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1. RESUMEN 

El embarazo requiere de una adecuada función endotelial que permita 

responder fisiológicamente frente a los grandes cambios hemodinámicos 

que se presentan. La vasodilatación mediada por flujo (VMF) es una técnica 

no invasiva usada para medir la respuesta vasodilatadora del endotelio en 

respuesta al estrés por fricción, que en el embarazo se debe, 

principalmente, al incremento en el flujo sanguíneo de la madre hacia la 

placenta en formación, dado que en el endotelio se producen factores de 

crecimiento y moléculas claves para la angiogénesis, este último, un 

proceso fundamental para el desarrollo vascular de la placenta. Para lo 

cual, se puso en consideración, un posible vínculo entre el impacto que la 

función vasodilatadora del endotelio podría generar sobre la angiogénesis 

de la placenta, trayendo consecuencias a nivel de la regulación de la 

angiogénesis placentaria en las mujeres que presentaran cambios 

negativos en la VMF. 

 

Para evaluar esta hipótesis, se escogieron mujeres primigestantes, entre 

los 21 y 27 años de edad, que habían hecho parte de un estudio de 

seguimiento a lo largo del embarazo hasta el momento del parto. Estas 

hacían parte del grupo control que no fue complementado con 

micronutrientes ni sometido a ninguna rutina de ejercicio físico, de las 

cuales se tomaron muestras de placenta a término, e información de la 

magnitud de cambio de la variable VMF, que fue establecida mediante la 

diferencia entre la VMF de la semana 32 menos la VMF de la semana 20 de 

la gestación (∆VMF). Separando dos grupos de mujeres entre aquellas que 

presentaron valores altamente positivos (seis mujeres) frente a otras con 

valores altamente negativos (cinco mujeres) para ∆VMF. Ambos grupos se 
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consideraron embarazos sanos, al no haber reportado ningún tipo de 

patología durante el período gestacional. Sin embargo, estos cambios 

podrían estar generando modificaciones a nivel molecular. Para ello, se 

realizó un análisis transcripcional en estos dos grupos, usando la técnica 

RNA-seq, a partir de dos muestras de tejido de placenta por grupo; las 

edades de estas mujeres fueron 21 y 27 años en cada grupo. Los niveles 

de expresión diferencial fueron caracterizados usando el algoritmo GFOLD 

para la cuantificación de los transcriptos. Adicionalmente, se evaluaron 

mecanismos epigenéticos en las mismas muestras de placenta, como la 

metilación del ADN, en regiones promotoras de genes involucrados en la 

angiogénesis, y miRNAs en seis muestras del grupo ∆VMF positivo y cinco 

del grupo ∆VMF negativo (en ambos grupos las edades de las madres 

fueron homogéneas), con funciones regulatorias sobre la angiogénesis. En 

ambos casos se utilizaron arreglos de PCR como metodología de detección 

y cuantificación. 

 

El análisis transcripcional permitió identificar, en el grupo  ∆VMF negativo, 

dos genes con significativa baja expresión, la proteína de unión al factor de 

crecimiento similar a la insulina 1 (igfbp1) con un GFOLD score = -1.164,  y 

a leptina (lep), con un GFOLD score = -0.079; así como un gen 

sobreexpresado, el factor de crecimiento placentario (pgf), con un GFOLD 

score = 0.181. Por otra parte, el análisis de los mecanismos epigenéticos 

mostró, a nivel de la regulación pre-transcripcional, que en los porcentajes 

de metilación de las regiones promotoras de los genes involucrados en 

angiogénesis, solo los perfiles de kit (V-kit Hardy-Zuckerman 4 oncogen 

homólogo del sarcoma viral felino) y lep, presentaron altos porcentajes de 

metilación en el grupo ∆VMF negativo; para kit estos fueron 66.8% – 52.9%; 
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mientras que para lep fueron de 58.4% – 76.2%. Por otra parte, los perfiles 

de expresión de los miRNAs, mostraron ochos de estos sobreexpresados 

en el grupo de mujeres con ∆VMF negativo, estos fueron, has-miR-16,-17,-

23a,-27a,-92a,-132,-145,-378 con p-valores = 0,0446, 0.017, 0.0285, 

0.0106, 0.0446, 0.0446, 0.0441, 0.0441, respectivamente.  

 

A partir de los resultados obtenidos se pudo establecer una conexión entre 

los mecanismos de regulación epigenética y los genes que presentaron una 

baja expresión. El gen igfbp1 es un blanco predictivo de hsa-miR-92a y hsa-

miR-132, los cuales podrían estar regulando negativamente la expresión de 

este ARNm; mientras que la baja expresión de lep podría explicarse por los 

porcentajes de metilación en su región promotora, así como por la posible 

regulación negativa a nivel post-transcripcional de hsa-miR-17 y hsa-miR-

27a. Tanto igfbp1 como lep se expresan en placenta y participan en las vías 

de señalización angiogénicas, que tienen en común la vía de señalización 

de los sustratos 1/2 del receptor de insulina (IRS1/2).  

 

Con base en estos resultados se propone un mecanismo de adecuación 

homeostático, mediante el cual, vías de señalización pro-angiogénica 

pueden ser activadas en búsqueda de atenuar las señales anti-

angiogénicas disparadas por una reducida vasodilatación. Sin embargo, 

cabe resaltar, que el efecto en la dinámica celular al verse sometida a estos 

cambios podría marcar tanto a las madres como a sus futuros hijos a la 

predisposición a desarrollar enfermedades vasculares como la diabetes en 

la etapa adulta, para los niños, y en unos próximos años para las madres. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Cada año, aproximadamente 210,000,000 de mujeres en todo el mundo 

quedan en embarazo [1]; aunque la mayoría son capaces de sobreponerse 

con éxito a la gran cantidad de modificaciones circulatorias requeridas 

durante el mismo, no obstante, una parte considerable de los embarazos no 

siempre siguen un curso normal; se estima que un 5% de estos 

experimentan desórdenes hipertensivos, como es el caso de la 

preeclampsia (PE) [2]; 9.6% presentan parto prematuro [3]; 9.5% parto con 

bajo peso al nacer para el neonato, este se define como un peso menor a 

2,500 g cuando se superan las 37 semanas de gestación [4]; y un 7% 

diabetes gestacional (DG), en este caso el rango de prevalencia varía entre 

un 1 - 14% dependiendo de la población estudiada y de la prueba 

diagnóstica empleada [5]. Estas patologías del embarazo están asociadas 

con morbi-mortalidad materna, fetal y neonatal, y con consecuencias 

adversas después del parto para la salud tanto de la madre como de su 

descendencia [6-8]. Esta situación es de particular interés en nuestro país, 

de acuerdo con cifras del Ministerio de Salud y de la Protección Social, en 

Colombia la razón de mortalidad materna en el 2011 se estimó en 69.3 por 

100,000 nacidos vivos [9]. Cabe resaltar que este informe, reporta un  

incremento del 30.3%, entre 1998 y 2011, en las muertes maternas debido 

a afecciones obstétricas no clasificadas, que incluyen a las enfermedades 

del sistema circulatorio que complican el embarazo, el parto y el puerperio 

[9]. 

  

Actualmente, un hecho que llama considerablemente la atención es que, a 

nivel mundial, el número de mujeres que presentan una enfermedad 

cardiovascular pre-existente o desarrollan problemas cardíacos durante el 

embarazo está incrementando, y las enfermedades cardiovasculares son la 

causa líder de mortalidad no-obstétrica durante el embarazo [10,11].  
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Normalmente, los cambios fisiológicos que ocurren durante la gestación y 

en el período peri-parto representan un reto para el sistema cardiovascular 

de todas las mujeres y especialmente para aquellas con condiciones 

cardiovasculares previas. 

 

Dentro de los mayores retos que enfrenta el sistema cardiovascular en el 

embarazo están el incremento en el gasto cardíaco y la disminución de la 

resistencia vascular periférica, todo esto debido a un aumento en la 

actividad vasodilatadora del endotelio [12].  Este último, es crítico en la 

fisiología cardiovascular del embarazo, ya que regula la producción de 

varios factores responsables de la vasodilatación, como son la prostaciclina 

y el óxido nítrico (NO) [13]. Alteraciones en la función vasodilatadora 

materna, como es el incremento en la resistencia vascular y la subsecuente 

reducción en el flujo de sangre uterino al inicio de la gestación, han sido 

usados como predictores de embarazos de alto riesgo, asociados con el 

retraso en el crecimiento fetal, preeclampsia (PE) y restricción de 

crecimiento intrauterino (RCIU) [14,15,16]. Su principal molécula 

vasodilatadora, NO, está involucrada en los procesos de implantación, 

invasión del trofoblasto y regulación del tono vascular de la placenta [17]. 

Por lo tanto, es factible pensar que problemas en la vasodilatación podrían 

tener un impacto en el desarrollo de la red vascular de la placenta. Esto 

significa, que podrían incidir sobre los procesos de vasculogénesis y 

angiogénesis; siendo este último de gran importancia para la ramificación y 

mantenimiento de la red vascular útero-placentaria [18,19]. 

 

Varios estudios han mostrado evidencia que sugiere una asociación entre 

enfermedades vasculares propias del embarazo, principalmente la 

preeclampsia, y un desbalance en el proceso angiogénico. En algunos 

casos estas asociaciones han mostrado graves consecuencias no solo para 

el feto sino también para la madre [20-24]. Aunque se conocen las 

principales vías de señalización implicadas en la angiogénesis, aún se 
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desconocen muchos de los mecanismos regulatorios que podrían verse 

alterados y tener un impacto sobre este proceso. Esto debido a que 

alteraciones de tipo sistémico, como es el caso de una deficiente 

vasodilatación, podrían influenciar cambios en la dinámica celular con 

repercusiones en la regulación de procesos como la angiogénesis. 

 

Lo anterior lleva a plantearse acerca de la existencia de una posible 

conexión entre una presión sistémica, como es una insuficiente 

vasodilatación a lo largo del embarazo y las alteraciones a nivel molecular a 

las que debe responder la red vascular de la placenta, específicamente a 

nivel de angiogénesis, ya que es un proceso que persiste hasta el final del 

embarazo y que debe afrontar en mayor medida los retos que implican 

problemas en la regulación del tono vascular. Es en este punto, donde la 

epigenética, ciencia que estudia los cambios en la expresión de la actividad 

génica que no son causados por modificaciones en la secuencia del ADN, 

se presenta como una nueva forma de abordar y dilucidar los interrogantes 

que la genética clásica no ha permitido responder; abriendo la posibilidad 

de explorar esta posible conexión y evaluar el efecto sobre la expresión de 

genes involucrados en angiogénesis. Dentro de los principales mecanismos 

epigenéticos se encuentran: la metilación del ADN a nivel de sus regiones 

promotoras, que consiste en regular la expresión de los genes en un 

ambiente en particular, lo que repercute en el grado de expresión de los 

mismos y por tanto, conlleva a alterar el fenotipo final. Otro mecanismo son 

los microRNAs (miRNAs), pequeños ARNs no codificantes, cuya regulación 

en la expresión génica es de tipo post-transcripcional sobre una gran 

cantidad de posibles ARNm blancos por cada miRNA, por lo que evaluar 

sus perfiles de expresión se hace tan interesante a la hora de identificar 

cambios en la regulación de procesos biológicos. 

 

En este orden de ideas, el enfoque experimental para este trabajo pretende 

evaluar si una medición, como es la vasodilatación mediada por flujo, 
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podría ser un indicador indirecto de posibles cambios en el nivel de 

expresión de genes involucrados en angiogénesis de placenta, y de esta 

manera, determinar si estos cambios se deben a alteraciones en los perfiles 

de expresión de miRNAs, específicamente aquellos asociados a 

angiogénesis, y/o a los niveles de metilación de las regiones promotoras de 

estos genes.  Para alcanzar estos objetivos se propuso hacer un estudio en 

placentas extraídas en el momento del parto, de mujeres primigestantes 

que presentasen alteración en su capacidad vasodilatadora a lo largo de la 

gestación, e investigar la influencia de los mecanismos de regulación 

epigenética previamente descritos a través de técnicas sofisticadas de 

biología molecular, como son la secuenciación de alto rendimiento de ARN 

o RNA-seq (por sus siglas en inglés), para el análisis de la expresión 

diferencial en transcriptomas de placenta; adicionalmente,  arreglos de PCR 

para evaluar porcentajes de metilación de regiones promotoras en genes de 

interés, al igual que para la expresión diferencial de miRNAs. 
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3. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE: 
  

 

3.1 Cambios en la hemodinámica durante el embarazo 

 

El embarazo es un estado fisiológico, que en la madre, se caracteriza por 

grandes cambios hemodinámicos, tales como aumento de la frecuencia 

cardiaca en reposo, volumen sanguíneo circulante, y disminución de la 

resistencia vascular periférica [25]. Según Poston & Williams (2000): 

"Durante el embarazo, la circulación periférica de la madre exhibe una 

vasodilatación importante. El gasto cardiaco aumenta en un 50% respecto 

a la disminución en la resistencia vascular periférica. Combinados con un 

aumento en el volumen sanguíneo circulante, estos cambios están 

orientados a aumentar el flujo sanguíneo al feto. El aporte sanguíneo a 

varios órganos maternos también aumenta dramáticamente durante el 

embarazo. Por ejemplo, en riñón aumenta un 80%, en piel de manos y pies 

más del 200% y en arterias uterinas 1,000%" [26]. Además estos cambios 

son consistentes y reproducibles en todas las mujeres embarazadas [27] 

(figura 1).  

 

Incremento en la vasodilatación periférica, reducción en la resistencia 

vascular y disminución de la presión arterial, son elementos claves para 

responder a los cambios vasculares, descritos anteriormente, en el 

embarazo. La evidencia reportada hasta la fecha, indica que para que estos 

cambios ocurran satisfactoriamente, debe haber un incremento de la 

función endotelial, principalmente, de su función vasodilatadora 

dependiente de NO [28,29]. Esta función está encargada de responder a 

nivel estructural, promoviendo un incremento en el diámetro de los vasos, 

mediante el aumento en la producción de moléculas vasodilatadoras frente 

a las vasoconstrictoras, un balance controlado principalmente por, el 

sistema renina-angiotensina, los metabolitos araquidónicos (tromboxano y 

prostaciclina), endotelina y sus receptores, así como el  NO; ocurriendo 
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tanto a nivel sistémico como local (placenta) [30], siendo estimulado por el 

incremento en las demandas de flujo sanguíneo por parte de la placenta y 

el feto en formación. 

 

 

Figura 1. Cambios hemodinámicos durante el embarazo. Gasto cardíaco, frecuencia 

cardíaca, volumen sistólico y volumen sanguíneo, aumentan las 5 y 8 semanas de la 

gestación, con un pico en el segundo trimestre y se mantiene hasta el final del embarazo. 

