tabla 2

Riesgo estimado para las trisomias 21, 18 y 13 (1/nimero que aparece en la
tabla), en funcién de la edad materna y la edad gestacional (adaptado Nicolaides
K, Fetal Medical Foundation, The 11-13+6 weeks scan, 2004).

¥4 14 20 40 12 14 ) 40 12 I6 20 40

20 1068 1200 1295 157 2484 3590 4897 18013 7826 11042 144656 42423
5 946 1042 1147 1352 X0 NP 4336 15951 4930 977R 12978 37567
30 626 703 759 895 1456 2103 2869 10554 4585 6470 8387 24856
KlJ 543 610 658 774 1243 1825 2490 160 3980 5615 7453 21573
32 461 318 559 659 1072 1549 2114 7775 3378 4764 6326 18311
33 383 430 464 547 891 1287 1755 4458 2804 Jose 5254 159
34 312 350 378 446 725 1047 1429 5256 2284 4222 4277 12380
5 249 280 302 356 580 837 1142 AN2 1824 2576 19 98746
36 196 220 238 280 456 659 899 3307 1437 7 2691 7788
37 152 171 183 218 354 512 498 2569 1116 1575 2090 &050
38 17z 131 142 167 272 393 537 1974 858 1210 1604 4650
ki 114 100 108 128 208 300 409 1305 454 922 1224 3544
40 68 74 82 97 157 277 310 1139 495 698 97 2683
41 31 57 62 73 18 171 233 835 373 526 498 220

42 38 43 45 35 a9 128 175 644 280 395 524 154




Actualmente, el diagnéstico prenatal se fundamenta en un calculo de riesgo.
La edad materna es el riesgo basal, mas el patrdn de presentacién de ciertos
marcadores bioquimicos de la madre y marcadores biométricos del feto
observados por ultrasonografia. En embarazos con alta sospecha diagnéstica, se
sugiere una prueba invasiva con el propésito de obtener material genético fetal
para un cultivo celular y posterior analisis citogenético (cariotipo), confirmando o
descartando entonces la sospecha diagnéstica que informé la prueba de tamiz

usada.

El tamiz genético de primer trimestre se realiza entre la semana 10 y 12 del
embarazo. Se basa en el analisis de la combinacién de los marcadores séricos
maternos PAPP-A (proteina plasmatica A asociada al embarazo), y la fraccion b-
libre de la gonadotrofina coriénica humana (b-hCG), asi como la magnitud de la
translucencia nucal del feto en milimetros (mm) determinada por ultrasonido. Se
obtiene una sensibilidad de 55-68% sin la medicién de la translucencia nucal y de
un 90% con la incorporacion de dicho parametro, ambos con una tasa de falsos

positivos de alrededor del 5%.

El tamiz genético de segundo trimestre (a las 16 semanas de gestacion) se
integra con el riesgo obtenido del andlisis de la edad materna, la AFP (alfa-
fetoproteina) y la b-hCG, estriol no conjugado e inhibina A en el suero materno.
Se obtiene una sensibilidad de un 60% con una tasa de falsos positivos del 5%.
De igual forma, debe acompanarse de un ultrasonido estructural del feto (entre las
18 a 22 semanas de gestacioén), el cual puede evidenciar alteraciones en la

anatomia del feto que lleva a la sospecha de algun defecto asociado a alguna
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aneuploidia (pliegue nucal aumentado, hueso nasal hipoplasico o ausente,
hidronefrosis, foco hiperecogénico intracardiaco, ventriculomegalia, arteria

subclavia derecha aberrante, entre otros).8 9y 10

En el sindrome de Turner (monosomia del cromosoma X), la edad materna no
se ha asociado como factor de riesgo. Por lo cual, no existen tablas especificas

como lo hay para T21, sindrome de Edwards y otras cromosomopatias. '

A partir del 2011 como investigacion y desde el 2013 de forma comercial en
nuestro pais, se dispone de otra prueba no invasiva de diagnostico prenatal (NIPT,
non-invasive prenatal testing) (realmente considerada como tamiz) en la que se
analizan segmentos de acidos nucleicos (ADN) provenientes del feto y la placenta
en el suero de la mujer embarazada, reportando un indice de deteccion para T21
de 99.9%. 1213 Esta prueba también puede calcular un riesgo para otras
aneuploidias de autosomas (trisomias 13 y 18) y de cromosomas sexuales
(sindrome de Turner, Klinefelter); en los ultimos dos afos, se ha anadido la
busqueda de algunos sindromes de microdelecién (sindrome de Cri-du chat,
Wolff-Hirschhorn, Prader-Willi, Angelman y Di-George). Esta prueba ha tenido
buena aceptacion entre los médicos que la solicitan a sus pacientes en riesgo de
presentar alguno de los trastornos mencionados, sin perder de vista que se trata
de un estudio de cribado, y que el elevado costo de la prueba que se manufactura
en laboratorios del extranjero (EUA, China, Espana) limita su aplicacién a toda la

poblacién en riesgo.

A pesar del gran impacto de los marcadores ultrasonogréficos, bioquimicos y
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ahora, de ADN libre fetal, en el tamiz y diagnostico prenatal, la capacidad de
diagnosticar con precisién las aneuploidias es todavia limitada; siendo necesaria
la confirmacién con el estudio citogenético del feto (mediante la obtencién invasiva
de la muestra), por lo que seria muy util contar con una prueba no invasiva que

sea mas sensible, especifica y con valores predictivos positivos mayores. 415

Por otra parte, es fundamental conocer el empleo de distintos recursos
tecnoldgicos en la busqueda de algun indicador que pudiera ser objeto de un
analisis mas especifico del caso en particular, que lleve a un diagnostico mas
temprano o menos invasivo, inclusive, permitiendo el entendimiento de la relacion
que guardan entre si los distintos marcadores que se encuentren y con la
patologia a estudiar. Tal es el caso de la protedbmica, que se encarga de mostrar
detalladamente el perfil de proteinas existente en tejidos y fluidos biolégicos, asi
como de la identificacion de las diferencias en los perfiles obtenidos, comparando
asi condiciones patoldgicas con fisiolégicas, de esta forma es posible emplear
algunos marcadores como biomarcadores, siendo propios de una enfermedad
para contribuir en su diagndéstico o como predictores de la evolucién de la misma,

esto es, con factor pronoéstico. 16

En anos recientes, se ha comprobado también su utilidad en la identificacion
de nuevos blancos terapéuticos, asi como parte de la estrategia para evaluar la
eficacia terapéutica y perfiles de toxicidad frente a medicamentos en

desarrollo.'”:18

El andlisis del proteoma es una herramienta prometedora para la identificacién

12



de biomarcadores a usar en el diagnéstico prenatal de aneuploidias. La progresion
de un embarazo depende de una compleja interaccibn de sefales intra y
extracelulares, que incluyen hormonas, moléculas de adhesion, factores de
crecimiento e inmunomoduladores, todas estas sefnales requieren un preciso
equilibrio a través de la gestacién, en donde participan no sélo madre e hijo, sino
también la placenta. En casos de alteraciones genéticas del feto, este balance se
encuentra anormal y la identificacién de marcadores relevantes puede emplearse

para determinar un tipo especifico de patologia o bien, conocer su gravedad.

Puesto que en diferentes metodologias en distintas poblaciones del mundo se
han obtenido diversos perfiles proteémicos en diagnéstico prenatal de T21, se
sugiere emplear el término de potenciales biomarcadores, a reserva que después
se pase por la etapa de validaciéon y transferencia a la practica clinica, y asi tener
la reproducibilidad deseada en el método empleado para su identificacion. Una
vez que se tenga esto cubierto, es posible nombrar a las proteinas encontradas
de forma consistente como biomarcadores, y en otro momento, proponer un
ensayo mas sencillo para su busqueda, incluyendo no sélo determinaciones

cualitativas, sino también tener la posibilidad de cuantificar su presencia. '

El andlisis del proteoma puede realizarse desde dos puntos de vista: mediante
técnicas que muestren perfiles (o firmas) de proteinas en alguna condicién en
especial, y técnicas usadas para la deteccion diferencial de estas proteinas. En
general estos analisis han recaido en el uso coordinado de electroforesis en 2

dimensiones (2DE), analizadores de imagenes, espectrometria de masas y
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programas bioinformaticos para la identificacion de proteinas usando bases de

datos disponibles en la web o repositorios privados en el mundo. @

Actualmente, las formas de abordaje de los estudios de protedémica pueden
clasificarse en dos grandes grupos: las técnicas Top-down, que parten de la
deteccion de proteinas completas, como el caso de la electroforesis 2D (en dos
dimensiones) asociado al analisis de imagen y la posterior deteccion con MALDI-
TOF (Matrix assisted laser desorption ionization time of flight, respectivamente), y
las técnicas Bottom-up o Shotgun, en las que se detectan péptidos para luego
ensamblarlos en proteinas, con la ayuda de bases de datos; ademas puede
acoplarse al uso de la interfase nano electrospray (nanoESI), como el caso del
UPLC MS/MS (ultra performance liquid chromatograph mass spectrometry). Esta
ultima, combina la separacion fisica de la cromatografia liquida con la capacidad
de andlisis de un espectrémetro de masas (MS); el espectrémetro de masas en
tandem (MS/MS) permite analizar con gran precisidon la composicién de diferentes
elementos quimicos e isétopos atdmicos, separando moléculas en funcién de su
relacion entre masa y carga (m/z), que permite alcanzar niveles de deteccién
superiores a técnicas como MALDI-TOF o SELDI; 819 en este segundo grupo de

técnicas se encuentra el proceso de analisis empleado en este trabajo.

La cromatografia liquida puede separar metabolitos que no son volatiles y que no han
sido derivatizados, por lo que le confiere gran ventaja sobre la cromatografia en fase
gaseosa, y al acoplarse a la espectrometria provee un método ideal para la deteccién de

metabolitos desconocidos. 1°
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El equipo utilizado en este estudio es un UPLC-MS/MS que consta de una
consola con cuatro partes principales, un par de bombas encargadas de
administrar los solventes que pueden ser manejados para incrementar la
eficiencia de separacion, un inyector de muestras que consta de un plato con
temperatura ajustable para viales de 2 ml, columnas de UPLC divididas en
columna de trampa y andlisis, ambas de fase reversa, estas columnas llevan
solventes polares y no polares, en la fase de trampa, se usa una separacion
alcalina y en la analitica una separacion acida, y por ultimo, un espectrémetro de
masas con configuracién de analizadores en tandem, en el cual, se carga la
muestra hacia la interfase conocida como nano-electrospray, asistida por vacio,
temperatura y voltaje, en la cual se forma un spray de gotas de pocas micras
donde ocurre el fendbmeno de “explosion coulombica’, durante el cual se
desprenden los iones de interés de los solventes usados en la separacién, como
se ha descrito esta interfase no genera iones, solo los separa, por lo que las
moléculas de interés deben ser iones de forma natural; luego los iones son
guiados por una serie de lentes magnéticas para ser enfocados al primer
analizador que en nuestro caso es un cuadrupolo, donde por medio de la
aplicacién de un valor de radiofrecuencia y voltaje se filtran las moléculas
normalmente en un rango de deteccién definido, los iones que no entren en este
rango son eliminados al sistema de vacio, posteriormente los iones son pasados
a una celda de colision para inducir su fragmentacion usando argdén como inductor
de fragmentaciéon y una rampa de voltajes; estos fragmentos son enfocados y

concentrados en el reflectrén y lanzados al tubo de vuelo para su separacion, en
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este proceso es factible detectar los precursores y los iones hijos asociados a

cada precursor para su registro e interpretacion. 1°

En el campo del diagndstico prenatal, en 1997 Liberatori et al identifican
mediante inmunoblot (Western blot, electrotransferencia), proteinas en el liquido
amnibtico (LA) que se obtenia para la confirmacion citogenética de alguna
sospecha de aneuploidia fetal en el 22 trimestre del embarazo;2° en 2005, Wang
et al publican el perfil proteico de LA en 2° trimestre de fetos aneuploides y
normales mediante MALDI-TOF y perlas magnéticas, afirmando poder tener un
resultado mas rapido (2 hs) frente al reporte del analisis citogenético (2 semanas),
aungue se considera como cribado todavia; ?' en 2006, Tsangaris et al identificd
12 proteinas hipotéticas en LA de embarazos que tenian indicacion para
amniocentesis por edad materna de riesgo de 16 a 18 SDG, encontrando

proteinas reguladoras, enzimas e inmunoglobulinas. 22

Un afio después (2007), Nagalla et al. realizd en muestras de suero de mujeres
en el primer y segundo trimestres del embarazo, el analisis proteémico para
identificar potenciales biomarcadores séricos para detectar T21, utilizando gel de
electroforesis bidimensional fluorescente (2D-DIGE), y cromatografia liquida
bidimensional-cromatoenfoque (2D-CF), con tecnologia de identificacién proteica
multidimensional (MudPIT; LC/LC-MS-MS), e identificacién del perfil de péptidos
por MALDI-TOF-MS, reportando una lista de 28 proteinas potenciales.?? Kolialexi
et al. (2008) realizaron un estudio en 8 gestantes del segundo trimestre, con fetos
con T21, y reportan 9 potenciales biomarcadores, utilizando un analisis

bidimensional en gel electroforesis (2-DE) y el equipo MALDI-TOF-MS. 24 Kolla et
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al (2010) analizaron 6 muestras de suero de mujeres con embarazos con feto con
T21 y 6 controles sin T21, usando placas basadas en inmunoensayos
multiplexados con capacidad para 90 diferentes analitos; resultando en la

identificacion de 7 potenciales biomarcadores.?®

En un estudio del 2012 (Kang et al.) realizado en China en un periodo de 3
anos se analizaron las proteinas encontradas en el suero materno de 18 mujeres
embarazadas con feto con sindrome de Down, encontrando 10 potenciales

biomarcadores mediante cromatografia LC/MS-MS.26

En Londres en 2012 (Heywood et al.) se analiz6 el perfil protedmico en plasma de
28 mujeres embarazadas con feto con sindrome de Down, en dos mediciones
(primer y segundo trimestres del embarazo) y en un grupo de 53 mujeres con feto

euploide, encontrando elevacién de C3-a, péptido amiloide y transtiretina.?’

Ya en 2014 nuestro grupo ha descrito un método reproducible mediante
UPLC/MS/MS para determinar el perfil protedmico de la mujer embarazada con
feto aneuploide, analizando a la par con muestras séricas de mujeres sanas no
embarazadas y embarazadas con feto euploide, y se han encontrado algunos
péptidos que pudieran ser biomarcadores para la deteccion prenatal de T21

(plasmindgeno y proteina de unién C4b). 28

Sullivan et al (2017) refiere un abordaje protedmico (SOMAscan) del suero de
165 casos con T21 comparado con sanos, siendo el hallazgo el aumento de
citosinas proinflamatorias, con un consumo de proteinas del complemento; este

analisis no so6lo confirma el papel de la proteémica en el ambito diagndstico, sino
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de comprensién de la fisiopatologia a nivel proteico con propuestas para
establecer estrategias inmunomoduladoras en T21 como blanco terapéutico del
fenotipo autoinmune de algunos casos con sindrome de Down o bien, en

pacientes con trastornos reumaticos. 29

Son pocos los reportes que ademas de T21 investigan en otras aneuploidias:
Kolialexi et al en 2010 en Grecia, mediante MALDI-TOF-MS en suero materno de
10 casos de Turner en suero materno del 2° trimestre encuentran 12 proteinas
con un patrén de expresion diferencial (9 elevadas, 3 disminuidas). 3° Narasimhan
et al en 2013 describen el perfil protedmico de 37 proteinas en suero materno de
23 casos con trisomias (21, 18 y 13) y 85 embarazos euploides durante el segundo
trimestre del embarazo mediante SELDI-TOF/MS, describen a las glicoproteinas
alfa-1-antitripsina, apolipoproteina E, apolipoproteina H, y proteina transportadora
de transtiretina como potenciales biomarcadores para apoyar el diagnéstico

prenatal de aneuploidias autosémicas. 3

Hsu en 2016, realiza el andlisis proteémico en el liquido amniético de 2°
trimestre de 6 casos con trisomia 18 (T18), reportando 12 proteinas
diferencialmente expresadas, 5 de ellas involucradas en el metabolismo de
hormonas, lipidos, respuesta inmune y enfermedad cardiovascular. Cabe sefalar

el caracter invasivo de este protocolo (mediante amniocentesis). 32

Cada vez son mayores las evidencias de que la proteémica ofrece informacién
valiosa que puede ser empleada para analizar el riesgo para presentar alguna

aneuploidia, todos estos estudios han sido dirigidos a poblacion de embarazadas
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con fetos con T21, algunos comparan con grupos de mujeres embarazadas con
fetos euploides, encontrando escasa literatura sobre biomarcadores en suero
materno mediante técnicas de protedémica de uso para otras aneuploidias fetales
como trisomia 13, 18 y sindrome de Turner, ademas que no hay reportes del

proteoma del suero de las mujeres sanas no embarazadas.

