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RESUMEN

INTRODUCCION: La preeclampsia es la mas comudn de las complicaciones
meédicas durante el embarazo y una de las primeras causas de mortalidad materna
en México y el mundo. Su fisiopatologia es compleja y una de las teorias mas
aceptadas es la teoria inmunoldgica. La Gonadotropina Corionica Humana (hCG)
es el primer mensajero hormonal producido por el ser humano y vital regulador
bioquimico de la relacidn materno embrionaria. Existe evidencia creciente sobre la
importancia de la hCG en la invasion de la decidua endometrial por parte del
trofoblasto. Existen reportes de la existencia de anticuerpos naturales contra la
hCG en diversos grupos de pacientes. Hasta el momento, no existen reportes
sobre la incidencia de estos anticuerpos en mujeres embarazadas y tampoco la
comparacion de las concentraciones de los mismos entre mujeres con y sin
preeclampsia.

MATERIAL Y METODOS: Se realiz6 un estudio transversal de casos y
controles. Se incluyo a una cohorte de 60 primigestas con embarazos de tercer
trimestre, 30 casos fueron diagnosticados con preeclampsia y fueron pareadas
segun edad cronoldgica y edad gestacional con 30 controles sanas. Se realizo
deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-hCG mediante ELISA vy
posteriormente cuantificacion de hCG mediante quimioluminiscencia.
RESULTADOS: La prevalencia de anticuerpos (IgGs) antigonadotropina
coridnica humana fue del 78.3% sin diferencia significativa entre casos y controles
(p = 0.754). Se encontré una diferencia significativa en el titulo de anticuerpos
segun densidades Opticas entre las medias de casos (0.2340 DO) y controles
(0.0993 DO) (p = 0.012). No se encontr6o diferencia significativa en las
concentraciones de hCG entre grupos (p < 0.772) ni correlacion entre el titulo de
anticuerpos y concentracion sérica de hCG.

CONCLUSIONES: La prevalencia de anticuerpos anti-hCG en mujeres
mexicanas embarazadas es alta. Existe diferencia significativa en el titulo de
anticuerpos anti-hCG en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia.



PALABRAS CLAVE: Preeclampsia, Anticuerpos anti-gonadotropina corionica
humana (anti-hCG).

ABREVIATURAS

BUAP: Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
CIBIOR: Centro de Investigacion Biomédica de Oriente
CONACYyT: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
DO: Densidades Opticas

FSH: Hormona foliculo estimulante

GnRH: Hormona liberadotra de gonadotropinas

HCG: Gonadotropina coriénica humana

HELLP: Hemdlisis, elevacion de enzimas hepaticas y trombocitopenia
HLA: Antigeno Leucocitario Humano

IgG: Inmunoglobulina tipo G

IL-10: Interleucina 7

IL-18: Interleucina 18

IL-27: Interleucina 27

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

LH: Hormona Luteinizante

NK: células asesinas naturales

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PIGF: Factor de crecimiento de origen placentario
SAAF: Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

SDG: Semanas de gestacion

sFIt1: factor 1 de crecimiento endotelial soluble en suero
SSA: Secretaria de Salud

TNFa: Factor de necrosis tumoral Alfa

Treg: Linfocitos T reguladores

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial



INTRODUCCION

La preeclampsia es una enfermedad propia del embarazo, caracterizada
por la elevacion de cifras tensionales y proteinuria; es la mas comun de las
complicaciones meédicas durante el embarazo y su incidencia ha seguido
incrementando a nivel mundial, asociada a morbilidad y mortalidad significativa,
es responsable de aproximadamente 50,000 muertes maternas al afo a nivel
mundial (Duley, 2009). En México, la preeclampsia es la primera causa de
mortalidad materna directa y se presenta en un 5 a 10% de los embarazos. La
Organizacion Panamericana de la Salud muestra en datos preliminares del 2015,
que en Meéxico ésta patologia fue la responsable del 23.4% del total de las

muertes maternas (Freyermuth et al, 2015).

La preeclampsia tiene una fisiopatologia compleja, siendo la causa mas
temprana reconocida una placentacion anormal. La invasion inadecuada de las
arterias espirales por el citotrofoblasto ha sido descrita por varios investigadores.
Estudios recientes demuestran que la invasion uterina por el citotrofoblasto es, de
hecho, una ruta de diferenciacion celular unica, en donde las células embrionarias
adoptan ciertos atributos del endotelio materno que reemplazan. En la
preeclampsia, este proceso es defectuoso (Fisher et al, 2009).

La Gonadotropina Coriénica Humana (hCG por sus siglas en inglés) es el
primer mensajero hormonal producido en el ser humano y vital regulador
bioquimico de la relacion materno-embrionaria. Es detectable en sangre materna a
las pocas horas posteriores a la implantacién y se comporta en gran medida como
un agonista de la hormona luteinizante (LH), estimulando la sintesis y secrecién de

hormonas esteroideas por el cuerpo luteo, el establecimiento de la circulacion
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materno fetal y la respuesta inmunitaria de tolerancia materna hacia el aloinjerto
que es el embridén y posteriormente la unidad feto-placentaria (Litch et al 2007,
Kalkunte et al 2011, Cole et al 2012).

Existe evidencia creciente sobre la importancia de la hCG en la invasion de
la decidua endometrial por parte del trofoblasto (Herr et al 2007, Norris et al 2011).
Como tal, la hCG promueve la apoptosis de las células endometriales, facilitando
asi la invasion trofoblastica. En estudios In vitro, se ha demostrado que estas
mismas células endometriales tratadas con hCG inducen también la apoptosis de
células T, reduciendo como consecuencia una posible respuesta celular materna
en contra del embrién y su implantacion (Kayisli et al., 2003). Se ha inferido que la
hCG tiene influencia sobre la implantacion reduciendo la secrecion de citocinas
por parte de las células T y NK, asi como también se ha visto que disminuye el
reclutamiento de células inmunoldgicas activadas a la interface materno-fetal
(Stahn et al., 2005). Por lo anterior, es muy probable que la hCG sea un
importante regulador de la profundidad de la invasion embrionaria y una funcién
defectuosa de la hormona ha sido propuesta como causa de una placentacion
defectuosa. La resultante isquemia tisular pudiera incrementar el riesgo de
preeclampsia y, si es muy severa, originar infertilidad y aborto (Kalkunte et al.,
2010).

Varios investigadores han reportado la existencia de anticuerpos naturales
contra hCG (Wass et al., 1978, Moyle et al 1995, Housseau et al 1995, Amato et al
2002). Otros , a su vez, han demostrado niveles aumentados de hCG en mujeres
con preeclampsia establecida, comparadas con mujeres sin preeclampsia y

pareadas segun edad gestacional (Reyna-Villasmil et al 2010).
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A pesar de lo expuesto anteriormente, no existen estudios que hayan
determinado la prevalencia y concentracion de anticuerpos anti gonadotropina
coriénica humana en mujeres con preeclampsia o la incidencia de preeclampsia

en mujeres con autoanticuerpos anti-HCG.

ANTECEDENTES GENERALES

Preeclampsia

El embarazo es el periodo que transcurre entre la implantacion del cigoto en
el utero, hasta el momento del parto. Se caracteriza por diversos cambios
fisiologicos y, a la vez, representa cierta exposicion a entidades patoldgicas
propias y exclusivas de este estado. La preeclampsia es una enfermedad
especifica del embarazo caracterizada por la presencia de hipertensiéon arterial
sistémica asociada a proteinuria significativa en una mujer previamente sana, que
se presenta a partir de la semana 20 de gestacién. Ocurre en el 2-8% de los
embarazos a nivel mundial, con variaciones en la prevalencia segun poblaciones
(Ghulmiyyah, 2012).

La preeclampsia es la mas comun de las complicaciones médicas durante
el embarazo y su incidencia ha seguido incrementando a nivel mundial, asociada
a morbilidad y mortalidad significativa, es responsable de aproximadamente
50,000 muertes maternas al afio (Duley, 2009). Por lo anterior, la reduccién de la
mortalidad materna por esta causa en un 75% entre el periodo que comprende de
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1990 al afio 2015 es parte de las metas del milenio del plan de la OMS
(Ghulmiyyah, 2012).

En México, la preeclampsia es una de las primeras 2 causas de mortalidad
materna, presentandose en un 5 a 10% de los embarazos. La Secretaria de Salud
reportd 316 defunciones debidas a esta patologia en el 2004, lo que corresponde
al 29,5% del total de defunciones maternas (Lineamiento Técnico 2007). Aunado a
esto, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2007-2010), reporté
que la tasa de morbilidad hospitalaria por preeclampsia afecta principalmente a las
mujeres embarazadas de 20 a 24 afos con tasas de alrededor de 190 por cada
100 mil mujeres en este grupo de edad en este periodo. La preeclampsia no
diagnosticada puede generar complicaciones como la eclampsia, que ponen en
peligro la vida de la madre y del nifio. Esta Gltima es caracterizada por
convulsiones en la mujer embarazada sin relacion con una afeccion cerebral
preexistente, que se presentan entre la semana 20 de gestacion y la primera
semana del posparto y puede ocasionar la muerte. De 2006 a 2010, la tasa de
morbilidad hospitalaria mas alta por este padecimiento se ubica en las jovenes
gestantes de 15 a 19 afios (en 2006 y 2007, 16 casos de cada 100 mil mujeres de
15 a 19 afios; durante 2008 y 2010, 17 casos y en 2009, 18 casos; Gutiérrez et al.,
2012).

