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RESUMEN

Introduccidn: La preeclampsia (PE) es un sindrome mediado por inmunidad, por lo general se
desarrolla en el tercer trimestre del embarazo y se caracteriza por una excesiva respuesta
inflamatoria sistémica materna, es un trastorno de causa desconocida que afecta el embarazo
humano en aproximadamente 7-10%. Aunque se han propuesto una variedad de defectos
inmunes y vasculares para explicar la etiologia de esta enfermedad, se acepta que un defecto en
el control de las células T efectoras, por las células T reguladoras conllevan al rechazo,
originando hipertension materna y las condiciones clinicas asociadas. La tolerancia inmune
materna hacia el desarrollo del feto semi-alogénico presente en el embarazo sano se ve
comprometida en PE. Algunos investigadores han planteado la hipotesis de un perfil
predominio de Thl/ Th2 es decir Thl7 / Treg en condiciones inflamatorias crénicas. La sobre
regulacion de la inmunidad Th17 puede inducir el desarrollo y progresion de enfermedades
autoinmunes, tal seria el caso de la preeclampsia-eclampsia

Objetivo: Comparar los niveles circulantes de linfocitos Th 17 y T reguladores en mujeres
embarazadas con y sin preeclampsia.

Material y métodos: Estudio comparativo, observacional, transversal prospectivo,
homodémico y unicéntrico; casos y controles. Se incluyeron para este estudio 54 pacientes
embarazadas de la poblacion derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social, 27
pacientes con preeclampsia (casos) cuyo diagnéstico se sustenté en el Lineamiento técnico
2007. Secretaria de salud. México DF; prevencion, diagndstico y manejo de la
preeclampsia/eclampsia y 27 pacientes normotensas sanas (controles) pareadas por edad
gestacional, relacion 1/1. Se colectaron datos clinicos mediante entrevista directa y consulta del
expediente clinico, se obtuvieron muestras de sangre periférica para inmunofenotipar células
T reg y Thl17. La lectura se realiz6 mediante citometria de flujo en el laboratorio de
inmunologia especializada del Centro de Investigacion Biomédica de Oriente. Los datos
obtenidos fueron tratados con estadistica descriptiva e inferencial

Resultados: No se observaron diferencias significativas entre los casos y los controles en edad
(27.1 474y 28.72+4.21 afios, respectivamente; p=1.00) y edad gestacional de ingreso al
estudio (36.5+3.48 y 36.5 £3.45 semanas de gestacion, respectivamente; p=1.00). Los valores
de tension arterial sistolica fueron de 156.9 £13.03 y 111.4 £9.42 mm Hg, para los pacientes y
controles, respectivamente (p=0.0001). Mientras que para la tension arterial diastdlica los
valores fueron 102.7 +8.91 y 68.07 +6.94 mm Hg, para los pacientes y controles,
respectivamente (p=0.0001). Los resultados principales de esta investigacion son dos: la
expresion de células CD4+CD25+RORy+ con proporcion 9.75 para ambos grupo, y la
expresion de células CD4+CD25+FoxP3+ 53.46 para los casos y 43.05 para los controles con
una significancia estadistica de 0.0006

Conclusiones: No se observan diferencias significativas en los niveles circulantes de linfocitos
Th 17 en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia. Se observan diferencias significativas
en los niveles circulantes de linfocitos Treg 17 en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia.
Siendo mayores estos niveles en las pacientes con preeclampsia.




INTRODUCCION

La preeclampsia es un sindrome mediado por inmunidad por lo general se

desarrolla en el tercer trimestre del embarazo y se caracteriza por una excesiva
respuesta inflamatoria sistémica materna con la activacion de ambos brazos del sistema
Inmunitario innata y adaptativa. La tolerancia inmune materna hacia el desarrollo del
feto semi-alogénico presente en el embarazo sano se ve comprometida en PE. Los
neutrofilos, monocitos, y células asesinas naturales activadas inician la inflamacién, que
induce la disfuncion endotelial, y las células T activadas pueden apoyar mecanismos
inadecuados de tolerancia materna. Una caracteristica importante de la inflamacion
sistémica en preeclampsia eclampsia es la ausencia del fenotipo Th2 de manera
asimétrica que el embarazo sano Yy por lo tanto el predominio de un fenotipo Thl en
preeclampsia-eclampsia.

Las células T reguladoras (Tregs) son mediadores de la tolerancia inmune materna
hacia el desarrollo fetal. El factor de transcripcién FoxP3 ha sido ampliamente utilizado
como marcador intracelular para identificar este subgrupo. LoS Tregs modulan las
funciones de otras células T (tanto CD4 + y CD8 +), Principalmente a través de la
secrecién de citoquinas, incluyendo IL-10 y TGF-b y se cree que la menor proporcién
de Treg puede contribuir a la inflamacién sistémica exagerada en la preeclampsia
eclampsia.

Los linfocitos Th17 son un subconjunto recientemente descubierto de linfocitos
T CD4 + que producen IL-17 su descubrimiento ha llevado a algunos investigadores a
plantear la hipétesis de un perfil predominio de Thl / Th2 es decir Th17 / Treg en
condiciones inflamatorias crénicas. La sobre regulacion de la inmunidad Th17 puede
contribuir a la presencia enfermedades o reacciones inflamatorias cronicas como el
rechazo del injerto, y también puede inducir trastornos alérgicos e inducir el desarrollo
y progresion de enfermedades autoinmunes, tal seria el caso de la preeclampsia-
eclampsia. El objetivo de este estudio fue comparar los niveles de linfocitos Th17 y T

reguladores circulantes en mujeres embarazadas cony sin preeclampsia.




ANTECEDENTES GENERALES

En la preeclampsia como en todos los grandes sindromes obstétricos, existe una
placentacion profunda defectuosa, resultado de las respuestas adaptativas de la unidad
materno-fetal a agresiones patolédgicas. La medicina perinatal, se encuentra actualmente
en una etapa en donde s6lo puede ser identificado el sindrome clinico como tal, y no la
etiologia de la enfermedad. Esta bien establecido que la placentacion en los seres
humanos esta asociada con un proceso de remodelacion vascular Gnico, que implica la

remodelacion fisioldgica de las arterias espirales durante la gestacion.

En la placentacion profunda durante el embarazo, se completa la
transformacion de los segmentos de la decidua y miometrio de aproximadamente 100

arterias espirales.

La placentacién defectuosa profunda fue descrita por primera vez en
Preeclampsia y Restriccion del Crecimiento Intrauterino (RCIU) y se caracterizé por la
ausencia o remodelacion incompleta del segmento deciduo-miometrial de las arterias

espirales (Brosens 2011).

La preeclampsia es una respuesta a las alteraciones tempranas en la resistencia
vascular Gtero placentaria; y la presion arterial alta es un sintoma de la enfermedad y

no la causa.

Las 2 principales caracteristicas de este gran sindrome obstétrico Ilamado
preeclampsia son: a) Tener una fase subclinica larga. b) Ser la manifestacién clinica

tardia de un proceso fisiopatolégico crénico (Brosens 2011).

Esta larga fase subclinica ofrece una oportunidad para la deteccion precoz de
la enfermedad definida en la escala molecular y celular con el fin de detectar su
etiologia y prevenir el impacto permanente de su aparicion clinica (Brosens 2011). En
este rubro en especial es necesario desarrollar marcadores tempranos de la enfermedad
no solo para su tratamiento sino antes de la aparicion del espectro clinico de la
enfermedad (OMS 2012).




Clasificacion de los estados hipertensivos del embarazo

Los estados hipertensivos del embarazo pueden ser clasificados de distintas

maneras una de estas clasificaciones se menciona a continuacion:

CLASIFICACION DE LOS ESTADOS HIPERTENSIVOS DEL EMBARAZO

Hipertension gestacional
Preeclampsia/ Eclampsia
Preeclampsia agregada a hipertension cronica

Hipertension cronica

(Lineamiento Técnico SSA 2007)

A su vez la preeclampsia se divide en leve y severa de acuerdo a sus
caracteristicas clinicas y de laboratorio.
Se considera a una mujer embarazada con mayor riesgo de desarrollar sindrome

de Preeclampsia-Eclampsia (PE) cuando existe:

1. Hipertension crénica o enfermedad renal preexistente (15 — 40%)
2. Diabetes mellitus preexistente (10 — 35%)

3. Enfermedades del tejido conectivo como lupus (10 — 20%)

4. Trombofilias congénitas o adquiridas (10 — 40%)

5. Obesidad (10 — 15%)

6. Edad mayor a 40 afios (10 — 20%)

7. Embarazo gemelar (8 — 20%)

8. Embarazo triple (12 — 34%)

9. Antecedente de preeclampsia (11 — 22%)

[EEN
©

Embarazo por semen de donador y donacién de oocito (10 — 35%)
11. Primigestas. (12 - 25%)
(Lineamiento Técnico SSA 2007, Grill 2009)




En un estudio de casos y controles realizado en Sinaloa, en el que se incluyeron
pacientes con preeclampsia (casos: n = 196) y normotensas (controles: n = 470), se
analizo la asociacion de la preeclampsia con la frecuencia de diversos factores de riesgo
como son el nivel socioeconémico, tabaquismo, alcoholismo, antecedentes
ginecoobstétricos (compafieros sexuales, embarazos, partos, abortos, control prenatal,
método anticonceptivo utilizado) y preeclampsia en embarazo previo. De los factores de
riesgo estudiados y que se asociaron significativamente con preeclampsia fueron:
alcoholismo (RM: 5.77; IC 95%: 1.48-22.53), nivel socioecondémico bajo (p < 0.05),
tipo de método anticonceptivo (p < 0.005), primigravidez y antecedente de preeclampsia
en el embarazo previo (RM: 14.81; IC 95%: 1.77-123.85; p = 0.0006) (Morgan-Ortiz F
2010).

El factor de riesgo més fuerte para la aparicion de preeclampsia es la
primiparidad ya que 75% de los casos aparecen en primigestas (Reyna Villasmil 2009).

Diagnostico clinico y de laboratorio preeclampsia eclampsia.

El diagnostico de PE tiene sus bases en la presencia y combinacion de datos
clinicos y de laboratorio.
Los criterios para determinar la preeclampsia leve son los siguientes:
e Presion arterial sistolica > 140 mm Hg o presion arterial diastdlica > 90 mm Hg
en una mujer previamente normotensa, después de la semana 20 de gestacion.
e Proteinuria > 300 mg en una recoleccion de orina de 24 horas o > 30 mg/dl en
dos muestras de orina tomadas al azar, con diferencia de seis horas entre cada
una, en un lapso no mayor de siete dias. Sin evidencia de compromiso

multisistémico o de vasoespasmo persistente.

Para considerar el diagnostico de preeclampsia severa es necesaria la presencia de

uno o mas de los siguientes criterios:

e Tension arterial > 160 o 110 mm Hg en, por lo menos, dos tomas con un minimo
de diferencia de seis horas entre cada una.

e Proteinuria > 2 g en orina de 24 horas.

e Oliguria: diuresis < 500 ml en 24 horas.
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e (reatinina sérica > 1.2 mg/dl.

e Trastornos cerebrales severos persistentes o alteraciones visuales.

e Edema agudo pulmonar.

e Dolor epigastrico o en cuadrante superior derecho del abdomen.

e Disfuncidn hepética (aspartato aminotransferasa > 70 UI/L).

e Trombocitopenia (< 100 000 mm3).

e Coagulacion intravascular diseminada.

e Cianosis.

e Restriccion del crecimiento intrauterino debido a insuficiencia uteroplacentaria
(Lineamiento Técnico SSA 2007)

Tratamiento de la preeclampsia leve y severa.

El tratamiento de la preeclampsia leve es controversial. La mayoria de la
informacién esta basada en estudios observacionales y opiniones de expertos. En
pacientes con preeclampsia leve y en el segundo trimestre del embarazo debe
considerarse el manejo expectante, en la preeclampsia severa el manejo es
multidisciplinario.

El dnico tratamiento definitivo de la preeclampsia es la interrupcion oportuna del
embarazo, que debe efectuarse cuando la paciente se encuentre hemodinamicamente

estable y con personal calificado presente (Romero-Arauz 2012).

INMUNOLOGIA DEL EMBARAZO

El sistema inmune juega un papel importante en la perpetuacion de la especie, al

permitir los procesos de reproduccion desde la fecundacion hasta el parto (Saito 2010).