Es poca la evidencia encontrada respecto a la capacidad de que estas pruebas
no sélo sean cualitativas, sino que también puede definirse la sobre expresion o
sub expresién de dichos potenciales biomarcadores que permitirian describir un
perfil proteémico mas especifico para las aneuploidias autosémicas, como el T21
y otras trisomias (13 y 18), asi como de sindrome de Turner, una aneuploidia de
cromosomas sexuales que con frecuencia presenta datos patoldégicos desde

etapa prenatal.
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2.2 Justificacion

La frecuencia de aneuploidias en la vida posnatal supone un nimero bajo en
lo general (3 de cada 1000 nacimientos vivos); sin embargo, su presencia en la
etapa prenatal es mucho mayor, siendo causa del ~60% de las pérdidas de la
gestacion en primer trimestre. Es bien sabido, que el riesgo de aborto espontaneo
de T21 durante la gestacion es del 80% de las concepciones, cerca del 90-95%

para T13 y 18 y 99% para sindrome de Turner.

Por lo que, por una parte, es valioso contar con otros métodos no invasivos
que permitan su diagndstico temprano, no soélo para ofrecer un diagnéstico precoz,
sino tener alternativas a otras pruebas, debido a que son pocas las pacientes que
se realizan las pruebas confirmatorias que conllevan un riesgo de pérdida del
embarazo por la toma de la muestra, con un método invasivo, asi como conocer
y develar la compleja red de los distintos componentes que participan en la
fisiopatologia especifica de cada aneuploidia analizada en este estudio, con el fin
de obtener conocimiento que permita comprender mejor estas bases patoldgicas
y pensar en blancos prondsticos, diagnésticos y, en un futuro, terapéuticos en

algunos signos y sintomas presentes en estas condiciones cromosdmicas.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

3.1 Hipétesis de investigacion

Existen diferencias en el perfil protedmico del suero de mujeres embarazadas
con fetos con diversas aneuploidias y es posible distinguirlo del proteoma de la

mujer con un embarazo con feto sano.

3.2 Hipétesis nula

No existe diferencia entre el proteoma materno de embarazos con feto con

aneuploidias, fetos euploides y el de mujeres no embarazadas.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

ldentificar potenciales biomarcadores mediante analisis protedmico del suero
materno asociados a embarazos con feto aneuploide empleando el equipo
“‘Micromass Q-TOF premier” con UPLC y una fuente de ionizacion

nanoelectrospray (Waters Micromass, Manchester, U.K.).

4.2 Objetivos especificos

1. ldentificar diferencias del perfil protedmico de la mujer embarazada y no
embarazada.

2. Determinar el cariotipo fetal en liquido amniético de las embarazadas con
feto con alteraciones por ultrasonido.

3. Obtener el perfil protedmico de las mujeres con distintas aneuploidias.

4. |dentificar diferencias y comparar los perfiles proteémicos para establecer
los potenciales biomarcadores.

5. Ofrecer el asesoramiento genético en las mujeres embarazadas.
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CAPITULO V

5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

e Observacional

e Transversal

e Comparativo

e (Casos y Controles

e Ciego

5.2 Grupos de estudio

e Un grupo de 18 embarazadas con feto con una aneuploidia.
e Un grupo de 10 embarazadas con feto sano por ultrasonido.

e Un grupo de 12 mujeres sanas no embarazadas.

5.3 Criterios de inclusion

5.3.1 Casos.

e Mujeres en el 2° trimestre del embarazo con sospecha prenatal por
hallazgos ultrasonogréaficos, marcadores bioquimicos o prueba de DNA

libre fetal de riesgo para un feto con T21 u otra aneuploidia, que lleven
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control prenatal. Que aprueben su participacion con su firma en el

consentimiento informado.

5.3.2 Controles.

Mujeres embarazadas con feto sano por ultrasonido, en el 2°trimestre, que
lleven control prenatal médico y ultrasonogréafico; que autoricen bajo
consentimiento informado su participacion en el estudio.

Mujeres sanas no embarazadas. Que autoricen su participacion, bajo firma

de consentimiento informado.

5.4 Criterios de exclusion

Presencia de patologia placentaria.

Mujeres con enfermedad crénica o aguda al momento del estudio.
Evidencia ultrasonogréafica de malformaciones fetales no relacionadas con
aneuploidias.

Embarazo multiple.

Exposicién a teratdogenos.

5.5 Criterios de eliminacion

Mujeres embarazadas con feto con alteraciones por ultrasonido, con
cariotipo prenatal euploide o alteracibn cromosdémica distinta a las

aneuploidias estudiadas (T21, T18, T13 o sindrome de Turner).
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e Muestra sanguinea insuficiente o en malas condiciones.

e Mujeres que retiren su consentimiento informado para participar en el
estudio.

e La no obtencién del cariotipo del feto/aborto/6bito/muerte neonatal por falta

de crecimiento celular o por falta de tejido.

5.6 Descripcion del disefio

Se disend un procedimiento de operacidn estandar para la recoleccion y
procesamiento de muestras de sangre, contribuyendo a la reproducibilidad del
mismo, la separacion inmediata del suero de los elementos celulares; los
parametros para el almacenamiento y su pre-proceso fueron estandarizados

(Figura 1).

Obtencién del suero

2 ——n
LA 2 - % Alicuotas de 1ml
;/ 5ml ¢ e =me o s W o proteasas,

> L %S? | Suero | -20° cx1h
£ 17 Eﬁ X | Sucacitos \W  Almacenadasa-70" C
7 2500 rpm/15min 25° C ] Ertiocitos
-

A

Descongelar, PBS 3:1

u
Waters Micromass Q-TOF premier Sy
(nanoUPLC MS/MS) —
— Cuantificacién d
12000 rpm/15min, 20° C proteica A280
f NanoDrop, 2pl
H -
------ | fn
S i Membrana 3 6 10 kDa : \s./
e Tripsina :
Zimpones (L0me/mi] £ 0
10l ‘ - D 3 /
Mass Prep fooconms 4 4 <
Mix __407,
~ Resina Ac monoclonales
Identificacion peptidica Digestidon Eliminacién albimina/lgG y desalado

Figura 1. Esquema de la estrategia general.
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5.6.1 Recoleccion de la muestra.

Se recibieron pacientes del servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” y del Hospital Regional Materno Infantil,
que cumplieron con los criterios de inclusion, a las cuales se les ofreci6é una consulta
de diagndstico prenatal, se invitaron a participar en el estudio y previa firma del
consentimiento informado se recolectaron 5 ml de sangre periférica de las pacientes
de los grupos en tubo sin anticoagulante (tapa roja) en la sala de toma de muestras
del departamento de Genética del Hospital Universitario, con un ayuno minimo de
cuatro horas, sin consumo de medicamentos y libres de cualquier enfermedad al

momento de la toma.

5.6.2 Almacenamiento de la muestra.

La muestra de sangre recolectada se transportd dentro de las primeras cuatro
horas posteriores a su toma al Laboratorio de Protedmica del Departamento de
Genética para una centrifugacion a 2500 rpm a 25°C durante 15 minutos para
posteriormente extraer el suero, colocarlo en tubos Eppendorf cdnicos de 2 ml y se
agrega 100 uL del coctel inhibidor de proteasas para su conservacion;
posteriormente se congeld durante una hora a -20°C para luego pasar a -70°C para
su almacenamiento definitivo.

Equipo

e Centrifuga Beckman Coulter Allegra™ refrigerada
Material

e Jeringas de 10ml

e Tubos de ensayo desechable, sin aditivo
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e Pipetas Pasteur de vidrio de 9”

e Microtubos Eppendorf cnicos de 2ml

5.6.3 Dilucion y deplecién de albumina/lgG.
La muestra congelada a -70°C debe ser descongelada para posteriormente

diluir 25 pl de suero con 75 pl de buffer PBS (50mM NaH2PO4; 150mM NaCl, pH
7.2), esta dilucibn se mezcla por vértex y se cuantifica la concentracion de
proteinas de cada muestra usando el espectrofotéometro de NanoDropR ND-1000,
de espectro completo (220-750nm) utilizando 2 pl de la mezcla. La medicion se
llevé a cabo usando la aplicacion de andlisis de proteinas a 280 nm, este método
es aplicable a proteinas purificadas que presenten absorbancia a 280 nm
calculando su concentracion en mg/ml.

El espectrofotometro NanoDrop® ND-1000, mide con precision una muestra de
proteinas por arriba de 100mg/ml (alboumina sérica bovina) sin dilucién. Para hacer
esto, el instrumento automaticamente detecta la alta concentraciéon y utiliza la
longitud de recorrido de 0.2 mm para calcular la absorbancia.

Posterior a esta medicién, se centrifugdé brevemente la columna de deplecién
por giro del Qproteome Cell Compartment Kit (Qiagen MR®) a 500 x g, luego se
estabiliza con dos alicuotas de 500 ul de PBS el cual, luego de retirar la tapa
inferior, se decanta por gravedad; al terminar se coloca un tapén y se cargan 100
Ml de la muestra diluida, se coloca la tapa de rosca y se mezcla vigorosamente,
posteriormente se deja incubar por 10 minutos a temperatura ambiente con
agitacion por inversién, luego la muestra es transferida por goteo por gravedad a
un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml nuevo, acto seguido, se realizan dos lavados

con 100 ul de PBS y se colecta, siendo el ultimo con spin para lograr un drenaje
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completo. Posterior a la colecta, se mezcla el filtrado por vértex y se cuantifican

nuevamente las proteinas totales por medio del espectrofotometro, teniendo en

cuenta que habra una remocién aproximada del 80% del total de las proteinas, las

cuales corresponden a la albimina e inmunoglobulinas.

Equipo

e NanoDropR ND-1000

e Micropipeta de 0.5-10pl
Material

e Puntas 10yl

e Toallas absorbentes Kimwipesh
Reactivos

e Agua libre de proteasas

e PBS

5.6.4 Diafiltracion y concentracion de proteinas.

En este proceso se acondiciona una membrana de 10 kDa o 3 kDa (Millipore,

Amicon Ultra-4®) con 100 pl de bicarbonato de amonio (NH4HCO3) a 100mM y

se centrifuga a 5,000 g por 3 minutos (en caso de ser membrana de 3 kDa, 30

minutos); posteriormente se carga la muestra en la membrana y se centrifuga a

5,000 g por 15 a 20 minutos a temperatura ambiente (en caso de ser membrana

de 3 kDa 2 hs), procurando que no se seque la membrana, ya que puede

fraccionarse y hacer inservible la muestra; posteriormente, se realizan dos lavados

con bicarbonato de amonio 100 mM, resuspendiendo ambas veces; luego se
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centrifuga por 5 minutos (para membrana de 3 kDa, 1 hs). Se recupera la muestra
en 4 fracciones de 25 ul de bicarbonato de amonio 100 mM, colocandola en un
nuevo tubo. Luego de homogeneizar la muestra, se realiza una lectura con el
espectrofotometro a 280 nm y se ajusta la concentracién a 1.0 mg/ml.

Se utilizan preferentemente membranas de filtracién de 10 kDa, ya que es util
para la deteccion de péptidos de 100 aminoacidos, ideales para la investigacién
en protedmica; dichos filtros consisten en membranas de celulosa regenerada con
una union a 10,000 Da de limite de peso molecular nominal, que es la capacidad
de retencion de moléculas.

Equipo

e NanoDropR ND-1000

e Micropipeta de 0.5-10pl

e Micropipeta de 100-1000ul

e Membranas de centrifugado de 3 y 10 kDa Millipore Amicon?

e Centrifuga Eppendorf? 5415C
Material

e Puntas 10yl

e Toallas absorbentes Kimwipesh
Reactivos

e Bicarbonato de amonio 100 mM
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5.6.5 Digestion por tripsina.

Se toman 100 pl de la muestra llevada a la concentracion de 1mg/ml, lo que
equivale a 100 ug de proteina; esta muestra es sometida a una serie de pasos
para su preparacion y digestion, siendo el primero una reduccién, en donde se
agregan 5 pl de DTT (ditiotreitol) a 200mM, se coloca en el vértex para
homogeneizar y se incuba a 65°C por 45 minutos a una hora; el siguiente paso es
la derivatizacion, en el que se agregan 4 pl de iodoacetamida a 1M y se incuba
por 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, esta reaccion debe
detenerse agregando 20 yl de DTT y dejando incubar por 45 minutos a una hora
a temperatura ambiente.

Una vez derivatizada la muestra, sigue su digestion, para ello se prepara la
tripsina grado secuenciacion, tomando 20 ul de buffer de fabrica al vial de tripsina
y se resuspende por pipeteo, posteriormente se coloca a 37°C por 15 minutos en
bafio Maria, esto con la intencidn de activar la enzima; enseguida se agregan 5 pl
de tripsina de grado secuenciacién preparada (concentracion de 1.0 pg/ul
normalmente se utiliza en una relacién 1:20 de tripsina/proteina), se vuelve a
hacer vértex a la muestra y se incuba por 24 hs a 37°C en bano Maria. Terminado
el tiempo, se procede con centrifugacién de la muestra a 12,000 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente, para observar si hay precipitado (el precipitado
puede provocar que las columnas y las tuberias del espectrometro se bloqueen),
por ultimo, se agregan 10 ul del estandar Mass Prep MIX 1 ™ (Waters ®
186002865), se homogeneiza la muestra y se colocan 100 ul de muestra en un

vial de recuperacion total con tapa pre- cortada.
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Equipo
e Micropipeta de 0.5-10ul
e Membrana de 10kDa
e Agitador Eppendorf?
e Centrifuga Eppendorff 5415C
Material
e Puntas 10yl
e Puntas 1000 pl
e Microtubos Eppendorf conicos
e Vial de recuperacidon con tapa pre-cortada
Reactivos
¢ Ditiotreitol 200mM
e lodoacetamida 1M
e Tripsina modificada grado secuenciacion
e Estandar MassPrep MIX 1

e Formiato de amonio 200mM

5.6.6 Separacion cromatografica y deteccion.

Todas las muestras fueron sometidas a una separacién cromatografica previo
al andlisis en el espectrometro de masas mediante el equipo nanoUPLC modelo
nanoAcquity, Waters, corp. Esto se realiza en un sistema de conexiones 2D-online
con dilucién, para la realizacion de separaciones en dos dimensiones. Bajo este

esquema, se realiz6 una estrategia de fraccionamiento en seis fracciones y una
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de lavado intercalada, se realizé6 ademas un blanco de acetonitrilo al 100% entre

cada muestra para evitar efectos de arrastre o contaminacién del sistema (Tabla

3). Cada fraccion tarda 60 minutos en analizarse.