Factores de Riesgo

Los factores de riesgo identificados para preeclampsia incluyen nuliparidad,
gestaciones multiples, historia previa de preeclampsia, obesidad, diabetes
mellitus, patologia vascular o de tejido conectivo como el Lupus Eritematoso
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Sistémico (LES), el Sindrome de anticuerpos antifosfolipido (SAAF), edad mayor a
35 anos en primer embarazo, tabaquismo y ser de raza afroamericana
(Osungbade e Ige, 2011) (Cuadro 1).

Entre mujeres primiparas, existe una disparidad entre los diferentes grupos
étnicos, habiendo por ejemplo el doble de riesgo para mujeres afroamericanas
comparadas con mujeres caucasicas e incidencias mucho mas altas en mujeres
hindues y pakistanies. (tabla 1) (Osungbade e Ige, 2011). La conexién entre estos
factores de riesgo y la preeclampsia es escasamente entendida. Las diferencias
entre grupos étnicos sugiere un papel preponderante de factores genéticos en la
patogénesis de esta enfermedad.
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Factores de Riesgo para Preeclampsia

FACTOR DE RIESGO OR o RR INTERVALO 95%

SAAF 9.7 (4.3-21.7)
Enfermedad Renal 7.8 (2.2-28.2)
Preeclampsia previa 7.2 (5.8-8.8)
LES 5.7 (2.0-16.2)
Nuliparidad 5.4 (2.8-10.3)
Hipertension Cronica 3.8 (3.4-4.3)
Diabetes Mellitus 3.6 (2.5-5-0)
Altitud importante 3.6 (1.1-11-9)
Gestacion multiple 3.5(3.0-4.2)
Historia Familiar de cardiopatia 3.2 (1.4-7.7)
Obesidad 2.5(1.7-3.7)
Historia Familiar de 2.3-2.6 (1.8-3.6)

preeclampsia*

Edad materna avanzada (>40 1.96 (1.34-2.87)
anos)

CUADRO 1. Factores de riesgo identificados en poblacién internacional
(Osungbade e Ige, 2011)

SAAF: Sindrome de anticuerpos antifosfolipido

LES: Lupus eritematoso sistémico

*preeclampsia severa en madre o hermanas.
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Fisiopatologia

La mayoria de las teorias sobre la etiologia sugieren que la enfermedad es
una cascada de eventos fisiopatoldégicos desencadenada por una combinacion
entre una respuesta materna proinflamatoria anormal, activacion de células
endoteliales/dafno endotelial y alteraciones inmunolégicas (Steinberg et al, 2012,
Aggarwal et al, 2011, Hui et al, 2012). Sin embargo, el gatillo inicial que unifica a
todas estas alteraciones vasculares, inmunolégicas e inflamatorias permanece
desconocido.

Durante el embarazo normal, las vellosidades del citotrofoblasto invaden el
tercio interno del miometrio y las arterias espirales pierden su endotelio y la mayor
parte de sus fibras musculares. Estas modificaciones estructurales estan
asociadas a modificaciones funcionales tales como que las arterias espirales se
transforman a vasos de baja resistencia y menos sensibles (e incluso insensibles)
a substancias vasoconstrictoras.

La causa fisiopatoldégica mas temprana reconocida en la preeclampsia es
una placentacion anormal. La invasién inadecuada de las arterias espirales por el
citotrofoblasto ha sido descrita por varios investigadores (Elosha et al, 2012).
Estudios recientes demuestran que la invasion uterina por el citotrofoblasto es, de
hecho, una ruta de diferenciacion celular unica, en donde las células embrionarias
adoptan ciertos atributos del endotelio materno que reemplazan. En la
preeclampsia, este proceso es defectuoso. (Fisher, et al., 2009)

Una resistencia arterial uterina incrementada induce una mayor sensibilidad
a la vasoconstriccion y, en consecuencia, isquemia placentaria cronica y estrés

oxidativo. Esta isquemia placentaria crénica causa complicaciones fetales tales
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como la restriccion de crecimiento intrauterino y muertes in utero. En paralelo, el
estrés oxidativo induce la liberacién de diversas sustancias al torrente circulatorio
materno, tales como son radicales libres, lipidos oxidados, citocinas y factor 1 de
crecimiento endotelial soluble en suero (sFlt11). Estas anormalidades son las
responsables de la disfuncion endotelial, que ocasiona una mayor permeabilidad
vascular, trombofilia e hipertensién, en una respuesta para compensar el flujo
disminuido de las arterias uterinas secundario a vasoconstriccion periférica
(Roberts, 1998).

La disfuncién endotelial es la responsable de las manifestaciones clinicas
en la madre, como lo son el dafio del endotelio hepatico (que puede evolucionar
hasta sindrome de hemodlisis, elevacion de enzimas hepaticas y plaquetopenia
(HELLP), alteracion del endotelio cerebral (trastornos del estado de conciencia y
eclampsia), y la ya conocida alteracién del endotelio renal (glomeruloendoteliosis)
que finalmente disminuye la tasa de filtracion glomerular y la proteinuria. Por
ultimo, la disfuncion endotelial generalizada promueve la anemia microangiopatica
(hemodlisis) y aumento de la permeabilidad vascular e hipoalbuminemia (edema vy

deplecién de volumen intravascular) (Roberts 1998).

El factor crucial es entender que la preeclampsia es, como se menciono
anteriormente, la consecuencia de un defecto en la placentacion. Para esto, se
han concebido 2 teorias principales y que pareciera estan interconectadas; la
teoria genética y la teoria inmunoldgica. (Genbacev, et al., 1999, Colbern, et al.,
1994, Mutze, et al., 2008.)

Se han identificado algunos genes que parecieran incrementar la
susceptibilidad para presentar preeclampsia. Estos genes interactuan en los
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sistemas cardiovasculares y hemostaticos, asi como en la respuesta inflamatoria.
Incluso, algunos estudios sobre genes candidatos han brindado evidencia de
interaccion poligénica, incluyendo los genes del angiotensinégeno (1-q42-43), y
de la oxido nitrico sintetasa (eNOS) (7q36); otros loci importantes son el 2p12,
2p25, 9p13 y 10922. (Mutze, et al., 2008, Nilsson, et al., 2004)

Teoria inmunoldégica

La teoria inmunologica de la preeclampsia describe que este padecimiento
es una discapacidad del sistema inmunologico materno para reconocer la unidad
fetoplacentaria. Una excesiva produccion de ceélulas inmunolégicas del tipo TH1
lleva al incremento de las concentraciones del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) que, a su vez, induce apoptosis del citotrofoblasto (Genbacev, et al.,
1999). Ademas, el sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA)
aparentemente juega un papel en la invasion defectuosa de las arterias espirales.
Lo anterior se ha demostrado dado que las mujeres con preeclampsia presentan
niveles reducidos de HLA-G y HLA-E. (Colbern, et al.,1994) (Figura 1).

En embarazos normales, la interaccion entre las células maternas y el
trofoblasto se realiza por medio de la secrecion de factor de crecimiento vascular y
factor de crecimiento placentario por las células asesinas naturales (NK). Niveles
altos del factor de crecimiento endotelial soluble en suero (sFlt-1), un antagonista
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del factor de crecimiento
placentario (PIGF), han sido encontrados en mujeres con preeclampsia
(Genbaceyv, et al., 1999, Colbern, et al., 1994). Concordantemente, ensayos de
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sFlt-1, PIGF, endoglina y VEGF, demuestran que éstos pudieran ser predictores
importantes en preeclampsia ya que se incrementan de entre 4 a 8 semanas
previos al establecimiento de la misma (Ahmed, et al., 2011). Datos recientes
demuestran el papel protector de la hemo-oxigenasa 1 y su metabolito, el
monoxido de carbono, durante el embarazo, e identifican a la misma como un

potencial agente terapéutico en la preeclampsia (Ahmed, et al., 2011).

Otros estudios demuestran que la manifestacion clinica de la preeclampsia
se combina con marcadores de inmunidad elevada, de ambos tipos: autdloga
(anticuerpos  anticardiolipina) 'y alogénica (anticuerpos antitrofoblasto).
Consecuentemente, se han encontrando niveles mas altos de inmunoglobulinas

en estas mujeres (Kestlerova, et al., 2012).