Una caracteristica fundamental del sistema inmune es proteger al huésped
contra los patogenos. Esta funcion depende de la capacidad del sistema inmune innato
para coordinar la migracién celular, para vigilar, reconocer y responder a los
microorganismos invasores. Durante el funcionamiento normal del embarazo, la
decidua humana contiene un elevado nimero de células del sistema inmune; tales como

macrofagos, células asesinas naturales (NK) y células T reguladoras (Treg). ElI 70% de
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los leucocitos deciduales son las células NK, entre el 20 — 25% corresponde a los
macrofagos y 1,7% son células dendriticas (CD).

Del sistema inmune adaptativo, las células B estan ausentes, pero los linfocitos T
constituyen aproximadamente el 3-10% de las células inmunes en la decidua. Durante
el primer trimestre, las células NK, células dendriticas y los macréfagos infiltran la
decidua y se acumulan alrededor del trofoblasto invasor. La supresion de cualquiera de
ellos: macrofagos, células NK o CD tiene efectos deletéreos. Algunos estudios han
demostrado que, en ausencia de las células NK, las células trofoblasticas no son capaces
de llegar a la vascularizacién del endometrio lo que conduce a la terminacion de la
embarazo. Estos estudios sugieren que las células NK son criticas para la invasion
normal del trofoblasto en el dtero (Mor 2010).

Existe la propuesta ampliamente aceptada de que el embarazo es un estado
inmunoldgico con fenotipo “Th2” o anti-inflamatorio. Esta hip6tesis postula que
durante el embarazo se producen citocinas anti-inflamatorias, cuyo desbalance daria
lugar a complicaciones del embarazo como abortos. Si bien muchos estudios han
confirmado esta hipdtesis, un numero similar de estudios argumento en contra de esta
nocion (revisado en Armenta-Martinez 2011).

La razon de estos resultados contradictorios puede deberse a excesiva
simplificacion de observaciones formuladas durante el embarazo. Anteriormente el
embarazo era evaluado como un evento Unico, cuando en realidad tiene tres fases

inmunoldgicas distintas que se caracterizan por diferentes procesos bioldgicos.

a) La implantacién y la placentacién: durante esta primera etapa, el blastocisto
tiene que atravesar el epitelio de revestimiento del Gtero para implantarse, dafar el
tejido endometrial para invadir; posteriormente el trofoblasto sustituye al endotelio y al
musculo liso vascular de los vasos sanguineos maternos para asegurar un adecuado
suplemento de sangre feto-placentario. Es necesario un ambiente inflamatorio para
garantizar la reparacion adecuada del epitelio uterino y la eliminacién de los desechos

celulares. Asi, el primer trimestre del embarazo es una fase proinflamatoria.

b) La segunda fase inmunologica del embarazo es, en muchos sentidos, el tiempo
Optimo para la madre. Este es un periodo de rapido crecimiento y desarrollo del feto. La
madre, la placenta y el feto son simbi6ticos, y la funcion inmunoldgica predominante es

la induccidén de un estado antiinflamatorio.
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C) Durante la altima fase inmunoldgica del embarazo, el feto ha completado su
desarrollo, todos los drganos son funcionales y preparados para el mundo externo.
Ahora empieza el proceso de periparto, lo que se logra a través de la inflamacién
renovada, el parto se caracteriza por un influjo de células del sistema inmune en el
miometrio que promueve el recrudecimiento de un proceso inflamatorio. Este entorno
pro-inflamatorio promueve la contraccion del Utero, la expulsion del feto y la expulsion

de la placenta.

Por lo tanto el embarazo es una condicion pro-inflamatoria y anti-inflamatoria,

dependiendo del escenario de gestacion (Ernerudh 2011; Mor 2010).

Linfocitos T y embarazo.

Existen multiples estudios con datos sobre la actividad de los linfocitos T en el
embarazo pero con resultados contradictorios, algunos autores reportan cambios en las
subpoblaciones de linfocitos T periféricos durante el embarazo (Satner-Nanan 2009, Hu
2008).

Los linfocitos T mas estudiados en el embarazo son los linfocitos T reguladores
(Treg) con fenotipo CD4+CD25+, se les ha propuesto como moduladores de la respuesta
inmunoldgica de la madre. Durante el primer trimestre de embarazo existe un
incremento de células Treg, su principal funcién es la regulacion del proceso de
implantacion. En abortos espontaneos se ha observado una disminucion en el nimero de
las células Treg en la decidua comparada con los niveles observados en los embarazos
normales. Mahmoud y otros investigadores observaron que durante el ler. trimestre
existe una disminucion en los niveles de células B (CD19+) y un aumento de los
linfocitos T (CD4+) y para finales del 3er trimestre ambas subpoblaciones de linfocitos
estan disminuidas en sangre periférica (Mor 2010).

Por lo anterior podemos establecer que las células inmunes son de suma
importancia para el desarrollo de la decidua y el trofoblasto, asi como para la formacion
de los vasos por los cuales se alimentara el feto, tanto de nutrientes como de oxigeno, y
que el papel de estas células es generar un ambiente "inflamatorio" propicio y
equilibrado para la union del blastocisto y posterior invasion del trofoblasto. Este

ambiente inflamatorio debe suprimirse una vez que el trofoblasto este implantado.
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También es importante establecer que no es posible simplificar los cambios en el patron
de citocinas de acuerdo a las diferentes etapas de la gestacion. Actualmente se ha
establecido que existe un balance de las citocinas Th1/Th2, el cual es regulado entre
otros factores por los niveles hormonales y la pérdida de este equilibrio se asocia con
pérdida fetal, y desarrollo de preeclampsia entre otros problemas. Por lo que debe
considerarse que para la evolucion normal de un embarazo debe existir un balance entre
las citocinas proangiogénicas y antiangiogénicas para generar un ambiente viable para

el desarrollo de la gestacion (Mor 2010).

ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

La preeclampsia considerada como una enfermedad autoinmune.

Algunos de los posibles mecanismos moduladores de la tolerancia inmunoldgica

durante el embarazo normal son:

e Equilibrio entre citocinas Th1/Th2 (proinflamatorias/antiinflamatorias)

e Expresion de moléculas no clasicas del complejo principal de
histocompatibilidad: HLA-E, HLA-G.

e Alteraciones en el metabolismo del triptéfano a través de la indolamina 2,3
dioxigenasa (2,3 IDO).

e Linfocitos T reguladores (Treg CD4+CD25+FoxP3+).

e Células NK.

La pérdida de uno varios de estos mecanismos de tolerancia al semialoinjerto

fetal puede estar implicada en la génesis de la preeclampsia (Balderas-Pefia 2008).

La preeclampsia es un sindrome que se caracteriza por la incapacidad del
trofoblasto de invadir las arterias deciduales que conducen a alteraciones en la placenta,
el desarrollo fetal, la perfusion placentaria y un transporte insuficiente de nutrientes. Es

una causa importante de morbilidad materna y fetal y afecta 7-10 % de los embarazos.

14




La etiologia exacta de la preeclampsia es desconocida, probablemente porque es
un sindrome de origen heterogéneo. Aungue muchos factores de impacto de
preeclampsia, aun no se han identificado; la evidencia reciente sugiere una asociacion
con una alteracion de la angiogénesis, asi como los cambios en la tensién de oxigeno
local, las alteraciones inmunoldgicas en los primeros microambiente placentarios
(Armenta Martinez 2011).

El éxito temprano de un embarazo se basa en la implantacion y placentacion;
Los cambios o alteraciones en estos dos eventos pueden causar una serie de problemas
inmediatos o a largo plazo incluyendo la infertilidad, aborto, el crecimiento intrauterino
restringido o parto pretérmino  espontaneo, ademdas de la preeclampsia. Esta
insuficiencia placentaria contribuye a condiciones de hipoxia y hace que aparezcan
manifestaciones maternas de la enfermedad: la hipertensién, proteinuria, coagulopatia y
disfuncion hepatica. La intencion de esta argumentacién es abordar una vision de los
primeros eventos inmunoldgicos que participan en la implantacion y placentacion,

puede ser que su modulacion adversa conduzca a la preeclampsia (Serrano 2006).

En el sindrome preeclampsia, una de las observaciones mas importantes, que es
compatible con una disminucion de la perfusion placentaria, es la pobre remodelacién

vascular de las arterias espirales uterinas que irrigan el espacio intervelloso.

La remodelacion vascular normal es alcanzada por la migracion del
citotrofoblasto diferenciada en la octava semana de gestacién , deben existir dos
precursores de las vellosidades diferentes para diferenciadas en subpoblaciones
separadas : (1) el sincitiotrofoblasto , que es formada por la fusion de trofoblasto
velloso , y ( I1') el trofoblasto extravelloso que es invasivo y pasa a través del

sincitiotrofoblasto y forma las columnas extravellositarias.

El trofoblasto extravelloso consta de todo el trofoblasto situado fuera de la
placenta y vellosidades el cual es altamente migratoria, proliferativa e invasiva
(Laresgoiti-Servitje 2010).

El citotrofoblasto que se diferencia en el fenotipo invasivo expresa nuevas

moléculas unidas a la membrana y moléculas de adhesion. En la preeclampsia, el
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citotrofoblasto no adquiere el fenotipo vascular invasor, ya que no puede expresar las
moléculas de adhesion caracteristicas del citotrofoblasto extravelloso diferenciado y
mantiene el fenotipo del citotrofoblasto de la region de la columna proximal (Schiffrin
2010).

Esto contribuye a la inadecuada invasion del trofoblasto alterado y el fracaso de
la remodelacion vascular en la preeclampsia. La invasion del citotrofoblasto implica,
ademas de adhesion vascular, una aproximacion fisica de estas células a la matriz
extracelular, la degradacion de esta matriz y su migracion subsiguiente. Con el fin de
degradar la matriz extracelular, aparecen obligadamente metaloproteinasas de la matriz
(MMP). Que participan en la invasion del trofoblasto en el embarazo humano normal,
siendo la MMP-9 la més abundante, debido a una mayor expresion durante las
semanas 3 a 9 de la gestacion. En la preeclampsia, el citotrofoblasto es deficiente en la
produccion de MMP-9 (Laresgoiti-Servitje 2010).

El rol del sistema inmune en el origen de la preeclampsia.

Varios investigadores postulan que la pobre invasiéon de trofoblasto puede ser
atribuida a una respuesta inmune aberrante materna contra el trofoblasto (Serrano
2006). De hecho, es frecuente que la tension de oxigeno tienda a bajar y la infra-
expresion de los factores angiogénicos sea secundaria a alteraciones inmunoldgicas
observadas en este sindrome. Se ha propuesto que hay dos etapas en la preeclampsia:
la primera es mala invasion de trofoblasto como resultado de inadecuada expresion de
HLA-G que conduce a una disminucion de la estimulacion de las células NK deciduales
que participan en la produccion de citocinas inmunorreguladoras y factores
angiogénicos. La segunda etapa es caracterizada por una respuesta inflamatoria
sistémica que afecta leucocitos y el endotelio. Este estimulo inflamatorio parece
originarse en la placenta, y puede ser causada por la liberaciébn de productos de

apoptosis del sincitiotrofoblasto en la circulacion materna (Reyna-Villasmil 2009).

El papel del sistema inmune en el desarrollo de la preeclampsia implica no sélo
a las celulas NK, células T CD4+ subpoblaciones CD8+, células dendriticas, moléculas
de adhesidn y citocinas. Se requiere el conocimiento de los mecanismos que conducen
al desarrollo fetal o del citotrofoblasto, de la tolerancia por el sistema inmune materno

en el embarazo normal, para entender que los componentes del sistema inmune pueden
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estar involucrados en las respuestas que conducen a la mala la invasion del trofoblasto

en las mujeres con preeclampsia.

En resumen se describe como los componentes del sistema inmune (células,
citocinas y moléculas) participan en los origenes de la preeclampsia, ya sea porque
producen ciertos efectos (a consecuencia del tipo de citocinas liberadas), o debido a que
modulan la respuesta inmune o a alteraciones de su funcién que promueven el

desarrollo de esta enfermedad (Reyna-Villasmil 2009).

El paradigma Th1/Th2 vy su relacion con la preeclampsia.