Estos parámetros son reversados después de los 6 meses postparto [27]. 

Diferentes estudios han asociado un desbalance en la regulación de la 

resistencia vascular (disfunción endotelial) como una causa intrínseca de 

las enfermedades vasculares propias del embarazo [30-33]. Normalmente, 

al estimularse el endotelio se induce la producción y liberación de 

moléculas vaso-activas, sin embargo bajo condiciones patológicas como la 

hipertensión, la función endotelial sufre un desajuste y el endotelio presenta 

rápidos cambios estructurales y funcionales, que finalmente resultan en un 

desbalance en la vasodilatación, estrés oxidativo y un incremento en la 

adhesión de glóbulos rojos [34]. 
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3.2 Placentación 

 

La placenta es un órgano que se origina a partir de la capa externa de la 

mórula, llamada trofoblasto, el cual prolifera después de la implantación, 

invade la decidua y se diferencia entre citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, 

formando el villi primario. La placentación, formación, tipo o disposición 

placentaria,  se caracteriza por una invasión trofoblástica y la modificación 

de vasos uterinos [35]. Las arterias del endometrio son invadidas por el 

trofoblasto, lo que conduce a cambios fisiológicos sustanciales para que 

haya un flujo sanguíneo apropiado a la placenta en desarrollo [36]; durante 

este proceso, se presenta un incremento en la función endotelial y una 

progresiva reducción en la resistencia de los vasos uterinos [35]. Esto 

puede entenderse en parte porque la regulación del tono vascular de la 

placenta depende de la liberación local de vasoconstrictores y 

vasodilatadores liberados por las células endoteliales (ECs, por sus siglas 

en inglés), en respuesta a estímulos mecánicos y químicos disparados por 

los requerimientos en el gasto cardíaco y el flujo sanguíneo [37,38]. En la 

circulación placentaria y sistémica, el principal estímulo, además del control 

de la resistencia vascular y el flujo sanguíneo, está relacionado con el 

incremento en el estrés de fricción, debido a la alta perfusión placentaria a 

través del embarazo. La respuesta vascular de la circulación placentaria al 

estrés de fricción depende de varios factores que involucran al trofoblasto y 

la decidua materna: liberación local de moléculas vaso-activas, señalización 

endocrina, estrés oxidativo en el remodelamiento vascular, entre otros. El 

mantenimiento del tono vascular y el suministro sanguíneo a la circulación 

de la placenta es un factor clave para una adecuada placentación y el 

desarrollo fetal [39]. 

Modificaciones en el flujo sanguíneo inducen cambios en los patrones de 

crecimiento de los lechos vasculares en placenta, conduciendo a la 

disminución del diámetro de los capilares y de la angiogénesis en áreas en 
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las que el flujo sanguíneo es bajo [40]. Se sabe que en la circulación 

placentaria, la vía VEGF/angiogénesis es relevante en la vascularización 

temprana de la placenta y deficiencias en esta señal están relacionadas con 

patologías placentarias tales como RCIU y PE [41]. 

 

 

3.3 La angiogénesis en el desarrollo vascular de la placenta  

 

Un embarazo saludable, precisa de la formación de una red vascular que 

establezca la conexión entre el sistema circulatorio de la madre y el feto. 

Esta conexión es llevada a cabo por la placenta, cuyo desarrollo vascular 

es liderado por los procesos de vasculogénesis, formación de novo de 

vasos sanguíneos a partir de precursores celulares, y angiogénesis, 

formación de vasos a partir de vasos pre-existentes, siendo este último 

esencial para el establecimiento y mantenimiento de la red vascular en la 

placenta.  

 

La transición de vasculogénesis a angiogénesis, inicia al interior del villi, 

alrededor del día 32 después de la concepción [42]. Esta última se divide 

en dos tipos: el primero es un proceso ramificador, que básicamente 

significa la ramificación lateral de tubos pre-existentes, para la formación de 

una red capilar [43]. Durante este proceso, varios cambios ocurren, como 

por ejemplo, un incremento de la permeabilidad vascular, degradación de la 

membrana basal, aumento en la proliferación y migración de células 

endoteliales, formación de tubos celulares endoteliales y reclutamiento de 

pericitos al exterior del capilar para formar un vaso estable [44]. Después 

de la sexta semana de gestación, los capilares se arreglan en un patrón 

similar a una red. A partir de la semana 15 en adelante, el villi intermedio 

gradualmente se convierte en villi madre, similar a un núcleo fibroso 

formado por la fusión de grandes vasos. En este último, el diámetro de los 

vasos llega hasta los 100 mm, y son rodeados por células de músculo liso 
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expresando actina α y γ, vimentina y desmina, y finalmente exhibiendo el 

espectro total de antígenos del citoesqueleto [45]. Después de la semana 

24 de la gestación, toma lugar el segundo proceso, la angiogénesis no-

ramificadora, la cual, involucra la formación del villi intermedio maduro, 

especializado en el intercambio gaseoso entre la circulación materna y 

fetal. Durante este proceso hay una disminución en la proliferación celular 

del trofoblasto y un incremento en la proliferación celular endotelial, 

cambiando los perfiles de expresión de los principales factores 

angiogénicos [46-48].  

 

Para la placenta, la angiogénesis es un proceso indispensable, ya que 

repercute tanto a nivel estructural como funcional. A nivel estructural, 

porque el desarrollo vascular es necesario para un adecuado crecimiento 

de la placenta, y a nivel funcional, porque se requiere de una red vascular 

que permita el envío de nutrientes y gases de la madre al feto; por lo que, 

para la placenta, la angiogénesis se considera el componente principal del 

incremento del flujo sanguíneo durante la gestación [49-54].  

 

La placenta humana es una rica fuente de sustancias angiogénicas y estas 

juegan un papel importante en la regulación de la formación de la 

vascularización placentaria, así como también, en la adaptación vascular 

materna al embarazo [55-57]. Un amplio espectro de factores con un papel 

importante en la angiogénesis ha sido identificado, y es precisamente, este 

cambio en el equilibrio local entre factores angiogénicos y sus inhibidores, 

lo que regula el proceso. Dentro de sus principales reguladores se 

encuentran, las angiopoyetinas 1 y 2 (Ang 1 y 2), los factores de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF –A, -B, -C y -D), y los factores de 

crecimiento de fibroblasto alfa y beta (aFGF, bFGF). Otros factores de 

reconocida importancia son, el factor de crecimiento de placenta (PGF), el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), isoleucina-8 (IL-8), los 

factores de crecimiento similar a la insulina 1 y 2 (IGF-1 y -2), los factores 
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de crecimiento transformante (TGFα y TGFβ), el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNFα), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el HGF-

regulado por el sustrato tirosina-quinasa (HGS) [42].  

 

La familia más estudiada ha sido la VEGF, incluido PGF [58-61] (figura 2). 

Estos factores de crecimiento son conocidos por inducir la transducción de 

señales mediante la unión a sus receptores transmembranales específicos, 

dentro de los que se encuentran VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR), y 

VEGFR-3 (flt-4) [59-62]. VEGF-A se une tanto a VEGFR-1 y VEGFR-2, 

mientras que PlGF solo se une al receptor VEGFR-1 [63]. La familia de 

proteínas VEGF también se une a los receptores neuroplin 1 y 2 (NP-1 y 

NP-2), cuya principal función es promover la movilidad celular y la 

migración quimiotáctica [64].  

 

Figura 2. Vía de señalización del factor de crecimiento endotelial vascular. Tomada de:  

http://rgd.mcw.edu/rgdweb/pathway/pathwayRecord.html?acc_id=PW:0000243 

 

http://rgd.mcw.edu/rgdweb/pathway/pathwayRecord.html?acc_id=PW:0000243
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Diferentes estudios han mostrado una asociación entre alteraciones en los 

niveles de expresión de los factores de crecimiento con características 

angiogénicas, y la presencia de patologías vasculares propias del 

embarazo; algunos de ellos, son los reportados por Sharkey y 

colaboradores (1996), donde encontraron niveles de VEGF incrementados 

en el plasma de mujeres con PE y especularon que VEGF podría estar 

involucrado en la disfunción endotelial materna que está asociada con esta 

condición [65]. Otros estudios reportaron resultados contradictorios, ya que 

encontraron una disminución significativa en los niveles proteicos de VEGF 

y PIGF en suero de mujeres PE [66,67]. Por otra parte, un estudio encontró 

un incremento significativo en la expresión del receptor Tie (receptor de las 

angiopoyetinas) en mujeres sanas comparado con mujeres PE a término 

[68].  

Cabe resaltar que los patrones de angiogénesis placentaria coinciden con 

el gran incremento del flujo sanguíneo reportado en la  circulación uterina y 

umbilical [49,69,70]. Para que este incremento en el flujo sanguíneo ocurra, 

debe estar sustentado por una respuesta vasodilatadora previa por parte 

del endotelio.  

 

3.4 La vasodilatación mediada por flujo, una medición no invasiva de 

función endotelial. 

 

El endotelio vascular normalmente, es capaz de soportar la función 

cardiovascular y el aumento en sus demandas, como es en el caso del 

embarazo, debido principalmente al incremento y promoción de su función 

vasodilatadora, entre otras funciones. Cuando esto no ocurre, se habla de 

disfunción endotelial, que como se ha mencionado anteriormente, favorece 

la agregación plaquetaria y disminuye la biodisponibilidad de las principales 

moléculas vasodilatadoras del endotelio, como es el caso del NO. 

Problemas en la vasodilatación dependiente del endotelio ha sido propuesto 
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como un factor de riesgo para enfermedades coronarias [71,72], así como 

para el desarrollo de complicaciones vasculares en el embarazo [9,73]. 

La función endotelial puede ser evaluada por medio de diferentes enfoques, 

entre ellos están mediciones con características mecánicas y morfológicas, 

determinación de marcadores endoteliales solubles, y medición de la 

regulación dependiente del endotelio del tono vascular en sitios precisos de 

la circulación [74]. Esta última, debido a su naturaleza no-invasiva, ha sido 

ampliamente utilizada, especialmente en grupos de individuos donde 

metodologías invasivas no son muy viables para su condición, como es el 

caso de las mujeres embarazadas. Una de las mediciones que cumple con 

los requisitos de este enfoque es la vasodilatación mediada por flujo (VMF). 

La VMF es un método que fue introducido por Celermajer y colaboradores 

en 1992, el cual consiste en la medición, por medio de ultrasonido, de la 

modificación porcentual del diámetro de la arteria braquial mediante 

hiperemia reactiva, observada por medio de transductores de alta 

resolución generalmente a partir de 7 MHz (25). Y su medición sigue los 

siguientes pasos: en  primer lugar, los procedimientos con el ultrasonido se 

realizan con el sujeto en reposo en posición supina por al menos 10 

minutos, y segundo, todas las mediciones se toman al final de la diástole, 

observada por electrocardiograma. Lo primero que se hace es ubicar la 

arteria braquial derecha en una sección transversal para ser escaneada 

sobre una sección longitudinal de 5 a 10 cm proximales al codo derecho. El 

diámetro de la arteria braquial es medido desde la interfase anterior a la 

posterior de la íntima media a una distancia fija. Cuatro ciclos cardíacos son 

analizados en cada medición, para así calcular un promedio. 

Posteriormente, un torniquete neumático puesto alrededor del antebrazo 

derecho es inflado hasta por lo menos 50 mm Hg por encima de la presión 

sanguínea sistólica por 5 minutos. Una liberación repentina induce un 

incremento en el flujo sanguíneo en la arteria braquial localizada cerca al 

torniquete. Durante la hiperemia reactiva, habrá un incremento en el estrés 
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de fricción, causando vasodilatación dependiente del endotelio, 

principalmente debido a la liberación de óxido nítrico [75]. Esta dilatación 

secundaria intensifica y prolonga la fase de hiperemia reactiva. La VMF de 

la arteria braquial es medida a los 45-60 segundos después de la liberación 

de la presión. El cambio en el diámetro causado por el incremento en el 

flujo es calculado como el porcentaje de cambio relativo a la medición de la 

línea de base (%VMF). La respuesta dilatadora de la arteria braquial debido 

a estrés de fricción ha mostrado tener una buena confiabilidad y 

reproducibilidad [76,77]. Por último, las imágenes son grabadas para las 

subsecuentes mediciones por parte de dos observadores, finalmente 

ambas mediciones se promedian.  

Un estudio de seguimiento en mujeres embarazadas sanas reportado por 

Ramírez et al., 2011, fue uno de los primeros estudios con los que el grupo 

de Nutrición de la Universidad del Valle evidenció su interés por evaluar 

variables como la VMF [78].  

A partir del protocolo anteriormente descrito para la medición de la VMF, se 

encontraron resultados que indicaban que esta variable podría ser un buen 

indicador de la función endotelial materna.  Esto se evidenció en un estudio 

publicado por Echeverri et al., 2015, que encontró, en un grupo de 

primigestantes, disminución significativa en la VMF del tercer trimestre 

comparada con el segundo trimestre del embarazo, además de una 

correlación positiva entre la VMF materna del segundo trimestre con los 

valores de malonaldehído (MDA)  (un indicador de estrés oxidativo) de los 

recién nacidos; y una correlación positiva y significativa, de la ∆VMF, entre 

el segundo y el tercer trimestre, con los niveles de óxido nítrico (NO) de los 

recién nacidos [79]. A parte de los resultados obtenidos en este estudio, 

cabe resaltar que los autores no solo utilizaron las mediciones de la VMF, 

sino también la ∆VMF, lo que estaría aportando mayor información acerca 

de la respuesta del endotelio en el transcurso del embarazo. Nótese que 

ellos encuentran una disminución significativa en la VMF del tercer 
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trimestre, respecto al segundo trimestre, pero cuando evalúan la magnitud 

de cambio, no se encuentran diferencias significativas.  

De igual manera, varios estudios han mostrado una asociación entre 

cambios negativos en la VMF con problemas o patologías vasculares 

propias del embarazo, como es el caso de la PE [20,80-82].  
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4. OBJETIVOS:  

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar sí la magnitud de cambio de la VMF, entre el tercer y segundo trimestre 

del embarazo, puede ser un indicador indirecto de los procesos regulatorios en la 

angiogénesis de la placenta. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Analizar el transcriptoma de placentas de mujeres que presentaron un 

∆VMF negativo vs. positivo. 

2. Relacionar el porcentaje de metilación en regiones promotoras de genes 

asociados a angiogénesis con su expresión en muestras de placenta de 

mujeres que presentaron ∆VMF negativo vs. positivo. 