Durante el embarazo normal, existe un cambio hacia la respuesta inmune
del tipo Th2, que protege al embrion de la respuesta Th1 (citotoxica) y su
produccion de interleucina 2, 12, interferon gama y TNFa. Luego entonces, la
inflamacion pareciera ser el eslabon entre la respuesta inmunoldgica adaptativa y
la ocurrencia de preeclampsia (Fisher, et al., 2009). De hecho, toda la respuesta
inflamatoria de preeclampsia pareciera favorecer la preponderancia de las
reacciones Th1. Inicialmente se pens6 que la preeclampsia era unicamente una
reaccion vascular proinflamatoria materna, con estudios que demostraron tanto
abundancia de marcadores solubles de activacion de neutréfilos como aumento de
la actividad del complemento. Especificamente, el TNFa e interleucina 6 estan
aumentados en mujeres con preeclampsia (Colbern, et al., 1994). Sin embargo, el
rol de la inflamacién como causa ( y no consecuencia) se debilita por el fracaso de
algunos estudios en la demostracion de la relacion de un incremento en el estado

inflamatorio y los datos clinicos de preeclampsia (como es el caso de mujeres
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embarazadas con infecciones severas, inflamacidbn excesiva y altas

concentraciones de citocinas que no desarrollan preeclampsia) (Elosha, et al.,

2012).
Isquemia
Placentaria

Aumento de sFlta Aumento de IL-6, TNFalfa e
Disminucion de receptores para inflamacion
VEGF angiotensina-1 .
Alteracion Tha/
‘ Th2/NK

&

Endotelina-1y
disminucion de
oxido nitrico

Hipertension, Proteinuria,

disfuncion endotelial, estrés
oxidativo

DIAGRAMA 1.- Teoria inmunoldgica de la preeclampsia

*sFIt1 (Factor de crecimiento endotelial soluble en suero). Th1 (linfocito T
cooperador tipo 1). Th2 (linfocito T cooperador tipo 2) VEGF (Factor de crecimiento
vascular endotelial). IL-6 (interleucina 6). TNFalfa (factor de necrosis tumoral alfa). NK

(células natural killer).
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Factores predictores

La preeclampsia es, sin duda, una enfermedad para la cual el tamizaje seria
optimo, pues se trata de una enfermedad comun, y de importante morbimortalidad
materna y neonatal. Sin embargo, a pesar de los multiples estudios de tamizaje
propuestos en las ultimas década, ningun examen ha demostrado la suficiente
consistencia o reproducibilidad; y aunque el trabajo de investigacion realizado en
SFIt-1, PIGF (factor de crecimiento de origen placentario) y VEGF (factor de
crecimiento vascular endotelial) es prometedor, su valor predictivo positivo en
preeclampsia no ha sido evaluado de manera prospectiva. Actualmente, el valor
clinico de un examen predictivo para preeclampsia no es del todo claro, dado que
aun se carece de alguna maniobra de prevencion efectiva. Sin embargo, la
evaluacion clinica y bioquimica estricta en aquellas mujeres con riesgo aumentado
de desarrollar preeclampsia pudiera disminuir significativamente la incidencia de
los efectos adversos perinatales en ambos, madres e hijos (Ghulmiyyah y Sibai,
2012).

Gonadotropina Coridnica Humana

La Gonadotropina Coridénica Humana (hCG) es el primer mensajero
hormonal producido por el ser humano y vital regulador bioquimico de la relacion
materno-embrionaria. Es detectable en sangre materna a las pocas horas
posteriores a la implantacién y se comporta en gran medida como un agonista de
la hormona luteinizante (LH), estimulando la sintesis y secrecion de hormonas

esteroideas por el cuerpo luteo, el establecimiento de la circulacion materno fetal
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y la respuesta inmunitaria de tolerancia materna hacia el aloinjerto que es el
embrion y posteriormente la unidad feto-placentaria. Especifica en los humanos, la
hCG es una glicoproteina compleja compuesta de dos subunidades glicosiladas y
agrupa a todo un subgrupo de moléculas esencialmente similares en estructura
peptidica pero con variaciones importantes en lugar de sintesis, glicosilacion y
probable  funcidn biolégica. Nuevos descubrimientos en las variaciones
estructurales y bioldgicas de la hormona, asi como también la amplia distribucion
extragonadal de su receptor han abierto un nuevo horizonte en la investigacion
basica y clinica (Cole et al 2012, Kalkunte et al 2011, Litch 2007).

La hCG es especifica de los humanos y los primates antropoides, su
estructura completa tiene una masa de 37kDa y sus dos sub-estructuras (cadena
alfa y beta) se asocian de forma no covalente. La subunidad alfa contiene 92
aminoacidos y es codificada por un solo gen (CGA) localizado en el cromosoma
692.1-23 (Fiddes et al 1981). La subunidad alfa es idéntica a la de otras hormonas
hipofisiarias, como la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculoestimulante
(FSH) y la hormona estimulante de tiroides (TSH), y contiene dos sitios para la N-
glicosilacion. En contraste, las subunidades beta son distintas entre si y son las
que confieren especificidad a sus diferentes receptores y en consecuencia a la
diferencia en su accion bioldgica. En este caso en especifico, la subunidad Beta
de la hCG contiene dos sitios para la N-glicosilacion y cuatro sitios para la O-
glicosilacion, contiene 145 aminoacidos y es codificada por seis genes no alélicos,
encontrados en el cromosoma 19913.3 y llamados CGB1, CGB2, CGB2, CGBS5,
CGB7 y CGB8 (Boorstein 1982). La expresién de la hCG es regulada por
hormonas (corticoides, progesterona, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), oxigeno, factores de crecimiento y citocinas como el factor de crecimiento

endotelial (EGF), TNFa, activadores del Adenosin monofosfato ciclico (AMPc), por
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ligandos del receptor de peroxisoma proliferador activado (PPARg) y por el gen
homeobox DLX3 (Knofler., 2004).

La sintesis de la hCG se lleva a cabo en el sincitio y citotrofoblasto
embrionario y posteriormente en la placenta madura, aunque relativamente
nuevas investigaciones han demostrado sintesis extraplacentaria e incluso fetal
(Fournier et al., 2015)

La hCG tiene varias formas moleculares, que mientras comparten la
secuencia de aminoacidos, difieren una de otra en su estructura y en los detalles
de sus cadenas laterales de carbohidratos (Cole, 2012). El peso molecular de los
sacaridos acoplados a la hCG puede corresponder hasta un 30% de su peso
molecular. Cada uno de los tipos de hCG es producido por un diferente tipo celular
y cada una tiene diferentes perfiles biolégicos. La hCG y la hCG sulfatada son
hormonas producidas por el sinciciotrofoblasto y el gonadotropo pituitario,
respectivamente. La hCG hiperglucosilada es producida por el citotrofoblasto
placentario y posee efectos autdcrinos con un papel preponderante en la
reduccion de la contractilidad miometrial y la estimulacion de la angiogénesis
placentaria (Norris et al., 2011).

La unién de la hCG a su receptor (Receptor LH/hCG) activa la via de la
adenil-ciclasa, la fosfolipasa C y los canales ionicos, que a su vez controlan la
concentracion celular de AMPc, inositol fosfatos y otros segundos mensajeros. El
AMPc, a través de la via de sus cinasas dependientes (PKAs) promueve la fusion
del citotrofoblasto y también eleva las concentraciones del RNA mensajero de
proteinas especificas que varian enormemente en tipo segun la célula diana
(Guderman et al., 1992: Keryer et al., 1998).
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Ademas de su bien establecida funcién en evitar la regresion del cuerpo
luteo, y la estimulacion del mismo para la produccion ovarica de progesterona,
estradiol y estrona durante las primeras seis semanas del embarazo (actuando
como un super agonista de LH y mediante la estimulacion de las células luteas a
través de su receptor LH/CG, hasta la compensacién de la actividad
esteroidogénica de la placenta), la hCG tiene un rol preponderante en la
promocion de la angiogénesis en el endotelio uterino, la regulacion de la invasion y
diferenciacion trofoblastica, el mantenimiento en la quiescencia miometrial, y la
regulacion inmunolégica mediante la modulacion de las células T reguladores
(Treg), las células dendriticas, las células NK y los linfocitos B reguladores.
Ademas, la hCG regula la formacion del sinciciotrofoblasto en una manera
autocrina (Norris et al., 2011) La hCG incrementa la perfusion feto-placentaria por
medio de la dilatacién de las arterias uterinas (Norris et al., 2011). (Cuadro 2).