Durante muchos afios, el modelo de regulacion inmune durante el embarazo ha
tenido sus bases en un cambio de la respuesta inmune materna a partir de Th1 hacia
una respuesta Th2 (Saito et al, 2010). Este modelo se basa en la observacion de que en
una mujer no embarazada, la respuesta que provoca un antigeno presentado a un
linfocito T dependerd, en parte, de las citocinas que abunden en el microambiente en el
que este linfocito estd presente. Por ejemplo, un microambiente rico en IL-12, IL-18 e
IFN-gamma favorecera la produccion de las células Thl que secretan TNF-alfa, IL-2 e
IFN-gamma y promueven la activacion de otras células tales como macrofagos y
linfocitos T citotdxicos. Por otro lado, un microambiente rico en IL-10 e IL-4
promovera la produccion de linfocitos Th2. Las células Thl inhiben la respuesta de
celulas Th2 y viceversa. En mujeres sanas no embarazadas, hay un equilibrio entre las
respuestas de Thl y Th2. Sin embargo, durante el embarazo, este equilibrio es
notablemente alterado por la presencia de la placenta, ya que la progesterona y las

citocinas modulan las células inmunes a través de la respuesta Th2.

Se ha propuesto que en la preeclampsia el cambio hacia Th2 probablemente no
se produce, 0 que se revierte en etapas muy tempranas de la enfermedad. En
consecuencia, las respuestas Thl no son suprimidas y la produccion de IFN-gamma es
normal. Como se sefialé anteriormente, en mujeres con preeclampsia, los perfiles de
citocinas en sangre periférica son principalmente Th1l, que muestran un aumento de
IFN-gamma y una disminucion de la IL-4. Ademas, se han disminuido los niveles de

IL-10 en el suero y la placenta en estas pacientes. Las células Th2 predominan en el
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segundo y tercer trimestres del embarazo normal, mientras que las subpoblaciones Thl
son mas comunes en los pacientes con preeclampsia (Saito et al., 2010).

Chaouat et al., han abordado las limitaciones del paradigma Th1/Th2 en el
embarazo ya que el IFN-gamma no puede ser, por si mismo, el elemento decisivo,
porque se requiere esta citocina a dosis bajas para el desarrollo vascular y la
transformacion de las arterias espirales uterinas necesaria para la implantacién normal.
Asi la implantacion normal requiere la participacion de ciertas respuestas inflamatorias,
este paradigma podria ser demasiado simplista, sobre todo en las enfermedades del
embarazo. Por lo tanto el papel de las células NK y otras citocinas, tales como IL-12,
IL-8, etc., secretadas por las células del sistema inmune y por otras células también

deben ser consideradas (Laresgoiti-Servitje 2010).

Otras citocinas también modulan las respuestas Th1/Th2, tales como la familia
del factor transformante del crecimiento (TGF-b), aunque su papel exacto sigue siendo
controvertido. Nueva evidencia ha demostrado que a pesar de que participan en una
diversidad de funciones bioldgicas, cada subtipo desempefia funciones particulares en la
regulacion del sistema inmunoldgico. En la placenta humana, no existe ain evidencia
solida sobre papel del TGF-b en el origen de la preeclampsia. Es evidente que se
necesitan mas trabajos para revelar las complejas interacciones de citocinas

involucradas durante la implantacion y placentacion (Ernerudh 2011).

El papel de los linfocitos T reguladores

Las subpoblaciones de linfocitos T CD4+, no se limitan a las células Thl y
Th2. Las subpoblaciones de linfocitos Treg y Th17 también han sido el foco de muchas
investigaciones recientes de embarazos normales y las patologias relacionadas con el
embarazo (Saito 2010).

Como se mencion6 anteriormente, un predominio de citocinas Th2 ha sido
considerada un importante factor determinante mecanicista para la supervivencia del
feto. Hay investigaciones que sugieren que los productos de otras células, y no
necesariamente los linfocitos Th2, deben regular las células Thl alorreactivas en el
embarazo. Ellos podrian, tal vez, ser modulados por los linfocitos Treg. Las células

Treg son linfocitos CD4+ que constitutivamente expresan CD25 y Foxp3, que es el gen
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maestro que controla el desarrollo y la funcién natural de las células T reguladoras.
Estas células han sido el centro de atencion en los ultimos estudios ya que juegan un
papel importante en el mantenimiento de la autotolerancia y en el control negativo de
respuestas inmunes patologicas Yy fisiologicas. Las células Treg también participan en la
mediacion de la tolerancia materna al feto humano. En el embarazo normal, un alto
porcentaje de linfocitos aislados de la decidua tienen el fenotipo regulador (es decir, son
Treg), mientras que en la sangre periférica de estas mismas mujeres hay menos Treg
que en las mujeres no embarazadas. Esto sugiere un reclutamiento preferencial de las
celulas Treg hacia la interfaz feto-materna donde pueden contribuir a la regulacion de
las respuestas especificas locales. El papel de los linfocitos Treg en la preeclampsia no
es completamente claro todavia. Algunos investigadores han reportado que los pacientes
con preeclampsia y las mujeres con embarazos normales no tienen diferencias en el
namero de subpoblaciones de linfocitos en la sangre periférica. Esta observacion podria
rechazar la posibilidad de que la preeclampsia se asocia con una disminucion de la
cantidad de células Treg, de acuerdo con esa posibilidad, otros investigadores han
informado de una disminucion en la presencia de los linfocitos Treg en la sangre

periférica de pacientes con preeclampsia (Laresgoiti-Servitje 2010).

Por lo tanto, se propuso que las alteraciones en el equilibrio entre estas células
Treg podrian estar asociadas con la preeclampsia. Los linfocitos Treg promueven la
tolerancia a este nivel por la activacion de vias alternativas, y no necesariamente
mediante la promocion de un cambio en la produccion de citocinas en el sistema
inmune. Esto podria ser particularmente aplicable a la preeclampsia, donde los perfiles

de citocinas son desviados hacia el fenotipo Thl (Ernerudh 2011, Arias 2010).

Participacion de los linfocitos Th17 en la preeclampsia

Datos recientes han puesto de manifiesto vinculos importantes en el desarrollo y
funcionamiento entre las células Treg inducidas (iTreg) y las células Th1l7 que
comparten un requisito: el factor transformante del crecimiento (TGF-b) para
desarrollarse a partir de células T nativas. La diferenciacion terminal de las células Th17
requiere IL-1b e IL-6 en los seres humanos. Las células Treg, las cuales inducen
tolerancia, y las células Th1l7, inducen inflamacion o rechazo, parecen surgir a partir

de precursores comunes, en la exposicion a TGF-b solo (iTregs) o TGF-b mas IL-1b o
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IL-6 (Th17). Un desequilibrio entre las células Treg y Th17 se ha propuesto como un
mecanismo patogenico en varias enfermedades humanas. Las células Th17 producen
citocinas proinflamatorias, tales como la IL-17A, IL-17F e I1L-22.

Las teorias 1) de la inflamacion cronica, 2) de la disfuncién endotelial, 3) de la
pobre angiogénesis, y 4) de la mala adaptacion inmune en la fisiopatologia de la
preeclampsia-eclampsia podrian estar vinculadas, por la diferenciacion desequilibrada
de las células Treg y Thl7.

En un embarazo normal, las células Treg se expanden para llegar a un adecuado
nivel para la induccion de la tolerancia de antigenos paternos, pero en los casos de
preeclampsia-eclampsia, la endoglina soluble producida por las células endoteliales y el
sincitiotrofoblasto pueden perturbar la diferenciacién de las células Treg y la
angiogeénesis. Por otra parte, IL-1b e IL-6 producidas por las células dendriticas pueden
promover la diferenciacion de células T nativas en células Th17 y hasta la conversion
de las células Treg en células Th17. EI aumento de las células Th17 entonces inducira
inflamacidn crénica, lo que resulta en la disfuncion endotelial.

En resumen, un desequilibrio entre las células Treg y la diferenciacion de células
Th17 puede explicar la patogénesis de la preeclampsia-eclampsia poniendo fin al caos
en las numerosas teorias propuestas hasta ahora (Saito, 2010).

Los linfocitos Th17 representan una subpoblacién recientemente descrita de
células T, que protegen contra las bacterias extracelulares pero también conducen a
trastornos autoinmunes. Sus propiedades en humanos sélo se conocen parcialmente. Los
linfocitos Th17 comparten caracteristicas con las células Thl, los Thl7 pueden ser
activados por IL-12. Se sabe muy poco sobre el papel de las células Th17 en el
embarazo con trastornos, como la preeclampsia, pero debe considerarse la posibilidad
de que linfocitos con el fenotipo Thl7 o Th17/Thl podrian estar involucrados
(Laresgoiti-Servitje 2010).

La incursion en la teoria inmunoldgica de la preeclampsia que continda vigente
hasta este momento y es una de las mas consistentes (ACOG 2013) ha llevado a la
busqueda de diferentes tipos de células, anticuerpos y marcadores del sistema inmune
como posibles marcadores de preeclampsia, lo que abre inmensa gamma de

aplicaciones de diagndstico y terapéuticas.
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Hay varios factores que se han propuesto en las Gltimas décadas, para contribuir
a la patogénesis de la Preeclampsia-Eclampsia, incluyendo pobre placentacién, pobre
angiogenesis 'y la inflamacién cronica o endoteliosis; pero los hallazgos
epidemioldgicos sugieren que una mala adaptacion inmune es la causa principal de PE;
por ejemplo, PE se presenta mas comunmente en la primera concepcion, y cuando hay
un cambio de pareja, el riesgo aumenta de nivel en el primer embarazo. Un intervalo
intergenésico largo de mas de 10 afios es también un factor de riesgo de PE. Las células
T de memoria, que inducen la tolerancia a los antigenos paternos, pueden explicar estos
resultados epidemioldgicos. A pesar de que una multitud de defectos inmunoldgicos y
vasculares, se han propuesto para explicar la etiologia de esta enfermedad, en general se
acepta que un desequilibrio y control defectuoso de las células Th17 por Treg conduce a
un rechazo del feto, causando la hipertension materna y las manifestaciones clinicas
asociadas (Saito 2010).

El trabajo del Dr. Steinborg Yy sus colaboradores en relacion a la caracterizacion
de los linfocitos Treg y las enfermedades asociadas al embarazo, menciona que durante
décadas los inmundlogos han estado investigando sobre los mecanismos celulares que
previenen el rechazo del feto semialogénico durante el curso normal del embarazo. Con
frecuencia se presume que las células Treg estan involucradas en el mantenimiento de la
tolerancia durante el embarazo. El conteo de las células T durante el embarazo
permanece aun controvertido. Estudios recientes documentan un incremento de las
células Treg en mujeres embarazadas cuando se compararan con mujeres no
embarazadas; mientras que otros estudios postulan que el conteo de células T disminuye
durante el curso del embarazo normal. Desde luego el nimero de células Treg depende
fuertemente de la estrategia con la que se caracterizan las células T después de tefiirlas
para el analisis de la citometria de flujo y del momento en que se determinen en el

curso del embarazo normal.

Los cambios mas prominentes en la composicion de linfocitos Treg durante el
curso del embarazo normal, se observan entre la semana 3 y 10 de gestacion. Después
de la semana 20 la composicion de células Treg no sufre cambios significativos. Su
actividad supresora permanece estable durante el progreso normal del embarazo pero
disminuye significativamente al término del mismo. Se propone que la preeclampsia y

el parto pretérmino son caracterizados por cambios en la composicion de las células
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Treg que se acompafian por una disminucion de su actividad supresora (Steinborg
2011).

En el trabajo realizado por la Dra. Darmochwal-Kolarz y el Dr. Saito quienes
han estudiado ampliamente el sistema inmune durante la gestacion; especificamente la
asociacion de células Treg/preeclampsia; y cuyo objetivo fue investigar la activacion
de linfocitos T CD3+, T cooperadores CD4+ y T citotoxicas CD8+, asi como las
poblaciones de células T nativas CD4+CD45RA+, T de memoria CD4+ CD45R0O +y
linfocitos Treg en preeclampsia y mujeres embarazadas sanas, donde se estudiaron 25
pacientes con preeclampsia y 30 mujeres en el tercer trimestre de embarazo saludable.
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica, se tifieron con anticuerpos
monoclonales y se estimaron sus porcentajes utilizando el método de citometria de
flujo. Los resultados obtenidos fueron que la poblacion de linfocitos Treg fue
significativamente menor en el grupo de pacientes con preeclampsia en comparacion
con los controles (p < 0,01). Parece ser que la activacion de los linfocitos T se asocia
con la deficiencia de las células Treg en la preeclampsia (Darmochwal-Kolarz 2007).
Por lo anterior, se sostiene la teoria de un desequilibrio en el sistema inmune que esta
asociado con la preeclampsia.