3. Relacionar los perfiles de expresión de los miRNAs con cambios en la 

expresión de genes asociados a angiogénesis en muestras de placenta de 

mujeres que presentaron ∆VMF negativo vs. positivo. 

4. Relacionar la expresión de los angiomiRs-92a y -132 con la expresión de la 

proteína IGFBP1 en muestras de placenta de mujeres que presentaron un 

∆VMF negativo. 

 

5. HIPÓTESIS 

 

H0: No existen diferencias significativas en la expresión de genes 

involucrados en la vía angiogénica entre el grupo ∆VMF positivo vs. el 

grupo ∆VMF negativo. 

H0: No hay alteración de mecanismos regulatorios epigenéticos en placenta 

de mujeres con ∆VMF negativo. 
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CAPÍTULO 1: ANÁLISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE MUESTRAS DE 

PLACENTA PERTENECIENTES A MUJERES CON ∆VMF POSITIVO VS. 

NEGATIVO. 

 

1.1 INTRODUCCIÓN 

 

El concepto de transcriptoma representa el grupo total de transcriptos en 

una célula, donde su cuantificación dependerá del estadio del desarrollo, 

la condición fisiológica o el tejido u órgano del cual provengan; para ello, 

varias tecnologías han sido desarrolladas. Actualmente, los nuevos 

métodos de secuenciación de ADN de alto rendimiento, han permitido el 

desarrollo de una técnica con la cual se puede, al mismo tiempo, 

mapear y cuantificar los transcriptomas. Esta técnica se conoce como 

RNA-seq (secuenciación de ARN), dentro de sus ventajas están: 

primera, que la detección de transcriptos no está limitada a una 

secuencia genómica pre-existente, lo que la hace atractiva a la hora de 

determinar variantes de secuencias genómicas aún no determinadas 

[83]. Segunda, puede revelar la localización precisa de límites de 

transcripción, con una resolución de una sola base. Tercera, se puede 

obtener información acerca de la conectividad entre múltiples exones. 

Cuarta, la casi inexistente señal de fondo, ya que las secuencias de 

ADN pueden ser mapeadas sin ambigüedad a regiones únicas del 

genoma. Quinta, no tiene un límite superior de cuantificación, el cual se 

correlaciona con el número de secuencias obtenidas, por lo que tiene un 

amplio rango dinámico de los niveles de expresión sobre el cual los 

transcriptos pueden ser detectados. Sexta, altamente adecuado para 

cuantificar niveles de expresión [84,85]. Séptima, los resultados 

muestran altos niveles de reproducibilidad, para replicados técnicos y 

biológicos [83,84]. Y octava, requiere de menos cantidad de muestra de 

ARN, ya que no utiliza pasos de clonación en su metodología. 
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Lo anterior muestra la utilidad de RNA-seq para el estudio de 

transcriptomas complejos. Sin embargo, dentro de los retos para su uso, 

resaltan la preparación de las bibliotecas y las habilidades 

bioinformáticas para el procesamiento de la información. 
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1.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

      

1.2.1 Población y Muestra 

En este estudio se utilizó un banco de muestras de placenta, provenientes 

de mujeres primigestantes que participaron en el  estudio financiado por 

Colciencias/Universidad del Valle/FES (Cód. 11064592), "Efecto del 

Ejercicio Físico y de la Complementación con micronutrientes sobre 

factores maternos y placentarios asociados a la programación fetal de 

enfermedades crónicas no transmisibles". En dicho proyecto las gestantes 

fueron captadas entre las semanas 16 y 20 de gestación, con un rango de 

edad oscilando entre los 19 a no mayores de 30 años.  

 

Como criterios de inclusión, estas mujeres debían estar afiliadas al sistema 

de salud pública y ser atendidas en la Empresa Social del Estado ubicada 

en la zona de ladera de la ciudad de Santiago de Cali – Valle del Cauca, 

Colombia (E.S.E. ladera) (figura 3). Respecto a los criterios de exclusión, se 

siguió el American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) 

2003 [165]. Todas las participantes firmaron un consentimiento en el cual 

autorizaban, para fines investigativos, el uso de un banco de muestras, así 

como de la información suministrada durante el seguimiento del embarazo. 

Este consentimiento fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación 

en Humanos (CEIH) de la Universidad del Valle  (Acta N° 017-08). 

 

Las muestras de placenta se preservaron a -70°C, y la identidad de las 

mujeres estuvo protegida mediante un sistema de codificación, así como la 

información recopilada hasta el momento del parto. 
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c  

Figura 3. Distribución geográfica de las empresas sociales del estado (E.S.E.) en la 

ciudad de Santiago de Cali. Las primigestantes participantes del estudio de las cuales se 

obtuvieron las muestras de placenta, provenía de la ESE ladera (amarillo), ubicada en el sur-

occidente de la ciudad de Santiago de Cali (figura tomada de internet: 

http://calisaludable.cali.gov.co/redServicios/inicio.php) 

 

 1.2.2 Selección de muestras. 

 

A partir del grupo control del estudio anteriormente mencionado, se 

analizaron 191 datos correspondientes a la variable ∆VMF, identificándose 

un patrón de distribución de valores extremos, que al evaluar su 

significancia mediante una prueba t-student, se encontró un p-valor=0,04. 

Con base en ello, se seleccionaron las muestras que estaban en los 

extremos de esta distribución y que contaban con muestra de placenta. 

Adicionalmente, dichas muestras no debían haber presentado ninguna 

complicación durante el embarazo, haber dado a luz a término y su neonato 

no haber presentado ninguna complicación antes y durante el parto. 

Teniendo en cuenta estos criterios, se seleccionaron 11 muestras, de las 

cuales seis provenían del grupo con ∆VMF positivo, y cinco del grupo con 



34 
 

∆VMF negativo, la variable edad no mostró diferencias significativas entre 

los grupos (p-valor = 0.537), mediante la prueba U-Mann - Withney.  

 

1.2.3 Extracción y cuantificación de ARN a partir de tejido de placenta 

A partir de 4 muestras de la cara materna de la placenta (cada grupo con 

dos muestras de 21 y 27 años), congeladas a -70°C, se tomaron 30 mg 

para extraer ARN total, utilizando el miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Siguiendo 

las instrucciones y recomendaciones del fabricante. Mediante el uso de un 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se realizó el análisis 

espectrofotométrico de la cuantificación y evaluación de la pureza de los 

ácidos nucleicos, a partir de 1ul de muestra. 

 

Adicionalmente, se realizaron electroforesis con geles de agarosa al 1,2%, 

usando formamida y aplicando calor para desnaturalizar las muestras de 

ARN, siguiendo el protocolo de Masek et.al., 2005 [86], y así determinar la 

calidad del ARN extraído, de acuerdo a la presencia de las bandas para 

ARN ribosomal, 28s y 18s, con un peso aproximado de 5 kb y 2 kb, 

respectivamente. Y con una razón 28s:18S de 2:1, lo que garantiza una 

integridad total del ARN.   

 

 

1.2.4 Análisis transcripcional 

 

Se tomaron las dos muestras de ARN total para el grupo ∆VMF positivo y 

las otras dos muestras procedentes del grupo ∆VMF negativo, y se 

procedió a utilizar la técnica RNA-seq [87], una tecnología de secuenciación 

de última generación, que permite obtener una aproximación del perfil 

transcriptómico más preciso e informativo que mediante el uso de 

microarreglos (figura 4). Por ello, se utilizó la plataforma de secuenciación 

de Illumina (Hiseq) [88], cuyo protocolo involucra los siguientes pasos:  
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Figura 4. Típico experimento de RNA-seq. RNAs largos son convertidos a una biblioteca 

de fragmentos de cDNA mediante la fragmentación ya sea de RNA o cDNA. Los 

adaptadores de secuenciación (en azul) son subsecuentemente adicionados a cada 

fragmento de cDNA y se obtiene una secuencia corta de cada cDNA usando la tecnología 

de secuenciación de alta densidad. Las lecturas de secuenciación resultantes (reads) con 

el genoma o transcriptoma de referencia, son clasificadas en tres tipos: lecturas exónicas 

(exonic reads), lecturas de unión (junction reads) y extremos de lectura poly(A) (poly(A) 

end-reads). Estos tres tipos de lecturas son usadas para generar un perfil de expresión con 

una resolución por base para cada gen, como se ilustra en la parte inferior; este ejemplo 

muestra un marco de lectura abierta (ORF) de levadura con un intrón [87]. 
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1.2.4.1 Enriquecimiento de un subgrupo de ARNs a partir de 

ARN total: 

Para asegurar una fuerte señal de las poblaciones de ARN de 

interés, se procedió a su enriquecimiento, mediante el protocolo RNA 

capture seq [89], que consistió en el diseño de sondas para la 

captura de toda la población de ARNm, con la eliminación de las 

secuencias de ARNr (ARN ribosomal), siendo esta última la 

población de ARN más abundante, y que para fines prácticos no se 

consideraba analizar. De esta manera se elimina ruido para la 

secuenciación y posterior análisis bioinformático. 

 

1.2.4.2 Fragmentación del ARN total: 

EL tamaño de los fragmentos deseados fue 100pb; para su 

selección, se realizó una fragmentación por hidrólisis de las 

moléculas de ARN generando fragmentos de este tamaño. 

 

1.2.4.3 Conversión a ADN copia (ADNc): 

Se utilizaron cebadores de secuencias cortas (oligos deoxi-timina o 

dT) para hibridar las secuencias de ARN. Una vez la transcripción 

reversa se completó, el ARN molde es removido, ya que el ADNc de 

una sola cadena presenta una horquilla en el extremo 3’ que sirve 

como cebador para sintetizar la cadena complementaria.  

 

1.2.4.4 Ligación con adaptadores y amplificación por PCR: 

Las cadenas son tratadas para generar extremos cohesivos y los 

adaptadores son ligados en ambos extremos. El siguiente paso es la 

amplificación de todas las moléculas por PCR. 
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1.2.4.5 Selección del tamaño: 

Este paso asegura que el tamaño de los fragmentos sea el esperado, 

para lo cual, se realizó una electroforesis en la cual el rango de 

tamaño deseado es purificado a partir de un gel de extracción. 

 

1.2.4.6 Secuenciación:  

Los fragmentos se secuenciaron a partir de sus dos extremos 

(Paired-End sequencing ó PE). Las moléculas son desnaturalizadas 

y luego pasan a través de un flujo celular con secuencias de oligos 

complementarios a los adaptadores inmovilizados en su superficie. 

Los fragmentos se unen a estos oligos y cada uno es amplificado en 

puente, en ese espacio, para crear un grupo de moléculas idénticas 

que sirven como moldes para la formación de cadenas 

complementarias. Los cebadores de secuenciación se adicionan a 

cada molécula, y los millones de moléculas en los grupos o clúster 

comienzan la complementación reversa de forma simultánea. En 

cada paso de secuenciación, los nucleótidos de terminación reversa 

marcados fluorescentemente compiten por unirse a las cadenas 

molde, y solo un nucleótido es adicionado en cada una de las 

cadenas complementarias en crecimiento. Cada nuevo nucleótido 

está marcado con un colorante y el láser es usado para identificar 

dónde y qué nucleótido fue incorporado en cada clúster. La 

fluorescencia cae y los grupos terminales son removidos de los 

nuevos nucleótidos y el proceso se repite el número de veces que se 

desea. 

Al final se obtuvo una secuencia de imágenes, una por cada paso de 

secuenciación, donde cada punto iluminado corresponde a un clúster 

y el color de cada clúster representa un tipo de base diferente. La 

herramienta de análisis se basa en el llamado de bases (Base 

callers) [90]. Al final los archivos de secuenciación que se obtuvieron 

estaban en formato FASTQ, que incluye para cada clúster o lectura 
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(read): un id único, la secuencia de nucleótidos y el Phred quality 

score por base, este último está definido como Q = -10log10(P), 

donde P es la probabilidad de que el llamado de base sea incorrecto 

[90]. Como el formato secuenciación usado fue Paired-End, las reads 

son divididas en dos archivos ordenados, una con el primer extremo 

y la otra con el segundo. 

 

1.2.4.7 Inspección de la calidad de las secuencias: 

Utilizando el programa FASTQC, desarrollado por Babraham 

Bioinformatics Institute, como una herramienta de acceso abierto 

para inspeccionar la calidad de las reads (figura 5), fue posible 

visualizar la calidad por base, por secuencia, el contenido de bases, 

de GC y de bases N, la distribución de la longitud de las secuencias, 

los niveles de duplicación, las secuencias sobreexpresadas y el 

contenido de Kmer.  

 

Figura 5. Distribución de las secuencias. El eje y representa el Phred Score, 

donde a mayor Phred score (zona verde) significa una óptima calidad de las 

secuencias; la zona abana indica una calidad media, y la roja una muy baja 

calidad. El eje x muestra la posición en la read por pares de bases. 
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Una vez se confirmó que el análisis de la calidad de las secuencias 

obtenidas es satisfactorio, se procedió a realizar su alineamiento. 

 

1.2.4.8 Alineamiento y mapeo de las secuencias usando 

Bowtie2:  

Bowtie2 es una herramienta ultra rápida y eficiente para alinear reads 

a grandes secuencias de referencia de libre acceso; para ello, utiliza 

el formato SAM, siendo compatible con un gran número de 

herramientas.La sintaxis utilizada para el uso del programa fue la 

siguiente: 

bowtie2 –x hg19 -1 sample_R1.fastq -2 sample_R2.fastq –S 

output.sam 

donde: ‘-x hg19’, hace referencia a la carpeta que contiene los 

archivos indexados de la versión 37 del genoma de referencia, para 

que el programa la reconozca; ‘-1’ para indicar que el archivo que se 

está ingresando es el del primer extremo y, ‘-2’ para indicar que es el 

segundo extremo; ‘-S’ para el nombre del archivo de salida que debe 

ser en formato ‘.SAM’, es decir, el producto del alineamiento y mapeo 

al genoma de referencia. 

 

1.2.4.9 Cuantificación de transcriptos usando GFOLD: 

Debido al número limitado de muestras por grupo y a la ausencia de 

réplicas, se procedió a utilizar una herramienta diseñada para este 

tipo de casos, GFOLD score. Su aproximación matemática se basa 

en las veces de cambio del log2 (log2 fold-change) teniendo en 

cuenta la distribución posterior del mismo, es decir, es la medida 

intermedia entre el p-valor, que es lo más usado en la mayoría de 

herramientas de cuantificación, pero que en los casos de tamaño de 

muestra pequeño va a tender a negar las posibles diferencias entre 

los grupos, ya que su poder de discriminación, que es la varianza, 

recae sobre el promedio de las muestras, por lo que a menor número 
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de muestras mayor es la posibilidad de negar cualquier tipo de 

variación significativa; y el log2 fold-change, que tiende a exaltar y 

aceptar cualquier gran cambio sin tener en cuenta la varianza [91] 

(figura 6).  