La hCG, junto con la LH, podria tener un rol preponderante en el transporte
de gametos (masculinos y femeninos), su maduracién y la fertilizacion; asi como
promover el crecimiento y desarrollo embrionario inicial. De hecho, se piensa que,
justo a la llegada del embrion a la cavidad uterina, podria servir como una
molécula de comunicacion entre el endometrio y el blastocisto (Litch et al 2007,
Bourdieck et al., 2013). Siendo el producto inicial de origen embrionario, la hCG es
uno de los principales candidatos para dicha relacidn embrio-miometrial. Las
subunidades de hCG se transcriben tan temprano como en el embridén de 8 células
(Bonduelle et al., 1988) y el blastocisto a demostrado secretar relativamente altas
concentraciones de hormona bioactiva (Lopata 1989). Si esto es cierto, el efecto
autécrino y paracrino de la hCG en el endometrio precederia a su funcion clasica
del estimulo del cuerpo luteo y seria preponderante para la implantacién o no-

implantacion embrionaria.
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La hCG promueve una accion inhibitoria anti-macrofago que previene la
destruccion o rechazo inmunolégico de la unidad feto-placentaria por parte de los
tejidos maternos durante el embarazo. La hCG pudiera incluso controlar el
crecimiento uterino durante el embarazo, para que este vaya a la par con el
crecimiento fetal. Los niveles de hCG caen en las ultimas semanas del embarazo
para permitir la contracciones inducidas por prostaglandinas y oxitocina (Ambrus
et al.,, 1994). El decremento de la hCG durante el tercer trimestre y, mas
especificamente las ultimas semanas del embarazo, pudiera ser la responsable de
la modulacion de los receptores miometriales a los uterotdnicos, y ser parte
fundamental del inicio y la progresion del trabajo de parto normal. (Rao et al.,
2015).

Existen estudios que sugieren que la hCG promueve el crecimiento y
desarrollo del tejido mamario, a través de su efecto proliferativo intenso sobre las
células epiteliales e induciendo diferenciacion no reversible hacia células
secretoras, las cuales son relativamente inmunes a efectos carcinogénicos vy
pudiera explicar el factor protector del embarazo para el cancer de mama (Rao et
al., 2004).

La hCG es la responsable de la nausea, vomito, alteracién del ciclo
suefio/vigilia, etc. durante el embarazo, a través de sus receptores en el sistema
nervioso central. Incluso la presencia de receptores vesicales para hCG
explicarian la sintomatologia urinaria sui generis de la mujer embarazada (Rizk et
al., 2009).

Se entiende entonces que el embarazo normal es un proceso complejo que

requiere de una invasion trofoblastica controlada y de la angiogénesis del
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endometrio decidual, asi como también de la atenuacién de la respuesta
inmunolégica materna a proteinas halogénicas (Bansal 2010). Esto se logra
mediante el incremento en la actividad de las células Treg y en la disminucién en
la actividad celular Th17. Se ha demostrado que la hCG tiene participacion en
estas funciones y es secretada por el embridn en desarrollo incluso cuando éste

esta integrado por tan solo 8 células (Aluvihare et al., 2004; Somerset et al., 2004).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Gonadotropina Coriénica Humana y Preeclampsia

Existe evidencia creciente sobre la importancia de la hCG en la invasion de
la decidua endometrial por parte del trofoblasto (Norris et al., 2011, Herr et al.,
2007). Como tal, la hCG promueve la apoptosis de las células endometriales,
facilitando la invasion trofoblastica. In vitro, se ha demostrado que estas mismas
células endometriales tratadas con hCG inducen también la apoptosis de células
T, reduciendo como consecuencia una posible respuesta celular materna en
contra del embrion y su implantacion (Kayisli et al., 2003). Se ha inferido que la
hCG tiene influencia sobre la implantacion reduciendo la secrecion de citocinas
por parte de las células T y NK, asi como también se ha visto que disminuye el
reclutamiento de células inmunoldgicas activadas a la interface materno-fetal
(Stahn et al., 2005).

Por lo anterior, es muy probable que la hCG sea un importante regulador de
la profundidad de la invasion embrionaria y una funcién defectuosa de la hormona

ha sido propuesta como causa de una placentacion defectuosa, aumento de la
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isquemia tisular y en consecuencia el establecimiento de preeclampsia (Kalkunte
et al., 2010).

La hCG estimula la liberacion de VEGF por el endometrio secretor y, a
través de él, inhibe la secrecion del factor estimulante de colonia de macréfago y
el subsecuente reclutamiento de neutrdéfilos en el sitio de la implantacion (Licht et
al., 2007). Aunado a esto, los niveles séricos de hCG se han relacionado
inversamente con los niveles de IL-18 cuya accion es también proinflamatoria.
Esto realza la importancia de la hCG para reducir la actividad de aquellos factores
dafinos para el embrion en la etapa de implantacion (Kruse et al., 2000).
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En trabajos iniciales, se sugeria que la progesterona era la responsable de
estimular a las células NK en la proliferacién celular en cultivos in vitro, sin
embargo, la importancia de la hCG ha ganado reconocimiento en este proceso por
haberse demostrado que, actuando a través de receptores especiales (receptor de
union a proteina ligado a manosa) en la superficie de las células NK uterinas, se
estimula la placentacion (Kane et al., 2009). Luego entonces, la hCG juega un
papel importante en el mantenimiento del embarazo por medio de la estimulacion
sobre la diferenciacion de aquellas lineas celulares que promueven la tolerancia
del feto haploidéntico (Treg) y coordinan la vascularizacion (células NK) (cuadro
2).

Autoanticuerpos anti-hCG

Anticuerpos naturales contra hCG fueron demostrados por Wass et al., (1978) en
mujeres jovenes, sin embargo, estos anticuerpos se clasificaron con poca afinidad
como para ser clinicamente importantes. Moyle et al, (1995) describieron multiples
sitios de acoplamiento de anticuerpos en hCG y la posibilidad de inactivacion o
disminucion de accion biolégica por los mismos. Housseau et al., (1995)
reportaron anticuerpos contra la subunidad de hCG en pacientes con tumores de
vejiga y células germinales de testiculo. Su trabajo posterior confirmé que la region
inmunogénica se localizaba en los aminoacidos centrales (entre el 20-65) de la
subunidad beta. Amato et al., (2002) consideraron a los anticuerpos anti-hCG
como la causa de infertilidad secundaria en una mujer con menstruacion regular y
pérdida gestacional recurrente acompafada de elevados niveles de hCG. Zou et
al., (2008) encontraron que el 7% de 236 mujeres con infertilidad primaria o
secundaria tenian anticuerpos anti hCG y que estos declinaban posteriormente al

tratamiento con dexametasona, vitamina C y D, con mejoria en las tasas de
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implantacion. Los niveles fueron comparables con aquellos vistos en mujeres con

sindrome de anticuerpos antifosfolipido (SAAF) y anticuerpos antitrofoblasto. No

existe consenso sobre la concentracién de anticuerpos contra hCG que pudieran

ser patologicos, aunque la mayoria de los autores fijan el punto de corte en
50ng/ml como significativo (Zou, 2008) (CUADRO 3).

Accién de la Gonadotropina Coriéonica Humana

Dendritica Reduccion de Incremento de Incremento de Kayi3i|,
presentacion de indolamina Th1/Th17 2003
Antigeno y dioxigenasa
disminucioén de
proliferacion
Treg Reclutamiento a Decremento de Rechazo Sthan,
interface materno- Th1/17 embrionario/fetal 2005
fetal incremento de
IL-10
NK Reduccion de Decremento de Placentacion anormal, Kalkunte
activacion de NKs ataque fetal, rechazo embrionario 2010
periféricas, coordinacion de la
Regulaciéon de NKs invasion
uterinas trofoblastica
Trofoblasto Invasién de arterias Regulacion de Placentacion anormal, Foidart,
extravelloso | espirales, apoptosis expresion de células T citotoxicas 2009
de células T fas/fasL
activadas
Endoteliales Incremento de la Estimulacién de Disminucion del flujo en Licht
proliferacion VEGF lecho placentario 2007

endotelial, adhesion
leucocitaria
disminuida

incremento de
reclutamiento
leucocitario

CUADRO 2.-Accién de la hCG sobre diferentes células del sistema

inmunolodgico, células endoteliales y embrionarias.

Treg (linfocito T regulador), NK (célula natural killer), VEGF (factor de crecimiento

vascular endotelial)
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Reyna-Villasmil et al., (2010) encontraron niveles aumentados de hCG en mujeres
con preeclampsia establecida, comparadas con mujeres sin preeclampsia y
pareadas segun edad gestacional; (grupo A (n=50 con preeclampsia) 47661mU/mi
vs grupo B (n= 50, controles normotensas) 27,459 mU/ml, p<0.05). No se tiene
conocimiento de la causalidad de este fenomeno y pudiera corresponder a una
compensacion de un sistema de retroalimentacién en presencia de respuesta o
actividad disminuida de esta hormona. No existen, a nuestro conocimiento y segun
nuestro alcance de busqueda en la literatura médica actual, estudios que hayan
determinado la prevalencia de anticuerpos anti hCG en mujeres con preeclampsia,
0, por otro lado, la incidencia de preeclampsia en mujeres con autoanticuerpos
anti-hCG (in vivo o in vitro). El racional del estudio en cuestion radica en que la
existencia de anticuerpos anti hCG y su acoplamiento a la misma pudiera
repercutir en su afinidad con su receptor (receptor de LH) y/o afectar su

biodisponibilidad y, en consecuencia, su accion bioldgica.
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Anticuerpos anti Gonadotropina Coriénica Humana

Wass, 1978 | Mujeres jovenes Transversal, Anticuerpos anti hCG de baja
(infertilidad, nubiles, | comparativo afinidad, de desconocida
sanas) importancia clinica. Sin diferencias
entre grupos.
Housseau, Pacientes con Transversal, Presencia de anticuerpos anti
1995 tumores vesicales y descriptivo hCG, regién inmunogénica central.
testiculares
Amato, Paciente con Descripcidon de Concentraciones altas de
2002 infertilidad un caso anticuerpo anti-hCG y altos niveles
secundarira de hCG
Zou, 2008 Pacientes con Transversal, Anticuerpos anti-hCG en el 7%,
infertilidad descriptivo remision con terapia esteroidea.