El equipo de la Dra. Santner-Nanan en 2009, tomando en cuenta que las células
Treg contribuyen a mantener la tolerancia durante el embarazo, ha propuesto que el
embarazo normal estd asociado con un numero elevado de células Treg. Si la
deficiencia en el namero y funcion de las células Treg son implicadas en el desarrollo
de preeclampsia 0 no, permanece controversial. Ellos postularon que la preeclampsia
puede acompafiarse de una alteracion en la diferenciacion de células Treg y un cambio
en la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-17; midieron el numero de
células Treg y la produccion de IL-17 al final del tercer trimestre en mujeres
embarazadas sanas versus mujeres embarazadas preeclampticas para observar los
cambios en el curso del embarazo y encontraron que las células CD4+ productoras de
IL-17 disminuyeron durante el embarazo saludable, esto fue asociado a un incremento
en el nimero de células CD4+ FoxP3, cuando se compararon con las mujeres
preeclampticas; mientras que las células productoras de IL-10 e interferon gamma se
mantuvieron sin cambios. Para estimar la diferencia en los subpoblaciones de células T,
en una muestra constituida por 24 mujeres no embarazadas, 35 embarazadas saludables
y 36 pacientes embarazadas preeclampticas. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes: un incremento en el porcentaje en sangre periférica de células Treg en
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pacientes embarazadas sanas comparadas con mujeres preeclampticas (p < 0.001).
(Santner-Nanan 2009). Ellos deducen que el equilibrio entre células Treg y Thl7 es
fundamental para mantener la tolerancia al feto y evitar la preeclampsia.

En el estudio realizado por Darmochwal-Kolarz y su equipo en el 2012 cuyo
objetivo fue estimar la prevalencia de linfocitos CD3+CD4+ productores de IL-17, IL-
2, IFN—gamma e IL-4, ademéas de las células Treg CD4+CD25+FoxP3+, en sangre
periférica de pacientes embarazadas con preeclampsia y embarazadas en el tercer
trimestre de embarazo normal, otro propdésito fue evaluar la actividad inmunosupresora
de las células Treg de pacientes con preeclampsia en comparacion con los controles.
Fueron incluidas 34 pacientes con preeclampsia y 27 mujeres sanas embarazadas. Los
porcentajes se estimaron utilizando citometria de flujo. El resultado fue que el
porcentaje de linfocitos T CD3+ CD4+ productores de IL-17A fue significativamente
mayor en la preeclampsia que en las mujeres embarazadas sanas normotensas en el
tercer trimestre (p < 0,001). La poblacion de celulas Treg CD4+CD25+FoxP3+ fue
significativamente menor en el grupo de mujeres con preeclampsia en comparacién con
los controles (p < 0,05) (Darmochwal-Kolarz 2012).

Estos resultados proponen la regulacién de la respuesta inmune Thl7 en la
preeclampsia. La disminucién del nimero y la funcion de las células Treg puede ser
responsable de la activacion de la respuesta inflamatoria caracteristica de este trastorno.
En la preeclampsia, el predominio de la inmunidad Th17 podria actuar a través de la
modulacién del equilibrio inmune Th1/Th2 (Darmochwal-Kolarz 2012).

El estudio realizado por Prins y colaboradores, en 2009; parte de la base de que
algunos mecanismos inmunoldgicos estan involucrados en la fisiopatologia de la
preeclampsia y que durante el embarazo hay un incremento en la células Treg, las
cuales tienen un papel importante en regular la tolerancia al feto el cual es
inmunoldgicamente diferente. El objetivo fue investigar cualquier asociacién entre los
embarazos complicados con preeclampsia y los niveles de células Treg en sangre
periférica, inmediatamente antes del parto o de la cesarea. Obtuvieron sangre periférica
de 26 mujeres embarazadas sanas y 18 pacientes preeclampticas y evaluaron las
células Treg mediante citometria de flujo. Asi demostraron que el porcentaje de células
CD4+FOXP3+, en sangre periférica fue significativamente mas bajo en mujeres con
preeclampsia que en mujeres embarazadas sanas (p < 0.01); concluyendo que la
deficiencia de células reguladoras tiene un papel importante en la fisiopatologia de la

preeclampsia (Prins 2009).
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Existen resultados controversiales respecto al papel de las células T reg en el
embarazo. EI Dr. Hu y su equipo realizaron una investigacion cuyo objetivo fue
identificar los linfocitos T reguladores CD4+ CD25+ en sangre periférica en el
embarazo normal y en la preeclampsia y explorar su rol en la patogénesis de la
preeclampsia. Para ello reclutaron un grupo de 27 mujeres con preeclampsia, 27 con
embarazo normal en el tercer trimestre y 27 mujeres no embarazadas sanas. Se tomaron
muestras de sangre periférica, los linfocitos T reguladores CD4+ CD25+ se analizaron
por citometria de flujo, y se calculd la proporcion linfocitos Treg. La cantidad y la
proporcion de células Treg no fueron significativamente diferentes entre las pacientes
que no estan embarazadas, el grupo de pacientes con embarazo normal y con
preeclampsia (p 0,05 para ambos). No hubo diferencias significativas en la proporciéon y
la cantidad de células T reguladoras CD4+CD25+ en los subgrupos con preeclampsia
leve y severa (p 0,05 para ambos). Al no observarse ningun cambio significativo en
sangre periférica de células T reg, en esa investigacion, se sugiere que otros
mecanismos en lugar de células T reg CD4+CD25+ estarian involucrados en la
patogénesis de la preeclampsia (Hu 2009).

Basados en los estudios anteriores, se realizd esta investigacion tipo estudio
transversal en pacientes embarazadas con y sin preeclampsia sin otras enfermedades
concomitantes para determinar los valores de linfocitos Th1l7 y Treg. A fin de
comparar si hay diferencia en el equilibrio de estas células y si los valores se asocian de

alguna manera con la preeclampsia.
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JUSTIFICACION.

En los paises subdesarrollados, las formas severas de la preeclampsia y la
eclampsia son mas comunes, y la tasa de incidencia de todos los partos va desde el 4%
hasta el 18% en algunas partes de Africa. En América Latina, la preeclampsia es la
causa numero uno de la muerte materna. En México la enfermedad hipertensiva, edema
y proteinuria del embarazo, el parto y el puerperio contribuyeron con el 20.8% de la
mortalidad materna en la semana gestacional nimero 46. En el Hospital General
Regional No. 36, se atienden un numero aproximado de 8000 nacimientos por afio, con
un ingreso aproximado de pacientes con preeclampsia severa de 250 en un afo.

Esta investigacion tiene relevancia porque aportard conocimiento acerca de un
grave problema de salud publica. Ademas resulta de utilidad practica y clinica conocer
las diferencias de la respuesta inmune entre pacientes con y sin preeclampsia ya que de
la generacion de este conocimiento se beneficiard la comunidad médica y sobretodo las
pacientes portadoras de factores de riesgo para preeclampsia y nos ayudara a mejorar el
control prenatal de las pacientes en riesgo de desarrollar esta enfermedad.

Las Implicaciones précticas que reviste esta investigacion se basan en que
conoceremos las diferencias de la respuesta inmune entre el embarazo normoevolutivo y
con preeclampsia, lo que podria aplicarse en la préactica clinica para detectar a pacientes
en riesgo de desarrollar la enfermedad, ademas de tener implicaciones para una amplia
gama de problemas obstétricos.

Con esta la investigacién, se conocerd méas a cerca de la respuesta inmunoldgica
de la paciente con preeclampsia y los resultados se podran generalizar a principios mas
amplios. La informacién que se obtenga puede servir para conocer en mayor medida el
comportamiento de la respuesta inmune durante el embarazo y la relacion que guarda
con preeclampsia, ofreciendo la posibilidad de una exploracion fructifera, pudiendo

sugerir ideas, recomendaciones o hipdtesis a futuros estudios.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preeclampsia es un sindrome complejo con una fisiopatologia documentada
que se inicia muy temprano en la gestacion. Sin embargo, sus signos clinicos no
aparecen hasta el segundo o tercer trimestre con los antecedentes conocidos sobre los
cambios en el sistema inmune, es posible investigar los ambientes inmunol6gicos que
condujeron a la placentacion anomala que son la causa-raiz de la preeclampsia.

En el Instituto Mexicano del Seguro Social, especialmente en el Hospital
General Regional 36 IMSS Puebla que atiende a la poblacion obstétrica del estado de
Puebla y es considerada un centro de referencia para otros estados vecinos no contamos
con marcadores tempranos de la principal causa de muerte, la preeclampsia que por
definicion es una causa de muerte previsible.

Un desequilibrio en la diferenciacién entre células Treg y las células Th17 puede
explicar la patogénesis de Preeclampsia-Eclampsia. Sin embargo hasta el momento no
se conoce en poblacién mexicana derechohabiente del IMSS cual son los niveles

circulantes de linfocitos Th17 y Treg en pacientes embarazadas con y sin preeclampsia.

Por lo que surge la siguiente pregunta:

¢Existe diferencia en los niveles circulantes de linfocitos Thl7 y linfocitos T

reguladores en pacientes embarazadas con y sin preeclampsia?
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HIPOTESIS

Hipotesis nula.

Los niveles circulantes de linfocitos Th17 y T reguladores no muestran diferencia en

mujeres con y sin preeclampsia.

Hipobtesis alterna.

Los niveles circulantes de linfocitos Th17 y T reguladores son diferentes en mujeres

con y sin preeclampsia.

OBJETIVOS

General: Comparar los niveles de linfocitos Thl7 y T reguladores circulantes en

mujeres embarazadas cony sin preeclampsia.

Especificos:

a. Determinar la proporcion de células Thl7 (CD4+CD25+ROR-y+) en
linfocitos de sangre periférica de pacientes embarazadas con y sin
preeclampsia mediante citometria de flujo.

b. Determinar la proporcion de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) en
linfocitos de sangre periférica de pacientes embarazadas con y sin
preeclampsia mediante citometria de flujo.

c. Analizar la asociacion entre la proporcién de linfocitos Th17/Treg y la

presentacion de preeclampsia en mujeres embarazadas.
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BIOETICA

Esta investigacion se clasificé como riesgo minimo de acuerdo al articulo 17 de
la Ley General de Salud. Cumple con las pautas éticas internacionales, los principios
basicos de la Declaracion de Helsinki (Gltima modificacion en Brasil, Octubre 2013;
Asociacion Médica Mundial, 2013) y la Ley General de Salud de los Estados Unidos
Mexicanos en materia de investigacion médica (publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 2 de abril de 2014). Ademas, este estudio se ajusta a las normas
institucionales en materia de investigacion cientifica y fue aprobado por el Comité
Local de Etica e Investigacion en Salud con el No. R-2013-2102-60.

MATERIAL Y METODOS.

Se llevo a cabo un estudio comparativo, observacional, transversal, prolectivo,
homodémico y unicéntrico; de febrero de 2014 a abril de 2015; en la Division de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital General Regional numero 36. Puebla, Pue.,

México.

Se incluyeron 54 pacientes embarazadas, 27 casos con preeclampsia (de base
hospitalaria) tomando como definicion operacional los criterios que establece el
Lineamiento Técnico 2007 de la Secretaria de Salud de México. Para la prevencion el
diagnostico y el manejo de la preeclampsia/eclampsia; y 27 controles (a razon de 1
control por cada caso) de base poblacional embarazadas sanas normotensas. Estos
grupos se parearon por edad gestacional. Las pacientes pertenecen a la poblacion
derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social, todas las pacientes leyeron y

firmaron el consentimiento informado (Anexo 2).

Las variables principales y de ajuste se definieron con anticipacion asi como los
criterios diagnosticos. Las variables a considerar fueron preeclampsia-eclampsia,
niveles circulantes de linfocitos Th17 y Treg. Las variables de ajuste que se consideraron

fueron edad de las pacientes, edad gestacional, peso corporal.
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Los criterios de inclusién fueron los siguientes: edad entre los 15 y 35 afios,
embarazo Unico, de cualquier edad gestacional, que fuera factible conocer sus
resultados perinatales hasta la resolucion de la gestacion. Se excluyeron pacientes con
otras comorbilidades con diagnostico reconocido en el expediente antes de su ingreso al
estudio: enfermedades cronicas, degenerativas, hipertension crénica, enfermedades
autoinmunes, diabetes mellitus, infeccion sistémica o haber sido hospitalizadas por otras

complicaciones obstétricas antes de su ingreso al estudio.

Ninguna paciente del grupo control desarrollé signos de hipertension o de

preeclampsia, criterio para ser eliminada.

Se realizo el célculo del tamafio de muestra con la férmula para una proporcion

de diferencia de promedios en una poblacion finita.

La informacion se recolectd mediante entrevista directa, exploracion fisica,

consulta del expediente clinico, resultados de laboratorio clinico y citometria de flujo.