 

 

Figura 6. Ejemplo de rankings de genes por GFOLD, fold change y p-valor. La 

figura ilustra el principio de GFOLD, comparando  el ordenamiento de los genes 

definidos por GFOLD (0.01), fold change y p-valor en tres genes de ejemplo. El 

conteo de reads de los genes negros, rojos y verdes son (1000, 2500), (5, 20), y 

(50, 250), bajo dos condiciones biológicas con el mismo tipo de secuenciación, 

respectivamente. Las tres curvas son las correspondientes distribuciones 

posteriores del log fold change. G = valor de GFOLD y p = p-valor calculado 

usando el test de poisson [91]. 

 

Los comandos utilizados para correr este programa fueron los 

siguientes: 

samtools view sample1.bam | ./gfold count –ann ensGene.gtf –tag 

stdin –o sample1.read_cnt && samtools view sample2.bam | ./ gfold 

count –ann ensGene.gtf –tag stdin –o sample2.read_cnt && samtools 

view sample3.bam | ./ gfold count –ann ensGene.gtf –tag stdin –o 

sample3.read_cnt && samtools view sample4.bam | ./ gfold count –
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ann ensGene.gtf –tag stdin –o sample4.read_cnt && ./gfold diff –s1 

sample1,sample2 –s2 sample3,sample4 –suf.read_cnt –o gfold.diff 

Donde: ‘samtools view’, es una herramienta del paquete de samtools 

del cual el programa hace uso para visualizar los archivos que están 

en formato .sam o .bam. La información es especificada muestra por 

muestra con base en el archivo del ensemble gene (ensGene.gtf), 

por lo que ‘count –ann’ especifica q ese es el ensemble gene y el 

conteo que se va a realizar. Mientras que ‘–tag stdin’ especifica la 

muestra. Por otra parte, ‘gfold diff’ va a cuantificar las diferencias 

entre los grupos. ‘-s1’ agrupa las muestras del primer grupo y ‘–s2’ 

las del grupo dos. ‘-suf.read_cnt’ le dice cuál es el sufijo que se está 

utilizando para el conteo y ‘–o’ es para nombrar el archivo de salida 

que en este caso fue ‘gfold.diff’. 

 

1.2.4.10 Visualización de los resultados: 

Usando el paquete gráfico GgPlot por medio del lenguaje de 

programación R, se procedió a visualizar la distribución de los 

resultados. 

  

1.2.4.11 Análisis de enriquecimiento a partir de sets de genes: 

La herramienta Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), fue usada  

para identificar las vías de señalización comprometidas, según la 

lista de genes diferencialmente expresados (GFOLD score diferente 

de cero) [92], un método cuyo poder se basa en el enfoque de 

grupos de genes, es decir, grupos que comparten una función 

biológica, una localización cromosomal o regulación en común. Hay 

tres elementos claves en los que se basa este método: 

1- Cálculo de un Score de enriquecimiento (pequeña explicación 

entre paréntesis): este score o enrichment score (ES) refleja el 

grado en el que un grupo de genes de interés (S) está 

sobrerrepresentado en los extremos (superior o inferior) de una lista 
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de genes (L) completa y ordenada. El score es calculado por el 

barrido de la lista (L), donde la estadística de la sumatoria se 

incrementa cuando un gen en el set S es encontrado, y disminuye 

cuando este no se encuentra. La magnitud del incremento depende 

de la correlación del gen con el fenotipo. El ES es la desviación 

máxima partiendo de cero, encontrada en un recorrido aleatorio, esto 

corresponde al ponderado estadístico similar a Kolmogorov–

Smirnov. 

2- Estimación del nivel de significancia de ES: Por medio del test 

de permutación basada en el fenotipo empírico, el cual conserva la 

estructura de correlación compleja de los datos de expresión génica. 

Específicamente, se permutan las etiquetas del fenotipo y son 

computados los ES del set de genes para los datos permutados, 

generando una distribución nula para el ES. El p-valor empírico – 

nominal del ES observado, es calculado según esta distribución nula. 

Lo importante, es que la permutación de las etiquetas de clase 

conserva las correlaciones gen-gen y, por lo tanto, proporciona una 

evaluación biológica más adecuada de la significancia, que la que se 

obtendría por la permutación de genes. 

3- Ajuste para la comprobación de hipótesis nula: Se normaliza 

el ES para cada set de genes teniendo en cuenta el tamaño del set, 

generando un score de enriquecimiento normalizado (NES). Lo 

siguiente es el control de los falsos positivos, calculando la FDR 

(tasa de falsos positivos) correspondiente a cada NES. La FDR es la 

probabilidad estimada que un set con un NES dado presente un falso 

positivo, esta es computada mediante la comparación de las colas de 

las distribuciones observadas y nulas para el NES. 

 

Con base en este análisis, se determinaron las vías biológicas de 

mayor relevancia, así como los genes de interés que presentaron 

una correlación significativa para pertenecer a estas vías. 
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1.3 RESULTADOS 

 

1.3.1 Mapeamiento y cuantificación de las secuencias obtenidas por 

RNA-seq. 

 

El análisis transcripcional mediante la técnica RNA-seq generó por cada 

muestra dos lecturas apareadas (pair-end reads) con una longitud por lectura 

(read) de 100 pb, obteniéndose entre 15-26 millones de reads por muestra en 

cada par de lecturas. Al mapearse las secuencias de cada muestra respecto a 

la secuencia del genoma humano (hg19 Versión 37), se obtuvo una alta tasa 

de reads mapeadas, la cual estuvo entre el 69-79% (tabla 1).  

 

Tabla 1. Porcentajes de reads mapeadas respecto al genoma de 

referencia (hg19) 

Reads 

mapeadas 

∆VMF 

positivo 

∆VMF 

positivo 

∆VMF 

negativo 

∆VMF 

negativo 

Promedio 79.12% 69.83% 79.41% 69.90% 

Izquierda 80.14 70.99% 70.99% 73.21% 

Derecha 78.11% 68.66% 80.30% 66.59% 

 

A partir de las secuencias mapeadas se cuantificaron los transcriptos, 

tomando al grupo ∆VMF positivo como control, se identificaron 1,612 

transcriptos diferencialmente expresados en el grupo ∆VMF negativo, de los 

cuales 356 presentaron una baja expresión y 1256 se encontraban sobre-

expresados (figura 7).  
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Figura 7. Cuantificación por medio del GFOLD Score para la identificación y cuantificación 

diferencial de transcriptos en el grupo ∆VMF negativo respecto al positivo.  Distribución de 

los genes expresados de forma diferencial. En el extremo superior derecho (rojo) se presentan los 

transcriptos sobre-expresados y en el extremo inferior izquierdo (verde) los que presentaron una 

baja expresión en el grupo con ∆VMF negativo respecto al positivo. 

 

1.3.1.2 Análisis de genes diferencialmente expresados, involucrados 

en vías angiogénicas  

 

A partir de los transcriptos diferencialmente expresados, se evaluaron los 

dos listados correspondientes a aquellos con baja y alta expresión. Para lo 

cual, se utilizó la opción de investigar grupos de genes por medio de la 

herramienta GSEA, teniendo en cuenta las siguientes bibliotecas: CP: vías 

canónicas, con 1330 sets de genes; CP:Biocarta, grupos de genes BioCarta 

con 217 sets de genes; y CP:KEGG, grupos de genes en la enciclopedia de 

Kioto de Genes y genomas con 186 sets de genes.  Mostrando el top 50 de 

los sets de genes organizados por significancia con un FDR q-valor ˂ 0.05. 



45 
 

De este resultado, se identificaron cuatro vías de señalización involucradas 

en angiogénesis (tabla 2). 

 

Tabla 2. Vías de señalización angiogénicas según los genes 

diferencialmente expresados en el grupo ∆VMF negativo. 

Nombre del set de 
genes [# genes (K)] 

Descripción 
# de genes sobre-

expresados 
P-

valor 
FDR q-
valor 

KEGG vías de 
señalización en cáncer 

[328] 

Vías de señalización en 
Cáncer 

13 
2.37 x 

10
-6

 

1.36 x 

10
-4

 

PID vía de señalización 
VEGFR1 [26] 

VEGFR1 señales 
específicas 

4 
4.83 x 

10
-5

 

1.56 x 

10
-3

 

BIOCARTA P53 vía de 
hipoxia [23] 

Hipoxia y P53 en el 
sistema cardiovascular 

4 
2.91 x 

10
-5

 

1.07 x 

10
-3

 

Nombre del set de 
genes [# genes (K)] 

Descripción 
# de genes con 
baja expresión 

P-
valor 

FDR q-
valor 

PID vía del factor de 
transcripción HIF-1 [66] 

 

Red del factor de 
transcripción HIF-1 alfa 

 

4 
 

1.51 x 
10

-4
 

 

1.53 x 
10

-2
 

 

 

 

De los genes identificados en las vías promotoras de la angiogénesis fueron 

seleccionados 4 de ellos. El criterio de selección usado fue, estar 

directamente involucrados con los más reconocidos e importantes factores 

de crecimiento, promotores de angiogénesis, o ser uno de estos factores 

(tabla 3). De estos transcriptos, se resaltan los genes IGFBP1 (proteína de 

unión al factor de crecimiento similar a insulina 1), LEP (leptina), y PGF 

(factor de crecimiento placentario), por presentar transcriptos codificantes 

para proteína.  
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Tabla 3. Genes diferencialmente expresados en el grupo ∆VMF negativo 

respecto al grupo positivo 

Gen Transcripto GFOLD log2fc  Estatus  Evaluación 

IGFBP1 ENST00000457280   -1.109 -3.085 Baja expresión Codificante 

IGFBP1 ENST00000275525   -1.164 -3.060 Baja expresión Codificante 

IGFBP1 ENST00000468955   -1.074 -3.111 Baja expresión Codificante 

LEP ENST00000308868   -0,079 -2,110 Baja expresión Codificante 

PGF ENST00000553716   0.181 1.931 Sobreexpresión Codificante 

NRP2 ENST00000468256   0.078 2.042 Sobreexpresión No codificante 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

1.4 DISCUSIÓN 

 

1.4.1 La magnitud de cambio de la VMF (∆VMF) en el embarazo 

 

Dentro de los grandes cambios hemodinámicos en el embarazo 

se encuentra la vasodilatación periférica y la disminución en la 

resistencia vascular. Aunque no son completamente claros los 

mecanismos que conducen a estos cambios, existe evidencia 

que señala a la función endotelial y a la actividad del óxido 

nítrico como factores que contribuyen a ellos [28,29]. Problemas 

en la función endotelial (disfunción endotelial), han demostrado 

estar asociados a complicaciones con compromiso vascular 

durante el embarazo [93].  

 

Una consecuencia funcional de la disfunción endotelial es la 

incapacidad para liberar óxido nítrico [94]. Varios métodos, la 

mayoría de ellos, experimentos in vitro aislando células 

endoteliales o vasos de tejido materno o fetal, han sido usados 

para estudiar la función endotelial [28]. Por más de dos 

décadas, mediante el uso de sustancias vasoactivas como la 

acetilcolina y la nitroglicerina, se ha caracterizado la función 

endotelial motora [95,96]. Sin embargo, en mujeres 

embarazadas estos métodos no son adecuados debido a su 

naturaleza invasiva. Es por ello, que la VMF, un indicador no 

invasivo de la función endotelial, específicamente para 

problemas en la regulación del tono vascular, es uno de los 

métodos más usados para evaluar esta función durante el 

embarazo. Niveles negativos o muy bajos en esta medición 

podrían predecir resultados vasculares adversos [20,82,97]. En 

un embarazo saludable, normalmente se produce un incremento 

en la VMF, debido al aumento en el flujo sanguíneo de la madre 
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al feto, por lo que se espera que la VMF incremente a lo largo 

de la gestación [28,98].  

 

Es importante destacar, que la mayoría de estos estudios que 

han evaluado la VMF en los tres trimestres del embarazo, lo han 

hecho con diferentes grupos de mujeres que en un momento 

determinado se encontraban en uno de los trimestres, sin hacer 

el seguimiento de la medición al mismo grupo de mujeres. Sin 

embargo, en este estudio, los datos de VMF analizados 

provenían de un estudio longitudinal, lo que permitió contar con 

las mediciones de los dos últimos trimestres pertenecientes al 

mismo grupo de mujeres.  

 

Teniendo en cuenta que en el embarazo la fisiología vascular 

cambia conforme este avanza, se decidió trabajar con el valor 

de cambio de la VMF (∆VMF) entre el segundo y tercer 

trimestre. Considerando que las mediciones únicas pueden ser 

poco informativas, porque no muestran como el endotelio ha 

respondido a los eventos fisiológicos y moleculares que se 

presentan durante la gestación. Con base en lo anterior, se 

espera que la diferencia o cambio sea positivo o por lo menos 

nulo, entre el segundo y tercer trimestre [99]. Sin embargo, al 

analizar los dos grupos con ∆VMF positivo y negativo, se 

encontró que ninguna de estas mujeres desarrolló alguna 

complicación durante el embarazo. 

Pese a que el grupo ∆VMF negativo presentó un embarazo a 

término y sin complicaciones, este mostró cambios a nivel de la 

expresión génica en vías de señalización que involucran a la 

angiogénesis. 
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1.4.2 Variaciones negativas en el ∆VMF evidencian cambios en la 

expresión génica de placenta comprometiendo vías de 

señalización angiogénica 

 

El endotelio produce moléculas vasodilatadoras y 

vasoconstrictoras, las cuales regulan el tono vascular, que a su 

vez presentan propiedades pro y anti-angiogénicas. Entre ellas, 

se encuentran vasoconstrictores con actividad anti-angiogénica 

como son Ang2, endotelina-1 y tromboxano-A2. Mientras que en 

las pro-angiogénicas con respuesta vasodilatadora están: IGF, 

TGF, VEGF y PIGF junto con sus receptores, IL-8, bFGF y 

PDGF [100-102]. Esto evidencia la estrecha relación entre la 

función endotelial vasomotora y el proceso angiogénico.  

 

Considerando esta relación entre el endotelio y la angiogénesis, 

nos enfocamos en analizar los posibles cambios moleculares, 

con base en una medida indirecta de la función endotelial como 

es la VMF, que podrían presentarse en la regulación del proceso 

angiogénico en tejido de placenta. Las muestras analizadas 

provenían de la cara materna de la placenta, la cual contiene 

células de la microvasculatura responsables de la 

vascularización de los cotiledones. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos provienen exclusivamente del estudio del ambiente 

microvascular de la placenta. Estas células son de gran 

importancia, ya que muchos desórdenes placentarios, como 

RCIU y PE, involucran cambios estructurales y vasculares que 

ocurren durante la microvascularización de las vellosidades 

coriónicas e impactan el intercambio de gases materno-fetal 

[103,104].  
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El análisis transcripcional de las muestras de placenta de los 

dos grupos identificó 4 vías de señalización involucradas en 

angiogénesis, que comprometían genes diferencialmente 

expresados en el grupo ∆VMF negativo.  