CUADRO 3. Publicaciones relacionadas con la presencia de anticuerpos anti

gonadotropina coridnica humana en grupos heterogéneos de pacientes hCG

(gonadotrofina coriénica humana).
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JUSTIFICACION

En el mundo, la preeclampsia sigue siendo una de las principales causas
de morbilidad durante el embarazo y una de las principales razones de mortalidad
materna en los paises en vias de desarrollo. En nuestro pais, complica alrededor

de 5-10% de los embarazos.

La hCG tiene un rol preponderante en la promocion de la angiogénesis en
el endotelio uterino, la regulacion de la invasion y diferenciacion trofoblastica, el
mantenimiento en la quiescencia miometrial, y la regulacidn inmunoldgica
mediante la modulacion de las células T reguladores (Treg), las células
dendriticas, las células NK 'y los linfocitos B reguladores. La hCG regula a su vez

la formacion del sinciciotrofoblasto en una manera autdcrina.

Partiendo que la teoria inmunoldgica es una de las mas aceptadas sobre
el origen de la preeclampsia; entendiendo que la preeclampsia tiene origen en una
placentacion anormal y el papel preponderante de la hCG en la misma,
consideramos biolégicamente plausible el buscar alteraciones de tipo
inmunoldgicas que intervengan directamente en el funcionamiento de la hormona,

su afinidad al receptor o biodisponibilidad.

En la buscueda previa de anticuerpos anti-HCG por parte de otros
autores, nunca se involucré a pacientes embarazadas y desde luego que no se
establecieron comparaciones en embarazadas con y sin preeclampsia. Este
estudio generaria nuevo conocimiento relacionado a la etiologia inmunologica de
la preeclampsia y sentaria precedentes para el reconocimiento de un nuevo
biomarcador de la enfermedad que seria util como tamizaje para toda la poblacion
de embarazadas, y facilitar el diagnostico oportuno y tratamiento de esta
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enfermedad; disminuyendo asi la mortalidad materna de forma importante en

nuestro pais y el mundo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preeclampsia es una de las causas mas importantes de morbimortalidad
materna, principalmente en paises en vias de desarrollo. En México, constituye
una de las primeras causas de muerte materna (primera o segunda causa
dependiendo de la entidad federativa) contribuyendo aproximadamente al 30% de
las muertes maternas totales. Es un sindrome fisiopatolégicamente complejo, cuyo
origen es la misma invasion trofoblastica. La hCG juega un papel preponderante
en la viabilidad embrionaria inicial, la implantacion y el establecimiento de la
circulacion maternofetal; Existen estudios que demuestran la presencia de
autoanticuerpos contra hCG, sin embargo, no existen estudios sobre la presencia
de anticuerpos anti hCG en mujeres embarazadas y menos aun en mujeres con
preeclampsia. La presencia de anticuerpos anti-hCG o la diferencia de
concentracion en los mismos pudieran ser parte de la patogénesis de la

preeclampsia. Por lo anterior, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existe diferencia en la concentracion de anticuerpos anti hCG en mujeres

con Yy sin preeclampsia?
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HIPOTESIS CIENTIFICA

Existe diferencia en la concentracion de anticuerpos anti hCG en mujeres

con y sin preeclampsia.

OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar la concentracion de anticuerpos anti hCG entre mujeres

embarazadas con y sin preeclampsia.
Objetivos Particulares

* Determinar la presencia y concentracion sérica de anticuerpos anti
hCG en pacientes embarazadas con y sin preeclampsia.

e Comparar la prevalencia de anticuerpos anti hCG en pacientes
embarazadas con y sin preeclampsia

* Determinar la concentracion sérica de hCG en pacientes
embarazadas con y sin preeclampsia.

e Comparar la concentracion sérica de hCG en pacientes
embarazadas con y sin preeclampsia.

* Correlacionar la concentracion de anticuerpos anti-hCG con la

concentracion de hCG.
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MATERIAL Y METODOS.

Diseio del Proyecto
Tipo y caracteristicas del estudio:

* EIl presente es un estudio comparativo, observacional, transversal,

prolectivo, homodémico y unicéntrico
Definicion del universo de trabajo
Poblacion fuente

Pacientes embarazadas que acudieron a control prenatal y resolucion

obstétrica al Hospital General de Cholula (SSA).

Definicion de unidades de observacion y del grupo control.

Criterios de inclusion

Para ambos grupos de mujeres embarazadas:

abrwbd =

Pacientes de entre 15 y 40 afios de edad

Primigestas con embarazo unico

> de 25 semanas de gestacion

Sin comorbilidades diagnosticadas

Que aceptaron participar voluntariamente en el estudio, firmando
consentimiento informado.

Para las pacientes con preeclampsia | Para las pacientes sin preeclampsia

1.

Pacientes con diagnostico de 1. Acudir a control prenatal y/o
preeclampsia segun los criterios resolucion obstétrica en el
establecidos en el lineamiento Hospital General de Cholula
técnico emitido por el gobierno

federal

Que acudieron para su atencion
al Hospital General de Cholula
(SSA)
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Criterios de exclusiéon para ambos grupos.
Pacientes con comorbilidades cronicas diagnosticadas durante estancia
intrahospitalaria y consignadas en el expediente clinico.
Pacientes sin resolucion obstétrica en el hospital sede.

Criterios de eliminacion
Pérdida de la informacion.
Pacientes que decidieron retirarse el estudio.

Estrategia de muestreo

Muestreo no probabilistico de casos consecutivos presentados del 1ro
de enero del 2015 al 29 de febrero del 2016.
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Definicidon de variables y unidades de medicion (Anexo 1)

Preeclampsia
- Presencia o ausencia del sindrome (presencia de hipertension y
proteinuria en mujeres embarazadas previamente sanas). Variable

Nominal dicotdmica.

Anticuerpos anti hCG
- Presencia de anticuerpos tipo IgG anti-hCG en el suero de casos y
controles. Variable cuantitativa, continua, expresada en densidades

opticas.
Concentracion de hCG

- Concentracion sérica de hCG en casos y controles. Variable cuantitativa,

continua, expresada en unidades internacionales por mililitro.
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Técnicas y Procedimientos

Se estudiaron 60 pacientes en total que cumplieron con los criterios de
inclusion y asistieron a consulta externa o de urgencias. A todas las pacientes se
les realizdé la toma de la presion arterial después de 5 minutos de reposo,
mediante esfigmomandmetro mercurial (marca LG medical Desgind LLC) en el
brazo izquierdo a la altura del corazén con la paciente sentada. La camara de aire
(globo) cubrié al menos las 3/4s parte de la longitud del brazo y al menos el 80%
de la circunferencia del brazo. Se registraron los dos valores (sistélica diastdlica);
la aparicidn del primer ruido definié la presion sistdlica y el ultimo ruido definio la
presion diastdlica. El valor de la presidn arterial correspondio al promedio de dos
mediciones, separadas entre si por 10 minutos. Los resultados se reportaron en
milimetros de mercurio.

A todas las pacientes con cifras tensionales sitdlicas iguales o mayores a
140mmHg y/o diastdlicas iguales o mayores a 90mmHg se les pidio realizaran un
vaciado de orina en frasco recolector estéril con técnica de chorro medio o sonda
foley e instilacion de orina en tira reactiva colorimétrica Combiscreen [ISYSPLUS.
Posteriormente se realizé la lectura de la tira reactiva en el lector 6ptico Analyticon
CombiScan 500 para determinar la concentracion de proteinas en la orina de las
pacientes. Los resultados se reportaron en mg/dl. Todas las pacientes con
elevacion de cifras tensionales y 100mg/dl de proteinas o mas, fueron
diagnosticadas con preeclampsia.

Una vez teniendo el diagnostico de preeclampsia, se realizé la toma de
muestra de sangre periférica por el personal de enfermeria de turno, utilizando un
tubo vacutainer estériles sin anticoagulante, el cual fue trasladado en receptaculos

especiales con hielo para mantenerse a aproximadamente 4 grados centigrados,
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por un lapso no mayor a 30 minutos hasta su llegada al laboratorio de inmunologia
experimental de la facultad de medicina BUAP. Las muestras se centrifugaron a
2500 revoluciones por minuto por 10 minutos para posteriormente obtener el suero
y alicuotarlo en microtubos de 1.5mL los cuales fueron rotulados y almacenados
en un ultracongelador Redco a -70 grados hasta su analisis.