Se estandarizaron todas las técnicas mediante una prueba piloto: entrevista,
corroboracion diagndstica, toma de muestra de sangre periférica, analisis de la muestra
sanguinea con inmunofenotipificacion con anticuerpos monoclonales, obtencion de

lectura mediante citometria de flujo,

Andlisis estadistico

A todos los datos se les realizo la prueba de Kolgomorov-Smirnov para determinar la
normalidad de los datos. Posteriormente se determinaron proporciones, rangos inter
cuartiles, media y desviacion estandar. Para determinar diferencias entre grupos se
realizaron diferentes pruebas segun fue el caso para variables no categoricas se realizd
una X2, mientras que para variables categoricas se realizo una prueba T de Student para
datos normales y una U de Mann Withney para datos no normales. Para determinar
correlaciones entre las variables se calculd la r de Spearman o r de Pearson, seguin la

normalidad de los datos.
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La estrategia de trabajo fue la siguiente:

10.

Una vez identificadas las pacientes del grupo de casos se les invitd a
participar en el estudio, previa explicacion e informacidn de su participacion.
Lectura y firma del consentimiento informado (Anexo 2).
Entrevista directa, consulta del expediente clinico, exploracion fisica.
Toma de presion sanguinea con baumanometro aneroide para confirmar
hipertension (Anexo A).
Se llend la hoja de recoleccion de datos para la obtencién de variables
sociodemogréficas (Anexo 1).
Se identificaron mujeres embarazadas para el grupo control,
seleccionandolas de acuerdo con su edad gestacional para parearlas con cada
caso.
Se realiza el llenado parcial del instrumento de recoleccion de datos
mediante entrevista directa y consulta del expediente clinico, obteniéndose
datos clinicos y antropométricos, ficha de identificacion, fecha de ultima
menstruacion, antecedentes obstétricos, calculo de la edad gestacional
tension arterial, peso y talla.
Se realizé toma de muestra de sangre periférica para determinacion de
linfocitos en el momento de su ingreso al estudio (Anexo B). Es decir, en las
pacientes del grupo problema en el momento del diagndstico y antes de la
administracion de medicamentos para el tratamiento de la enfermedad; y en
las pacientes del grupo control, la toma de la muestra se realizé al momento
de cumplir la edad gestacional que las empareja a la paciente del grupo
problema.
Identificacion de las muestras de sangre, transporte al laboratorio y
almacenamiento en refrigeracion.
Anadlisis de las muestras de sangre periférica en el laboratorio especializado
en inmunologia del Centro de Investigacién Biomédica de Oriente para
determinar niveles circulantes de linfocitos.

a. Separacion de las células mononucleares mediante de centrifugacion

en gradientes de Ficoll-Hypaque (Anexo C).
b. Marcaje de células con el kit para la identificacion de linfocitos T

reguladores Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmigen™ (Anexo D).
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c. Marcaje de células con el kit para la identificacion de linfocitos Th17

Anti-human/Mouse ROR gamma (t) APC Affimetrix eBioscience
(Anexo D).

. También se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:
anticuerpo de ratén anti CD4 humano conjugado a FITC (Mouse
Anti-Human CD4), anticuerpo de raton anti CD25 humano
conjugado a PE (Mouse Anti-Human CD25), anticuerpo de ratén
anti FoxP3 humano conjugado a Alexa Fluor® 647 (Mouse Anti-
Human FoxP3).

Adquisicion de datos en el citbmetro de flujo FACS Canto™ II Flow

Cytometry System de Becton-Dickinson (Anexo E).

11. Se estudiaron los resultados perinatales al momento del desenlace obstétrico

en ambos grupos.
12. Andlisis estadistico de los datos.

13. Elaboracién del documento final y presentacién de los resultados.
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RESULTADOS

Se incluyeron en este estudio 54 mujeres embarazadas, de las cuales 27
presentaron signos clinicos de preeclampsia. Las otras 27 fueron seleccionadas entre
mujeres con embarazo normoevolutivo, de acuerdo con su edad gestacional para
parearlas con cada una de las mujeres del grupo problema, y cumplieron con los
criterios para ser incluidas en el grupo control.

A toda la poblacién de estudio se le dio seguimiento hasta la resolucién de la
gestacion.

Total de
pacientes

Seguimiento

completo

Pacientes con Pacientes
preeclampsia normotensas

Figura 1. Flujograma de la clasificacion de pacientes incluidas en el estudio.

En la evaluacion de las pacientes participantes en el estudio, se determinaron diversos
parametros, los cuales fueron clasificados en cuatro grupos: 1) datos socioculturales, 2)
datos clinicos, 3) datos obstétricos, y 4) datos del recién nacido.
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Datos socioculturales

En relacion a los datos de indole sociocultural, se incluyé informacion sobre la
escolaridad, estado civil y ocupacién de las pacientes. Se observa que no hubo
diferencias significativas entre los grupos de estudio, en lo que respecta a ocupacion y
estado civil (Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos socioculturales de las pacientes l
Casos I Controles |

Escolaridad: N N % p

Primaria 0 1 3.7 0.313
incompleta

Primaria completa 3 11.1 0 0 0.075

Secundaria 2 7.4 0 0 0.150
incompleta I

Secundaria 5 18.5 12 44.4 0.040
completa

Preparatoria 4 14.8 3 111 0.484
incompleta

Preparatoria 6 22.2 4 14.8 0.484
completa

Carrera técnica 2 7.4 4 14.8 0.386

Profesionista 5 18.5 3 111 0.221
Estado civil

Casada 12 44.4 7 25.9 0.154

Unidn libre 11 40.7 11 40.7 1.00

Soltera 4 14.8 9 33.3 0.111
Ocupacion

Ama de casa 6 22.2 6 22.2 1.00

Obrera 11 40.7 11 40.7 1.00

Empleada 9 33.3 10 37.0 0.776

Empresaria 1 3.7 0 0 0.313

Datos clinicos

Dentro de los parametros clinicos que se analizaron estan la edad de las pacientes y la
edad gestacional, la tension arterial y la concentracion de proteinas en la orina. No se
encontraron diferencias significativas en los promedios de edad entre las mujeres del
grupo problema y el grupo control. Tampoco en las edades gestacionales entre ambos
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grupos, ya que éste fue el criterio utilizado para homologar a cada paciente con su
control.

El parametro principal para determinar la presencia de preeclampsia es la tension
arterial. Los valores de tension arterial sistolica fueron de 156.9 £13 mm Hg en los
pacientes vs. 111.4 +9.4 en los controles (p=0.0001). Mientras que para la tension
arterial diastolica los valores fueron 102.7 8.9 en los pacientes vs. 68.07 £6.9 mm Hg
en los controles (p=0.0001) (Cuadro 2). Se puede observar que los valores de las
tensiones arteriales de los pacientes fueron significativamente mayores que en los
controles, no solo al comparar la media general de cada grupo (Figura 2A y C), sino al
analizar en forma personalizada cada paciente contra su control (Figura 2B y D). Esto
confirma que los grupos de estudio estuvieron bien diferenciados, con base en el
principal criterio clinico para el diagndstico de preeclampsia, que es la tension arterial.

Otro dato clinico que indica severidad en los pacientes con preeclampsia es la
proteinuria, para este valor también se encontraron diferencias significativas, con un
promedio de 75.9 £50.9 en pacientes con preeclampsia vs. 4.44 +10.8 en el grupo
control (Cuadro 2, Figura 2E).

Cuadro 2. Datos clinicos de las pacientes

Casos (n=27) Controles (n=27)
Caracteristica: Rango Media DE Rango Media DE p
Edad de las pacientes | 20— 34 27.3 4.6 19-35 28.4 4.5 1.00
(anos)
Edad gestacional 30-41 36.7 34 30-41 36.7 3.4 1.00
(SDG)
Tension arterial | 130 -181 156.8 13.0 § 90-130 | 111.3 9.4 0.000
sistélica (mmHQ)
Tension arterial | 90-120 102.7 8.9 60 — 80 68.0 6.9 0.000
diastélica (mmHg)
Proteinuria 0-300 75.9 50.9 0-30 4.4 10.8 | 0.000
(mg/dl)

Muestra los datos clinicos con los que ingresaron las pacientes al estudio.

estandar. SDG: semanas de gestacion, mmHg: milimetros de mercurio. (analisis estadistico con
T Student para muestras relacionadas)
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Figura 2. Analisis comparativo de la tensién arterial y proteinuria. En A, Cy E se
representd la dispersion de los valores de tension arterial, la media, y la desviacion
estandar. En B, D'y F se representd la comparacién personalizada de los valores de
tension arterial y proteinuria de cada paciente con preeclampsia con relacion a su
control.

Todas las pacientes del grupo problema presentaron uno o mas de los criterios de
severidad reportados en el lineamento técnico de la Secretaria de Salud, en el cual se
realiza una asociacion entre el aumento de la tension arterial durante el embarazo con la
presencia de proteinuria y plaquetopenia (cuadro 3). 25 pacientes manifestaron signos
de preeclampsia severa, de éstas 7 no presentaron proteinuria, 2 pacientes presentaron
valores >30mg, 14 pacientes >100mg, y 2 pacientes >300mg. En relacion a las
plaquetas la mayoria de estas pacientes presentd valores normales y sélo 5 pacientes
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presentaron plaquetopenia. Dos pacientes mostraron sindrome de HELLP pues ademés
de tension arterial alta presentaron proteinuria >300mg y plaquetopenia.

Cuadro 3. Asociacion entre estado hipertensivo del embarazo, proteinuria y plaquetopenia

Sindrome Proteinuria Plaquetas
n @) | 230mg | 2100mg | 2300 mg Normales | Disminuidas
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Preeclampsia 25
severa (85.1) 2(r.4) | 14(518) 2(8) 18 (72) 5 (20)
HELLP 2 (8) 0 0 2 (8) 0 2 (8)

Datos Obstétricos

El andlisis de los antecedentes obstétricos de las pacientes incluidas en el estudio
muestra un predominio significativo de pacientes primigestas en el grupo de casos
(cuadro 4), con una media de 1.7 +£0.77; mientras que en el grupo control predominan
las mujeres con mas de una gestacion con una media de 2.48 +1.15 (p=0.0098). La
comparacion de la frecuencia de primigravidez muestra una diferencia significativa
entre casos y controles con valores de 48.1% vs. 18.5%, respectivamente (p<0.021).
También observamos como el nimero de gestas es menor en la mayoria de los pacientes
respecto a su control pareado por edad gestacional (Figura 3B).

Cuadro 4. Datos obstétricos de las pacientes
NUmero de Casos Controles
gestaciones N % N %
1 13 48.1 5 18.5
2 9 33.3 11 40.7
3 5 18.5 6 22.2
4 0 - 3 11.1
5 0 - 2 7.4

Numero de gestaciones en los casos y controles, incluyendo la actual.
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Figura 3. Andlisis comparativo de datos obstétricos. En Ay C se representd la dispersion de
los valores: nimero de gestaciones y partos. En B y D se representd la comparacion
personalizada de los valores de cada paciente con preeclampsia con relacién a su control.

indice de masa corporal

Uno de los factores de riesgo asociados con la presentacion de preeclampsia es
la obesidad, que se calcula a través del indice de masa corporal (IMC). Por lo tanto, en
nuestro estudio se tomaron de los expedientes los datos del peso de las pacientes al
inicio del embarazo, para calcular el IMC en ese momento. Dos mujeres del grupo de
casos Yy cuatro del grupo control presentaron IMC >30 antes del embarazo. Al término
de la gestacion se determind el peso y la ganancia de peso respecto al inicio del
embarazo. En el cuadro 5 se observa que no se presentaron diferencias significativas en
los pesos de las mujeres de ambos grupos. Sin embargo, si se observan diferencias
significativas en la ganancia de peso, que fue mayor en el grupo con preeclampsia que
en el grupo control.