 

Una de estas  vías de señalización es la del factor 

transcripcional HIF1α, la cual durante el desarrollo placentario 

se encuentra regulada tanto a nivel transcripcional como post-

transcripcional, ya que bajo condiciones no hipóxicas, la 

expresión de HIF1α es inducida por factores de crecimiento en 

el que se involucran receptores tirosina-quinasa [105,106], 

involucrando a las vías PI3K y MAPK [107,108], lo que 

contribuye a la vascularización o ramificación vascular en la 

placenta. Sin embargo, los genes que hacen parte de esta vía 

se identificaron con una baja expresión, por lo que se espera, 

esté ocurriendo una disminución en la ramificación de los vasos.  

 

Sin embargo, las siguientes tres vías de señalización 

estimuladas debido a la sobre-expresión de sus genes (tabla 2). 

La primera de estas involucra genes identificados en vías que 

conducen al desarrollo del cáncer. Los genes encontrados en 

esta lista responden a un fenotipo proliferativo, un característica 

angiogénica. Por lo tanto, se espera que en el grupo ∆VMF 

negativo se haya presentado un aumento en la proliferación de 

las células endoteliales de placenta. Otra de las vías que estaría 

siendo intensificada es la señalización por VEGFR1, este 

receptor con dominio tirosina-quinasa es estimulado por HIF1α, 

su señal normalmente desencadena permeabilidad vascular y 

migración en células endoteliales [109], datos reportados indican 

que este receptor juega un papel importante en el 

mantenimiento de la angiogénesis [110], lo que se espera 



51 
 

encontrar en placentas a término como las analizadas, lo que 

lleva a pensar en la necesidad de mantener hasta última 

instancia una angiogénesis de sostenimiento debido a las 

dificultades en la vasodilatación. Por último, la vía que involucra 

hipoxia y P53, ha sido reportada en células trofoblásticas 

humanas [111], donde se presenta un aumento en la apoptosis 

de estas células por el incremento en la expresión de P53. Esto 

mismo fue evaluado en placentas de embarazos con restricción 

de crecimiento fetal, en las que se ha encontrado como las 

condiciones hipóxicas incrementan la expresión y acumulación 

de P53 en estas placentas, llevando a un aumento en la 

apoptosis celular [112].  

 

En resumen, pese a que tres de las cuatro vías de señalización 

involucradas en angiogénesis estarían siendo sobre-

expresadas, una de ellas, la de hipoxia que intensifica la 

expresión de P53 estaría controlando el aumento en la 

proliferación de la señal proliferativa de los genes encontrados 

en angiogénesis tumoral. Aunque la señal de VEGFR1 

incrementa la permeabilidad vascular y mantiene la 

angiogénesis activa, esta puede verse afectada negativamente 

por la disminución en la vía de señalización HIF1α, siendo este 

último uno de sus principales estimulantes para inducir su 

expresión.  

 

Al analizar en conjunto las cuatro vías (tabla 2), se puede 

pensar en un mecanismo homeostático que conduce a la 

alteración de la dinámica celular mediante cambios en la 

expresión génica, de tal manera que la disminución en la 

vasodilatación arterial, podría verse compensada por la 
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alteración en la expresión de estos genes, evitando cambios 

estructurales grandes en la red vascular de la placenta. 

 

1.4.2.1 IGFBP1 y sus bajos niveles de expresión en 

placenta 

Todas los ARNm de las proteínas de  unión a los 

factores de crecimiento similares a la insulina (IGFBPs) 

han sido identificadas en el endometrio decidualizado 

materno, desde la sexta semana de la gestación hasta 

el término del embarazo [207]. Dentro de ellas, la 

IGFBP1 es una de las más importantes en el 

embarazo, siendo la principal proteína de unión en el 

líquido amniótico y de la decidua materna [113], 

además con una significativa importancia en el suero 

materno y fetal [114,115].  

 

Alteraciones en la expresión de IGFBP1 pueden 

modular la biodisponibilidad de IGF1 (factor de 

crecimiento similar a insulina 1) [116-118]. IGFBP1 

compite con IGFR-1 (receptor del factor de crecimiento 

similar a insulina 1) por IGF-1, el cual, es el ligando de 

IGFR-1. En esta competencia IGF-1 tiene una mayor 

afinidad por IGFBP1 que por el receptor, por lo tanto, a 

mayor disponibilidad de la proteína de unión, IGF-1 va 

a tender a unirse a esta, disminuyendo las 

posibilidades de unirse a su receptor [119-121]. 

Adicionalmente, IGFBP1 también presenta acciones 

independientes de IGF-1, tales como inhibición del 

crecimiento celular y estimulación de la apoptosis 

[122,123]. 
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La vía de señalización IGFR-1 activada por IGF-1, 

tiene acciones mitogénicas y diferenciarias en un 

amplio rango de tejidos tanto fetales como placentarios 

[124]. Este receptor está compuesto por dos 

subunidades extracelulares alfa, que contienen sitios 

de unión a la hormona, y dos subunidades beta que 

atraviesan la membrana, codificando una tirosina 

quinasa intracelular. El sitio de unión a la hormona 

activa al receptor quinasa, llevando a su 

autofosforilación y a la fosforilación de la tirosina de 

múltiples sustratos, incluido el sustrato del receptor de 

insulina (IRS) y las proteínas Shc [125]. A través de 

estas reacciones iniciales de fosforilación de la tirosina, 

las señales de IGF-I son transducidas a una compleja 

red de lípidos intracelulares y quinasas serina/treonina, 

que al final son las responsables de la proliferación 

celular, modulación de la diferenciación del tejido y 

protección contra la apoptosis [125,126]. 

El ARNm de IGF-1 está confinado a las glándulas 

uterinas en las regiones intercotiledones de la placenta 

[127]. Por lo que, altas concentraciones de IGFBP1 

disminuirán la disponibilidad de IGF-1 perturbando la 

señalización de la vía IGFR-1, promotora de la 

angiogénesis en placenta. Sin embargo, tal y como lo 

muestran los resultados obtenidos, al presentarse 

niveles bajos en la expresión de igfbp1, conduciría a 

una disminución en sus niveles proteicos, permitiendo 

que IGF-1 al estar libre se una a su receptor y estimule 

las vías promotoras de la angiogénesis. En este caso, 

al compararse con el grupo ∆VMF positivo, se puede 

pensar que en el grupo ∆VMF negativo se hizo 
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necesario disminuir la expresión de este gen, como 

consecuencia de los problemas que presentaron este 

grupo de mujeres con la función vasomotora, evitando 

un impacto negativo en la angiogénesis placentaria. 

 

1.4.2.2 Leptina una hormona pleiotrópica con actividades 

vasodilatadoras y pro-angiogénicas 

 

Continuando con los genes que mostraron una 

disminución significativa en el grupo ∆VMF negativo, se 

encontró la leptina, una hormona ampliamente 

conocida por regular los depósitos de grasa en tejido 

adiposo. Aunque por muchos años, solamente se le 

atribuyó esta función, su identificación en otros órganos 

que la expresaban, además de ejecutar acciones 

adicionales, ha incrementado el interés y el 

conocimiento acerca de la funcionalidad de esta 

hormona en las últimas dos décadas. Uno de los 

órganos que presenta esta autonomía para la 

expresión de leptina es la placenta humana. En esta 

última, una de las acciones que se han identificado es 

la de promover angiogénesis, por medio de los 

receptores largos de leptina Ob(RL), expresados en el 

endotelio. Estos receptores carecen de dominios 

tirosina-quinasa intracelulares, por lo que deben unirse 

a quinasas citoplasmáticas, principalmente la Janus 

tirosina-quinasa 2 (JAK2). Una vez activada una 

proteína JAK, esto desencadena una transfosforilación 

de otras proteínas JAKs, así como la de otros residuos 

de tirosina (Tyr985, Tyr1138, y Tyr 1077) 

pertenecientes al receptor [128,129]. Lo anterior provee 
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de sitios de acoplamiento para moléculas corriente 

abajo, tales como los transductores de señal y 

activadores de la transcripción (STATs). La vía de 

señalización conocida como JAKs-STAT [130], 

conduce a la activación de dos importantes vías 

promotoras de angiogénesis, la MAPK/ERK1/2 

(proliferación y diferenciación celular) [131] y la 

PI3K/AKT1 (proliferación, adhesión, migración, 

invasión y supervivencia celular) [132-134].  

 Al analizar los resultados obtenidos, se espera que 

una menor expresión de leptina en placenta, podría 

conducir a una disminución en la señal pro-angiogénica 

en este grupo de mujeres. Adicionalmente, esta misma 

vía de señalización, mediante la activación de 

PI3K/AKT1, ha sido propuesta para explicar el efecto 

vasodilatador dependiente de la activación de la vía de 

síntesis de NO [135].  

 

En humanos, se ha encontrado que en células 

endoteliales la leptina ejecuta un efecto vasodilatador 

[136]. Algunos reportes han señalado a leptina como 

una molécula vasodilatadora cuyo efecto es 

independiente de la liberación de NO [137,138]. 

Mientras que otro estudio, resalta que su efecto 

vasodilatador se debe a la inducción de la síntesis del 

NO [135]. De acuerdo con esto, es factible pensar en 

que la disminución en los niveles de expresión de 

leptina (ARNm), podría ser una de las causas 

intrínsecas que condujo a la diferencia encontrada en 

la variable ∆VMF, con potencial influencia en la 

regulación del tono vascular en estas mujeres, y a su 
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vez, con un posible impacto sobre la vasculatura 

placentaria.  

 

1.4.2.3 Sobreexpresión de PGF en tejido de placenta a 

término 

El factor de crecimiento de placenta (PGF), es uno de 

los miembros de la familia VEGF [57-61]. Su único 

receptor es VEGFR-1, y se considera que amplifica las 

funciones conducidas por VEGF, como son la 

angiogénesis y la activación de células endoteliales 

vasculares [139,140]. 

 

Al final de la gestación se espera que los niveles de 

PGF sean más altos que al inicio del embarazo [141]. 

En los resultados encontrados se observa un 

incremento en los niveles de su ARNm superior al del 

grupo ∆VMF positivo. Esta sobreexpresión puede tener 

varias repercusiones. La primera, hace alusión a la 

evidencia que reporta la sobreexpresión de PGF como 

un marcador predictivo para el desarrollo de diabetes 

[142]. La segunda repercusión, debido al no desarrollo 

inmediato de la patología anteriormente mencionada, 

puede ser una respuesta a los mecanismos 

homeostáticos debido a los problemas de 

vasodilatación. Esto último es factible debido a la 

evidencia que señala que el aumento en las 

concentraciones de PGF intensifica la permeabilidad 

vascular y la respuesta inflamatoria [143,144], 

necesaria en la angiogénesis.  
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Al unir estos resultados con la disminución en la 

expresión de IGFBP1, se podría pensar que una de las 

consecuencias del incremento en la vía IGFR-1, podría 

llevar al aumento en la expresión de PGF, dada la 

relación de la vía de señalización VEGF con la de AKT 

[145].  
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CAPÍTULO 2: EVALUACIÓN DE LA REGULACIÓN EPIGENÉTICA DE LA 

ANGIOGÉNESIS PLACENTARIA DE MUJERES CON CAMBIOS EN LA 

∆VMF. 

 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Uno de los mecanismos epigenético más estudiado ha sido la metilación 

del ADN  [146]. Esta es llevada a cabo por una variedad de enzimas 

ADN metiltransferasas, responsables de adicionar un grupo metilo a los 

residuos de citosinas, principalmente, en regiones ricas en 

citosina/guanina, conocidas como islas CpG. Una regla general, que 

usualmente se cumple, es que, cuando una gran cantidad de citosinas 

en una isla o islas CpG localizadas en la región promotora de un gen se 

encuentran metiladas, el gen será silenciado por metilación. Esto 

significa que el gen se encuentra hipermetilado, y  lo contrario ocurre 

cuando el porcentaje de citosinas metiladas es muy bajo, es decir, el 

gen se encuentra hipometilado, y por lo tanto hay expresión [147].  

 

Un desarrollo placentario saludable involucra patrones de expresión 

génica espacio-temporalmente programados, y cualquier alteración en 

este proceso puede comprometer la función placentaria [148-150]. 

Subóptimas condiciones en el ambiente uterino, pueden conducir a 

alteraciones en los perfiles de metilación del ADN, generando cambios 

en la expresión de los genes comprometidos y previniendo un adecuado 

crecimiento y función placentario [151].  

 

Otro mecanismo epigenético de gran potencial son los miRNAs, 

pequeños ARNs no codificantes de aproximadamente 22 nucleótidos de 

cadena sencilla. La biogénesis canónica de estas moléculas está 

liderada por las enzimas RNasas tipo III [152]. Un transcrito primario 
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(pri-miRNA), usualmente producido por la ARN polimerasa II, el cual es 

procesado por un heterodímero nuclear conformado por la enzima 

Drosha y por su ribonucleoproteína DGCR8, la cual reconoce 10 pb de 

la horquilla del pri-miRNA, posicionando los sitios catalíticos de la 

enzima Drosha [153], liberando una horquilla precursora de miRNA (pre-

miRNA) de aproximadamente 55-70 nucleótidos. Los casi 2 nucleótidos 

en el extremo 3’ de la horquilla pre-miRNA son reconocidos por 

exportina 5 y su socio Ran-GTP, permitiendo su salida del núcleo. En el 

citoplasma la enzima Dicer junto con sus ribonucleoproteínas de doble 

cadena TRBP y PACT, lo procesan dando como resultado pequeños 

dúplex de RNA de doble cadena de aproximadamente 22 nucleótidos 

[154-156]. Las dos cadenas son separadas y una de ellas es 

transportada por un proteína argonauta (AGO), la cual posicionará la 

cadena líder en el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC o 

miRISC), sirviendo de guía para represar los ARNms blancos [157].   

 

Actualmente la regulación epigenética por parte de los miRNAs, ha 

permitido identificar nuevos actores que ejercen un papel importante en 

procesos como la angiogénesis [158-160]. Diversos estudios han 

identificado miRNAs asociados a angiogénesis, actualmente conocidos 

como angiomiRs [161-163], y muchos otros han catalogado estos 

angiomiRs, según los ARNms blanco que regulan, como pro-

angiogénicos [23,159,162,164-182], o anti-angiogénicos [170,174,183-

190].  