Composicion de acetonitrilo de las fracciones realizadas en cada muestra.

Tabla 3

Fraccion

% de Acetonitrilo

111

14.5

17.4

20.8

DO |W[N|—

45

65

De inicio, se inyecta al equipo 1.0 pl de muestra (1.0 microgramos de proteina)

en la columna de carga X-Bridge C-18, 5 micras, 300 micras x 5 cm; en esta se

aplicaron seis gradientes con diferente concentracién de acetonitrilo como fase B

y usando formiato de amonio a 200mM como fase A, para luego pasar a una

columna de trampa, en este caso fue utilizada una columna Symmetry C-18, 5

micras, 150 micras x 2 cm, y por ultimo, una columna analitica BEH, de 1.7 micras,

75 micras x 25 cm, acondicionada a 40°C y utilizando como fase B acetonitrilo con

0.1% de acido férmico (Figura 2, condiciones de la Tabla 4).
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Inject Valve

XBridge Cyg
150pm x 10cm

Symmetry Cyq

Syringe
. 180pm x 2cm

0

Sample

Analytical Column I> »

BEH Cyg
75pm x 15cm

Figura 2. Diagrama de conexiones del sistema nanoAcquity para las

separaciones cromatogréficas.

Tabla 4

Composicion de la separacién analitica.

Tiempo Flujo Agua/0.1% AF Acetonitrilo Curva de
(minutos) (uL/min) gradiente
Inicial 0.300 99.0 1.0 Inicial
5.00 0.300 90.0 10.0 6
45.00 0.300 50.0 50.0 6
50.00 0.300 50.0 50.0 6
65.00 0.300 40.0 60.0 6
75.00 0.300 95.0 5.0 6
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El flujo de la columna fue dirigido hacia el espectrémetro de masas Q-Tof

Premier XE TM (Waters ®) equipado con una interfase nano electrospray (Figura

3) operando bajo las siguientes condiciones:

Figura 3. Diagrama del sistema de espectrometria de masas Q-Tof Premier XE

Voltaje de capilar (V) de 4000V

Voltaje de cono de extraccién 40.0V

Voltaje de cono de muestra 5.0V

Guia de iones 5.0V

Temperatura de interfase 100°C

Voltaje del detector MCP 1700V

MS
Precursor

MSE
Fragments

l

Retention Time

—

o | (7 | oo
®

MS 2 ’

MS

MSE

™ (Waters ®).
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Para el andlisis de los grupos de embarazos con feto con alguna aneuploidia,
se consiguié aplicar un analisis mas fino del perfil protedbmico, debido a que se
eliminaron en mayor cantidad las proteinas altamente presentes en el suero,
mejorando la preparacion de la muestra en las etapas de eliminacion de albumina
e inmunoglobulina G empleando anticuerpos monoclonales y verificando la
cuantificacion proteica luego de esta deplecién, ademas, se sometieron a una
técnica de desalado usando dos diferentes membranas hidrofilicas anisotrépicas,
de 3 y de 10 k Da. Este resultado se confirma por la deteccién de proteinas
inmunomoduladoras (interleucinas y citocinas), pues su concentracion en plasma
se encuentra en el rango de picogramos por mililitro (pg/mL), gracias a la alta
sensibilidad de la interfase nano electrospray, mientras que la concentracion las
proteinas séricas albumina, hemoglobina, transferrina, factores de coagulacion y
hemopexinas (hemostasia) es de miligramos por mililitro (mg/mL), siendo la
capacidad de la espectrometria de masas en tandem, fundamento del método
empleado en este estudio, fue de 10-1 hasta 1010, respectivamente (rango de

concentracion dindmica).

5.6.7 Procesamiento de datos.

Los datos fueron adquiridos por medio del software MassLynx 4.1, Waters ®
corp., con el cual también se controlaron y programaron todas las condiciones de
operacion, tanto del sistema de cromatografia, como de espectrometrias de
masas. Todas las fracciones obtenidas de cada muestra fueron exportadas en

formato RAW, para luego ser procesadas por el software ProteinLynx Global
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Server 3.0 usando el algoritmo MASCOT y la base de datos Uniprot-Swissprot en
formato FASTA para el proteoma humano, la cual contenia 4,350,600 proteinas o
cédigos.

Las proteinas reportadas fueron tomadas como positivamente identificadas
cuando tenian un 95% de confiabilidad, mas de 3 péptidos por proteina y cada
péptido con mas de 7 aminodacidos precursores.

Se realiz6 posteriormente un analisis de expresiébn de las proteinas
encontradas, comparando el grupo de mujeres embarazadas con feto sano por
ultrasonido y mujeres embarazadas con feto con aneuploidia, se filtraron después
las proteinas en tres categorias segun su expresion en: sobreexpresadas,
subexpresadas y unicas en mujeres embarazadas con feto con aneuploidias.
Criterio aplicado para casos: controles fue con un valor de p=0.6 a 1.0, ratio: -1.5
a 1.0, respectivamente.

Por ultimo, se elabor6 un analisis comparativo de las proteinas encontradas en
estudios similares, y se analizé de acuerdo al diagnéstico citogenético, fuera

trisomia 21 (T21), trisomias 13 6 18, o sindrome de Turner.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1 Datos demograficos.

En el periodo de agosto del 2014 a febrero del 2016, se recluté una poblacion
de 10 embarazadas con feto sano por ultrasonido y 12 mujeres no embarazadas.
Se recibieron en la consulta de genética a 45 embarazadas referidas por
Ginecologia & Obstetricia con datos ultrasonograficos sospechosos de alguna
aneuploidia, se ofrece diagnéstico prenatal y se invita a participar en el estudio,
hallando en 18 de estas mujeres embarazadas 18 casos con una aneuploidia: 9
casos con T21, 4 casos con sindrome de Turner, 3 de trisomia 18 y 2 con trisomia

13.

El lugar de nacimiento, hospital de procedencia, nivel socioeconémico, estado
civil, ocupacién, escolaridad y religién de las 40 mujeres estudiadas se muestra
en la Tabla 5. La edad de las mujeres (casos y controles) se muestra en la Tabla

6.
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Tabla 5

Datos demograficos de la poblacion de estudio.

No Embaraz Embaraz Embaraz Embaraz Embaraz
embaraz adas con adas con adas con adas con adas con
adas feto feto con feto con feto con feto con
N=12 sano por T21 T18 T13 Turner
USG N=9 N=3 N=2 N=4
N=10
Lugar Nuevo Leén Nuevo Leén Nuevo Ledn NL 2 Tamaulipas NL 3
de 6 9 9 Michoacan 1 Oaxaca 1
Origen Aguascalie San Luis 1 Michoacan
ntes 1 Potosi 1 1
Durango 1
Tamaulipas
1
Quintana
Roo 1
Sonora 1
CDMX 1
Hospital Departame HMI 6 HU 5 HMI 2 HU 2 HU 3
de nto de HU 4 Privada 4 HU 1 HMI 1
procede genética
ncia
Nivel Mayor al Mayor al Mayora al Mayora al Mayora al Mayora al
socio minimo 9 minimo 7 minimo 8 minimo 2 minimo 1 minimo 1
econém Ingreso Ingreso Ingreso Ingreso Ingreso Ingreso
ico minimo 3 minimo 1 minimo 1 minimo 1 minimo 1 minimo 1
Ninguno 2 Ningun
ingreso 2
Estado Solteras 8 Union libre Casadas 8 Soltera 1 Casada 1 Unién libre
Civil Casadas 4 4 Union libre Union libre Union libre 3
Casadas 3 1 2 1 Soltera 1
Solteras 3
Ocupaci Profesionist Hogar 6 Empleada 6 Empleada 3 Hogar 2 Hogar 2
6n as 6 Estudiante Hogar 3 Estudiante
Empleadas 3 1
3 Empleada 1 Comerciant
e
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Estudiantes
3

Escolari Licenciatura Preparatoria Licenciatura Analfabeta Secundaria Primaria 1
dad 7 4 5 1 1 Secundaria
Carrera Secundaria Carrera Prepa 1 Licenciatura 2
técnica 2 3 técnica 2 Técnica 1 1 Prepa 1
Posgrado 3 Primaria 1 Secundaria
Carrera 1
técnica 1 Preparatoria
Licenciatura 1
1
Religion Catélica 10 Catoélica 9 Catélica 9 Catélica 2 Catélica 1 Catoélica 3
Cristiana 1 Ninguna 1 Cristiana 1 Cristiana 1 Ninguna 1
Ninguna 1

HU: Hospital Universitario, UANL.
HMI: Hospital Regional Materno Infantil, SSA, NL.
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Tabla 6

Edad en afnos y las medianas de los casos y controles.

Embarazadas No embarazadas T21 (n=9) T18 (n=3) T13 (n=2) Turner (n=4)
feto sano (n=10) (n=12)
37 49 41 40 42 23
37 39 41 35 26 22
33 39 41 24 20
2 32 40 18
= 32 39
1 29 38
= 28 37
20 26 35
20 % 32
19 25
25
24
25 28 37 35 34 21

Mediante la historia clinica genética completa de las pacientes se integra una
sospecha diagnéstica prenatal, apoyados con el reporte ultrasonografico de
perinatologia, descartando de esta manera los casos que no fueran compatibles
con T21 u otra aneuploidia; en todas las pacientes se realizd cariotipo fetal, se dio
asesoramiento genético y seguimiento médico en consultas subsecuentes hasta

la resolucion de su embarazo.

De las 45 pacientes con datos ultrasonograficos sospechosos para una

aneuploidia, se eliminaron 16 por presentar un cariotipo normal (euploide) con
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diagnéstico prenatal (14 amniocentesis) o posnatal (2 6bitos, muestra de tejido);
de éstos, los datos ultrasonogréficos aislados observados incluian translucencia
nucal aumentada (2/16), megavejiga (2/16), hernia diafragmatica (2/16), y 10/16
con multiples malformaciones, como canal auriculo-ventricular, arteria umbilical
Unica, ausencia de hueso nasal, probable atresia esofagica, labio y paladar
hendido, mielomeningocele, higroma quistico, hydrops fetal, agenesia de cuerpo
calloso, hidronefrosis bilateral, holoprosencefalia, y marcadores menores como
ventriculomegalia, intestino hiperecogénico, foco ecogénico intracardiaco. En
todos estos casos se ofrecié el asesoramiento genético especifico para cada
paciente.

Se eliminaron otros 11 casos por lo siguiente: 2/11 casos con un resultado de
cariotipo diferente a una aneuploidia (uno con material adicional en 8p, otro con
una poliploidia en mosaico, mos 92,XXXX[3]/46,XX[22]). En 7/11 casos no se
obtuvo un resultado de cariotipo, por diferentes motivos: 2/7 fueron abortos
espontaneos en los que el tejido no tuvo un crecimiento celular para un cariotipo;
3/7 casos rechazaron el procedimiento invasivo de forma prenatal y nacieron en
otro hospital, quedandonos sin muestra confirmatoria; 1/7 se traté de una muerte
neonatal temprana a las 30 semanas de gestacion sin muestra para cultivo, 1/7
otro caso presentaba oligopamnios por lo que se ofrecidé cordocentesis 0 muestra
de tejido al nacer el bebé, pero la mama lo rechazé. Y en dos casos (2/11), aunque
se reportaron aneuploidias en el cariotipo fetal (un caso con T21 y otro con
sindrome de Turner), la muestra de suero de la madre fue rechazada para el

proceso de protedmica por ser insuficiente (Tabla 7).
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Tabla 7

Mujeres embarazadas con feto con alteraciones ultrasonograficas
eliminadas del estudio.

Eliminadas Situacion para eliminarla
(I’I=27)
16 Cariotipo 46, XX: 10
diploide 46, XY: 6
1 Cromosomopatia 46, XX, add(8)(p23)
estructural no
balanceada
1 Mosaico de mos 92,XXXX[3]/46,XX[22]
poliploidia
7 No cariotipo fetal - 2 abortos espontaneos sin tejido para estudio.
- 3 rechazaron amniocentesis, nacen en otro
hospital, no tejido.
- 1 muerte neonatal temprana (30sdg), sin muestra.
- 1 oligohidramnios: se ofrece cordocentesis, no
aceptan procedimento; fallece al nacer, no tejido.
2 Muestra de -1T21
suero -1 Turner
insuficiente para
analisis
prote6mico
=27
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En cada uno de los casos, incluidos o eliminados del analisis final, se ofreci6é
el correspondiente asesoramiento genético hasta donde fue posible en la

intervencién durante la consulta y se brindé el seguimiento médico individualizado.

6.2 Hallazgos ultrasonograficos.

Para los casos con T21, la translucencia/pliegue nucal aumentado fue el dato
mas frecuente (8/9), hipoplasia de hueso nasal en 5/9; ducto venoso anormal en
2/8; regurgitacion tricuspidea 2/9; en un caso se reporté anomalia de Ebstein; en
algunos casos se asociaron hidronefrosis, foco intracardiaco, intestino
hiperecogénico, estos ultimos, clasificados como marcadores menores.

En los casos con T18, los datos ultrasonograficos fueron: alteracion en eje
radial (3/3), comunicacién interventricular en 2/3, polihidramnios (1/3, sospecha
de atresia de esdéfago), quistes en plexos coroides (1/3) y translucencia nucal
aumentada en 1/3.

Los 2 casos con T13 presentaron cardiopatia compleja, uno de ellos ademas
con hernia diafragmatica y hendidura orofacial, el otro con arteria umbilical unica.

El hallazgo de hidrops fetal con o sin higroma quistico, se present6 en los 4
casos con sindrome de Turner. Uno de ellos mostré ademas rindbn multiquistico

(ver Tabla 8).
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Tabla 8

Hallazgos ultrasonograficos de los casos con aneuploidias.

dano
47,XY,+21 41 20 TN aumentada, ausencia de h. nasal
45, X 18 22 TN aumentada, hidrotdrax, rindn

multiquistico der, hidrops, higroma quistico
severo y septado; hipoplasia cavidades izqg.
cardiacas

3 47, XX, +18 40 25 TN 6mm, hipoplasia de h. nasal,
disminucién de longitud radio der

4 47,XY,+21 41 16 TN 6.1mm, ausencia h. nasal, ducto vv con
onda A reversa

5 47 ,XY,+21 32 23 Ausencia h. nasal, focos hiperecogénicos
intracardiacos, intestino hiperecogénico,
dilatacién pielocalicial

6 47, XY, +18 24 28 Quiste plexo coroideo, cardiopatia (CIV),
polihidramnios y alteracién en mano no
especificada

7 47, XY, +21 39 16 14 sdg: TN 5.9mm

8 47, XY, +21 40 16 TN 5mm, h nasal presente, Doppler
tricuspideo normal

9 47, XY, +18 35 29 28 sdg: ausencia radial, CIV, pbe atresia
esofago-polihidramnios ILA 51, pbe
craniosinostosis, edema nariz

10 45, X 20 19 13 sdg: TN >3mm, h. nasal anormal; 19 sdg:
hidrops, higroma quistico, derrame pleural
y ascitis

11 47, XX, +21 41 16 12 sdg: TN 4.8mm, hipoplasia hueso nasal,
pbe regurgitacion tricuspidea

12 47, XX,+13 42 32 30 sdg: hernia diafragmatica izq. LPH
bilateral, feto femenino, pbe cardiopatia
compleja

13 45,X 23 19 19 sdg: higroma quistico, feto femenino

14 47, XX,+21 35 16 14 sdg: TN 8.1 mm, aumento en IP de
ducto wv

15 45,X 22 16.5 16.5 sdg: PN 4mm

16 47, XY, +21 38 23 22.2 sdg: PN 9.7mm, h. nasal hipoplasico,
micrognatia, hidronefrosis

17 46,XX,+13,rob(13;14)(q10;q10) 26 25 23 sdg: canal AV y arteria umbilical Unica

18 47, XX,+21 37 21 21 sdg: anomalia de Ebstein, PN 6 mm

US: ultrasonograficos; SDG: semanas de gestacion; TN: translucencia nucal; h: hueso; vv: venoso;

PN: pliegue de la nuca; CIV: comunicacion interventricular; IP: indice de pulsatilidad; AV: auriculo-

ventricular; pbe: probable; izqg: izquierdo; der: derecho.
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En cuanto al seguimiento de las pacientes hasta la resolucién de la gestacién,
de los 9 casos con T21 sobreviven a la fecha 2 mujeres y un varén, siendo
gestaciones de término, el varén con foramen oval al nacimiento, las nifias con
corazoén sano. Hubo 2/9 6bitos (22 y 23 SDG, varones ambos).