Es de notar que aun cuando los grupos fueron ajustados respecto a las semanas de
gestacion, no se encontraron diferencias significativas en los siguientes parametros:
peso pregestacional, peso al téermino y el IMC, lo que garantiza que se trabajo con
grupos muy similares en esos aspectos (Figura 4).
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Cuadro 5. Peso e IMC de las pacientes

Peso (Kg) Casos ' Controles_
Rango Media DE Rango Media | DE p
Pregestacional | 46.3 —87.0 59.2 11.2 | 45.0-83.0 | 60.6 | 9.8 | 0.276
IMC* 19.6 — 34.2 24.7 3.4 19.1-31.2 | 25.3 | 3.5 | 0.586
Al término 49.5-96.0 72.6 12.6 | 59.0-99.6 | 705 | 88 | 1.00
Ganancia 0-24 12.7 6.8 3-19.38 9.9 4.3 | 0.000

Se presenta el peso de las pacientes al inicio del embarazo (tomado del expediente)
y el determinado al término del embarazo. IMC= indice de masa corporal al inicio

del embarazo (Kg/m?). Ganancia de peso durante el embarazo.
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Figura 4. Analisis comparativo de pesos e IMC. En A, Cy E se representd
la dispersion de los valores, la media y la desviacion estdndar. En B, Dy F
se representd la comparacion personalizada de los valores de cada paciente
con preeclampsia con relacion a su control.
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Datos perinatales.

La evaluacion de datos perinatales de las pacientes se muestran en el cuadro 6 e
incluyen el modo en que se resolvio la gestacion, el peso de los recién nacidos y la edad
gestacional del producto mediante la valoracion de Capurro.

Respecto al modo de resolucién observamos que todas las pacientes con
preeclampsia fueron sometidas a cesarea, como marca la norma; no asi las pacientes del
grupo control.

Cuando se analizaron los pesos de los recién nacidos se observo que fueron
significativamente menores en los hijos de pacientes con preeclampsia que en los hijos
de las mujeres del grupo control, con una media de 2577 £629.4 g vs. 2998 +457.3 g
respectivamente (Cuadro 6, Figura 5A).

También se realizd la evaluacion de Capurro, que permite calcular la edad
gestacional de un neonato, tomando en cuenta cinco parametros fisiolégicos. El puntaje
clasifica a los neonatos en postmaduro >42 puntos, a término entre 37-41 puntos,
prematuro leve 35-36 puntos, prematuro moderado 32-34 puntos, y prematuro extremo
<32 puntos. Los resultados obtenidos muestran una media de 36.2 £2.9 puntos, que
corresponderia a prematuro leve, para los hijos de pacientes con preeclampsia, mientras
que los hijos del grupo control obtuvieron un puntaje promedio de 38.4 £1.2 puntos, que
corresponderia a recién nacidos a término (Cuadro 6, Figura 5). Es decir que las
diferencias encontradas no sélo corresponden a un nimero de semanas menor para los
recién nacidos de las pacientes con preeclampsia también los clasifican en grupos de
menor desarrollo y menor edad gestacional.

Cuadro 6. Datos perinatales de las pacientes y sus productos

Modo de parto
Modo  de Casos Controles p
resolucion’ n (%) n(%)
Partos 0(0) 14 (51.8) 0.000
Cesarea 27 (100) 13 (48.1)
Peso del recién nacido
Casos Controles

Min - Max | Promedio DE Min - Max | Promedio DE P
Peso RN? 1200 — 3575 2577 629.4 2240 — 2998.3 457.2 0.007
(Kg) 4050

Edad gestacional de los recién nacidos
Capurro 30-41 36.2 2.9 36 —40 38.4 1.2

(semanas)

1, Resolucion del parto en estudio. 2, Peso del recién nacido
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Figura 5. Analisis comparativo de datos perinatales. En A'y C se representd la dispersion de
los valores, la media y la desviacion estandar. En B y D se representdé la comparacién
personalizada de los valores de cada paciente con preeclampsia con relacién a su control.

Resultados de citometria

Las muestras de sangre periférica se procesaron para separar las células mononucleares,
que se marcaron con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas de
superficie CD3, CD4, CD25 y los factores de transcripcion ROR-y y Foxp3 que
permiten definir el fenotipo celular. Las muestras se analizaron mediante citometria de
flujo y se determind la proporcion de cada poblacion celular respecto al total de células
mononucleares (CMN) y respecto a la poblacion de linfocitos T.

A continuacion se muestra un ejemplo del andlisis de citometria de flujo. En la figura
6A se observa una gréafica de puntos con el valor FSC que indica tamafio de las células
en el eje X, y el valor SSC que indica complejidad de las células en el eje Y. La zona
seleccionada dentro de la gréfica indica la poblacion total de CMN. En la figura 6B se
observa una grafica dividida en cuadrantes en la que se identifican subpoblaciones
celulares con fluorescencia positiva al marcador fluorescente PE (superior izquierdo,
Q1), positiva al marcador fluorescente FITC (cuadrante inferior derecho, Q4), positiva a
ambos marcadores (superior derecho, Q2) y negativa a ambos marcadores (inferior
izquierdo, Q3). Los resultados varian en cada ensayo dependiendo de la molécula que se
esté buscando, en este ejemplo observamos en el cuadrante Q4 la subpoblacion de
células CD4+. En los cuadrantes Q2-1 y Q4-1 (superior e inferior derechos) de la figura
6C se observan todas las CMN que expresan Foxp3, positivas y negativas a CD25
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(superior e inferior, respectivamente). Finalmente, en el cuadrante Q2-2 (superior
derecho) de la figura 6D se observa una subpoblacion de linfocitos T CD3+CD4+ que
son a la vez positivas a los marcadores CD25 y Foxp3, que corresponden a linfocitos
Treg. Las proporciones de cada subpoblacion celular se representan en la Figura 6E.

Figura 6. Ejemplo de analisis de citometria de flujo.
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Células CD4*

Las células CD4" encontradas en la poblacion total de CMN fueron mas abundantes en
los controles respecto a los pacientes con preeclampsia, con una media de 30.13 +20.06
% y 5.41 £4.2 %, respectivamente (p=0.0006) (Figura 7A). En el anélisis personalizado
se observa que todas las pacientes con preeclampsia tienen un porcentaje de CMN
CD4+ menor respecto a su control (Figura 7B).
diferencias significativas cuando se calculd el porcentaje de células CD4+ dentro de la
poblacién de linfocitos T CD3+, con una media de 30.13 £20.06 % en las pacientes y
27.9 + 13.22 % en los controles (Figura 7C). Esto sugiere que la reduccién observada
en la expresion de CD4 ocurre en células diferentes a linfocitos.
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Figura 7. Expresion de CD4. Proporcion de células CD4+ respecto al total de CMN (Ay B) y
en relacion al total de linfocitos T (C y D). En Ay C se representd la dispersion de los valores,
la media y la desviacion estandar. En B y D se represent6 la comparacion personalizada de los
valores de cada paciente con preeclampsia con relacion a su control.
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Células CD25*

Otra molécula evaluada fue CD25 que se expresa mas en aquellas células que han sido
activadas. No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de células
CD25+ entre pacientes y controles, con una media alrededor de 1.85% en la poblacion
de CMN totales (Figura 8A) y de 8.6% en linfocitos (Figura 8C). Tampoco se
observaron diferencias significativas al hacer la comparacion personalizada de CD25
entre pacientes y controles (Figura 8B y D).

% de células CD25*
% de células CD25*

CONTROL PACIENTE CON‘ll'ROL PACIENTE
30 1 30 1
204

20 +

104 10 1

% de células CD25"
% de células CD25"

CONTROLES PACIENTES CONTROLES PACIENTES

Figura 8. Expresion de CD25. Proporcion de células CD25+ respecto al total
de CMN (A y B) y en relacion al total de linfocitos T (Cy D). En Ay C se
represento la dispersién de los valores, la media y la desviacién estandar. En B
y D se representd la comparacion personalizada de los valores de cada paciente
con preeclampsia con relacion a su control.

Células ROR-y*

La molécula ROR-y fue analizada porque es un marcador fenotipico de linfocitos TH17.
Sin embargo, en este primer andlisis la presencia de esta molécula puede estar asociada
tanto a linfocitos como a monocitos y macréfagos. Los resultados obtenidos muestran
una diferencia en la expresion de este factor de transcripcion en las CMN entre las
pacientes con preeclampsia y sus controles. El grupo de mujeres control muestra una
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media de 19.24 +9.21%, mientras que las mujeres con preeclampsia muestran una
media de 14.38 +9.62%, con una p=0.048 (Figura 9A). En la comparacion
personalizada se puede observar que en la mayoria de las pacientes la expresion de
ROR-y es menor que en los controles (Figura 9B). Sin embargo, estas diferencias de
expresion no son significativas estadisticamente en la poblacion de linfocitos, en los
cuales la media varia alrededor de 60% en ambos grupos (Figura 9C y D). Esto ultimo
sugiere que los cambios observados son en otras células y no exclusivamente en
linfocitos.
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Figura 9. Expresion del factor de transcripcion ROR-y*. Proporcion de
celulas ROR-y+ respecto al total de CMN (A y B) y en relacion al total de
linfocitos T (C y D). En A y C se representd la dispersiéon de los valores, la
media y la desviacion estandar. En B y D se representd la comparacion
personalizada de los valores de cada paciente con preeclampsia con relacion a
su control.

Células FoxP3*

El factor de transcripcion FoxP3 es de gran importancia para las células reguladoras,
pero también se puede expresar en otras células ademas de linfocitos, principalmente
macrofagos. La expresion de Foxp3 en la poblacion total de CMN asi como en la
poblacion de linfocitos no tuvo diferencias significativas entre las pacientes y los
controles, con una media de 0.85% en CMN (Figura 10A) y 3.5 % en linfocitos (Figura
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10C). Tampoco se observan diferencias en expresion al realizar el analisis comparativo
personalizado (Figura 10B y D).
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Figura 10. Expresion del factor de transcripcion Foxp3. Proporcion de
células Foxp3+ respecto al total de CMN (A y B) y en relacién al total de
linfocitos T (C y D). En A y C se representd la dispersiéon de los valores, la
media y la desviacion estdndar. En B y D se representd la comparacion
personalizada de los valores de cada paciente con preeclampsia con relacién a
su control.

Células CD4*CD25*

La busqueda conjunta de las moléculas CD4 y CD25 se realiza para identificar aquella
poblacion de células CD4 positivas activas, es decir capaces de producir citocinas. En
este estudio no se observaron diferencias en esta poblacion celular entre las pacientes
con preeclampsia y sus respectivos controles, con una media de 0.85 % en la poblacion
total de CMN y de 3.5 % en la poblacién de linfocitos (Figura 11A y C). Tampoco se
muestra ninguna tendencia en la expresién entre pacientes y controles en ambas

poblaciones celulares (Figura 11B y D).
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Figura 11. Células CD4*CD25". Proporcion de células CD4+CD25+ respecto al
total de CMN (A y B) y en relacion al total de linfocitos T (C y D). En Ay C se
representd la dispersién de los valores, la media y la desviacién estandar. En B 'y D se
representé la comparacidon personalizada de los valores de cada paciente con
preeclampsia con relacion a su control.

Células CD25*ROR-y *

La expresion de CD25 y ROR-y indica la presencia de células activas productoras de
IL-17, principalmente linfocitos Th17 activos. No se encontr6 diferencia significativa
entre controles y pacientes en la expresion de estos marcadores en CMN (Figura 12A)
ni en linfocitos (Figura 12C).
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Figura 12. Células CD25*ROR-y*. Proporcion de células CD25+ROR-y+ respecto al total de
CMN (A y B) y en relacién al total de linfocitos T (C y D). En Ay C se representd la dispersion de los
valores, la media y la desviacién estandar. En B y D se representd la comparacion personalizada de los
valores de cada paciente con preeclampsia con relacion a su control.

Células CD25*FoxP3*

Los marcadores CD25y FoxP3 indican la presencia de subpoblaciones celulares activas
y productoras de IL-10. Esta poblacién fue significativamente mayor en las CMN de las
mujeres del grupo control respecto a las mujeres con preeclampsia; con medias de
16.39% y 2.39%, respectivamente (p=0.0127) (Figura 13A). En la poblacion de
linfocitos también se encontré una diferencia significativa de mayor expresiéon en los
controles que en las pacientes con una media de 41.58% y 4%, respectivamente (Figura
13C). En el analisis personalizado se confirma que la mayoria de las pacientes con
preeclampsia presentan menor proporcion de células CD25"FoxP3* respecto a sus
respectivos controles (Figura 13B y D).
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Figura 13. Células CD25*FOXP3* Proporcion de células CD25+Foxp3+
respecto al total de CMN (A 'y B) y en relacién al total de linfocitos T (Cy D). En Ay C
se representd la dispersion de los valores, la media y la desviacion estandar. En By D se
representé la comparacion personalizada de los valores de cada paciente con
preeclampsia con relacién a su control.

Linfocitos Th17 CD4*CD25"ROR-y*

Para asegurar una correcta identificacion de las subpoblaciones de linfocitos Thl7
(ROR-y+) y Treg (Foxp3+) su analisis se realiza junto con otros marcadores: CD3 que
identifica a todos los linfocitos T, CD4 que identifica a los linfocitos “cooperadores” y
CD25 que identifica a los linfocitos activos.