Las muestras hematicas de los controles fueron obtenidas a posteriori,
incluyendo a mujeres embarazadas, sanas (sin proteinuria ni hipertension)
pareadas por edad cronoldgica y gestacional con aquellas identificadas como
casos , a razon de 1 a 1 (un control por cada caso) y siguiendo la metodologia
previamente descrita.

No existe disponible un Kit comercial para la identificacion de anticuerpos
antihCG especificos, por lo que se realizé la determinacién de anti-cuerpos anti-
hCG mediante un ELISA “casero” en casos y controles, utilizando como antigeno
de captura la hCG, anticuerpo primario el suero de casos y controles y finalmente
como anticuerpo de deteccion una anti-lgG humana acoplada a peroxidasa como
anticuerpo secundario, para determinar el complejo antigeno-anticuerpo, se utilizo
la tetrametilbencidina, como sustrato. La aparicion de un color amarillo, nos indicé
una reaccion positiva, la cual fue, directamente proporcional a la concentracion y
fue determinada en un lector de ELISA a 450nm para cuantificar las densidades
Opticas de cada muestra (ANEXO 2).

La determinacién de concentracion sérica de hCG se realizO mediante
quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del proveedor (kit Acculite (hCG),
cod 875-300). (ANEXO 3).
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ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el programa SPSS version
22 para:

Estadistica descriptiva: frecuencias, media, mediana, porcentajes, rangos
Estadistica inferencial: Para la comparacion de los grupos evaluados se utilizé
Chi cuadrada (diferencia de prevalencia) y T de Student (diferencia de medias)
con un valor de p <0.05.
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BIOETICA

Esta fue una investigacion de riesgo minimo segun el articulo 17 de la ley
general de Salud pues es un estudio prospectivo que emplea el riesgo de datos a
través de “procedimientos comunes en examenes fisicos o psicologicos de
diagnosticos o tratamiento rutinarios, entre los que se consideran: pesar al sujeto,
coleccidon de excretas y secreciones externas, extraccion de sangre por puncion
venosa en adultos y volumen maximo de 450 ml. en dos meses”

Se apegod a las pautas éticas internacionales para la investigacion vy
experimentacion biomédica en seres humanos. ISBN 92 9036 056 9. Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), 1993, Ginebra,
pp.53-56 y los citados en los articulos 100 en los incisos | al VIl y en el articulo 101
de la Ley General de Salud en México.

Basado en los principios basicos de la declaracion de Helsinki de la Asociacién
Médica Mundial (Helsinki Finlandia junio de 1964 y sus modificaciones posteriores
hasta Rio de Janeiro, Brasil, 2013).

Este estudio se apegd a el Reglamento de la Ley General de Salud de los
Estados Unidos Mexicanos en materia de experimentacion en seres humanos, asi
como a las normas e instructivos institucionales en materia de investigacion
cientifica, y se realizo hasta que fue aprobado por el Comité Local de
Investigacion. Se aseguré estricta confidencialidad de la informacion utilizada,
manteniendo en anonimato los nombres de las pacientes, sustituyendo los mismos
por un numero de registro cronolégico.

Para llevar a cabo esta investigacion se conté con la autorizacién de

1. Comité de investigacion y de Etica de la Facultad de Medicina de la Benemérita
Universidad autonoma de Puebla.

2. Comité local de investigacion en Salud del H. General de Cholula (ANEXO 4)
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LOGISTICA

Recursos Humanos:

Se contd con Investigador Principal, Investigadores Expertos. Personal de
enfermeria en turno del Hospital General de Cholula, médicos estudiantes de
pregrado en laboratorio de inmunologia experimental BUAP, y personal del centro
de investigacion biomédica de oriente.

Recursos materiales:

Instalaciones del laboratorio del hospital general de Cholula, del laboratorio de
inmunologia experimental de la Facultad de Medicina, BUAP y del Centro de
Investigacion biomédica de Oriente (IMSS).

Material bibliografico recopilado.

Papeleria, computadora, impresora. Hielera de traslado.

Paquete para analisis estadistico.

Recursos financieros:

Los propios asignados del laboratorio de Inmunologia Experimental de la Facultad
de Medicina, BUAP, Fondos asignados de Posgrado de esta Facultad para
compra de reactivo y del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente asi como

Los propios del investigador.

42



RESULTADOS

La grupo de estudio estuvo integrado por 60 pacientes en total. Lo
conformaron 30 primigestas con preeclampsia pareadas segun edad cronologica y
edad gestacional con 30 controles sin preeclampsia. El analisis descriptivo de las
variables cuantitativas nos proporciond los siguientes datos:

El rango de edad cronolégica fue 18 a 39 anos (media de 24.4 afos +/- 5
anos) (Figura 2), con embarazos de entre 30 y 40 semanas de gestacion (media
de 36.3 +/- 2.4 semanas) (Figura 3). Todas las pacientes diagnosticadas por
preeclampsia tuvieron elevacion de cifras tensionales y proteinuria, a diferencia de
todas las pacientes en el grupo control que tuvieron cifras tensionales dentro de

parametros normales y ausencia de proteinuria segun la tira colorimétrica.
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Distribucién por edades cronoldégicas
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Grafica 1: nos muestra la distribucion de la edad de los 60 pacientes incluidas

en el estudio (con una media 24.4 y una DS % 5.0)
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Distribucién por edades gestacionales
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Grafica 2: Muestra las edades gestacionales de las 60 pacientes del estudio.

(con una media 36.3 y una DS * 2.48)
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Distribucién de proteinuria
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Grafica 3. Muestra la distribucion de la concentracién de proteinas en orina de

las 30 pacientes con diagnoéstico de preeclampsia. (con una media 346.67 y una

DS * 125.212)
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Se encontraron valores positivos de anticuerpos (lgGs) antigonadotropina
coridnica humana en el 78.3% de las pacientes estudiadas, sin encontrarse
diferencia significativa entre casos y controles.

Prevalencia de anticuerpos anti- HCG
CONTROLES 7 (23.4) 23 (76.6)

CASOS 6 (20) 24 (80)
TOTAL 13 (11.7) 47 (78.3)

Chi cuadrada con p= 0.754

Tabla 1: muestra el porcentaje de anticuerpos anti hCG positivos y negativos en
las pacientes con y sin preeclampsia.
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Se realizé el andlisis cuantitativo de las densidades Opticas de 1gGs anti-hCG
entre casos y controles, encontrando diferencia significativa entre las medias
(Tabla 2, Grafica 5).

Concentracién de anticuerpos anti-hCG en Densidades
Opticas

CASOS 0.234 £ 0.240

CONTROLES 0.099 £ 0.155

Diferencia de medias por T de Student de 0.135 (0.030-0.239) p < 0.012,

TABLA 2. Muestra la diferencia en la concentracién de los anticuepros anti-hcg
presentes en los casos y controles del estudio medidas EN D.O.
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Diferencia de medias en anticuerpos anti-hCG en
densidades Opticas
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GRAFICA 4. se muestran las diferencias en densidades opticas de

anticuerpos anti-hCG entre casos y controles. Significancia estadistica bilateral
segun T de Student para muestras independientes con p < 0.012.
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Finalmente se determiné la concentracion de hCG en ambos grupos mediante

quimioluminiscencia sin encontrar diferencia significativa (Grafica 6).

Medias en concentracién de hCG entre casos y controles

Casos 30 13,687 £ 14,555 Ul/mL
Controles 30 14,872 + 16,926 Ul/mL
p 0.72

TABLA 3: No se encontré diferencia significativa en la concentracion de hCG
entre casos y controles.
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Asi mismo, se realizé una correlacion entre las variables de densidades Opticas de
lgGs anti hCG y la concentracion de hCG mediante Pearson, sin encontrar
significancia estadistica (p 0.6) (Figura 7).

Correlaciéon entre densidades opticas de anticuerpos anti-
HCG y concentracion de HCG.
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GRAFICA 5: No existié correlacion aparente entre la concentracion de hCG y
las D.O para anticuerpos anti-hCG en casos o controles.
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DISCUSION

Nuestra poblacion de estudio estuvo integrada por pacientes primigestas,
con embarazos de tercer trimestre. Todos los casos incluidos cumplieron con los
criterios diagndsticos vigentes para preeclampsia y fueron pareados con controles

de la misma edad cronoldgica y edad gestacional.