 

La identificación de nuevos mecanismos de regulación se hace 

apremiante a la hora de establecer variantes en el proceso fisiológico 

que pueden estar potencializando la aparición de la patología vascular.  
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.2.1 Población y Muestra 

En este estudio se utilizó un banco de muestras, provenientes de mujeres 

primigestantes que participaron en el  estudio financiado por 

Colciencias/Universidad del Valle/FES (Cód. 11064592) "Efecto del 

Ejercicio Físico y de la Complementación con micronutrientes sobre 

factores maternos y placentarios asociados a la programación fetal de 

enfermedades crónicas no transmisibles". En dicho proyecto las gestantes 

fueron captadas entre las semanas 16 y 20 de gestación, con un rango de 

edad oscilando entre los 19 a no mayores de 30 años..  

 

Como criterios de inclusión, estas mujeres debían estar afiliadas al sistema 

de salud pública y ser atendidas en la Empresa Social del Estado ubicada 

en la zona de ladera de la ciudad de Santiago de Cali – Valle del Cauca, 

Colombia (E.S.E. ladera) (figura 3). Respecto a los criterios de exclusión, se 

siguió el American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) 

2003 [165]. Todas las participantes firmaron un consentimiento en el cual 

autorizaban, para fines investigativos, el uso de un banco de muestras, así 

como de la información suministrada durante el seguimiento del embarazo. 

Este consentimiento fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación 

en Humanos (CEIH) de la Universidad del Valle  (Acta N° 017-08). 

 

Las muestras de placenta se preservaron a -70°C, y la identidad de las 

mujeres estuvo protegida mediante un sistema de codificación, así como la 

información recopilada hasta el momento del parto. 
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 2.2.2 Selección de las muestras. 

 

A partir del grupo control del estudio anteriormente mencionado, se 

analizaron 191 datos correspondientes a la variable ∆VMF, identificándose 

un patrón de distribución de valores extremos, que al evaluar su 

significancia mediante una prueba t-student, se encontró un p-valor=0,04. 

Con base en ello, se seleccionaron las muestras que estaban en los 

extremos de esta distribución y que contaban con muestra de placenta. 

Adicionalmente, dichas muestras no debían haber presentado ninguna 

complicación durante el embarazo, haber dado a luz a término y su neonato 

no haber presentado ninguna complicación antes y durante el parto. 

Teniendo en cuenta estos criterios, se seleccionaron 11 muestras, de las 

cuales seis provenían del grupo con ∆VMF positivo, y cinco del grupo con 

∆VMF negativo, la variable edad no mostró diferencias significativas entre 

los grupos (p-valor = 0.537), mediante la prueba U-Mann - Withney. 

 

2.2.3 Extracción y cuantificación de ADN y ARN a partir de tejido de 

placenta 

Se tomaron 11 muestras de la cara materna de la placenta congeladas a -

70°C, de las cuales cuatro (las mismas usadas para el transcriptoma) 

fueron usadas para extraer ADN, a partir de 30mg de tejido, mediante el 

DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen), y 11 (incluyendo las cuatro 

anteriormente extraídas para el análisis de transcripcional) para la 

extracción de ARN total, utilizando el miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Para 

ambos kits se siguieron las instrucciones y recomendaciones del fabricante. 

Mediante el uso de un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), se realizó el 

análisis espectrofotométrico de la cuantificación y evaluación de pureza de 

los ácidos nucleicos, a partir de 1ul de muestra. 

En el caso del ARN total, se realizaron electroforesis con geles de agarosa 

al 1,2%, usando formamida y aplicando calor para desnaturalizar las 
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muestras de ARN, siguiendo el protocolo de Masek et.al., 2005 [86], y así 

determinar la calidad del ARN extraído, de acuerdo a la presencia de las 

bandas para ARN ribosomal, 28s y 18s, con un peso aproximado de 5 kb y 

2 kb, respectivamente. Y con una razón 28s:18S de 2:1, lo que garantiza 

una integridad total del ARN 

 

 

2.2.4 Arreglos de PCR para metilación de ADN 

 

Para evaluar el porcentaje de metilación de 16 regiones 

promotoras de genes involucrados en angiogénesis (tabla 4), se 

utilizó el EpiTect Methyl II PCR array (335112CMETH9624-24; 

Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este 

método se basa en la cuantificación del ADN, posterior a la 

digestión con dos tipos de enzimas de restricción, una sensible y 

otra dependiente de metilación, las cuales digieren el ADN 

metilado o desmetilado respectivamente; para lo cual, se utilizó el 

EpiTect Methyl II DNA Restriction Kit (335452; Qiagen). Una vez 

terminada la digestión se procede a realizar el montaje de las 

placas con sus respectivas muestras; el ADN no digerido en cada 

reacción ezimática es cuantificado por PCR en tiempo real, usando 

cebadores que flanquean la región promotora de interés. La 

fracción relativa de ADN metilado y desmetilado es 

subsecuentemente determinada por la comparación de la cantidad 

de ADN en cada reacción simulada donde no se adiciona enzimas. 

Para este procedimiento se utilizó un termociclador CFX96 (Bio-

Rad), y el programa usado fue el siguiente: 

                

                1- 10 min a 95°C 

                 2- 15 seg a 95°C     X      

                 3- 1 min a 60°C       40 ciclos 
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Se adiciona curva de melt al final, y se ajusta la tasa de rampa a 

1°C/seg. 

 

Tabla 4. Regiones promotoras de genes involucrados en 

angiogénesis. 

UniGene RefSeq Símbolo Descripción 

Hs.369779 NM_012238 SIRT1 Sirtuina 1 

Hs.73793 NM_003376 VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular 

Hs.284244 NM_002006 FGF2 Factor de crecimiento de fibroblasto 2 (básico) 

Hs.536663 NM_002213 ITGB5 Integrina, beta 5 

Hs.338207 NM_004958 MTOR Blanco mecanístico de rapamicina 
(serina/treonina quinasa) 

Hs.633514 NM_003255 TIMP2 TIMP inhibidor de metalopeptidasa 2 

Hs.559820 NM_001126049 KLLN Kilin, inhibidor de la replicación del ADN regulada 
por p53 

Hs.131704 NM_003873 NRP1 Neuropilin 1 

Hs.194236 NM_000230 LEP Leptina 

Hs.479754 NM_001093772 KIT V-kit Hardy-Zuckerman 4 oncogen homólogo del 
sarcoma viral felino 

Hs.264887 NM_001174067 FGFR1 Receptor del factor de crecimiento de fibroblasto 
1 

Hs.654360 NM_002019 FLT1 Tirosina quinasa 1 relacionado con Fms (factor 
de crecimiento endotelial vascular/receptor del 
factor vascular de permeabilidad) 

Hs.118400 NM_003088 FSCN1 Homologo 1 de Fascin, agrupación de proteínas 
actina (Strongylocentrotus purpuratus) 

Hs.479756 NM_002253 KDR Receptor del dominio del insert quinasa (un 
receptor tirosina quinasa tipo III) 

Hs.705413 NM_001198689 LEPR Receptor de leptina 

 

 

2.2.5 Arreglos de PCR para miRNAs 

 

Esta técnica combina dos metodologías, una es la de microarreglos, en la 

que se conocen las secuencias de interés que van a hibridar con la 

muestra; y la otra, es el PCR en tiempo real, que incrementa la sensibilidad 

y eficiencia de la reacción. Respecto a la tecnología de microarreglos, los 

arreglos de PCR presentan grandes beneficios en términos de eficiencia, ya 

que no solo se hibrida e identifica la secuencia de interés, sino que también 

se está validando y cuantificando en términos de abundancia dicha 
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secuencia mediante la PCR en tiempo real. Además de la optimización de 

los recursos, porque permite utilizar pequeñas cantidades de ARN por 

reacción, debido a la sensibilidad de la PCR [191]. Todo lo anterior presenta 

grandes beneficios cuando los objetivos experimentales se enfocan en una 

sola vía de regulación o en un limitado número de genes de interés. 

 

Siguiendo las especificaciones del fabricante, se utilizó un miScript II RT Kit 

(218161; Qiagen) para los experimentos de transcripción reversa (RT-

PCR). Una vez las muestras fueron retrotranscritas a ADNc, se utilizó el 

miScript miRNA PCR array (331221-D24; Qiagen). Un arreglo de PCR, 

diseñado para identificar secuencias de miRNAs maduros validados 

experimentalmente por regular angiogénesis (tabla 5). El master mix 

utilizado para estos arreglos de PCR corresponde al miScript SYBR Green 

PCR kit (218075 Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El 

programa del termociclador fue el siguiente:  

 

1- 10 min a 95°C 

2-   2- 15 seg a 95°C     X      

3-   3- 1 min a 60°C       40 ciclos 

Al final, se adicionó la curva de melt, y se ajustó la tasa de 

rampa a 1°C/seg. El termociclador utilizado fue un CFX96 

(Bio-Rad), el control endógeno usado fue RNU6-2 y el método 

de cuantificación fue el ΔΔCt. 

 

2.2.6 Determinación de posibles blancos de regulación por parte de 

miRNAs 

Para determinar la lista de genes blancos para cada uno de los miRNAs 

que mostraron una expresión diferencial significativa, se utilizó el algoritmo 

miRanda – mirSVR [192]. Este algortimo consta de un modelo de regresión 

basado en las características de la secuencia y estructura de los sitios de 

predicción entre el dúplex microRNA/ARNm, extraídas de la base de datos 



65 
 

miRanda, cuyos perfiles de expresión derivan de un proyecto de 

secuenciación masiva de un gran grupo de tejidos de mamíferos, líneas 

celulares de origen patológico y normal. A este se suma mirSVR, un 

método de aprendizaje automático que ordena los sitios blanco del miRNA 

según un puntaje de regulación, incrementando la confiabilidad del método 

de predicción de los blancos al tener en cuenta este puntaje. La gran 

ventaja que tiene este frente a otros algoritmos, es su capacidad para 

identificar un significativo número de sitios no-canónicos y no-conservados 

determinados experimentalmente. 

 

Tabla 5. Lista de angiomiRs evaluados 

Mature ID Número de acceso 
(miRBASE) 

Genes blanco 

has-miR-16-5p MIMAT0000069 VEGFA [170] 
hsa-miR-17-5p MIMAT0000070 JNK1 [176] 
hsa-miR-20a-5p MIMAT0000075 VEGF [193] 
hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 PTEN [194] 
hsa-miR-23a-5p MIMAT0004496 SPROUTY2 y SEMA6A [195] 
hsa-miR-27a-5p MIMAT0004501 SPROUTY2 y SEMA6A [163,195] 
hsa-miR-92a-3p MIMAT0000092 ITGB5 [190] 
hsa-miR-100-5p MIMAT0000098 mTOR [196] 
hsa-miR-126-3p MIMAT0000445 SPRED1/PIK3R2 [165] 
hsa-miR-130a-3p MIMAT0000425 VEGFG, bFGF, HOXA5 [166] 
hsa-miR-132-3p MIMAT0000426 p120RASGAP, estimulado por  VEGF, bFGF, 

PTEN [178] 
hsa-miR-143-3p MIMAT0000435 PDGFR alfa y proteína quinasa C epsilon [196] 
hsa-miR-145-5p MIMAT0000437 FASCIN [196] 
hsa-miR-155-5p MIMAT0000646 CYR61 [197] 

hsa-miR-210 MIMAT0000267 HIF-1 [170,172] 
hsa-miR-218-5p MIMAT0000275 ROBO1, ROBO2, GLCE [198] 
hsa-miR-221-5p MIMAT0004568 c-KIT [184] 
hsa-miR-222-3p MIMAT0000279 c-KIT [184] 
hsa-miR-296-5p MIMAT0000690 VEGFR2 [162] 
hsa-mir-378a-3p MIMAT0000732 SUFU, FUS-1 [181] 

 

 

2.2.7 Análisis de enriquecimiento a partir de sets de genes: 

Para identificar las vías de señalización comprometidas a partir de los 

genes de expresión diferencial que podrían estar siendo regulados por 

alguno de los mecanismos anteriormente mencionados, se utilizó la 

herramienta Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) [92]. Un método cuyo 
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poder se basa en el enfoque de grupos de genes, estos son, grupos que 

comparten una función biológica, una localización cromosómica o 

regulación en común. 

 

2.2.8 Identificación y cuantificación de la proteína IGFBP1 por la 

técnica de Western Blot 

 

2.2.7.1 Preparación de la muestra: 

Para la extracción de las proteínas, se tomaron 3 ml de buffer 

CelLityc (C3228 Sigma-Aldrich) con inhibidor de proteasas a los 

cuales se adicionaron 500 mg de tejido de placenta. La muestra fue 

lisada mecánicamente y se sometió a ultrasonido mediante el uso de 

un sonicador para obtener un tejido uniformemente homogenizado. 

Posteriormente, se incubó en baño frio por 30 min  y se centrifugó  a 

1000 rpm por 10 min a 4°C. Se tomó el sobrenadante, ya que es el 

que contiene las proteínas, y a partir de este se procedió a medir su 

concentración. 

La cuantificación proteica se realizó por medio del ensayo con ácido 

bicinconinico (BCA-1 Sigma-Aldrich) en una placa de 96 pozos teniendo en 

cuenta los siguientes pasos: 

a) Preparación del reactivo de trabajo: se mezclan 50 partes del 

reactivo A más una parte de reactivo B hasta obtener un color verde 

claro. 

b) La curva de calibración que va desde 100mg/ml a 1000μg/ml en 

tubos ependorf de 1.5ml según tabla 6. 

Tabla 6. Datos de la curva de calibración. 

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 

Concentración  

(µg/ml) 

0 100 200 400 600 800 1000 

Solución proteína estándar (µl) 0 6 12 24 36 48 60 

Buffer de lisis (µl) 60 54 48 36 24 12 0 
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c) La dilución de trabajo para placenta fue de 1:20, por lo que las 

muestras de trabajo se diluyeron de la siguiente manera: por 3 ul de 

muestra se adicionaron 57 ul de Cellytic, que era el buffer en el que 

estaban diluidas las muestras. 

d) A la placa se aplicaron 200 ul del reactivo de trabajo, se adicionaron 

2 ul de cada uno de los puntos de la curva más los del blanco. Para 

las muestras se adicionaron 25 ul. Se incubó por 30 min a 37°C y se 

procedió a leer la absorbancia a 562 nm en un lector de ELISA (Bio-

Rad). 

 

A partir de la cuantificación de proteína total para cada una de las 

muestras, se determinó la cantidad de proteína total usada para realizar 

la electroforesis, en este caso, se trabajó con 40 g/l.  