Respecto, a los linfocitos Th17 (CD4*CD25"ROR-y") no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las pacientes y los controles, con una media para
ambos grupos de alrededor de 9.75% (Figura 14A). En el analisis comparativo
personalizado parece haber dos tendencias: un grupo en los que es mayor la expresion
en pacientes que en controles; y otro donde es menor respecto a sus controles (Figura
14B).
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Linfocitos Treq CD4*CD25*FoxP3*

Los linfocitos T reguladores por definicion deben expresar de manera simultanea las
moléculas CD4"CD25"FoxP3". En este caso se encontrd6 un mayor ndmero de estas
células en las pacientes con preeclampsia respecto a sus controles con una media de
53.46 £43.05% en las pacientes y 3.6 £ 4.07 % en las mujeres control, con una
p=0.0006 (Figura 14C y D). Al realizar el analisis comparativo personalizado se
observan dos comportamientos bien definidos en el grupo de pacientes uno de alta
expresion con una media de alrededor de 80% de expresion y otro grupo de baja
expresion de alrededor del 3% de expresion. Esto podria deberse a las caracteristicas de
las pacientes, por lo que se realizaron analisis de correlacion con las caracteristicas
clinicas (Cuadro 7).
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Correlaciones entre células vy signos clinicos

Se realizaron analisis de correlacion entre los signos clinicos (TA diastolica, TA
sistolica, proteinuria, y las relacionadas al recién nacido) con la expresion de moléculas
y la proporcién de células determinadas tanto en la poblacion total de CMN y en
linfocitos.

Se encontraron varias correlaciones importantes que se presentan en la tabla 1,
unicamente cuando el coeficiente de correlacion r (Spearman o Pearson) fue > 0.5 y con
un valor de p significativo. Dentro de éstas destacan las asociadas a las células que
expresan el factor de transcripcion ROR-y", que muestran una correlacion significativa
con la TA diastolica tanto en CMN como en linfocitos (r = 0.5191 y 0.5789,
respectivamente). De la misma manera las células CD4 y CD25 que expresan ROR-y
estan fuertemente asociados con la talla y el peso del recién nacido. La correlacion
observada es negativa, lo que indicaria que a mayor nimero de células expresando este
factor de transcripcion menor talla y peso del recién nacido, como se observa en el
cuadro 7.

Mientras que para las células que expresan el factor de transcripcion FoxP3 en
combinacién con CD4 y CD25 tienen una correlacion directa elevada con el signo
clinico de proteinuria, es decir que a mayor proporcion de células CD4+CD25+Foxp3+
mayor sera el valor de proteinuria. De la misma manera las células
CD4+CD25+FoxP3+ presentaron una correlacién importante con el numero de
plaquetas en las pacientes con preeclampsia. Lo anterior, sugiere que estas células
pueden ser utilizadas como marcador complementario de severidad de la enfermedad
junto con la TA diastdlica y proteinuria alta. Por otro lado, las mujeres embarazadas que
expresan altos niveles de células CD25+ROR-y+ 0 CD4+CD25+ROR-y+ podrian tener
recién nacidos de peso y talla bajos.

Ademaés de las correlaciones anteriores, se encontrd una correlacién significativa entre
el porcentaje de células CD4+CD25+FoxP3+ y las CD4+CD25+ROR-y+ tanto en la
poblacién total de CMN como en linfocitos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Correlaciones de poblaciones celulares y datos de pacientes

Spearman/
Pearson* Valor p
r

% Linfocitos CD4 vs semanas de gestacion 0.5803*  0.0296
% CMN CD25 vs Talla recién nacido -0.5130 0.0104
% Linfocitos ROR-y vs PA diastdlica 0.5789*  0.0188
% CMN ROR-y vs PA diastdlica 0.5191*  0.0394
% Linfocitos CD25"ROR-y vs talla RN -0.6073 0.0126
% CMN CD25'ROR-y vs talla RN -0.7145 0.0019
% CMN CD25"ROR v vs talla RN -0.6124 0.019

% CMN CD25'ROR y vs Peso RN -0.4982 0.0496
% CMN CD4*CD25'ROR yvs TallaRN -0.6124 0.0199
% Linfocitos FoxP3 vs proteinuria 0.5439 0.0073
% Linfocitos CD25"FoxP3 vs Proteinuria 0.6625 0.0006
% CMN CD25"FoxP3* vs Proteinuria 0.4630 0.0261
% CD4"CD25"FoxP3" total vs proteinuria 0.6306 0.0029
% Linfocitos CD4"CD25"FoxP3" vs plaquetas 0.5003 0.0209
% Linfocitos CD4*CD25" FoxP3" vs % CD4*CD25'ROR-y* -0.5824 0.0289
% CD4"CD25"FoxP3" total vs % CD4"CD25"ROR-y" total 0.6758 0.0080
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DISCUSION

Toda investigacion en preeclampsia es invaluable, ya que en nuestro pais esta
patologia ocupa el segundo lugar como causa de mortalidad materna prevenible.
Ademéas de tener implicaciones sociales, econémicas y médicas graves para las
instituciones de salud. De acuerdo con un reporte de la Direccion General de
Epidemiologia, la preeclampsia contribuyd con el 20.7% del total de muertes en la
tercera semana del mes de noviembre de 2015.

Hasta donde sabemos, éste es uno de los primeros estudios que abordan los
aspectos inmunolégicos de la preeclampsia en nuestro pais.

Nuestros resultados apoyan los resultados de otras investigaciones que han
identificado cambios en el sistema inmune como la causa de la preeclampsia, al
ocasionar una mala adaptacion a la tolerancia materna. Distintas revisiones como la de
Laresgoiti-Servitje y col. (2010) afirman que las células del sistema inmune y moléculas
reguladoras estan implicadas en el origen de la preeclampsia.

En nuestro estudio se evaluaron diferentes poblaciones celulares de las pacientes
con preeclampsia y fueron comparadas contra los controles respectivos. El porcentaje de
CMN CD4" fue mayor en las mujeres del grupo control que en los casos de
preeclampsia. La molécula CD4, es un marcador de superficie que se expresa en células
capaces de producir citocinas como IL-10, IL-17. Esto es importante porque la
preeclampsia ha sido caracterizada como un estado de respuesta materna inflamatoria
excesiva, con un predominio de citocinas Thl (Santner-Nanan et al 2009, Toldi-Rigo,
2011). Sin embargo, la proporcion de linfocitos CD4+ no mostro diferencias
significativas, en la mayoria de las pacientes con preeclampsia respecto a sus controles.

La poblacién celular que contiene ROR-y es de gran importancia debido a que
nos indica todas aquellas células capaces de producir IL-17, y que podria condicionar la
gravedad de la preeclampsia (Molvarec et al 2015 Darmochwal-Oleszcuk 2014,
Santner-Nanan et al 2009, Toldi et al, 2011; Toldi et al 2012). La produccion de
citocina interleucina 17 esta regulada por el factor de transcripcion factor ROR-y. (Yang
et al 2007) La molécula ROR-y es un factor de transcripcion presente tanto en
linfocitos, como en monocitos y macréfagos (Reyna-Villasmil et al, 2012; Ye et al
2014; Wu et al 2013). Por esta razon fue evaluado en la poblacion total de CMN. La

menor expresion de ROR-y en CMN, pero no en linfocitos, de pacientes con
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preeclampsia respecto a los controles, podria indicar que los macréfagos y otras células
podrian estar involucradas en el desarrollo de preeclampsia.

Las CMN vy linfocitos doble positivas para CD25 y el factor de transcripcion
ROR-y indican células que han sido activadas y al mismo tiempo estan produciendo IL-
17 (Reyna-Villasmil et al 2012).

La expresion de CD25"FoxP3" indica aquellas poblaciones celulares Treg que
estan activas y son productoras de IL-10. Al parecer estas células participan en el
control de la repuesta inmune durante en el embarazo y contribuyen a la formacién de
las venas espirales que nutrirdn al feto. Por el contrario, la baja expresion de Foxp3
contribuye a la inflamacion sistémica exagerada en preeclampsia (Toldi et al 2015). De
la misma manera las células CD4 y CD25 que expresan Foxp3, estan asociadas
negativamente con condiciones del recién nacido como son la talla y el peso; lo que
indicaria que a mayor nimero de células CD25"FoxP3" menor talla y peso del recién
nacido.

Las células que expresan el factor de transcripcion FoxP3 en combinacion con
CD4 y CD25 tienen alta correlacion con el signo clinico de proteinuria, observandose
mayores niveles de proteinuria conforme fue mayor el porcentaje de células observadas.
De la misma manera las células CD4+CD25+FoxP3 mostraron una correlacion
significativa con un bajo nimero de plaquetas en las pacientes con preeclampsia. Lo que
sugiere que el factor de transcripcion FoxP3, es un indicador de severidad de la
enfermedad (TA diastolica y proteinuria alta); mientras que aquellas pacientes que
expresan altos niveles de células CD25ROR o CD4CD25ROR podrian tener recién
nacidos de bajo peso y talla.

Ademas de las correlaciones anteriores, se encontré una correlacion significativa
entre el porcentaje de células CD4CD25FoxP3 y las CD4CD25ROR-y tanto en la
poblacion total de CMN como en la poblacion de linfocitos.

El factor de transcripcion FoxP3 es de gran importancia para las células
reguladoras, al igual que el factor de transcripcion ROR-y; este puede expresarse en
otras células ademas de linfocitos, principalmente macréfagos. La expresion de este
factor de transcripcion condiciona la produccion de IL-10 en estas células; ademas esta
célula es ampliamente conocida por su efecto regulador, por lo que es de gran
importancia en la enfermedad.

Las poblaciones celulares T reguladoras y Thl7 tienen gran importancia en la
preeclampsia debido a las citocinas producidas por estas poblaciones, IL-10 e IL-17
(Reyna-Villasmil et al 2011, Reyna- Villasmil et al 2012) respectivamente, las cuales

logran regular la condicion de severidad de las pacientes embarazadas.
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Los hallazgos de este estudio son diferentes a los del estudio realizado por
Steinborn et al. (2008), quienes encontraron una disminucién significativa en el
porcentaje de células Treg en mujeres con preeclampsia.

Nuestros resultados difieren también de los resultados de Hu et al., (2008)
quienes encontraron que la proporcion de celulas Trg no son significativamente
diferentes entre mujeres no embarazadas, embarazadas normotensas y pacientes con
preeclampsia encontrando una significancia estadistica p>0.05. A diferencia de nuestro
estudio donde si encontramos resultados con significancia estadistica a favor de un
mayor nimero de células Treg en las pacientes con preeclampsia.

La edad materna en nuestro grupo de estudio es similar a la edad del grupo de
estudio de la Dra. Darmochwal-Kolarz en 2012, esta similitud se puede deber a los
criterios de inclusion, pero también nos muestra que los resultados se aplican en grupos
etareos muy comunes en todos los hospitales. También encontramos similitud con ese
estudio en lo relativo a las presiones diastdlicas y sistolicas, asi como también al peso
de los recién nacidos, tanto para las pacientes como para las controles. Sn embargo, se
aprecia una diferencia entre el grupo de casos de la Dra. Darmochwal-Kolarz (2012) y
nuestro trabajo, consistente en que la edad gestacional de ingreso a aquel fue dos
semanas menor al nuestro, y dos semanas pueden establecer diferencias clinicas para el
binomio materno-fetal.

Aunque no fue un objetivo de este estudio, también se encontraron diferencias
entre los resultados perinatales, observando resultados mas favorables en el grupo de
pacientes sanas, en lo que se refiere al peso y la edad gestacional de los recién nacidos.

Los analisis de correlacion (r de Spearman o Pearson) entre las diferentes células
y los signos clinicos mostraron hallazgos importantes. Dentro de éstas las que destacan
son aquellas asociadas a las células que expresan el factor de transcripcion ROR-y*, que
muestran una relacién significativa con la TA diastélica tanto en CMN como en
linfocitos.

Muchos autores coinciden en que hay una incapacidad materna para aceptar
inmunolégicamente a la placenta que promueve un proceso inflamatorio que resulta en
preeclampsia. Se requieren mas estudios para confirmar la fisiopatogenia y el eventual
control del proceso inmunolGgico para evitar, de esta manera, la interrupcion del
embarazo antes de llegar a término.