En 4/9 casos no fue posible retomar el contacto telefénico. De los 2 casos con
T13: uno nace a las 35 SDG y permanece en UCIN, su cariotipo se realizd
posnatal, fallece a los 10 dias de vida, no se realizé autopsia. El otro caso terminé
en muerte fetal de 24 SDG, y al ser una trisomia por translocacion 13;14 se solicitd
cariotipo a ambos padres, siendo normal en ambos (translocacion de novo) con lo
cual se dio el asesoramiento genético correspondiente. Uno de los 3 casos con
diagnéstico de T18 fue ébito a las 30 SDG, la madre ademas presento
complicaciones por resistencia a la insulina, no se realiz6 autopsia fetal; los otros
2/3 casos se perdieron de su seguimiento en nuestra consulta, no regresando a
atencién obstétrica en los hospitales publicos de la ciudad (ambas referidas de la
consulta del HMI, foraneas).

De los 4 casos con Turner, se documentdé muerte fetal en dos pacientes, a las
22 y 24 SDG, sin autopsia. Los otros 2/4, se perdié el seguimiento (un caso de

Oaxaca, otro de Cadereyta).
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6.3 Resultados citogenéticos.

Las muestras para el diagnéstico prenatal mediante amniocentesis, fueron
tomadas en el servicio de Perinatologia del Hospital Universitario o en el Hospital
Materno Infantil por los perinatélogos de sus servicios, y fueron enviadas a
genética previa inclusion en el estudio, contando con muestra de sangre de la
mama para andlisis protedmico.

De los casos, 14/18 se tomaron durante el segundo trimestre de la gestacion
(rango de 16 a 25 SDG); 2 casos acudieron de manera tardia al ultrasonido
estructural, y las muestras prenatales, se tomaron a las 28 y 29 semanas (tercer
trimestre). En 2/18 casos, el cariotipo se realizé de sangre periférica del recién
nacido.

Para definir a los casos (embarazo con un feto con aneuploidia) se realiz6é
cariotipo bandas GTG; en amniocitos se realiz6 en 16/18 casos, tomado por
amniocentesis. En un caso de T21 con DNA libre fetal positivo para T21 a las 12
SDG, la madre no aceptd el procedimiento invasivo y al nacimiento se tomo
muestra del neonato, corroborando la trisomia 21, regular (caso 11). En otra
embarazada, el diagnéstico de las alteraciones fetales fue tardio, acudiendo a
asesoramiento genético a las 32 SDG. No se realiza andlisis de células fetales, y
al nacer de manera prematura el bebé, se toma muestra de sangre periférica,
encontrando T13 regular (caso 12). Los cariotipos fueron procesados en el
laboratorio de citogenética del departamento de Genética (ver ejemplos de cada
aneuploidia en los cariogramas de las Figuras 4 a 8).

En aquellos embarazos en los que el resultado fueron euploides (fetos con

distintas alteraciones ultrasonograficas, con cariotipo normal), la edad
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gestacional promedio en la que se realizd la amniocentesis fue de 22.5 semanas

(rango 17 a 32 SDQG).
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Figura 4. Cariograma en liquido amniético bandas GTG del caso 14, con
trisomia 21 regular (T21); sefialado con una flecha el cromosoma extra.
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Figura 5. Cariograma en liguido amniético bandas GTG, del caso 16, con
trisomia 21 (T21) regular, con un antecedente de un hijo vivo con caracteristicas
clinicas de T21, pero sin cariotipo, descartando se tratase de un rearreglo
cromosomico familiar que haya favorecido la presentacidén de dos casos de T21
en una misma familia.
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18 (T18) regular. Senalado con una flecha el cromosoma extra.

Figura 6. Cariograma en liquido amniético bandas GTG, del caso 9, con trisomia
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Figura 7. Cariograma en sangre periférica bandas GTG, del caso 12, con
trisomia 13 (T13) regular. Se solicit6é cariotipo en liquido amniético pero la madre
rechaza el procedimiento, y al nacer (35 SDG) se realiza toma de muestra al
producto. Senalado con una flecha el cromosoma extra.
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Figura 8. Cariograma en liquido amniético, bandas GTG, del caso 10, con
monosomia del X (sindrome de Turner). Sefalado con una flecha la ausencia de
un segundo cromosoma sexual.
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6.4 Resultados protedmicos.

En 16 de las 18 mujeres embarazadas con feto aneuploide, la muestra de sangre
para los estudios de protedmica fue tomada durante el segundo trimestre de
gestacion, con un promedio de 18.5 SDG y mediana de 21.5 SDG. En las 2

mujeres restantes, en el tercer trimestre (28 y 32 SDG).

En la preparacion de las muestras se deben eliminar las proteinas mas
abundantes en el suero, que corresponden a la albumina y la inmunoglobulina G
(lgG), ambas representan alrededor del 85% del total, esto para poder realizar un
analisis adecuado y mediciones mas precisas, luego las proteinas fueron
cuantificadas mediante el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 donde se

comprobd la pérdida de las proteinas mayoritarias (Tabla 9).

Tabla 9

Concentracion proteica y deplecidn de albumina/lgG.

Muestra Concentracién inicial Concentracién luego de
deplecion Albumina/lgG
Proteina Porcentaje Proteina Porcentaje
de pérdida
Embarazadas con 14.14 100% 1.67 88.1%
feto con aneuploidia mg/dl mg/dl
Embarazadas con 13.45 100% 1.85 86.2%
feto sano por US mg/dI mg/dI
No embarazadas 14.10 100% 0.958 93.2%
mg/d| mg/dI
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Posterior al tratamiento y analisis de la muestra se obtuvieron los
cromatogramas para cada una de las muestras, las cuales presentaron
caracteristicas similares dentro de cada grupo (intragrupo), y diferencias entre
cada uno de los tres grupos analizados (intergrupo) como se muestra en las

Figuras 9, 10, 11 y 12.

Gracias a la estandarizacion del método, estos resultados fueron
completamente reproducibles y por medio del analisis posterior de todas las
fracciones de los cromatogramas en el software ProteinLynx Global Server 3.0 se

establecieron las diferencias especificas entre cada uno de los grupos de estudio.

Figura 9. Comparacion intragrupo de la fraccion 2 de cromatogramas del grupo
de mujeres embarazadas con fetos con T21 (caso 1y 5), se observa similitud
entre ambos, el inferior presenta un ruido basal mayor al superior.
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Figura 10. Comparacion intragrupo de la fraccion 3 de cromatogramas del grupo
de mujeres embarazadas con feto sano por ultrasonido, se aprecia una similitud
en la distribucién de los picos, destaca la mayor intensidad del cromatograma
superior.
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Figura 11. Comparacion intragrupo de la fracciéon 3 de cromatogramas del grupo
de mujeres no embarazadas, este grupo en particular es el que presenta mayor
similitud.
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Figura 12. Comparacién intergrupos de la fraccion 3 de tres muestras distintas:
caso 1, con T21 (panel superior), control-embarazada con feto sano por
ultrasonido (panel central) y control-no embarazada (panel inferior); hay similitud
entre los grupos de mujeres gestantes (superior y centro), en comparacion con el
cromatograma de la mujer no embarazada.

Todas las fracciones fueron exportadas al software Protein Lynx Global Server
3.0 para su analisis. La comparacién con el grupo de mujeres no embarazadas se

realiz6 para la validacién del método.

El analisis cualitativo que se realiz6 entre los grupos control (mujeres sanas y
embarazadas con feto sano por US) permite observar un incremento en la

variedad de proteinas en las mujeres gestantes (Tabla 10).
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Tabla 10

Proteinas encontradas en las mujeres no embarazadas y con embarazo con feto

A. Mujeres no embarazadas B. Embarazos con fetos sanos por US

o 1-acida glicoproteina
a 1-antitripsina

a2-HS glicoproteina
o2-macroglobulina
Apolipoproteina
Ceruloplasmina
Complemento
Hemopexina

. Serotransferrina

10. Haptoglobina

wpe-NmnE WM

sano.

1. a 1-dcida glicoproteina
2. a l-antitripsina

3. a2-HS glicoproteina

4. a2-macroglobulina

5. Apolipoproteina

6. Ceruloplasmina

7. Complemento

8. Hemopexina

9. Serotransferrina

10. al-antiquimotripsina
11. Angiotensindgeno
12. C4B1

13. Hemoglobina

14. o -1B-glicoprotein
15. Inter-a

16. Inter- a-tripsina

17. Vitronectina

18. Zinc- o2-glicoproteina

En los casos con T21, se encontraron 3753 proteinas, 290 de ellas se

presentaron también en el grupo de las mujeres con embarazo sano, por lo que

se realiz6 un analisis de expresion, segun la comparacién con el grupo control

(Figuras 13y 14).
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Figura 13. Perfil de expresion normalizado de 290 proteinas del grupo de
mujeres con embarazos con feto sano por ultrasonido.

Proteins : 290 out of 3753 Proteins

[ T T T R R T T T |

R T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TR TR T T TR T T T T SR S SR B

-2 -0 2
LagE Profila Hormal

Figura 14. Perfil de expresion comparativa entre los casos con T21 y mujeres
embarazadas con feto sano por US. Las proteinas del cuadrante inferior
izquierdo son subexpresadas, mientras que, en el cuadrante superior derecho,
se encuentran las sobreexpresadas, respecto al grupo de mujeres embarazadas
con feto sano.



6.4.1 T21

Las proteinas que presentaron una expresion superior en el grupo de mujeres

embarazadas con feto con T21 con respecto a las mujeres con feto sano se

muestran en la Tabla 11. Las proteinas con la menor expresion en el grupo de

mujeres con embarazo con feto con T21 con respecto a mujeres con feto sano

(Tabla 12).

Y las proteinas unicas para el grupo de pacientes con feto con T21 (Tabla 13).

Interactoma de una proteina de este grupo, Figura 15.

Tabla 11

Proteinas sobreexpresadas en embarazo con T21.

macroglobulin

de la via del
complemento

Proteina Gen Locus Funcién molecular Proceso
bioldgico
Complement C4B 6p21.33 Union al Activador del
protein C4B complemento complemento,
frameshift mutant respuesta
inflamatoria
IgG L chain FCGRT 19913.33 Transfiere Ac IgG Inmunidad
maternos al feto a adquirida
través de placenta
Angiotensinogen AGT 1942.2 Se expresa en Regulador de
higado, en respuesta presion arterial,
a la baja de tensién angiogénesis,
arterial via renina envejecimiento,
sefalizacion
celular
Complement C3 C3 19p13.3 Unioén a receptores y Activacion del
cofactor, union a complemento,
lipidos y proteinas angiogénesis,
coagulacion.
Inflamacién aguda
y cronica
Alpha-2- A2M 1g42.2 Regulador negativo Unién a proteinas
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VH3 protein DUSP5 10g25.2 Tirosin/serin/treonin Proliferacién y
cinasa diferenciacion
celular
Immunoblobulin VHCH1 140932.33 Unién de antigenos Fagocitosis
G1 Fab heavy
chain variable
region
Ig alpha-2 chain IGHA2 14932.33 Union de antigenos, Respuesta
C region migracion leucocitos inmunolégica
Apolipoprotein A- APOA2 1923.3 Unién a receptor de Respuesta
Il apolipoproteina, inflamatoria
unién a colesterol y aguda,
transporte homeostasis de
colesterol
Plasminogen PGL 6026 Activado por Desarrollo
protedlisis y embrionario,
convertido a remodelamiento
plasmina, disuelve tisular, invasién
fibrina en suero tumoral,
inflamacion,
ovulacién
Tabla 12
Proteinas subexpresadas en embarazo con T21.
Proteina Gen Locus Funcion Proceso
molecular biolégico
Ig kappa chain C IGKC 2p11.2 Unién de antigenos Respuesta
region inmunolégica
Ig kappa chain GKV3-20 2p11.2 Union de antigenos Respuesta
V-Ill region SIE inmunolégica
Serotransferrina TF 3022.1 Unién y transporte Organizacién de
de hierro iénico filamentos de
actina, respuesta
celular a ion
hierro
Haptoglobina HP 16922.2 Antioxidante, unién Procesos
a hemoglobina, inmunes,
union a proteina regulador
negativo de
procesos
catabdlicos de
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peréxido de
oxigeno
Alfa 1- SERPINA1 14932.13 Inhibe elastasa, Unién a
antitripsina pero no tripsina. proteasas,
Actividad complemento y
proteolitica. coagulacion
Protege via
respiratoria y tracto
intestinal de
proteasas
Transferrina, TFRC 3929 Unién y transporte Organizacion de
isoforma CRA-c de hierro iénico filamentos de
(receptor) actina, respuesta
celular a hierro
Ig mu cadena C IGHM 14932.33 Presentan Respuesta
region antigenos a células inmunoldgica
B

%7 STRING I

Figura 15. Interactoma de la alfa 1-antitripsina (SERPINA1). De manera directa
se relaciona con el plasminégeno (PLG), el factor transformante beta-1 (TGFB1)
y con vitronectina (VTN).
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Tabla 13

Proteinas Unicas en embarazo con feto con T21.

Funcion Proceso
Proteina Gen Locus .
molecular biolégico
C4b-binding Unién a RNA Poli | Via clasica del
ggﬁm alpha C4BPA 1932 Ay a proteinas complemento
Inter-alpha-trypsin endopeptidass. | Céluas
|nh|p|tor heavy ITIHT 3p21.1 Transportador de fagociticas
chain H1 hi
ialuronato
. Transporte de Homeostasis del
Hemopexin HPX 11p15.4 Hemo a higado hierro
Actividad
antioxidante,
. . unién y Homeostasis
Apolipoprotein E APOE 19q13.32 transporte de lipidos. Alzheimer
colesterol y
lipidos,
Unién a heparina,
zinc; inhibe
Kininogen 1 endopeptidasa; .
isoform CRA’ b KNG1 3027.3 Regulador Coagulacion
— negativo de la
coagulacion y
protedlisis
Unién a heparina,
glucoproteina y
Beta-2- APOH 17q24.2 | activador de Coagulacion
glycoprotein | lipoprotein-lipasa.
Previene via
intrinseca
. Unién a proteinas P rocesog
Alpha-1-acid ORM1 9932 de fase aguda de nmunes: ,
glycoprotein inflamacion regulador negativo
de TNF e IL6
Transmembrane Prc()jteql[lsg y Desarrollo,
protease serine TMPRSS13 11923.3 ﬁ:‘e doig'd(;s's infeccion,
13 por tumorigénesis
receptor
Mediador de
Tg"’h"'ke protein |y Hi 12 1932.1 g%?;ip;g?”"e Autoinmunidad
ubiquitinizacién
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proteica,
involucro en via
Wnt

Unién a heparina
y a heparan

Complement CFHR1 1931.13 proteoglicanos, n’l?é??ghsmo
factor H st Activador del ] cgagulécién
complemento via
alterna
Involucrada en
Alzheimer,
Parkinson,
enfermedad -
Alpha-1- SERPINA3 | 14q32.13 | hepatica y Inhibidor de
antichymotrypsin EPOC; participa proteasas
en la conversién
de angiotensina 1
a2
Morfogénesis
celular,
mantenimiento de
ATPasa, union a mielina en SNC,
chaperona, uniéon activacién de
. a proteinas mal microglia,
Clusterin CLU 8p21.1 plggadas, union a regulacion
protein-ubiquitin negativa de beta
ligasa amiloide,
regulador negativo
de respuesta a
dano a DNA
Unién a
colesterol,
inhibidor de
Apolipoprotein C- actividad lipasa, Metabolismo de
h APOC3 19233 | niéna lipidos
fosfolipidos.
Componente de
VLDL y HDL
Unién a hierro y
proteinas en
Melanotransferrin MELTF 3929 ;nxatl:gi elular Eig?;;aostams de
regulador positivo
de plasminégeno
Respuesta a
Vitamin D-binding | 5 4133 Unién a a[():tina v ﬁitéiﬁfr't’e e
protein vitamina vitamina D y
lactancia

Las proteinas expresadas Unicamente en mujeres embarazadas con feto con

T21 fueron clasificadas de acuerdo a la ruta bioldgica en la que participan,
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encontrando que la mayoria se involucran en la coagulacion y la via del

complemento, seguido de respuesta inmune (Tabla 14).