En la poblacion estudiada, se encontré una elevada prevalencia de
anticuerpos anti-HCG tanto en casos como en controles, sin existir diferencia de
proporciones entre casos y controles. COmo se menciond anteriormente, existen
reportes contradictorios sobre la presencia (Wass et al, 1978) o ausencia (Johnson
et al, 1985) de anticuerpos anti-HCG en grupos heterogéneos de pacientes
(diferencias de edad, etapa reproductiva, enfermedades croénicas, etc). Sin
embargo, el presente estudio, es el primero en reportar la presencia de
anticuerpos anti-HCG en mujeres embarazadas. Esta prevalencia resulta ser
mucho mayor a la reportada anteriormente en mujeres no embarazadas (de 80.0%
para los casos y 76.6 para los controles) y pudiera deberse a que la exposicion a
la hCG en mujeres embarazadas es en concentraciones miles de veces mayor al
de las no embarazadas (la concentracion de HCG circulante en mujeres no
embarazadas debe ser menor a 1 Ul/mL y durante el embarazo es comun
encontrar picos de HCG hasta de 60,000 Ul/mL) (Braunstein, 1976). Se entiende
también que la produccion de anticuerpos es ampliamente dependiente de la
concentracion del antigeno contra el que se producen. Aunado a esto, estudios
clinicos sobre la vacuna anticonceptiva para la formacion de anticuerpos anti-HCG
han demostrado que si no se otorgan dosis de refuerzo, el titulo de anticuerpos
declina notablemente a los 6 meses después de la exposicidn, indicando que el
proceso es reversible. (Singh et al, 1989). Esto explicaria la diferencia tan grande
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encontrada entre las prevalencias de anticuerpos anti-HCG en nuestra cohorte de
pacientes, y aquellas descritas en la literatura en mujeres no embarazadas. Cabe
resaltar, que nuestra cohorte de pacientes pertenecia al tercer trimestre del
embarazo, donde la media de concentracion de HCG es significativamente menor
al encontrado durante el final del primer trimestre e inicio del segundo. Es decir, la
prevalencia y concentracion de anticuerpos anti-HCG pudiera ser incluso mayor

durante el primer y segundo trimestre del embarazo.

En cuanto al acoplamiento y tipo de anticuerpo, se han identificado y
definido 16 regiones antigénicas en la hCG. Cinco epitopos estan localizados en
hCGa (a1-a5) (hCGa representa la hCG heterodimérica clasica) y siete en hCGh
(h1-h5, h7-h9) (hCGh representa la hCG heterodimérica hiperglicosilada). Cuatro
epitopos (c1-c4) son conformacidon-dependientes, y ocurren uUnicamente el la
version clasica (o heterodimérica) de la hormona. Dos de estos, C1 y C2, se
pierden en la hCG desdoblada (nicked). Ademas, exisen otros cuatro epitopos (a6,
a7, h6 y h7) que estan expuestos unicamente en las subunidades libres. Casi
todos los anticuerpos monoclonales de uso clinico reconocen los epitopos
peptidicos y no diferencian entre las variantes de hCG dependientes de
glicosilacion. (Lapthorn et al., 1994, Stenman et., al 2013). El presente estudio se
utilizé hCG heterodimérica clasica, y la IgG reconocida pudiera acoplarse a un sitio
que englobara ambas subunidades, con la alta posibilidad de afectar la afinidad de

la hormona a su receptor.

El receptor de hCG/LH esta localizado en las células del cuerpo luteo
ovarico (para la produccion de progesterona), en la decidua endometrial (para la
comunicacion entre el blastocisto y el miometrio), en la vasculatura uterina (para

favorecer la angiogénesis), etc. El receptor responde tanto a LH, como a hCG y su
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forma hiperglicosilada, pero no a las subunidades libres o fraccionadas (Fournier
et al, 2015). Existe evidencia que sustenta que la subunidad alfa tiene un papel de
acoplamiento a receptor, mientras que la subunidad beta tiene el papel de
delimitar la especificidad al mismo (Boorstein et al, 1982, McFarland et al, 1989)

En nuestro estudio, esto ultimo cobra mayor relevancia dado a que se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones (por densidades
Opticas) de anticuerpos anti-HCG entre casos y controles (p 0.012) y estas

concentraciones no correlacionaron con la concentracion sérica de hCG.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de hCG en mujeres con y sin preeclampsia. Los hallazgos en
estudios previos difieren de forma importante (Reyna-Villasmil et al 2010, Hui et al
2012). Los diferencia de hallazgos entre los estudios de ésta indole parece
deberse a la diferencia de edades gestacionales entre pacientes y también a que
existe una variacion diaria en las concentraciones séricas de HCG en una misma
paciente (hasta del 20%) (Obiekwe et al, 1983). La limitacién de nuestro estudio
en este aspecto fue que las determinaciones fueron unicas para cada paciente y
se llevaron a cabo en el tercer trimestre. El estudio 6ptimo para corroborar o negar
diferencia significativa debiera ser un estudio longitudinal, con determinaciones
seriadas durante todo el embarazo, calculando curva de concentracion total de
hCG y estableciendo diferencia unicamente al final del embarazo entre casos y

controles.

Se sabe que ademas de su bien establecida funcion en evitar la regresion
del cuerpo luteo, y la estimulacion del mismo para la produccion ovarica de

progesterona, estradiol y estrona durante las primeras seis semanas del embarazo
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(actuando como un super agonista de LH y mediante la estimulacion de las células
luteas a través de su receptor LH/CG, hasta la compensacion de la actividad
esteroidogénica de la placenta), la hCG tiene un rol preponderante en la
promocion de la angiogénesis en el endotelio uterino, la regulacion de la invasion y
diferenciacion trofoblastica, el mantenimiento en la quiescencia miometrial, y la
regulacion inmunolégica mediante la modulacion de las células T reguladores
(Treg), las células dendriticas, las células NK y los linfocitos B reguladores. La
hCG regula a su vez la formacion del sinciciotrofoblasto en una manera autdcrina
(Norris, 2011).

Siendo el producto inicial de origen embrionario, la hCG es uno de los
principales candidatos para dicha relacion embrio-miometrial. Las subunidades de
hCG se transcriben tan temprano como en el embrién de 8 células (Bonduelle et
al., 1988) y el blastocisto a demostrado secretar relativamente altas
concentraciones de hormona bioactiva (Lopata, 1989). Si esto es cierto, el efecto
autocrino y paracrino de la hCG en el endometrio precederia a su funcién clasica
del estimulo del cuerpo luteo y seria preponderante para la implantacién o no-

implantacion embrionaria.

Los hallazgos en diferencia significativa de anticuerpos anti-hCG en
mujeres con Yy sin preeclampsia evidencia diferencias que van acorde con la
teoria inmunoldgica de la preeclampsia, pero también pudieran explicar parte de la
fisiopatologia de las alteraciones durante la invasidn trofoblastica de la
enfermedad, pues una mayor concentracion de anticuerpos anti hCG en un grupo
especifico de pacientes (con respuesta inmunolégica alterada a las
concentraciones repentinas y crecientes de la hormona a nivel endometrial),

pudieran interferir con la afinidad de la hormona por su receptor y
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secundariamente disminuir el efecto preponderante de la misma en la relacion

embrio-miometrial y el proceso de implantacion.

Evidentemente, las limitaciones propias del estudio (transversal y durante
el tercer trimestre) no permiten mayor medida de asociacién o causalidad; el
estudio ideal tendria que llevarse de forma longitudinal, y durante el periodo de la
primera y segunda oleada de invasion trofoblastica e incluso con determinaciones

seriadas durante los diferentes trimestres del embarazo.

Cabe resaltar que estos hallazgos evidentemente pudieran ser aun mas
significativos en una cohorte de pacientes que incluyera mujeres con embarazos
previos (exposicion previa a concentraciones altas de hCG) o patologias
autoinmunes (con formacién documentada de auto-anticuerpos y curiosamente

mayor riesgo basal para presentar preeclampsia).
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CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos de este estudio, se puede concluir que:

* La prevalencia de anticuerpos anti-hCG en mujeres embarazadas es
elevada; siendo del 78% para las mujeres sin preeclampsia, y del 80% para
las mujeres con preeclampsia.

» Existe diferencia significativa en la concentracion de anticuerpos anti-hCG
en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia.

* No existen diferencias significativas en la concentracion sérica de hCG
entre mujeres embarazadas con y sin preeclampsia en el tercer trimestre de
embarazo.

* La concentracion de anticuerpos anti-hCG en mujeres con y sin
preeclampsia no guarda relacion con la concentracion sérica de hCG.