 

2.2.8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Utilizando la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 

Dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), se preparó un gel con dos fases. El 

primer gel al 10% que corresponde a la fase de separación; y un segundo gel 

al 4% que corresponde a la fase de apilamiento, siendo este último, el gel 

donde están dispuestos los pozos para servir la muestra y que esta ingrese a 

la matriz. Cada muestra fue sembrada intercalando los grupos de estudio, 

sirviendo en uno de los extremos del gel un marcador de peso molecular para 

proteínas (10747-012 Thermo Fisher Scientific). La electroforesis se llevó a 

cabo iniciando con una pre-corrida de 30 min a 60 voltios y a 100 voltios por 

90min. Se usó el sistema Mini-Protean II (Bio-Rad), empleando Tris-glicina (pH 

8.8) como buffer. 

 

2.2.8.3 Electro transferencia 

Finalizada la electroforesis se obtuvo el perfil proteico en el gel, se 

desechó la porción al 4% y el gel de separación se sitúo sobre el 
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soporte de nitrocelulosa, para proceder a realizar la electro transferencia 

de las proteínas de placenta. Esta se llevó a cabo a un voltaje constante 

de 100 voltios durante  90 min, se usó el sistema Mini-Protean II  (Bio-

Rad), empleando Tris-glicina (pH 8.6) como buffer a 4°C. 

 

2.2.8.4 Inmuno Blot 

Una vez concluida la electro transferencia, la membrana de nitrocelulosa 

se incubó con rojo de Ponceau, para verificar la transferencia de las 

proteínas y observar el patrón de separación. Tomando como referencia 

el marcador de peso molecular, se realizaron los cortes en la 

membrana, teniendo en cuenta los pesos moleculares de las proteínas 

de interés, IGFBP1 (30 kDa) y GAPDH (37 kDa), esta última usada 

como control interno para normalizar los resultados. Los fragmentos de 

membrana, fueron lavados con buffer TBST, y se procedió a bloquear 

con leche bovina al 2% para evitar la fijación inespecífica del anticuerpo 

primario. Posteriormente se incubaron  por 12 horas con su respectivo 

anticuerpo policlonal, anti-GAPDH (1:2,000) (Ab37168; ABCAM) y anti-

IGFBP1 (1:1,000) (Ab4249; ABCAM). Luego, cada membrana se incubó 

con el anticuerpo secundario con una dilución 1:10,000 de anti-HRP 

(peroxidasa de rábano) (sc-2030, SantaCruz Biotechnology) por 1 hora, 

lo que favorece la identificación de las proteínas de interés. Finalmente 

se retiró el anticuerpo y se aplicaron lavados con buffer TBST. 

 

2.2.8.5 Revelado 

En un cuarto oscuro se procedió a aplicar el SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (34080, Thermo Scientific), según las 

instrucciones del fabricante, a cada membrana con el fin de generar 

luminiscencia y, con base en esto, determinar la presencia de las 

proteínas en la membrana. Para medir la intensidad de las bandas, es 

decir, que tanto contenido de la proteína había en cada muestra, se 

utilizaron películas radiofotografícas o fotosensibles  (4489, Kodak) por 
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membrana. Las soluciones de revelado (desarrolladora  y fijadora) 

procedían de la misma casa comercial.  

 

Una vez terminado el proceso de revelado, las películas, fueron llevadas 

al escáner para la digitalización de las imágenes, permitiendo así, la 

cuantificación por densidad óptica, mediante el software libre ImageJ. 

 

2.2.9 Análisis de datos 

Para analizar los porcentajes de metilación de las regiones promotoras se 

utilizó el software proporcionado por la casa comercial Qiagen, EpiTect 

Methyl II PCR Data Analysis. Para el análisis estadístico se utilizó el 

software  STATA (versión 11.1), aplicando la prueba no paramétrica de U 

de Mann-Whitney, para determinar si las diferencias en la expresión de los 

miRNAs y los niveles proteicos de IGFBP1 eran significativos, teniendo 

como valor de significancia p <0,05. En el caso de la cuantificación proteica 

se utilizaron los niveles proteicos de GAPDH como normalizadora. 
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2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Análisis epigénetico a nivel pre-transcripcional mediante la 

metilación de las regiones promotoras de genes involucrados en 

angiogénesis. 

 

Se analizaron regiones promotoras de genes conocidos por desempeñar 

funciones en las vías de señalización angiogénica. Al evaluar una selección 

de 15 regiones promotoras, se presentan 11 en los que se obtuvieron datos 

confiables en todas las muestras. Al analizar los porcentajes de metilación, 

solo se aprecian cambios entre grupos en los genes KIT y LEP (figura 8).  

 

Figura 8. Porcentajes de metilación de regiones promotoras de genes involucrados 

en angiogénesis. En los paneles A y B, se observa que no se presentaron cambios en el 

estatus de metilación de estos genes entre los grupos, se observa en su mayoría un 100% 

de regiones desmetiladas. Sin embargo, en el panel C, se observan cambios en los genes 

kdr, kit y leptina, sin embargo, la variación de kdr no marca diferencias entre los grupos, 

contrario a lo observado en kit y leptina que muestran mayores porcentajes de metilación 

en el grupo ∆VMF negativo (-) frente al positivo (+), este último mostrando porcentajes de 

desmetilación superiores. 

 

A

B

C
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En la tabla 7 se muestran los porcentajes de metilación de los genes lep y 

kit para cada grupo, los porcentajes de metilación de los demás genes se 

presentan en el anexo tabla 1.  

 

Tabla 7. Porcentajes de metilación del promotor de leptina y kit en  

 muestras que presentaron ∆VMF positivos y negativos 

 

 

  

 

 

 

 

2.3.2 Análisis epigenético post-transcripcional mediante los perfiles de 

expresión diferencial de angiomiRs en placentas con ∆VMF negativo. 

 

De los 20 angiomiRs analizados se encontraron ocho con una alta 

expresión en el grupo ∆VMF negativo: has-miR-16, -17, -23a, -27a, -92a, -

132, -145 y -378, con p-valores =  0.0446, 0.017, 0.0285, 0.0106, 0.0446, 

0.0446, 0.0441, 0.0441, respectivamente (figura 9).  

 

Las listas de blancos predictivos de cada uno de estos ocho angiomiRs se 

cruzó con la lista de transcriptos con baja expresión resultado del 

transcriptoma (capítulo 1), teniendo en cuenta solo aquellos transcriptos 

codificantes, en total se obtuvieron 74 genes que son blancos predictivos de 

estos angiomiRs (anexo 2). 

 

∆VMF % metilación 
promotor del gen lep  

% metilación 
promotor del gen kit 

Positivo (1.6 – 36.8) (0.0 – 0.03) 

Negativo (58.4 – 76.2) (66.88 – 52.90) 
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Figura 9. angiomiRs con expresión diferencial en placenta de mujeres con ∆VMF. Análisis 

comparativo entre grupos con ∆VMF(+) positivo y (-) negativo, encontrando sobreexpresión 

significativa de ocho angiomiRs en el grupo ∆VMF(-). Cabe resaltar que hsa-miR-27a, fue el 

angiomiR que marcó una mayor diferencia entre los dos grupos (p-valor=0.016). (*) Indica que los 

niveles mostrados presentaron una diferencia significativa respecto al grupo ∆VMF positivo. 

 

Al evaluar estos 74 genes se identificaron dos vías de señalización con 

potencial angiogénico (tabla 8). 

Tabla 8. Vías de señalización con potencial angiogénico de genes que 

presentaron una baja expresión por posible regulación de angiomiRs. 

Nombre del set de 
genes [# Genes (K)] 

Descripción 

# 
Genes 
en 
traslape 
(k) 

p-valor 
FDR q-
valor 

PID Vía de señalización 

HNF3B [45] 

Redes del factor de 

transcripción FOXA2 y 

FOXA3  

HNF1A, 

KCNJ11, 

IGFBP1 

5.42 e-5 1.2 e-2 

PID Vía de señalización del 

factor HIF1 [66] 

Red del factor de 

transcripción HIF-1-alfa  

LEP, 

IGFBP1, 

VEGFA 

   1.7 e-4 2.3 e-2 

     [] Los números entre corchetes corresponden al total de genes que contiene cada set 

http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/geneset_page.jsp?geneSetName=PID_HNF3B_PATHWAY
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/geneset_page.jsp?geneSetName=PID_HNF3B_PATHWAY
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/download_geneset.jsp?geneSetName=PID_HNF3B_PATHWAY&fileType=grp
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/geneset_page.jsp?geneSetName=PID_HIF1_TFPATHWAY
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/geneset_page.jsp?geneSetName=PID_HIF1_TFPATHWAY
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/download_geneset.jsp?geneSetName=PID_HIF1_TFPATHWAY&fileType=grp
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Al evaluar los genes involucrados en estas vías, se escogió a LEP por 

contar con un solo transcripto codificante, y a IGFBP1, por presentar sus 

tres únicos transcriptos codificantes, identificados en el Ensemble 

Reference Genome, estar presentes en la lista de genes con baja 

expresión. Los demás genes presentan muchos transcriptos no codificantes 

en la misma lista, o como en el caso de VEGFA, transcriptos en la lista de 

sobre-expresión. Por lo tanto, estos fueron excluidos de los análisis de 

interpretación biológica. Los genes seleccionados fueron relacionados con 

los angiomiRs sobre-expresados que podrían estar regulando su expresión 

(tabla 9)  

Tabla 9. angiomiRs que podrían estar regulando la expresión de genes 

involucrados en vías angiogénicas 

Genes angiomiRs mirSVR score 

LEP hsa-miR-17,  

hsa-miR-27a 

-0.1465 

-0.2773 

IGFBP1 hsa-miR-92a, 

hsa-miR-132 

-0.1390 

-0.1395 

 

De estos dos genes, se escogió a igfbp1 para continuar con los análisis de 

identificación y cuantificación de sus niveles proteicos en placenta. Esta 

escogencia se debe a su participación en ambas vías de señalización que 

promueven placenta. 

 

 2.3.3. Relación entre el perfil de expresión de hsa-miR-92a, hsa-miR-

132 e igfbp1 a nivel de mensajero y proteína. 

  

Los perfiles de expresión de hsa-miR-92a y hsa-miR-132 respecto al ARNm 

de igfbp1 muestran una relación inversa y significativa evaluándolos 
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individualmente (figura 10A-C). Sin embargo, al comparar los niveles de 

expresión entre el ARNm de igfbp1 y su proteína, y aunque en esta última 

se observa una disminución, ésta no fue significativa entre los dos grupos 

(figura 10C y D) 

 

Figura 10. Sobreexpresión de has-miR-92a y hsa-miR-132 estaría disminuyendo los niveles 

de expresión de igfbp1 a nivel de ARNm y proteína en el grupo ∆VMF(-). En los paneles A y B 

se observa la sobreexpresión de los angiomiRs miR-92a y miR-132 en el grupo ∆VMF(-) negativo 

comparado con el ∆VMF(+) positivo (p-valor=0,0552). El panel C muestra la disminución en el 

número de transcritos de igfbp1 en el grupo ∆VMF(-). Por último, el panel D, presenta los niveles 

proteicos en los dos grupos con una disminución no significativa en el grupo ∆VMF negativo (p-

valor = 0.248). (*) Indica que los niveles mostrados presentaron una diferencia significativa 

respecto al grupo ∆VMF positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

A B

C D
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2.4 DISCUSIÓN 

 

2.4.1 Regulación epigenética a nivel transcripcional por parte de la 

metilación de la región promotora de leptina 

 

La metilación de la región promotora del ADN es uno de los 

mecanismos epigenéticos que en la mayoría de los casos se ha 

considerado sinónimo de baja expresión [147]. En el caso de kit, un 

proto-oncogen que codifica para un receptor tirosina-quinasa, donde 

su ARNm ha sido detectado en la decidua y en la placenta [199,200]. 

En la placenta madura, a nivel de mensajero, ha sido detectado 

principalmente en la capa decidual [200,201]. Los estudios que 

evalúan el estatus de metilación de su región promotora, han sido 

reportados en melanomas [202] y rabdomiosarcomas [203], 

demostrando una correlación inversa entre una alta densidad de 

metilación de la región promotora con los niveles de expresión de kit. 

Sin embargo, estudios en placenta que evalúen específicamente la 

región promotora de kit a nivel de metilación no han sido reportados.  

Cabe resaltar que aunque faltan estudios en placenta, es necesario 

recordar que la regulación de kit no solo responde a un único 

mecanismo epigenético, se ha demostrado que SDF1α (factor 

derivado del estoma 1 alfa), junto con CXCR4 (receptor 4 de la 

citosina quimiotáctica motivo C-X-C), promueven la expresión de KIT, 

a través de la inhibición de la expresión de las DNMT1 y DNMT3β y 

la actividad global de DNMT, con la subsecuente desmetilación del 

gen kit [204]. 

Lo anterior sugiere una evaluación cautelosa de los resultados 

encontrados, dado que se requiere de mayor información acerca de 

la red interactiva para predecir cambios en la expresión de este gen. 
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Por otra parte, en el caso de leptina, una hormona pleiotrópica 

producida por la placenta, hay reportes que señalan una 

correlación inversa entre los niveles de expresión y los porcentajes 

de metilación de su región promotora [205,206]. En placenta, los 

resultados encontrados señalan que la disminución en la expresión 

de leptina (ARNm) (tabla 3), podría ser consecuencia del 

incremento en los porcentajes de metilación en su región 

promotora (tabla 7). Hay estudios que señalan este mecanismo, no 

solo como una fuente de disminución de su expresión, sino 

también, como una de las causas a considerar por su relación con 

posibles problemas en la angiogénesis [207-209]. Esto último lo 

reporta Lesseur C, et al., 2014, quienes encontraron una 

correlación negativa entre porcentajes de metilación y expresión 

de lep, en embarazos de mujeres obesas que desarrollaron 

diabetes [207].  

Hasta el momento, no hay reportes que refuten nuestros 

resultados.  

 

2.4.2 Regulación post-transcripcional mediante la expresión diferencial 

de angiomiRs en tejido de placenta. 

 

En los últimos años, los miRNAs han surgido como una herramienta 

molecular de gran potencial para el diagnóstico y pronóstico de 

enfermedades; no solo por la regulación post-transcripcional que ejercen 

sobre sus mRNAs blancos, sino también, porque la gran mayoría de los 

miRNAs identificados hasta el momento muestran patrones de 

expresión estadio y tejido-específico durante el desarrollo, están 

involucrados en un amplio rango de procesos fisiológicos [210], y los 

niveles de expresión de muchos de estos se encuentran alterados 

durante el desarrollo de una patología [211,212]. 
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Con base en lo anterior, se han identificado miRNAs claves para 

procesos fisiológicos específicos, donde la alteración en sus perfiles de 

expresión puede estimular o inhibir dicho proceso [3,4]. Un ejemplo de 

esto, lo presentan los miRNAs que regulan angiogénesis o angiomiRs, 

muchos de ellos han sido categorizados a partir de la evidencia 

encontrada en cáncer [166,170,172,177,178,181,187]. Sin embargo, 

muchos de estos mismos han sido identificados en tejido de placenta 

[193,197,213-216], al igual que comprometidos en complicaciones 

vasculares como la PE, abortos espontáneos, y RCIU [159,171,217-

229]. 