Tabla 14

Distribucion de las proteinas encontradas exclusivamente en embarazos con

feto con T21 segun su ruta bioldgica.

Ruta bioldgica %
Complemento y/o coagulacion 33
Respuesta inmune 20
Metabolismo del grupo hemo 13
Proteinas de union 13
Otras 6

6.4.2 Trisomias 13y 18

En esta serie de casos se encontraron 2 con trisomia 13 y 3 casos con trisomia
18, se decidi6é hacer un pool entre la informacién obtenida del andlisis protedmico
de estas muestras para elevar la consistencia de los datos, formando el grupo de
“Trisomias”. Las proteinas que presentaron una expresion superior en el grupo de
mujeres embarazadas con feto con alguna trisomia con respecto a las mujeres
con feto sano se muestran en la Tabla 15. Las proteinas con la menor expresion
en el grupo de mujeres con embarazo con feto con Trisomia con respecto a

mujeres con feto sano en la Tabla 16. Y las proteinas Unicas para el grupo de
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pacientes con feto con Trisomia se sefialan en la Tabla 17. Ejemplo de un

interactoma presente en este grupo, Figura 16.

EVA1A

TGFB1

Figura 16. Interactoma de la Layilina (LAYN). Al ser una proteina de reciente
descripcidn, hay poca informacion en las bases de datos protedmicos para
construir virtualmente las redes de relaciones con otras proteinas. NF2,
neurofibromina 2 o merlina; EVA1A, Eva-1 Homolog A, Regulator of

Programmed Cell Death TGFB1, factor transformante beta-1. STRING v.10.5.
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Proteinas sobreexpresadas en embarazo con trisomia 13 o0 18.

Tabla 15

\Valor de
. Locu e Proceso < -
Proteina Gen s Funcion biolégico ﬁxpresm
Inicio de
traduccion, Senfalizacion
6021 3 splicing intracelular.
Helicase SKIV2L 3p : nucleary Embriogénesis, 5 81
SKI2W mitocondrial, espermatogénesis '
ensamblado , crecimiento y
del ribosoma y division
spliceosoma
Transporter
5 rﬁi-li—:g TAP1 8213 | o e oo
3 Inmunidad 12.30
Cassette de
Subfamily B granulocitos
Member
50"!‘6 SLC41A 12g23. Transporte de Trapsportadqr
carrier > 3 Mg en (azlcares, bilis, 5.33
family 41 membrana acidos organicos, :
member 2 metales, aminas)
Susceptibilida
Interferon d a infeccion
gamma IFNGR1 6623.3 FI)-loerlicobaCter Inmunidad 2.80
receptor 1 pyloriy
micobacterias
Dominio de
. unién a
ggggﬁ;ﬂg MAP4 :13p21 -3 microtibulos Ensamblaje de .03
protein neuronales; se microtUbulos '

asocia a la
proteina tau
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Proteinas subexpresadas en embarazo con trisomia 13 o 18.

Tabla 16

iy Valor de
, Funcion Proceso .
Proteina Gen Locus molecular biolégico :xpresm
Transcriotion Iniciador de Embriogénesi
factor Illg 90 GTF2B 1p22.2 transcripcién s, crecimiento 6.36E-04
kDa subunit por la RNA y division
polimerasa Il celular
Transportador
de protones
MT- chrMT:8,52 transmembran Co
ATP synthase ATP6 7-9,207 a, sintesis de Envejecimient 5 543
subunit a 0
ATP,
respuesta a
hiperoxia
Receptor de
C-C o Desarrollo y
chemokine CCR10 17921.2 citocinas, homeostasis
efectores en . ! . 0.036
receptor type SNC y de inmunidad;
10 endotelio angiogénesis
Glucagon-like GLP2R 17013.1 Recelptor | Sefializacié
eptide 2 7p13. acop ado a efalizacién 0188
?ece tor sistema de neuroactiva '
P proteinas G
Malate Oxidacion Metabolismo
. MDH1 2p15 reversible de energético
deshidrogenas . 0.184
e, cytoplasmic malato a (ciclo de
’ oxalacetato Krebs)
Determina el
. is6topo del Senalizacién
Irg Téuncham C [GHM. 14q32.33 anticuerpo celular e 0.0174
9 para efectuar inmunidad
inmunidad
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Receptor de
hialuronato. L,
- LAYN | 11q23.1 Encontrada Adhesion
Layilin celulary 0.068
elevada en movilidad
cerebro en
Alzheimer
Proteina de
BRF1 gg'f“e?;g:;] Iniciacion de
homolog, BRF1 14932.33 enés ara transcripcion 5.59E-04
subunit of RNA genes p por RNA
polymerase lll tRNA, 55 polimerasa Il
rRNA y otros
microRNAs
ZC3H13 ZC3H1 Procesamient .
protein 3 13q14.13 o de RNA Ciclo celular 0.177
Tabla 17
Proteinas Unicas en embarazo con feto con trisomia13 o 18.

. .. Proceso
Proteina Gen Locus Funcién molecular biolégico
Kielina-cordina Potencia Ia.proteina Senalizacién
. KCP 7932.1 morfogenética 6sea ;
like intracelular

(BMP)
Recentor 5 Proliferacion y
uimigcina CCR5 3p21.31 diferenciacion de Inmunidad
9 granulocitos
Desarrollo de rinén,
Cadherina 16 CDH16 16922.1 uniones mediante Adhesion celular
Ca++
Regulacion de
Proteina endocitosis, .
STONA STON1 2p16.3 transporte por Endocitosis
clatrinas
E3 ubiquitin-
protein ligasa MDM2 129q15 Supresor tumoral Tumorigénesis
Mdm2
Componente del
. , complejo distrofina, Proteina
Distrobrevina DTNA 18g12.1 1 unién con Zn. estructural
Asociado con VI no
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compactado y otras
cardiopatias

protein

citoesqueleto,
supresor tumoral

congénitas
Integrina beta ITGB2 21922.3 Respuesta inmune y Inmunidad
adhesién celular
Condroitin sulfato,
Brevican BCAN 1023.1 promueve crecimiento Proteina
’ y motilidad celular en estructural
tumores cerebrales
Fosforila diacilglicerol
L produciendo acido e
gf:élglgg rol DGKH 13g14.11 fosfatidico; promotor ﬁ]?rr;i“ezljg fn
de crecimiento celular
(trastorno bipolar)
IQ motif Proteina de superficie
containing celular, regula Superficie
GTPase IQGAP2 5913.3 desarrollo, activacion, celular,
activating crecimiento y tumorigénesis
protein 2 movilidad celular
Proteina Queratinizacién
. KRTAP19- Queratinizacion y y desarrollo
asociada a 21g22.11 . . ! :
: 3 desarrollo embrionario embrionario
Keratina 19-3
Unién a actina y
Ras GTPase- calmodulina
activating-like IQGAP2 5q13.3 ’ Citoesqueleto

6.4.3 Turner

Las proteinas con una expresion superior en el grupo de mujeres embarazadas

con feto con Turner con respecto a las mujeres con feto sano se muestran en la

Tabla 18.

Las proteinas con la menor expresion en el grupo de mujeres con embarazo

con feto con Turner con respecto a mujeres con feto sano en la Tabla 19. Y las

proteinas unicas para el grupo de pacientes con feto con Turner se sefialan en la
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Tabla 20. Ejemplo de un interactoma observado en Turner, Figura 17. Ver Tabla

21 para las rutas biolégicas de las proteinas halladas en T13 0 18 y en Turner.

Proteinas sobreexpresadas en embarazo con feto con Turner.

Tabla 18

iy Valor de
, Funcién Proceso .
Proteina Gen Locus molecular biolégico vre‘xpresm
U3 Small Biogénesis de
Procesamiento ribosomas.
Nucleolar RNA- ]
Associated WDR43 2p23.2 en nucléolo del Desarrollq b 773
Protein 5 pre-188 RNA cr,aneofacnal
Homolo ribosomal células de la
g cresta neural
Magnesio,
Solute carrier glucosa, sales
family 41 gLC4 1A 12923.3 | biliares, acidos gg?nsporta- 5.58
member 2 organicos,
metales
Centrosomal CEP170 | 1943 Organizacion Ciclo celular 439
protein 170kDa 9 del microtibulo '
Adhesién
Protocadherin PCDHA 5031 3 celular calcio Adhesion 108
alpha-6 6 a3t dependiente en celular ’
cerebro
Late cornified S Desarrollo de
envelope 1C LCEi1C 1921.3 Queratinizacion epidermis 3.42
Parte del
complejo R
. epresor
Protein EMSY  |EMSY | 11g13.5 | Metilransieras | o ripciona  3.22
a-H3, represor |
transcripcional
de BRCA2
Tumorigénesi
Regula S,
Granulin GRN 17921.3 crecimiento cicatrizacién, 2.88
celular embriogénesi
S
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Lysophosphatid b . .
. ; 19p13.1 Movilizacién de Diferenciacion
|2c acid receptor LPAR2 y calcio endotelial 5.41
Supervivencia CS::IB?;;/lvenma
Hepatocyte ﬁqeilurl:é’ién migracioén
growth factor MET 7g31.2 celgular e celular e 4.17
receptor invasién. invasion.
o Embriogénesi
Embriogénesis S
TATA box- Componente
binding protein- P . Transcripcion
associated TAF1C 160241 dglrgcl);nplejo dependiente b 74
factor RNA q=t- tpranscripcién de RNA :
gﬁLylﬂciatrgse I SL1/TIF-IB polimerasa |
Redes
filamentosas Matriz
Matrilin 2 MATNZ2 8022.1 extracelulares extracelular 3.35
en varios
tejidos
Maduracién
Cadherin 5 CDH5 16921 Unién a calcio vasos 3.66
sanguineos
Receptor
transmembran
a que participa
en el
Plexin-B2 PLXNB2 | 22qi3 | Crecimientode —j Unioncelula- 1, o5
axones y célula
migracién
celular en
respuesta a
semaforinas
Deacetilacion Represién
de los residuos epigenética:
de lisina en la progresién de
Histone parte N- ciclo celular,
deacetvlase 5 HDAC5 17921.3 terminal de las eventos del 3.56
y histonas del desarrollo,
core (H2A, regulacion
H2B, H3 and transcripciona
H4) I

*Nivel de confiabilidad de expresién: 0.6-1.0. Ratio -1.5 a +1. Expresién de proteina >1 significa
sobre-expresion, mientras que <1 es sub-expresion.



ADAMTS12

Figura 17. Interactoma de la Matrilina 2. La clave de colores de las lineas
conectoras indica: fucsia, interaccion determinada experimentalmente; aqua,

filtrado de bases de datos; verde, prediccion por genes vecinos; STRING v.10.5.
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Proteinas subexpresadas en embarazo con feto con Turner.

Tabla 19

Funcion Proceso b N0
Proteina Gen Locus molecular biolégico ﬁxpresm
Transcriptio Iniciacion de la
n factor IIB transcripciéon por Factor de i
90 kDa GTF2B 1p22.2 la RNA transcripcion 9.59E-04
subunit polimerasa Il
Complemen Via clasica de la .
G4 C4B 6p21.3 coagulacién Coagulacién 0.029
C-C Desarrollo, _Slstema
chemokine CCR1 17g21.2 homeostasis nmuney 0.061
receptor 0 st inmunidad en znglogenem ’
type 10 SNC, endotelio
Estimula el
Glucagon- crecimielnto Sefial
) . intestinal, enalizacién
|2Ikre;£>g p’fclzaC:e GLP2R 17p13-1 estimulo de intracelular 0.166
P vellosidades en
intestino delgado
Reconoce al
factor de
crecimiento Factor de
Transcriotio derivado de transcripcion
P TCF20 22913.2 plaguetas para el , induce 0.093
n factor 20 . o
promotor de migracion
metaloproteinasa celular
3 de matriz
extracelular
BRF1
homolog
o TATA Box
subunit of o . Factor de
RNA BRF1 14932.33 Binding Protein transcripcion 9.98E-04
(TBP)
polymerase
1
Reconocimiento
Ig mu chain célula-célula. Sistema
C region IGHM 14q32.3 Receptor de inmune 0.017

superficie celular
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Proteinas Unicas en embarazo con feto con Turner.

Tabla 20

Proteina Gen Locus Funcién Proceso
biolégico
Receptor 5 CCR5 3p21.31 Proliferacion y Inmunidad
quimiocina* diferenciacion de
granulocitos
Integrina alfa ITGAE 17p13.2 Junto con E-cadherina Inmunidad
forma el Ag asociado humoral.
mucosas- linfocito 1 Inflamacion y
humano, presente en fibrosis
linfocitos intraepiteliales
del intestino
Grancalcina GCA 2924.2 Proteina de unién a calcio, Inmunidad
presente en PMN y celular
macrofagos
Proteina MAP1S 19p13.11 Anclaje de microtlibulos a Ciclo celular
asociada a centrosomas. Unién a
microtibulos DNA
Pecanex-like PCNX2 1g42.2 Inestabilidad de Tumorigénesis
protein 2 microsatélites en colon,
citoesqueleto y molécula
de adhesion
Proteina STONT1 2p16.3 Regulacion de endocitosis Endocitosis
STONT1
Proepiregulina EREG 4013.3 Ligando del receptor del Inflamacion,
factor de crecimiento cicatrizacion,
epidérmico maduracién
de ovocitos,
proliferacion
celular
Puratrofina 1 PLEKHG4 16922.1 Factor de intercambio de Senalizacion
guanina en citoesqueleto y intracelular
Golgi. Es modificador en
Gaucher
Tetraspanina CD151 11p15.5 Proteina de superficie Superficie
celular, regula desarrollo, celular
activacién, crecimiento y
movilidad celular. Ojo,
rindn y sistema inmune
Cadherina 4 CDHR4 3p21.3 Desarrollo de SNC, Adhesion
uniones mediante Ca++ celular

El SNV en CCR5 9.46369445G>T se asocia con progreso acelerado a SIDA en linfocitos T

humanos
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Tabla 21

Distribucién de las proteinas de embarazos con T13 o T18 y Turner, segun la
ruta bioldgica en la que participan (STRAP¥).