El presente estudio proporciona conocimiento nuevo en el rubro de diferencias
inmunologicas en pacientes con y sin preeclampsia, evidencia una incidencia alta
de anticuerpos anti-hCG durante el embarazo tanto normal como patolégico y abre
una novedosa y amplia linea de investigacion que pudiera  conducir al
descubrimiento de un nuevo biomarcador temprano, no tan solo de relevancia
para el diagndstico y prondstico de una de las principales causas de mortalidad
materna en nuestro pais y el mundo, sino incluso dar pie a futuras posibilidades de
profilaxis y tratamiento.
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ANEXO 1: VARIABLES DEL ESTUDIO

NOMBRE DE
LA VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA MEDICION
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Preeclampsia Sindrome multisistémico Los criterios para Nominal dicotomica Si/No
de severidad variable, determinar la
especifica del embarazo, preeclampsia fueron:
caracterizada por una
reduccion de la Presion arterial sistolica =
perfusion sistémica 140 mm Hg o presion
generada por arterial diastélica > 90 mm
vasoespasmo y Hg en una mujer
activacion de los previamente normotensa,
sistemas de después de la semana 20
coagulacion. Se de gestacion y presencia
presenta después de la de
semana 20 de la proteinuria 2100 en tira
gestacion, durante el colorimétrica
parto o en las primeras 6 CombiScreen IISYUS
semanas después de PLUS y lector en
éste. El cuadro clinico se Analyticon combiScan
caracteriza por 500.
hipertensién arterial
2140/90 mm Hg y
proteinuria.
Niveles Anticuerpos de tipo IgG | Determinacién en sangre | Cuantitativa Continua D.O
circulantes de | que reaccionen contra la | periférica de la presencia
anticuerpos hormona Gonadotropina anticuerpos anti HCG
anti HCG Coriénica Humana (Elisa)
Niveles La Gonadotropina Determinacion cuantitativa| Cuantitativa Continua Ul/mL

circulantes de

Gonadotropina
Corionica
Humana

Coriénica Humana es
una hormona producida
por la sinciciotrofoblasto

y posteriormente la
placenta durante todo el
periodo comprendido
entre la fertilizacién y el
alumbramiento.

de fraccion beta de
gonadotropina coriénica

humana en sangre

periférica.
(Quimioluminiscencia; Kit
Acculite CLIA Microwells.
Monobid INC.

Gonadotropina Coriénica
Humana (hCG) cédigo de

producto 875-300)
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ANEXO 2: TECNICA DE ELISA PARA DETECCION DE INMUNOGLOBULINAS
TIPO G ANTI hCG

1. Fijacion la proteina (HCG) a la placa, a una concentracibn de 20mcg/ml,
poniendo 50mcl por pozo

2. Incubacién durante 24hrs a 4 grados centigrados

3. Realizacion de lavados por triplicado con 250mcl de PBS/Tween (0.5%)

4. Bloqueo de placa con solucion de bloqueo 1x ( ELISA Assay Diluent A,
Biolegend, numero de catalogo: 421203), en agitaciéon (500rpm por 30 minutos,
a temperatura ambiente)

5. Lavados por triplicado con 250mcl de PBS/Tween (0.5%)

6. Colocacién de 100mcl de muestra (sin dilucidén) (suero paciente) durante 2 hrs a
temperatura ambiente y en agitacién a 500rpm.

7. Realizacion de lavados por triplicado con 250mcl de PBS/Tween (0.5%)

8. Colocacién de anticuerpo secundario (anti Ig-G humano (goat anti-human iGG-
HRP, Santa Cruz Cat: SC-2453), acoplado a HRP, a una dilucién de 1 a 5000

9. incubacion por 1hr a temperatura ambiente y en agitacion a 500rpm
10.  Realizacion de 4 lavados con 250mcl de PBS/Tween (0.5%)

11. Revelado con TMB (substrate A Catalogo 78570; Substrato B Catélogo
78571, marca Biolegend.

12.  Se para reaccidén con 50mcl de acido sulfarico 1molar (5 minutos)

13.  Se realiza lectura de densidades Opticas a una longitud de onda de 450nm,
en un lector de microplacas (Synergy 4)
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ANEXO 3: DETERMINACION DE CONCENTRACION SERICA DE hCG POR
QUIMIOLUMINISCENCIA

KIT: Acculite CLIA Microwells. Monobid INC.
Gonadotropina Cori6nica Humana (hCG) codigo de producto 875-300
Uso: Determinacién cuantitativa de la concentracion de Gonadotropina coridnica

en suero humano mediante ensayo de quimioluminiscencia en microplacas (CLIA).
PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Marcado de los pozos de la microplaca para cada una de los calibradores,
controles y muestras de paciente para ser procesados por duplicado. Guardardado
de las tiras de micropozos no utilizadas dentro de la bolsa de aluminio, sellado y
almacenado de 2-80C.

2. Se Pipetearon 0.025 ml (25ul) del suero de referencia adecuado, control o
muestra dentro del pozo asignado.

3. Se Adicionaron 0.100ml (100ul) del reactivo trazador hCG a todos los pozos.

4. Se Agité suavemente la microplaca durante 20-30 segundos para mezclar y
luego cubrir.

5. Se Incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente.
6. Se descartd el contenido de la microplaca por aspiracion.

7. Se Adicionaron 350pl del solucion de lavado, se decant6 y aspird. Se repitid el
procedimiento cuatro (4) veces mas para un total de cinco (5) lavados.

8. Se Adicionaron 0.100 ml (100ul) de reactivo de senal de trabajo a todos los
pPOZoS.

9. Se incub6 a temperatura ambiente en oscuridad durante cinco (5) minutos.

10. Se tomo lectura de las unidades relativas de luz, en cada pozo utilizando un
lector de microplacas para quimioluminiscencia durante 0.5-1.0 segundos. Los
resultados leyeron a los 30 minutos siguientes a la adicion del sustrato.
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ANEXO 4: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Carta de Consentimiento Informado

Nombre del estudio “Determinaciéon de anticuerpos anti HCG en mujeres
embarazadas con y sin preeclampsia.”
A. Patrocinador:
Ninguno.
B. Justificacion y Proposito del estudio

Estamos invitando a participar a pacientes en un estudio de investigacién que se lleva a
cabo por el servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital General de Cholula (SSA),
Laboratorio de Inmunologia experimental de la Benemérita Universidad Aut6bnoma de
Puebla y el Centro de investigacion Biomédica de Oriente (IMSS). Al participar en este
estudio usted ayudara a proporcional datos sobre la presencia o ausencia de anticuerpos
que pudieran encontrarse en su sangre y que reaccionarian contra una hormona
fundamental en el embarazo, lo cual pudiera estar relacionado con la causa de una
enfermedad llamada preeclampsia y que es una de las responsable de la morbimortalidad
materna en nuestro pais. Estos datos pueden servir para ayudar en la prevencion,
diagnéstico y tratamiento de la enfermedad en el futuro. El estudio tiene como propdsito
“Determinar anticuerpos anti HCG en mujeres embarazadas con y sin
preeclampsia” por lo que pensamos usted pudiera participar en este proyecto ya que
reune las condiciones apropiadas.
Procedimientos En caso de aceptar participar en el estudio, se le solicitaran verbalmente
algunos datos que se capturaran en un formato para su estudio posterior y se le realizara
exploracion fisica completa, asi como toma de presion arterial, una muestra de sangre y
orina a su ingreso al hospital. Al final del estudio se realizara la concentracion de los datos
de todas las pacientes involucradas y se sometera a publicacion, con fines exclusivamente

cientificos.
C. Posibles riesgos y molestias. En este estudio usted Unicamente sera sometida al riesgo
de la toma de muestra de sangre por puncién en alguno de sus 2 brazos.

D. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio. A usted no se le pagara, ni
tendra que pagar nada, por ingresar al estudio. Usted no obtendra ningun beneficio
econdémico. Los beneficios que usted obtiene son conocer algunos datos adicionales sobre
su embarazo.

E. Resultados o informacién nueva sobre alternativas de tratamiento. Si se demostrara
con este estudio algun cambio en el seguimiento, diagndstico o tratamiento de la

enfermedad, entonces sera usted inmediatamente informada para futuros embarazos.
F. La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracién Ante cualquier duda
y 0 aclaracién que necesite relacionado con acerca de los procedimientos, riesgos,
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beneficios y otros asuntos relacionados con los avances de la investigacion y el
tratamiento; podra comunicarse con los investigadores responsables o asociados de esta
investigacién para lo cual ponemos a su disposicion los siguientes datos para su
localizacién. Dr. Miguel Angel Dominguez Mena. Teléfono celular 2225669811. Dra.
Alicia Diaz y Orea, Dra en Inmunologia e investigadora de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla. Dr. Juan Carlos Flores Alonso Investigador del Centro de
Investigacion Biomédica de Oriente (IMSS). Metepec Puebla.

Participacion o retiro La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Si usted
acepta participar en el estudio, los datos seran procesados y después analizados. Si
posterormente usted no desea que los resultados obtenidos de sus muestras sean
utilizados, podra solicitarlo y entonces esto no influira en la atencién futura que la
institucion de salud brinde a usted ni a sus familiares. Nadie le negara la atencién ni el
tratamiento que necesite. Usted no podra ser identificado por ninguna persona ajena al

personal médico, paramédico y cientifico que participd en este estudio,
Privacidad y confidencialidad. El equipo de investigadores y su médico en el servicio de
ginecologia correspondiente resguardaran la informacion.

Declaracion de consentimiento informado: Se me ha explicado con claridad en qué
consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el contenido de este
formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas
han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato. Al firmar
este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma del participante

Fecha:

Nombre y firma de la persona que obtiene este consentimiento:

Nombre y firma del testigo 1 (parentesco)

Nombre y firma del testigo 2 (parentesco)
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