 

De los angiomiRs analizados en placenta, ocho de ellos se encontraron 

sobre-expresados, de estos, cuatro de ellos presentan funciones 

mayoritariamente anti-angiogénicas, entre los que se encuentran, hsa-

miR-16 [216,226], cuya sobreexpresión en células madre 

mesenquimales derivadas de la decidua materna (dMSCs), disminuye la 

producción de VEGFA, lo que induce a un arresto del ciclo celular en el 

paso G0/G1. La reducción de VEGFA inhibe la habilidad migratoria de 

las células endoteliales de la vena umbilical (HUVEC) y de la formación 

del tubo en Matrigel [216]. De igual manera, el clúster miR-17~92a, 

cuenta con dos angiomiRs de características principalmente anti-

angiogénicas, siendo estos hsa-miR-17 y hsa-miR-92a, tanto in vivo 

como in vitro [177,190]. En el caso de hsa-miR-17, este ha sido 

reportado como un regulador de la invasión de la arteria espiral materna 

en el primer trimestre del embarazo, mediante la disminución en la 

expresión de EFNB2 [193]. Mientras que hsa-miR-92a, ha evidenciado 

su papel anti-angiogénico mediante el bloqueo de la formación de brotes 

vasculares, lo que conduce a una inhibición de la formación de la red 

vascular, también participando en la reducción de la migración de las 

células endoteliales y su adhesión dispara la fibronectina [190]. Por 

último hsa-miR-145 ha mostrado un efecto inhibitorio en el crecimiento 
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de tumores mediante la disminución de la señal angiogénica, tanto in 

vivo como in vitro [230], así como en la formación de podosomas en 

células vasculares del músculo liso, los cuales son muy importantes 

para la migración de estas células [196]. 

 

Por otra parte, los cuatro angiomiRs restantes presentan características 

principalmente pro-angiogénicas. En el caso de hsa-miR-23a y  hsa-

miR-27a, ambos han mostrado su potencial pro-angiogénico debido a la 

regulación de sus blancos Sprouty2 y Sema6A, respectivamente, cuya 

actividad anti-angiogénica está bien reconocida [195]. De igual manera 

hsa-miR-132, en un estudio realizado por Anand et al., 2010, 

concluyeron que hsa-miR-132 funciona como un interruptor de 

encendido para la angiogénesis, suprimiendo la expresión endotelial de 

p120RasGAP [178]. Por último, hsa-miR-378, es otro angiomiR 

promotor de la angiogénesis, debido a la regulación de su blanco Nodal, 

un miembro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante 

beta, el cual inhibe la proliferación de las células trofoblásticas, 

induciendo su apoptosis; estos resultados provienen de un estudio que 

evaluó placentas de mujeres PE respecto a placentas de embarazos 

pre-término, encontrando una disminución significativa en los niveles de 

expresión de este angiomiR en las PE [215]. 

 

Se puede apreciar que la evidencia del papel regulador de la mayoría de 

los angiomiRs ha sido evaluada en cáncer, con muy pocos resultados 

en su regulación a nivel de placenta, salvo casos excepcionales, como 

miR-16, el clúster miR-17-92 y miR-378 [177,190,215,216,226]; aún se 

desconoce mucho acerca del papel regulador de los demás angiomiRs 

en la angiogénesis de la placenta, lo que hace pertinente su 

consideración. 
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2.4.3 Relación entre los mecanismos epigenéticos y los genes 

diferencialmente expresados a la baja 

 

2.4.3.1 Regulación pre y post-transcripcional de la expresión de 

leptina en placentas de mujeres que presentaron ∆VMF 

negativo 

 

La leptina es una hormona pleiotrópica producida por la placenta, 

que cuenta con funciones vasodilatadoras y pro-angiogénicas 

(previamente descritas en el capítulo 1). Respecto a la regulación 

en su expresión, al encontrarse disminuida en las placentas de 

mujeres con ∆VMF negativo (tabla 3), esta podría ser explicada por 

medio de dos mecanismos epigenéticos. 

El primero es la metilación de su región promotora, que en este 

grupo presentó porcentajes superiores al 50% (tabla 7). Sin 

embargo, este no fue el único mecanismo con potencial regulador 

para la expresión de este gen. Dos angiomiRs sobre-expresados, 

podrían estar regulando su expresión, estos son hsa-miR-17 y hsa-

miR-27a, el primero presenta una actividad principalmente anti-

angiogénica, lo que se espera que al regular negativamente a 

leptina, conduzca a una disminución en la señal pro-angiogénica. 

Sin embargo, no hay reportes que hayan intentado validar esta 

predicción. Por otra parte, hsa-miR-27a es conocido por conducir a 

una señal pro-angiogénica, lo que genera confusión respecto al 

papel regulatorio que estaría desempeñando sobre leptina y bajo 

qué condiciones sería uno de sus blancos de regulación. Sin 

embargo, Viesti et al., 2014, evaluaron esta interacción y no 

encontraron una correlación inversa entre los niveles de miR-27a y 

el ARNm de leptina [231] 
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2.4.3.2 Regulación post-transcripcional de igfbp1 en placentas de 

mujeres que presentaron ∆VMF negativo 

 

La proteína de unión al factor de crecimiento similar a insulina 

(IGFBP1), es producida por placenta y su espectro de acción se 

mantiene durante todo el embarazo. Esta proteína, previamente 

descrita en el capítulo 1, estaría actuando principalmente como una 

molécula anti-angiogénica, por lo que su disminución en la 

expresión a nivel de ARNm podría estar siendo explicada por el 

incremento en la expresión de angiomiRs con potencial regulador 

de su secuencia. Entre estos se encuentran hsa-miR-92a y hsa-

miR-132. El primero con un potencial dual, descrito por algunos 

como pro-angiogénico [190] y por otros como anti-angiogénico 

[191], y el segundo mayoritariamente pro-angiogénico [178]. En 

ambos casos no se cuenta con evidencia experimental que haya 

evaluado la presencia de estos miRNAs con la disminución en la 

expresión de igfbp1.  

 

Respecto a los niveles proteicos, estudios previos, han detectado 

por western blot [233] e inmunohistoquímica [234] la expresión de 

IGFBP1 en el amnios y en la decidua, que en la placenta ha sido 

considerada baja. Los resultados de la identificación y 

cuantificación de los niveles proteicos de IGFBP1 en este estudio, 

mostraron una disminución en los mismo, sin embargo, esta 

diferencia no fue significativa (p-valor = 0.248). Lo anterior impidió 

establecer una correlación entre los niveles del ARNm y los de la 

proteína. Cabe resaltar, que en muchos casos la expresión del 

ARNm no siempre muestra una correlación perfecta con sus 

correspondientes niveles proteicos [235,236]. Adicionalmente, un 

posible problema técnico a considerar, en la cuantificación proteica, 

es el uso de la proteína de normalización, ya que, pese a ser 
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ampliamente usada en western blot, GAPDH ha reportado una baja 

estabilidad entre grupos en muestras de placenta, por lo que se 

recomienda la tinción con negro de amido, ya que en placenta ha 

mostrado ser un marcador más estable  [237]. 
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6. CONCLUSIONES 
 
- Cambios negativos en el ∆VMF una medida indirecta de la función 

vasodilatadora del endotelio, muestran variaciones en los perfiles de 

expresión de genes involucrados en angiogénesis en tejido de placenta.  

- Mecanismos de regulación epigenética pre y pos-transcripcionales 

podrían estar explicando la expresión disminuida del ARNm de leptina; 

el primero de los mecanismos es el aumento en los porcentajes de 

metilación de la región promotora de este gen; y el segundo mecanismo, 

cuenta con la participación de dos angiomiRs cuya expresión se 

encuentra incrementada, y leptina es uno de sus blancos predictivos de 

regulación 

- La disminución en la expresión de leptina en la placenta, estaría 

reafirmando los problemas en la vasodilatación que ya de por si estas 

mujeres han manifestado con el cambio negativo en su VMF, que a la 

vez podría sugerir una disminución en la señal angiogénica. 

- Aumento en la expresión de hsa-miR-92a y hsa-miR-132 podrían 

explicar la disminución en la expresión de igfbp1, así como en sus 

niveles proteicos  

- Dado que estas mujeres no presentaron ninguna complicación de tipo 

vascular durante y hasta el final del embarazo, y que los análisis de 

expresión génica y epigenético evidencian alteraciones en pro de 

preservar una homeóstasis, se propone el siguiente modelo de 

adecuación homeostático en la angiogénesis placentaria (figura 11). 
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Figura 11. Mecanismo homeostático en la angiogénesis de la placenta de mujeres con ∆VMF 

negativa. El panel A presenta la vía de leptina y las principales moléculas involucradas en el efecto 

de esta sobre la angiogénesis y la vasodilatación, así como los mecanismos epigenéticos que 

estarían disminuyendo su expresión; en la parte superior se aprecia un esquema alusivo a la 

metilación de la región promotora de leptina, de igual manera se observa como miR-17 y miR-27a 

estarían disminuyendo su expresión. El panel B muestra la vía IGF1R con la presencia de miR-92a 

y miR-132 sobreexpresados, controlando la expresión de IGFBP1, permitiendo la liberación de 

IGF1 favoreciendo su unión al receptor IGF1R, lo que lleva a un incremento en el estímulo 

angiogénico. El panel C, al centro en la parte superior, señala otro mecanismo epigenético que es 

la metilación de histonas, algo que aportaría más información a este modelo. Las flechas 

discontinuas muestran el posible efecto sobre las moléculas que señalan; las flechas continuas 

indican los pasos y moléculas con evidencia fuerte de estar involucradas; las flechas gruesas 

señalan uniones fuertes o sobre-expresadas; y las líneas de puntas chatas indican un efecto 

inhibitorio o con expresión reducida. 
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7. PERSPECTIVAS 
 

Este estudio muestra la importancia que pueden tener pequeñas variaciones 

en la función endotelial sobre los mecanismos moleculares que participan 

activamente en procesos fundamentales para la gestación como es la 

angiogénesis. El mecanismo homeostático propuesto tras la evidencia 

encontrada supone una validación con un número mayor de muestras de estas 

asociaciones identificadas, las cuales sustentan el modelo.  

Cabe resaltar que un estudio longitudinal que evalúe la predisposición de estas 

mujeres al desarrollo de enfermedades crónicas y de tipo vascular, podría 

brindar mayor conocimiento acerca de los mecanismos que las desencadenan. 
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ANEXOS 

 

Anexo Tabla 1. Porcentajes de metilación de las regiones promotoras de 

genes involucrados en angiogénesis. 

  

    

Símbolo 

∆VMF 

positivo 

∆VMF 

positivo 

∆VMF 

negativo 

∆VMF 

negativo 

SIRT1 0,45% 0,11% 1,27% 0,77% 

FGF2 0,70% 0,15% 0,67% 6,32% 

TIMP2 0,00% 0,00% 0,55% 0,00% 

NRP1 0,00% 0,06% 0,55% 0,24% 

LEP 1,58% 36,78% 76,24% 58,35% 

KIT 0,00% 0,03% 66,88% 52,90% 

FGFR1 0,00% 0,00% 0,15% 0,22% 

FLT1 0,20% 0,07% 2,34% 0,35% 

FSCN1 0,00% 0,00% 0,79% 0,40% 

KDR 0,10% 60,78% 0,10% 51,84% 

LEPR 1,25% 0,71% 4,40% 23,40% 
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Anexo Tabla 2. Genes con transcriptos codificantes que se presentan con baja 

expresión y que a su vez son blanco predictivo de al menos un angiomiR sobre-

expresado en estas mismas muestras. 

Genes codificantes con baja 
expresión 

angiomiRs que los regulan 

DCTD miR-145 
VEGFA mirR-16,17,23a 
KCNK9 miR-16 
NUAK1 miR-23a,145 
CDH12 miR-17,145 
FAM53A miR-17 
DMKN miR-27a 
SLITRK2 miR-16,17,23a,27a 
ABLIM2 miR-17,23a,92a,145 
CNR1 miR-17,23a,27a,132,145 
DNAH11 miR-132 
PRUNE2 miR-17,23a,145 
RET miR-16,23a,27a,92a,132 
HDAC4 miR-378 
CACNA2D4 miR-16,23a,378 
TMPRSS4 miR-16,27a,145 
ATP8B3 miR-92a 
HSPA6 miR-17 
CEP72 miR-378 
MCF2L miR-17,145,378 
ADRA1A miR-92a,132,145 
PRDM16 miR-27a 
PAX1 miR-17 
CACNA1B miR-16,132  
HNF1A miR-17  
PLAT miR-17 
TCEA3 miR-145,378 
DLX1 miR-23a,27a,132,378 
KCNG3 miR-16,145 
THBS2 miR-17,27a,132 
ZBTB42 miR-27a,145,378 
LEP miR-17,27a 
PLXNB3 miR-16 
GPR17 miR-132 
NCOA7 miR-23a,27a,92a,145 
ELFN1 miR-92a 
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AJAP1 miR-17,23a 
CNKSR2 miR-23a,27a,92a 
ECEL1 miR-132 
ANK1 miR-27a 
KREMEN2 miR-16 
SLC45A1 miR-23a 
GLIPR1L1 miR-17 
DCAF12L1 miR-23a 
FCGR2C miR-16,145 
POMC miR-27a 
HLA-DRB5 miR-378 
ERN2 miR-16,23a 
ARHGEF4 miR-16 
RAG2 miR-92a 
NKAIN4 miR-92a 
SPTBN4 miR-378 
SLC8A2 miR-378 
BTNL9 miR-16,17,92a 
SLC2A4 miR-17  
AVPR1A miR-17 
AVPR2 miR-17 
EGR3 miR-23a,27a 
PCDH8 miR-23a,92a 
CCR5 miR-132 
DMD miR-16,27a,132 
LINGO3 miR-132 
NR4A2 miR-17,27a,132,145 
KLHL13 miR-23a,132 
IL25 miR-16,17 
HOXD10 miR-23a,27a,92a 
GPR144 miR-92a,132 
BRSK2 miR-16,17,23a 
GZMA miR-132 
KCNJ11 miR-16  
SLC12A3 miR-17 
CELSR1 miR-16,23a,132,145 
APOA4 miR-16 
IGFBP1 miR-92a,132  

 

 