Ruta bioldgica %
TRISOMIA 130 18
Procesos celulares 45
- Energia (mitocondria)
Senalizacién celular 19

Otros (tumorigénesis)

Respuesta inmune

Desarrollo embrionario 5
TURNER
Procesos celulares 55
- Union célula-célula
- Estructural
Regulacion celular 11
Localizacién

Respuesta a estimulos

Respuesta inmune
*STRAP: editor for STRuctural Alignments of Proteins




CAPITULO VII

7. DISCUSION

7.1 Diferencias del perfil protedbmico de la mujer embarazada y no embarazada.

La protedmica es el estudio descriptivo, cuantitativo y cualitativo de proteinas en
una unidad bioldgica. El proteoma no es solo la suma de proteinas que se derivan
de la traduccién del genoma, ya que las proteinas difieren significativamente en su
estabilidad y recambio, estan sujetas a modificaciones postraduccionales e
interactian con otras proteinas para formar complejos estructurales y funcionales.
Por lo tanto, el perfil proteémico es multifacético y dinamico, tanto espacial como
temporalmente, pues refleja diferentes periodos de la diferenciacion y el estado

celular, esto es distinto entonces en situaciones fisiolégicas como de enfermedad.

La comparacién del perfil protebmico del suero en mujeres embarazadas
realizado en estudios previos no habia sido confrontada con el de mujeres no
embarazadas (Nagalla, 2007; Koster, 2009; Kolialexi 2010; Narasimhan
2013).233031.33 En el presente trabajo se decidié incluir un grupo de mujeres no
embarazadas, lo que permiti6 discernir proteinas que se expresan durante el
embarazo, algunas de las cuales habian sido reportadas como de relevancia en
otros trabajos y propuestas como potenciales biomarcadores de aneuploidias,
algunas se presentaron también en la mujer no embarazada, lo cual descarta su

papel como indicador de riesgo.
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Primeramente, se encontraron diferencias en la cantidad de proteinas
expresadas en estos grupos de mujeres, en las no embarazadas se hallaron 24
proteinas en promedio por muestra (10 presentes en las 12 mujeres sanas no
embarazadas) y fueron 60 proteinas en promedio por muestra en las gestantes (18
proteinas presentes en las 10 mujeres embarazadas), esto representa un aumento
del 25%. Esto refuerza el concepto de que el embarazo es un estado de
hiperproduccion de complejas relaciones entre factores materno-placentarios-

embrionarios/fetales.

De forma cualitativa, las proteinas que se encontraron sélo en el grupo de
embarazadas fueron: angiotensindgeno, C4B1, hemoglobina, a -1B-glicoproteina,
inter- a, inter- a-tripsina, vitronectina y zinc- a2-glicoproteina. Si bien casi todas
estas proteinas se encuentran de forma abundante en el suero, también se han
reportado en la matriz extracelular y el hueso. Estan implicadas en la adhesién
celular para participar en la hemostasia, regulacion de la tensién arterial y
malignidad tumoral.®* Su presencia durante el embarazo denota un aumento en la
regulacion de factores séricos para la adecuada implantacibn embrionaria y
comunicaciéon entre el flujo sanguineo entre la madre y el feto a través de la

placenta.

Se incluyeron los tres grupos de mujeres para poder establecer las diferencias
entre el proteoma de embarazo en condiciones fisioldégicas y patolégicas, de
embarazos con feto con T21, T13, T18 y sindrome de Turner, tomando como

estandar interno de referencia, al grupo de mujeres no embarazadas.
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La mediana de edad en el grupo de mujeres no embarazadas fue 28 afos; el
grupo de mujeres embarazadas con feto sano por ultrasonido presenté una mediana
para la edad de 25 anos, y la mediana para el grupo de casos de mujeres con
embarazo con feto con T21 fue de 37 afos; en T18 la mediana fue de 35 afos. Sélo
estas aneuploidias se asociaron a lo reportado como factor de riesgo para no

disyuncion, la edad materna de 35 afios 0 mas.% 4

7.2 Cariotipo fetal en embarazos con fetos con alteraciones por ultrasonido.

Si bien los datos ultrasonograficos de los casos (Tabla 8) corresponden a los
datos mas comunmente reportados en las aneuploidias (translucencia nucal
aumentada, malformaciones mayores varias), de los 9 casos con T21, cinco casos
también presentaban ademas hipoplasia de hueso nasal, y los 9, translucencia
nucal aumentada-pliegue nucal aumentado, por lo que podemos decir que el
indice de deteccion para nuestra muestra solamente tomando en cuenta la
translucencia nucal / pliegue nucal es de 64%, lo que concuerda con la literatura
donde se reporta un indice de deteccidn solo con estos marcadores de 60%. De
los tres casos con T18, dos presentaron una alteraciéon reportada en el US; un
caso de T18 se sospech6 por la presencia de arteria umbilical Unica, dato
frecuente en sindrome de Edwards; los dos casos con T13 presentaron una
malformacion cardiaca: canal auriculo-ventricular y cardiopatia congénita
compleja no especificada (como ocurre en el 80% de los casos con sindrome de
Patau); los defectos cardiacos mas descritos en este sindrome son las

comunicaciones interauriculares e interventriculares. De los 4 casos con Turner,
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3 presentaron higroma quistico, siendo este el hallazgo prenatal mas frecuente,

gue comunmente evoluciona a hidropesia fetal.

De las 9 pacientes incluidas en el grupo de embarazadas con feto con T21, a
ocho se les realizé cariotipo en liquido amniético y en un caso se realiz6 cariotipo
en sangre periférica de manera posnatal; todos los resultados obtenidos
correspondieron a trisomia regular, como sucede hasta en el 90-95% de los casos
de sindrome de Down, a este tipo de trisomia se le conoce también como regular.
La trisomia regular es el resultado de una no disyuncion cromosémica en la
division celular, en T21 generalmente ocurre durante la meiosis | materna, cuando
un évulo que presenta una divisién desigual durante la meiosis | deja una de sus
células hijas con dos copias del cromosoma 21, mientras que la otra permanece
sin ninguna copia; posteriormente, este évulo con dos copias, es fertilizado por un
espermatozoide normal (haploide o con una copia del cromosoma 21),
provocando la trisomia en el cigoto resultante.’ Hubo un caso con recurrencia de
trisomia 21 regular, esto sucede en menos del 1% de los padres; aunque no se
consideran hereditarios, aun no se conoce por completo la causa de esta
situacién, algunos casos raros de recurrencia pueden deberse al mosaicismo
gonadal en alguno de los padres. Del total de los resultados, seis fueron 47,
XY,+21 correspondiente a individuos masculinos con T21 y tres fueron 47, XX,+21
correspondiente a individuos femeninos con T21. Los 3 casos con T18 fueron
trisomia regular, 2 de ellos masculinos. A diferencia de lo mas reportado en T21
como una no disyuncion en meiosis |, en T18 se presenta con mas frecuencia en

meiosis Il (mas del 50% de los casos), este fendmeno es Unico de la trisomia 18;
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el riesgo de recurrencia es menor al 1%.2 Un caso de los 2 con T13 se presentd
en forma de trisomia por translocacién entre los cromosomas 13 y 14; esta
translocacién Robertsoniana es la mas frecuentemente reportada en el humano,
y a diferencia de T13 y 18, en T13 existe una mayor proporcién de casos debidos
a translocacion (cerca del 20%),%® como parte del asesoramiento genético se
solicité cariotipo en ambos padres, estableciéndose su origen de novo, con lo cual

se dio un riesgo de recurrencia del 1% para futuros embarazos.

El seguimiento luego de la resolucion del embarazo no fue parte de los
objetivos de este trabajo, sin embargo, es importante comentar que solamente 3
ninos de los 18 casos sobreviven actualmente; los 3 con T21, 2 son ninas sin
alteracién cardiaca, y un nifio con persistencia del conducto arterioso (PCA) que
no requirié cirugia. La cardiopatia congénita es la primera causa de mortalidad en
T21, y esta presente en mas del 40% de los casos; los tipos mas comunes son el
canal auriculo-ventricular y la comunicacion interventricular. La esperanza de vida
en T21, si no esta comprometida por las cardiopatias, complicaciones neoplasicas

o infecciosas, se espera sea cercana a lo normal, un 40% llega a vivir 60 afos.%¢

7.3 Perfil protedmico de las distintas aneuploidias.

Las proteinas encontradas en T21 participan en la via de coagulacién y del
complemento (33% de las proteinas de este grupo), como la proteina de unién a
C4b (1p32), el factor H del complemento (1g31); ambas halladas durante el primer
trimestre de embarazos que desarrollan preeclampsia.’” Su presencia en T21

puede deberse a un desequilibrio entre su produccién y remocion placentaria.
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También se encontr6 el plasmindgeno, esta proteina disuelve la fibrina de los
coagulos y es un factor proteolitico en una variedad de procesos incluido el
desarrollo embrionario, remodelacion de tejido, invasién de tumores e inflamacion,
participa ademas en la formacién de placas de beta amiloide.3* Seguidas por
proteinas de respuesta inmune (20% de las proteinas halladas en T21), destacan
la alfa glucoproteina acida (9932), con funcién reguladora en el sistema inmune y
la beta 2- glucoproteina 1 (17g24), que ademas participa en la angiogénesis, sus
anticuerpos se relacionan con las pérdidas gestacionales del primer trimestre en
enfermedades reumaticas, como el lupus eritematoso sistémico.3* El 13%
siguiente corresponde a proteinas del metabolismo del hierro y el grupo hem,
como la melanotransferrina (3g29) y la hemopexina (11p15), involucradas en
series con pérdida gestacional recurrente.3® Con una frecuencia similar (13%), se
encontraron proteinas de union celular, como el kininégeno 1 (3g27), que ha sido
implicado en el desarrollo de la translucencia nucal fetal, cuyo aumento representa
el marcador ultrasonogréafico con mayor indice de deteccién para T21 y las otras
aneuploidias autosémicas.®®* Mencién aparte merece la ApoE (19q13), proteina
que interactia con APP (21921) en la formacién de beta amiloide en las neuronas,

hallazgo encontrado en Alzheimer.40

En T13-18, 45% de las proteinas identificadas estan implicadas en procesos
celulares, la mayoria de ellos en la obtencibn de energia (metabolismo
mitocondrial y lipidico), 19% con sefalizacion celular, como la kielina-cordina like
(7932) que potencia a las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), la layilina

(11928) encontrada en piezas patolégicas cerebrales de pacientes con
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Alzheimer.3* El 8% de las proteinas, participan en tumorigénesis, como el brevican
(1923) en tumores cerebrales, la MDM2 (12q15) con funcidon supresor de tumores,
la proteina Ras GTPasa-activadora like, que ademas se desempefia como un
factor de movilidad celular. Un 5% de las proteinas, promueve el correcto
desarrollo embrionario, como la proteina asociada a la keratina 19 (21g22) en la
queratinizacion del producto, el iniciador de la trascripcion mediante la RNA
polimerasa tipo I, que ademas participa en la induccién del crecimiento y divisién
celular (encontrada 0.000636 veces subexpresada respecto a los embarazos
normales) y la helicasa SKI2W (6p21) con accion central en el inicio de traduccion,

splicing nuclear y mitocondrial, ensamblado del ribosoma y del spliceosoma.3*

Y en Turner, mas de la mitad de las proteinas encontradas (55%) participan en
procesos celulares de union célula-célula o como parte estructural de la matriz
extracelular, como la proepiregulina y la cadherina 4, la matrilina 2, protocadherina
alpha-6, seguidas de participacion en procesos de regulacion (11% de las
proteinas de Turner) como la plexina-B2, granulina y el receptor del factor de
crecimiento del hepatocito; y 7%, proteinas de inmunidad, como el receptor tipo

10 de C-C quimiocina.3*

Con respecto a otros estudios protedmicos en aneuploidias fetales (Tabla 22),
en T21 diversos biomarcadores han sido reportados, sin embargo, la mayoria de
los estudios se basan en ensayos cualitativos mediante 2D-DIGE y iTRAQ, como
el caso Nagalla 2007 y Kolla 2010; Kolialexi en 2008 sefiala con ayuda de MALDI-
TOF 8 proteinas sobre expresadas en sueros de mujeres con embarazo con T21,

y la clusterina dentro de las proteinas subexpresadas; en nuestro estudio, la
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clusterina se encontr6 Unicamente en los casos con sindrome de Down.
La clusterina (CLU, 8p21.1) pertenece a una familia de proteinas extracelulares
que regulan la formacion y la eliminacion de la proteina amiloide (APP, 21921.3).
Los niveles elevados de clusterina se han observado en el cerebro y el liquido
cefalorraquideo de pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) y se han
sugerido su participacion en la patogénesis de la enfermedad. Es frecuente que

los pacientes con T21 desarrollen EA a una edad precoz.

Narasimhan, en Singapur en 2013, describe 37 proteinas uUnicas en 6
embarazos con T18, y propone un “perfil de trisomias”, entre las proteinas que
destacan se encuentran ApoE, ApoH, TTR (transtiretina); en nuestro estudio
también encontramos ApoE (apolipoproteina E, APOE, 19g13) pero unica en
casos con T21, ApoE tiene un papel importante en la homeostasis de lipidos a
nivel cerebral, asociada a riesgo para EA; ApoH no se encontré en nuestro
estudio, pero si otra apolipoproteina, la A2 (sobreexpresada) y a la proteinas de
unién a la vitamina D (VDBP) como unica. ApoA2 (APOA2, 1923) también
participa en el metabolismo de los lipidos, especificamente del colesterol, y VDBP

(GC, 4913.3) en procesos de respuesta a estradiol.

Por su parte el grupo francés de Mange et al, en 2008 evalua el liquido
amniotico de 9 T21, 4 T18 y 2 T13, mediante tecnologia SELDI-TOF(Surface-
enhanced laser desorption/ionization) y determina que en los casos de Edwards y
Patau se encuentra una mayor cantidad de proteinas subexpresadas (28 vs 12
sobre expresadas);*! esta situacion también se presentdé en nuestro estudio,

siendo mucho mas numerosas las proteinas subexpresadas (9 versus 5), con un
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papel en el ciclo celular (proteina ZC3H13, 13q14.13), envejecimiento (subunidad
ade la ATP sintasa ,MT-ATP6) y sefalizacion neuroactiva (layilina, LAYN, 11923).
La primera de ellas destaca, ademas de su locus (en el cromosoma 13), por el rol
de procesamiento de RNA durante el ciclo celular; en las proteinas unicas del
grupo de trisomias 13 y 18 otra proteina tiene locus 13q14.11, la diacilglicerol
cinasa eta (DGKH) promotor del ciclo celular, relacionada en estudios de trastorno
bipolar; y la distrobrevina (DTNA, 18q12.1), proteina estructural en el complejo de
la distrofina, se ha relacionado su disfuncién a la génesis del ventriculo izquierdo
no compactado y a otras cardiopatias congénitas graves, condicién que se ha
mencionado ya como causa numero uno de la mortalidad posnatal de estas

aneuploidias autosémicas.

Es importante mencionar que, si bien se traté de un estudio de proteémica y
no es indispensable encontrar una correlacion directa con los loci de las proteinas
encontradas con la aneuploidia revisada, sélo en este grupo se hallaron proteinas
codificadas por genes localizados en estos cromosomas. La subunidad a de la
ATP sintasa es una proteina codificada por el DNA mitocondrial, no hay otro
reporte de estudios de protedmica en aneuploidias prenatal que haga mencion de
la deteccion de proteinas con esta indole, situacion que trasciende por su
participacion en el envejecimiento, dato clinico presente de manera subjetiva en
sindrome de Edwards, ya que al nacimiento puede ser caracteristico el aspecto

postérmino de estos bebés.

Por dltimo, la layilina funciona como receptor de hialuronato y ha sido

encontrada en cantidades elevadas en las autopsias cerebrales de EA, asociada
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a un proceso de degeneracién neuronal.?* En 2016 en Taiwan, Hsu encuentra en
liquido amniotico de 6 embarazos con T18, 12 proteinas Unicas en esta condicién,
nuevamente mayor cantidad de proteinas subexpresadas, como la proteina de
union a vitamina D, la alfa 1-antitripsina, el factor de crecimiento similar a la
insulina y la transtiretina (VDBP, A1AT, IGFBP1, TTR, respectivamente).®? La
VDBP y en nuestro analisis se encontr6 solamente en los casos con T21; la alfa
1-antitripsina (SERPINE1, 14932.13) tiene una funcién de protedlisis en tejido
pulmonar, su deficiencia se relaciona con fibrosis pulmonar y hepatica; en nuestro
estudio la A1AT se encontré subexpresada en T21, mas no en el grupo de
trisomias 13 y 18. La IGFBP1 (IGFBP1, 7p12) es una proteina de expresion
hepéatica, es importante para la migracién celular y el metabolismo, también se ha
encontrado con expresion placentaria y endometrial;®** en nuestro estudio no se

identificé en ninguna aneuploidia, tampoco la TTR.

El Unico reporte encontrado para el analisis del proteoma de aneuploidias de
cromosomas sexuales es del 2005 (Wang-Taiwan)?!, quien analiza en
colaboracion con su grupo de Chicago, el liquido amniético de 7 embarazos con
T18,6 T21 y 1 con T13, e incluye 1 caso con sindrome de Turner, 4 con sindrome
de Klinefelter (47, XXY) y una polisomia del cromosoma X (47, XXX). Mediante
MALDI-ToF, propone que el analisis con este método ofrece la ventaja del tiempo
frente a realizar una prueba citogenética, sin embargo, ademas de que la
identificacion de los probables biomarcadores se realizé de forma invasiva

(muestra de liquido amniético), no explican de qué manera hubo la validacion de
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los mismos para realmente poder proponerlos con una utilidad clinica, y menos,

con valor diagnéstico.

Otro estudio que revisa sindrome de Turner es de la Dra. Kolialexi, quien junto
con su grupo pionero en Grecia de proteémica en prenatal, determina en suero
materno de 10 embarazadas en 2° trimestre con sindrome de Turner 12 proteinas
Unicas, 9 sobreexpresadas y 3 subexpresadas.?* 30 Es interesante ver la
descripcién que realizan de las rutas biol6gicas para estas proteinas, ya que son
similares a las encontradas en nuestro estudio, principalmente aquellas que
participan en procesos celulares (55% de las proteinas halladas en Turner
presentaron esta funcién), ya sea estructurales o de unién célula-célula, como la
cadherina 4 (CDHR4, 3p21.3) que permite la adhesidn celular necesaria para el
desarrollo del sistema nervioso central a través de uniones mediante calcio; la
matrilina 2 (MATNZ, 8922) que forma redes filamentosas extracelulares en varios
tejidos, fue hallada 3.35 veces mas expresada en Turner que en el suero de
mujeres con embarazo sano (Tabla 17). También se encontraron
sobreexpresadas algunas proteinas importantes para la formacion de la piel
durante la embriogénesis y el proceso de cicatrizacién, como la granulina (GRN,
17921), y la proepiregulina (EREG, 4913) como proteina Unica.®*Estas y otras
proteinas encontradas en Turner, pueden explicar en parte la fisiopatologia de la
caracteristica frecuente del hidrops fetal reportado en la monosomia del
cromosoma X, si bien otra de las teorias de su formacién es una displasia linfatica,

parte importante de su clinica se evidencia en dermis y epidermis.*
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Tabla 22

Comparacion del presente estudio con otros analisis proteémicos de

aneuploidias fetales.

Autor

Magalla,
2007.

Kolialexi,
2003.

Koster,
2008.

Kalla,
2010.

Marasimhan
2013.

v

Wang,
2005.

Mange,
2008.

Kaolizlexi,
2010.

Hsu,
2016.

Poblacion

56 T21 vy 56 controles,

suero

3T21y 12 controles,

plasma, 2oT

14 T21 y 15 controles,

suero, lerT

& T21 y & controles,

suero, lerT

& T18 y & controles,

suero, 20T

Fcon T18 y 1 con

T13, 1 Turmer, & T21,

4 XXY, 1 X¥X, LA

9721, 4 T18y 2 T13,

LA, 20T

10 Turner, 10 sanos,

suero, 2oT

& T18 y & controles,

LA, 20T

Método

2D-DIGE
MALDI-TOF
Inmunoenzayo
iTRAQ

2D-DIGE
MALDI-TOF/M3S
MALDI-TOF

SELDI-TOF

2D-E,
MALDI-TOF-M5

20-DIGE
MALDI-TOF-M5

P. unicas P.SobreExpresion P. SubExpresion
13 Analisis cualitativo
q 8 Clusterina

7 potenciales BM, comparan ID duo test (56.2%) vs
32.5% todo junto

2 Anzlisis cuzlitativo

37 dnicas Perfil dz “trisomizs” ApoE, ApoH, TTR

“Mezcla™ de proteinzs puede dar 2l dizgndstica en
poco tiempo (2hs), comparado con cariotipo

40 12 28

12 g 3 [modificacion
postraduccional

&n 2l plasma

materno)
12;5 ApoAl VDEP, ALAT,
diferentes IGFBPL, TTR

2D-DIGE: Difference gel electrophoresis. MALDI-TOF: Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight. iTRAQ: Isobaric tags for relative and absolute quantitation. SELDI-TOF: Surface-

enhanced laser desorption/ionization.

nanoUPLC MS/MS: Nano ultra performance liquid

chromatographic system coupled with tandem mass spectrometry. 1erT: primer trimestre. 20T:
Segundo trimestre. ApoE: apolipoproteina E. ApoH: apolipoproteina H. TTR: transtiretina. VDBP:

proteina de unién a la vitamina D.
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7.4 Diferencias entre los perfiles proteémicos y potenciales biomarcadores.

Las proteinas propuestas como potenciales biomarcadores en T21 son:
melanotrasferrina, hemopexina, beta 2-glicoproteina 1, alfa glicoproteina acida,
kininbgeno 1, la ApoE (Unicas); proteina de unién a C4b, plasminégeno y ApoA2
(sobreexpresadas), y Ig kappa chain V-lll region SIE y SERPINAT
(subexpresadas). En T13-18, se proponen como potenciales biomarcadores: E3
ubiquitin-proteinligasa, brevican, Ras GTPasa, distrobrevina, kielina, diacilglicerol
cinasa (Unicas); la helicasa SKI2W (sobreexpresada), y a las proteinas ZC3H13,
subunidad a de la ATP sintasa y layilina (subexpresadas). Y en Turner,
proepiregulina, cadherina 4, MAP1S (Unicas), la matrilina 2, protocadherina alpha-
6, plexina-B2, granulina y el receptor del factor de crecimiento del hepatocito
(sobreexpresadas), asi como el receptor tipo 10 de C-C quimiocina

(subexpresada).
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Tabla 23

Propuesta de potenciales biomarcadores por aneuploidia.

Metabolismo Hemo

Coagulacion y
complemento
(angiogenesis*)

Respuesta inmune
*Inflamacion/cicatrizacion

Tumorigénesis

Proteinas de unidn y
estructurales

Seiializacion intracelular

Ciclo celular

Embriogénesis

Homeostasis neuronal

Envejecimiento

Numero de proteinas

-Melanotrasferrina U
-Hemopexina U

-Proteina de unién a C4b S
- Plasmindgeno 5

—f 2 glicoproteina 1* U

- SERPINAL D

-Alfa glicoproteina acida U
- |g kappa chain V-Ill region SIE D

- Kinindgeno 1 U

- ApoE U
- Apolipoproteina A-ll §

11

-C-C chemokine receptor type 10* D

-C-C chemokine receptor type 10D
-Proepireguling * U

-E3 ubiguitin-protein ligasa U

-Brevican U

-Ras GTPasa U

-Distrobrevina (18g12) U -Matrilina 2§
-Protocadhering alpha-6 §
-Plexina-B82 §
-Cadherina 4 U

-Diacilglicerol cinasa (13g14) U

-Kielina U

-Helicasa SKI2ZW S

-ZC3H13 proteina (13g14) D -Granulina §

-Helicasa SKI2ZW § -MAPISU

-MAaP4 5

Helicasa SKIZW 5 -Granulina S
-Hepatocyte growth factor receptor §

-Layilina D -Plexina-B2 §

-MT-ATPE D

10 9

U: proteina Unica. S: proteina sobreexpresada. D: proteina subexpresada.
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7.5Asesoramiento genético prenatal.

A la fecha, las estrategias para el diagndstico prenatal se han dirigido al calculo
de riesgo para las embarazadas, segun su edad y en marcadores bioquimicos y de
imagen por ultrasonido. Este campo ha avanzado en los ultimos afos a pasos
agigantados, como la reciente incorporacién del DNAIf, capaz incluso de detectar
microdeleciones; sin embargo actualmente, al menos en nuestro medio, estas
técnicas de deteccidn no estan disponibles para toda la poblacion blanco, esto se
comprueba en este estudio, donde solamente una paciente de todas las captadas
presentd una prueba de DNAIf como tamiz prenatal y ninguna presenté marcadores
bioquimicos; confiar solamente en la edad materna y marcadores ecograficos
representa la pérdida del 40% de los casos positivos, esto sumado a la falta de
capacitacion y sensibilizacion del médico de primer contacto nubla el panorama, por
eso se propone la busqueda de potenciales biomarcadores proteémicos que
orienten a la deteccion de T21 y otras aneuploidias por medio de obtencién de
proteinas del suero materno y observar su presencia y expresion en condiciones
patoldgicas para distinguirlas de aquellas en gestacion fisioldgica. En un futuro tener
la tercera fase de un estudio de protedmica, llamada de transferencia; por lo pronto
podemos aspirar a la obtencion de proteinas relacionadas que puedan ser
propuestos como potenciales biomarcadores en la identificacién de este tipo de

padecimientos.*3-4°

En el grupo de mujeres embarazadas con feto con T21, se vieron tres casos
particulares: el primero de ellos corresponde a una mujer con antecedente de 4

gestas, de las cuales la primera ocurre a los 18 afos y presenta T21, la segunda
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termina en aborto espontaneo, la tercera culmina en el nacimiento de un femenino
sano, y la ultima, a los 38 afos de edad, con sospecha ultrasonografica de T21,
razon por lo que se incluy6 en el protocolo de estudio; en este caso se tomd en
cuenta la edad de riesgo de la paciente asi como los hallazgos ultrasonograficos del
producto, sin embargo, llama la atencidén el antecedente de la pérdida gestacional
previa y el primer producto con T21 (a una edad no considerada de riesgo) lo que
eleva la sospecha clinica de la existencia de algun rearreglo cromosémico que
involucrara al cromosoma 21; se ingresé al protocolo y se solicitd a la madre el
resultado citogenético del hijo afectado, al cabo de 15 dias regresa para su cita de
asesoramiento donde muestra un resultado de cariotipo del hijo anterior con férmula
cromosomica 47,XY+21, que corresponde a un individuo masculino con trisomia 21
regular, de la misma manera se entrega el resultado de cariotipo en liquido
amniotico de la gesta actual (Figura 5) con el mismo complemento cromosémico,
por lo que se descarta la posibilidad de un rearreglo hereditario, se otorga
asesoramiento y se menciona como factor de riesgo importante en este embarazo
la edad materna avanzada. El sequndo caso corresponde a una embarazada con
un tamiz con DNAf| positivo para T21; luego de la consulta prenatal en genética,
invitacién e inclusién en nuestro estudio, la paciente rechaza realizarse cariotipo en
liquido amniotico, decidiendo esperar al nacimiento; este caso pone de manifiesto
la importancia del correcto asesoramiento genético, no directivo, en donde el
paciente decide de manera informada qué accién tomara. El tercer caso es de una
embarazada enviada de perinatologia por presentar aumento de pliegue nucal y
anomalia de Ebstein fetal; como se vio anteriormente la translucencia nucal / pliegue

nucal fue la causa mas comun de envio a valoracion presente en la totalidad de los
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casos (Tabla 19); este fue el Unico de T21 con una malformacién mayor y aunque
las cardiopatias congénitas son frecuentes en T21 (40-60%), la anomalia de Ebstein
es extremadamente rara.*® Se mencionan aparte estos casos como ejemplo de la
variabilidad que puede presentarse entre pacientes con un diagnéstico similar, ya
gue cada uno cuenta con historiales médicos y familiares propios; es decir, aunque
dos pacientes tengan sindrome de Down, no seran iguales en toda su clinica,
volviendo importante la premisa de que cada paciente es Unico y como tal debe

individualizarse la atencién en cada uno.

A partir de la informacion obtenida en este estudio, la posibilidad de nuevas
lineas de investigacion es impresionante, desde la implicacién de la via del
complemento y factores de coagulacion en los abortos espontaneos humanos, el
establecimiento de biomarcadores de riesgo para el desarrollo demencia temprana
en pacientes con T21 o con Alzheimer, el papel de las moléculas de inflamacion y
metabolismo lipidico para el desarrollo de preeclampsia.*’-4® También permite
continuar con la linea de investigacién de diagnéstico prenatal y en un futuro servir
de base para el desarrollo de técnicas de diagnéstico prenatal que permitan conocer
mas a detalle las interacciones de todas estas sustancias a nivel proteico y proponer
un ensayo con utilidad clinica, para la poblacién en riesgo de nuestro medio, que
sean mas faciles de realizar en el laboratorio y como parte de un tamizaje mas
preciso de embarazadas de alto riesgo, como el estudio de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta por medio de un anticuerpo enlazado a una enzima capaz

de generar un producto detectable por medio de una sefnal luminosa detectada por
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espectrometria, o bien, el uso de nanoparticulas (poseen un tamafo comprendido
entre el de pequenas proteinas y los virus) como en el campo de la
inmunoproteémica, con el empleo de aptameros acoplados a metales, como el oro
o silice. Los aptameros son oligonucleétidos de cadena sencilla con tamafnos entre
70 y 100 nucledétidos, y son capaces de reconocer de forma especifica y con alta
afinidad a varios tipos de moléculas diana mediante un plegamiento tridimensional

de su secuencia.®®
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CAPITULO VII

8. CONCLUSION

El desarrollo, progresion y culminacion de un embarazo depende de multiples
eventos feto-maternos complejos, que implican interacciones de factores
intracelulares y extracelulares, como hormonas, moléculas de adhesion, moléculas
de crecimiento e inmunomoduladores. Los procesos fisiolégicos maternos y la
respuesta inmune, se modifican para permitir que el feto semialogénico sobreviva
en el entorno uterino. Los tejidos fetales, por otro lado, se comparan mas a érganos
enddcrinos, pues producen una amplia gama de proteinas que entran en la
circulacidén materna, y tienen diversos efectos en todos los sistemas del binomio. El
correcto equilibrio de estas sustancias durante el embarazo, es necesario para su
adecuado desarrollo, la pérdida del mismo puede deberse a alguna enfermedad

gestacional o a anomalias genéticas fetales.

Es probable que la identificacion de proteinas especificas del embarazo
contribuya a la comprension de la fisiopatologia subyacente y al descubrimiento de
biomarcadores relevantes para las aneuploidias fetales y las complicaciones del
embarazo. Si se detectan en el embarazo temprano o antes del desarrollo de
sintomas clinicos, pueden usarse como biomarcadores de enfermedad, mientras

que los detectados en etapas posteriores probablemente sean mas especificos y
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estén estrechamente relacionados con el fenotipo de la enfermedad. Los
biomarcadores también pueden mejorar el manejo del embarazo, determinar el

resultado y permitir planificar posibles complicaciones en el parto.

En este estudio se identificaron los perfiles protebmicos de embarazos con feto
sano por ultrasonido, embarazos con aneuploidias y de mujeres sanas no
embarazadas; se observd un aumento considerable en la expresidén proteica en
suero durante el embarazo, y es posible distinguir entre el proteoma de una
embarazada con feto sano por ultrasonido (presumiblemente euploide), con el de
una embarazada con un feto aneuploide, y aun mas, distinto entre cada una de las

aneuploidias revisadas.

El avance gracias a mejores métodos de laboratorio y herramientas paraclinicas
para la deteccion del riesgo elevado de presentar productos con aneuploidias, en la
mujer embarazada, es significativo, sin embargo, todavia es necesario instruir y
capacitar mejor al personal de salud en la identificacién de factores de riesgo en el
primer nivel de atencion y su referencia a un segundo nivel para la deteccion de
marcadores ecograficos como primer paso en la sospecha de estas condiciones,
asi como educacion poblacional para que la mujer acuda desde las primeras

semanas del embarazo para comenzar su control prenatal.

Por ultimo, es importante fomentar el crecimiento de los estudios de protedémica
en el area de diagnéstico perinatal, ya que como se menciond anteriormente, da la
oportunidad de la estandarizacion de nuevas técnicas precisas y competentes frente

a lo actualmente establecido, como el tamiz prenatal mediante ultrasonido, con
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marcadores bioquimicos y el DNAfl, que pueda estar al alcance de los sistemas de
salud y la poblacion de riesgo, y que ademas, provea de mas informacién util al
clinico en el diagnéstico y seguimiento de sus pacientes, en este caso la mujer

gestante y su hijo.
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CAPITULO IX

9. ANEXOS

9.1 Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

nsentimiento I
Medi

Universidad Autdnema de Nuevo

alguna i6 érica, como el de Down, en donde existan 3 cromosomas
21, en lugar del nimero normal, que son 2. Estas pruebas no estan exentas de riesgos,
ademas no se encuentran accesibles para la totalidad de la poblasion en riesgo. EI
analisis es una para idantificar potencialas

dtiles en el diagnd natal no invasivo de estas enfermedades.

Titulo del Estudio Disznéstice prenaal ne mvasive de aneuploidis: fotales = Extos se identificaran mediante ol andlisis de las proteinas del suers materno om pleando
pastic de la dsl persil del suero tecnologias de proteémica. a partir de la puncién venosa de 55 mi de sangre de un
materno. brazo.

Tiomb Gel| Dra_ Laura E Marlinez ds Villansal

investigadar Pringipal | o e YA .- CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

I Faculad G Wiy Fovaal Univrsiar v Jose El médico del estudio verificara que Usted cumpla con los siguientes requisitos
e om ki antss de considerar su ingresa al sstudio ds investigacian
Ledn” Inclusion.

Servicio/D i Casos _

Telsfono de Contacte | (1) 5348-3704 yeres en el s T e ToPerha prenntal Par halnrgos

Persona de Contacto Dra. Graciela Areli Lopez Uriarte

Esta forma de consentimientio informado puede contener palabras que usted no
entienda_ Por favor pidale a su médico del estudio o al personal del estudio qus
le explique cualquier palabra o informacién gue no le gquede clara.

Su participacion en esie estudio es Es que leay
de los fimi pr
el propdsi los imnis Y ios, riesgos conocidos,
i del estudio la duracién y la naturaleza de su

participacion

También describe las terapias o i idas gque pueden
estar disponibles y su derecho a retirarse del estudio en cualquier momento. No
se pueden dar garantias respecto a los resultados del estudio de investigacion.
Para ingresar al estudio, Usted como sujeto debe de firmar y fechar este
documents con la presencia de dos testiges y finalmente recibira una copia del
mismo

1.- PROPOSITO DEL ESTUDIO

El diagnéstico de Ias alteraciones en el nimero de cromosomas de un bebé antes de que
nazca se basa en el cilculo de riesgo por la edad mabema _algunos marcadores
de

sjemplo, una puncién del liquide amnidtico) para obtener células provenientes del feto
con el objetivo de contar y analizar los cromosemas, confirmande o descartando asi

deummnm,queneummmm Que aprueben su participacién con su
firma el

Controles
jer con feto i en el il que lleven control
prenatal médico y & ¥ que ¢ bajo ik i
su participacién en el estudio.
sanas i en edad y raza con el gupo de
ﬂuﬂn v el grupo mmul de Que su
consentimiento informado.
Exclusion
= Presencia de patologia placentaria.
*Mujeres con enfermedad crénica © sguda al momento del estudio.
= Evik z de miilt Z fetales no
con alguna ‘aheracion en el numero de CIOmMOSomas.
= Embarazo maitiple.
= Exposicidn a teratigenos.
Eliminacié

i i K o en malas ‘condiciones.
=Mujeres que refiren su i [ pama i
-Mujeres sin reporte ultrasonogréfico fisico que describa las aheraciones.
= Mujeres cuyo historial clinico y datos demogrificos estén incompletos.

.- MEDICAMENTOIDISPOSITIVO DE ESTUDIO
Describa en qué consiste ¢l medicamentoldispositivo lenguaje claro, libre de
tecnicismos

4.- PROCEDIMIENTOS

Se recibirdn pacientes del servicio de ginecologia v obstetricia del Hospital
Universitario que cumplan con los criterios de inclusidn, se lienard uns hoja con
datos demograficos ¥ médicos de las participantes,

Se tomaréd una muestra de sangre periférica para Iuegu obtener el suero y realizar el
perfil  proteémice  del paciente  por  med de un UPLC MS/MS

Se analizerdn los dstos por medic de cromatografias determinando de maners
comparative si existen una diferencias cuslitativas y cuantitativas en el proteoma del
grupo control v el grupo de estudio.

5.- TERAPIAS ALTERNATIVOS
Describa los criterios de inclusion y exclusion con un lenguaje claro, libre de
tecnicismos

- RIESGOS ¥ MOLESTIAS
Rlesgn minimo invasivo correspondiente a la toma de muestra de sangre
periférica.

.- POSIBLES BENEFICIOS
Usted puede verse beneficiado por su participacion en este estudio, aungue no
hay garaniias de gue tenga un beneficic directe por pariicipar en este estudio.

Describa que posibles beneficios tendra el Sujeto en Investigacion

.- NUEVOS HALLAZGOS
El médico del estudio le informara a usted o a su representante legar acerca de
cualquier hallazgo significafivo que se desarrolle durante el transcurso de esfe
estudio que pudiera afectar el deseo de seguir parlicipando en este estudio
Usted tiene el derecho de conocerla ¥ tomar la decision si continda o no en el
estudio.

- RETIRO Y TERMINACION
Su participacién es estrictamente wvoluntaria. Si desea suspender su
participacion, puede hacerlo con libertad en cualguier momento. Si elige no

Consent

participar o refirarse del estudio, su atencién medica presente yio futura no se
vera afectada y no incurrira en sanciones ni perdera los beneficios a los que
usted tendria dereche de algin ofro modo

El médico podra suspender su parficipacion en el estudio, sin su consentimiento,
por iera de las si

1.- Que el patrocinador del estudio cancele el estudio.

2.- Que el médico considere que es lo mejor para Usted.

3.- Que necesita algin p o que con esta
investigacién.

4.- Su participacién se suspende para cumplir con los requisitos del estudio

5- Que no ha seguido las indicaciones del médico lo que pudiera traer como
consecuencias problemas en Usted.

Se Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar lo siguiente:
1.- Notificar a su médico tratante del estudio
2 - Debera de regresar todo el material gue su médico le solicite

Si su participacion en el esludm se da pur Ien'mnada cualguier que sea la razon,
&l médico por su clinices, ademéas de
podra ufilizar la informacién médica que 3 lecaba antes de su terminaciéen.

10.- COSTDS REEMEIOLSOSYPAGOS

Los pr y pruebas

tendran ningiin costo

Sin embargo puede incurrir en gastos propics a la atenc:
recibiria.

Describa si el paciente recibira algin fipo de reembolso por concepto de su
participacion

con el estudio no

que normalmente

11.- CONFIDENCIALIDAD/EXPEDIENTE CLINICO

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio recabara y

registrara informacién personal confidencial acerca de su salud y de su

tr: Esta i no su nombre ni su

pero podra L:Dnlsnel ofra infermacian acerca de Ustied, tal como iniciales y su

fecha de Toda esta i tiene como finalidad garanfizar la
ffica de la i6n. Su nombre no sera conocido fuera de la

Institucién al menos gue lo requiera nuesira Ley.
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Auténoma

Usted tiene el derecho de controlar el usc de sus datos persnnales de acuerdu a
la Ley Federal de Proteccion de datos P les en P de P

asi mismo de solicitar el acceso, correccion y oposicion de su informacion
persenal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las regulaciones de
proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no podra estar
disponible hasta que el estudio sea , esto con la de proteger
la integridad del Estudio.

La Facultad de Med y Hospital U io asi como el Investigador seran
los de la ion de acuerdo con las
regulaciones locales. Usted tlene el derecho de solicitar por escrite al medico un
resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio
podra procesarse o transferirse a ten:erus en otros palses para fines de
investigacion y de reportes de a
(Secrefaria de Salud $5A) locales asi come a comité de Ellr.a en Investlgal:lun ¥
de i6n de nuestra Institucié

Para los propdsitos de este estudio, auiundades sanitarias como Secretaria de
Salud y Comité de Et\ca en In de nuestra

ion podran i el cli incluso los gue fueron
recabados antes de su inicio de participacion, los cuales pueden incluir su
nombre, domicilio y ofra informacion personal. En caso necesaric estas
auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parto o de todo su
expediente cl 0. La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando
a cabo apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como
pacientes en investigacion

Los resultados de este estudio de
reuniones ¢ en publicaciones.

podran

en

La infermacién recabada durante este estudio sera recopilada en bases de datos
del investigador, los cuales podran ser usados en efros estudios en e\ futuro.
Estos datos no incluiran info on médica p . Se
mantendra el ancnimato.

Al firmar este documento, Usted asi como su representante autorizan el uso y
revelacienes de la informacion acerca de su estado de salud v tratamiento
idenfificade en esta forma de consentimiento. Mo perdera ninguno de sus

derechos legales como sujete de investigacién. Si hay cambios en el uso de su
informacién, su médico le informara.

12.- INTERVENCION DEL MEDICO FAMILIAR

Se le informara a su médico de cabecera acerca de su parficipacion en este
estudio, enviandole la informacién médica pertinente si lo solicita asi como
cualguier informacion médica relevante.

Para que los médicos de la Institucion conozcan de su participacién en el
estudio, los expedientes clinicos cuentan con un idenfificador para que el médico
de cabecera se ponga en contacto con el Investigador.

13.- COMPENSACION Y TRATAMIENTO DE LESIONES
Si se enferma o se lesiona debido a una :umpllcacmn o adversidad que sea

resultado directo del usc del i iti o pr dimit en
estudio, debera Usted nofificar a su Médico para que el prﬂporcmne los cuidados
para el i de dicha recibido no

tendra ningln costo y serd cubierto por la Inslltuclun asi como la indemnizacion
a la cual tendria derecho en caso de reguerira.

Si desea mayor informacion podri contactar Lic. Antonio Zapata de 1a Riva al
teléfono (81) 83294050 exis 2870 a 2574

13.- DECLARACION

Reconozco que me han dado la idad de hacer al
estudio de investigacion v gue fodas estas se me han respundldo de manera
clara y precisa.

Entiendo ademas si tenge pregunias relacionadas al estudic, asi como en el
caso de lesiones o cnrnplll:af.lunes deberé de notificar da inmediato  al

con la si fi de to.

[ Nombre del Principal _||Dra. Laura E. de Villamreal |
Teléfono de Contacto [ 8348-3704
Telefono de emergencias [ 83891111

Ademas enfiendo que el Comité de Etica en Investigacién cuenta con un numero
de emergencias para estos casos y que podré contactarlos para notificar de una
complicacién.

Urgencias Médicas. Comité de Etica en Investigacion. Teléfono 044-8110085882

En caso de tener alguna pregunta relacionada a mis derechos como sujeto de
|nvesl|gac\un de la Facultad de Medicina pedre contactar al Comité de Efica en

y de In ion de nuestra i6n al P . Dr. José
Gerardo Gana Leal, o al Represente legal de los sujetos de In\resﬁgacmn al Lic
Antonio Zapata de la Riva.

Comité de Etica en
Ay Francisco | Madero Ple siny Av Gonzalrlns Col. Mitras Centro, 66460 en
Monterrey, Muevo Ledn México.

Teléfonos: 81-83294050 exis 2870 a 2874

wwnw.investigacion-medunal.com

email. investigacionclinica@meduanl.com

Al firmar este consentimiento TECONoZEo que mi pamcwpacmn &s voluntaria y que
puedo negarme a p rlicipar o P en

sin ni pe de Ius a Ius que de ofrc modo tengo
derechos

Acepto ademas gue mi informacién personal de mi salud puede utilizarse y
transferirse para nuevos estudios de investigacion clinica con la finalidad de
brindar mas informacién y asi contar con nuevas npclones de tratamiento.
Entiendo que mi 16n puede ser audi [ por
reguladoras como la Secrefaria de Salud asi como por la misma Institucién.

Se me entrega una copia del consentimiento informado.

13.- FIRMAS
Fecha Firma d la Syjeto Nomare en lemra de molde
Fecha Firma del Primer Testigs Nombre en lstra de molde

Relacisn del Primer Tesiigo con la Syieto del Esrudio Direcridn

Fecha irma del Segunde Testigo Nombre e Jamma de molde

Relacidn del Primer Testiga con la Syjeto del Esrudio  Directidn

s ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMERQ DEL EQUIPO
ido lo anterior con esta persong. 4 mi mds Jeal saber y entender, €l ryjets extd praporcionands
ERID PUNID VORALOFEIERTE COMO G U MANEYE Ifbrmady, ¥ Elelia posee & devechs legal i
capacidad mental iENME PATa CLOTEAY £I08 CORTERTIMIENLS.

Fecha Firma de ja Persona que Obvo el Nombre e istra de molde

Consentimiento Trvestigador Pring pal
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9.2 Hoja de recoleccién de datos

Falio
de datos

Hoja de i6
“Diagnéstico prenatal no ivo de fetales inacion del
perfil proteémico en suero materno™
nombre: Edsd:
Lugar y Fecha d2 nacimienta
Dirzccion: Teléfono:
nospital de semanas de gentadi

| Lugar, fecha y hora de amniocentasis:

| Lugar, fecha y hora de toma de muestra de sangre:

Hivel socioacondmico {salarios):

1 Ninguno
2. Menos que el minimo
3. elminimo

4. Més que el minima

Estado civl

1. sohters
2. casads
5. Uniniibre
4. Divorciads
5. vida
6. Separada

1. Estudiante
2. Hogar

3. empleads

4. Obrera

5. Comerciante
5. Profesionista
7. oo

Wenarea (sfos): Edsd de primer embaraz

Escolarida

1 anafabeta

2. primaria incompleta
3. Frimaria complets

4. secundaria incompleta
5. Secundaria completa
6. Carrers Técnica

7. Freparataria

. licsncizture

5. Posgrade
Religién:
1. Catdlica
2 sautime
3. cristiana

4. Testigo de sehové
5. oo

Métoda de Planificacion Familiar

Embaraza actual

1. Espontings
2. inseminacian artificial
3. Técnica de reproduccin asistida {FIV, IKS1)

Nombre de |5 Pareje
dad:

Eda Lugar de Origen Enfermedades:

Familizres afectados can i Down:

1 sifquien ) 1 sifcudles

2w 2 Ho
Gestas___paras Ceséraas abortas £ molar
Edad de ls 2% gest: Mo. De gesta actul: Periodo interganésico {afics];

Peso habitual (kg): peso actual (kg) Tallz fm) [l
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