No se observaron diferencias significativas en la proporcion de linfocitos Th17

entre ambos grupos. Es probable que esto se deba a que la mayoria de las mujeres se
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encontraban en el tercer semestre y sus embarazos eran mayores de 30 semanas. Este
periodo se ha definido como predominantemente inflamatorio, por lo que no es raro
encontrar elevados los niveles de TH17. Por lo que vale la pena realizar un estudio de
cohortes que incluya mediciones en las diferentes etapas de la gestacion, en el primero
segundo Yy tercer trimestre de embarazos normoevolutivos y con preeclampsia para
conocer la evolucion de la respuesta inflamatoria y las fluctuaciones de las células
TH17.

La diferencia encontrada en los linfocitos Treg apoya la teoria de la disrupcion
inmunologica involucrada en la génesis de la preeclampsia ya que estas células son una
poblacion especializada de linfocitos T conocidos por sus propiedades como supresores
potentes de la respuestas inmunes inflamatorias y su capacidad para mediar la
homeostasis inmune como propiedades Unicas, particularmente su capacidad de
suprimir las células T y NK activas, como parte integral de la tolerancia inmune
durante el embarazo. Estas células se caracterizan por la expresion en su superficie de
CD4, CD25 y el factor de transcripcién intracelular Foxp3. La probable explicacion para
las diferencias encontradas en los linfocitos Treg, que muestran mayor cantidad en los
embarazos con preeclampsia, es que el estado preclinico prolongado que tiene la
patologia induce una intensa respuesta del sistema inmune. Por lo que se necesita un
estudio de cohorte para conocer las proporciones de linfocitos Treg en todos los estadios
del embarazo tanto de pacientes sanas como de pacientes que desarrollaran
preeclampsia antes de la aparicion de los signos clinicos.

Actualmente hay un consenso en que los linfocitos T reguladores (Treg) son los
conductores de la orquesta inmunoldgica en la interfase materno-fetal, en la cual las
células asesinas naturales (NK) representan 70% del repertorio inmunoldgico y los
linfocitos el 10%. El papel de las células NK en la implantacion y la angiogénesis
trofoblastica es fundamental e indispensable, pero se no resolvieron el problema de la
memoria inmunoldgica en los embarazos sucesivos. Al respecto, es bien conocido el
efecto protector del embarazo anterior con el mismo padre. La teoria refiere que esta
memoria es impulsada por las células T reguladoras (Robillarda P, Dekkerb G, Chaouat
G. 2014). Por lo que orientar esta investigacion en trabajos de indole longitudinal,
cohortes o la basqueda de células especializadas del sistema inmune en microambientes
como la placenta o la decidua de pacientes con preeclampsia, son de las
recomendaciones que ha generado este estudio. De esta manera alinearemos nuestros

esfuerzos al proceso de investigacion en preeclampsia de organismos internacionales
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como el Colegio americano de Ginecologos y obstetras (ACOG, 2013) sosteniendo la
teoria inmunol6gica como una de las méas esperanzadoras en la génesis de la

preeclampsia.

CONCLUSIONES

Se observa una diferencia en los porcentajes de células Treg entre las pacientes
preecldmpticas y sus pares normotensas sanas. El porcentaje de expresion de Células T

reguladoras es menor en las pacientes con Preeclampsia.

Los resultados perinatales son mas favorables en el grupo de pacientes sanas
cuando son comparados con las pacientes con preeclampsia.

Se observa diferencia estadisticamente significativa en el peso de los recién
nacidos, cuando se realiza una comparacion entre hijos de pacientes sanas y enfermas

Se observa diferencia estadisticamente significativa en las semanas de gestacion
al nacimiento de los recién nacidos, cuando se realiza una comparacion entre hijos de

pacientes sanas y enfermas.
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ANEXOS

ANEXO 1. DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDICION.

Variables principales

Preeclampsia
Definicion conceptual

Sindrome multisistémico de severidad variable, especifica del
embarazo, caracterizada por una reduccion de la perfusion
sistémica generada por vasoespasmo Y activacion de los sistemas de
coagulacién. Se presenta después de la semana 20 de la gestacion,
durante el parto o en las primeras 6 semanas después de éste. El
cuadro clinico se caracteriza por hipertension arterial >140/90 mm
Hg acompanada de proteinuria, es frecuente que ademas se presente
cefalea, acufenos, fosfenos, edema, dolor abdominal y/o
alteraciones de laboratorio. NOTA: En casos de embarazo multiple,
enfermedad trofoblastica gestacional o Hidrops puede presentarse
antes de las 20 semanas.

Definicion operacional

Los criterios para determinar la preeclampsia leve son

los siguientes:

Presion arterial sistélica > 140 mm Hg o presion arterial diastolica
> 90 mm Hg en una mujer previamente normotensa, después de la
semana 20 de gestacion. Su verificacion requiere por lo menos dos
tomas con diferencia de seis horas entre cada una, con la paciente
en reposo Yy en un lapso no mayor de siete dias.

Proteinuria > 300 mg en una recoleccion de orina de 24 horas o >
30 mg/dl en dos muestras de orina tomadas al azar, con diferencia
de seis horas entre cada una, en un lapso no mayor de siete dias. Sin
evidencia de compromiso multisistétmico o de vasoespasmo
persistente.

Para considerar el diagnostico de preeclampsia severa es necesaria
la presencia de uno o mas de los siguientes criterios:

Tension arterial > 160 o 110 mm Hg en, por lo menos, dos tomas
con un minimo de diferencia de seis horas entre cada una.
Proteinuria > 2 g en orina de 24 horas.

Oliguria: diuresis < 500 ml en 24 horas.

Creatinina sérica > 1.2 mg/dl.

Trastornos cerebrales severos persistentes o alteraciones visuales.
Edema agudo pulmonar.

Dolor epigastrico o en cuadrante superior derecho del abdomen.
Disfuncion hepatica (aspartato aminotransferasa > 70 UI/L).
Trombocitopenia (< 100 000 mm3).

Coagulacion intravascular diseminada.

Cianosis.

Restriccion del crecimiento intrauterino debido a insuficiencia
uteroplacentaria

Escala Ordinal
Unidades de medicion Leve
Severa
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Niveles circulantes de
linfocitos Th 17

Corresponden a células TCD4 efectoras que inducen a células
epiteliales y del estroma a producir interleucinas que reclutan
neutrofilos en sitios de infeccion al inicio de la respuesta
inmunitaria adaptativa. La expansion clonal y la diferenciacion en
celulas Thl7 requiere de IL-6 y TGF-B. Ademas, la actividad
efectora ulterior de células Th17 requiere de 1L-23. Estas células se
caracterizan por su secrecion de IL-6, IL-17A, IL-17F, TNF y
CXCLL1.

Definicion operacional

Determinacion en sangre periférica de la presencia de interleucina
17

Escala

Dimensional

Unidades de medicion.

Niveles séricos de interleucina.

Niveles circulantes de
linfocitos T reguladores
Definicion conceptual

Los linfocitos T reguladores (Treg) también conocidos como
linfocitos T supresores constituyen una poblacion de linfocitos que
expresan la molécula CD4+ y que juegan un rol fundamental en la
regulacién del sistema inmunitario y en la tolerancia ante antigenos
propios. Tienen la capacidad de regular la activacion y funcion de
células Ty B, y representan un 10 a 15% del total de linfocitos
CD4+ en humanos.

Definicion operacional

Determinacion en sangre periférica de la presencia de linfocitos T
reguladores

Escala

Dimensional

Unidades de medicién

Porcentaje de células

Variables de ajuste

Edad
Definicion conceptual:

Con origen en el latin aetas, es un vocablo que permite hacer
mencion al tiempo que ha transcurrido desde el nacimiento de un
Ser vivo

Definicion operacional

Se consideran afios cumplidos al momento del ingreso al estudio

Escala

Dimensional Discreta

Unidades de medicién

Afos cumplidos entre 15y 35

Edad gestacional Definicion
conceptual:

Se considera al tiempo trascurrido en el vientre materno desde la
concepcion 'y se toma como referencia la fecha de ultima
menstruacion al momento del célculo que se requiera.

Definicidén operacional

Semanas de gestacion ajustadas por ultrasonido realizado en el
primer trimestre

Escala

Dimensional discreta

Unidades de medicién

De 6 a 40 semanas

Peso corporal
Definicion conceptual:

Esta nocion menciona a la cantidad de masa que alberga
el cuerpo de una persona.

Definicion operacional

El gramaje obtenido en cada una de las tres veces que se mida esta
caracteristica en la paciente cuando sea citada para la toma de
muestra de sangre periférica.

Escala

Dimensional continua

Unidades de medicién

Gramos

ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO

SOCIAL

IM$ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN

SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:

NUmero de registro:

Justificacion y objetivo del
estudio:

Procedimientos:

DE INVESTIGACION

“ESTUDIO COMPARATIVO  DE LOS  NIVELES
CIRCULANTES DE LINFOCITOS TH 17 Y T
REGULADORES EN MUJERES EMBARAZADAS CON Y
SIN PREECLAMPSIA”

No aplica

Puebla, Puebla. Octubre de 2015

2013 - 2102 - 60

Estamos invitando a participar a pacientes en un estudio de
investigacion que se lleva a cabo en el servicio de ginecologia y
obstetricia del Hospital de General Regional No0.36, de Puebla,
del Instituto Mexicano del Seguro Social. Al participar en este
estudio usted ayudara a conocer la utilidad de la relacion que
guardan algunas células de su organismo con el desarrollo de una
enfermedad llamada Preeclampsia la cual es muy grave y en
ocasiones mortal para la mama y su bebé. Estos datos pueden
servir para ayudar en el diagnéstico y tratamiento de la
enfermedad en el futuro. El estudio tiene como propdsito
“Comparar los niveles circulantes de linfocitos Th 17 y T
reguladores en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia”
por lo que pensamos usted pudiera participar en este proyecto ya
que reune las condiciones apropiadas. Al igual que usted, muchas
mas pacientes seran invitadas a participar. Su participacion en
este estudio es completamente voluntaria.

Entrevista directa, consulta del expediente, exploracion fisica
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Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira
al participar en el estudio:

Informacion sobre resultados y
alternativas de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

completa de los pacientes, manejo de muestras sanguineas,
separacion de glébulos blancos, inmunofenotipificacion de céelulas
Tregy Thl7.

Ninguno. Probablemente dolor ligero a la toma de la muestra
sanguinea en alguna de las venas de sus antebrazos.

A usted no se le pagara, ni tendrd que pagar nada, por ingresar al
estudio. Usted no obtendra ningin beneficio econdémico. Los
beneficios que usted obtiene son conocer algunos datos
adicionales de su embarazo. Y en un momento determinado si se
llegara a diagnosticar o encontrar alguna alteraciéon de su
embarazo se le informaria en forma inmediata y se canalizaria al
servicio correspondiente para su adecuado manejo

Si  pertenece a alguno de los dos grupos de pacientes que
participan en este estudio el grupo de investigadores, dara
seguimiento de su caso hasta la resolucion de la gestacion. Y
estaremos pendientes de que usted reciba los tratamientos
estandarizados para los problemas clinicos que presente; este
tratamiento se llevard a cabo en el Hospital General Regional 36
del IMSS

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Si usted
acepta participar en el estudio, los datos serdn procesados y
después analizados. Usted no necesita retirarse del estudio, pero si
usted no desea que los resultados obtenidos de sus muestras sean
utilizados, podra solicitarlo y entonces esto no influira en la
atencion futura que el Instituto Mexicano del Seguro Social brinde
a usted ni a sus familiares. Nadie le negara la atencion 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

El equipo de investigadores, su médico en el servicio de
ginecologia del Hospital General Regional 36, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, resguardara la informacion.

Solamente la Secretaria de Salubridad y Asistencia, su médico
tratante, los investigadores y las personas que estén involucradas
en el cuidado de su salud sabran que usted esta participando en
este estudio. Nadie mas tendra acceso a la informacion sobre
usted, o que usted nos proporcione durante su participacion en
este estudio, al menos de que usted asi lo desee. Sdlo
proporcionaremos su informacion si fuera necesario para proteger
sus derechos o bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algln
dafio fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si
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lo requiere la ley. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias, no se daréd informacion
que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida y
ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un ndmero
que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese
numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):
E No autoriza que se tome la muestra.
] v" Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento médico en Usted recibira el tratamiento medico o
derechohabientes (si aplica): quiurgico estandarizado sin excepcion en el
hospital General Regional 36

Beneficios al término del estudio: Los beneficios que usted recibira al finalizar el
estudio posiblememnte seran en otros
embarazos que usted llegue a tener o para
otras pacientes o para sus futuras generaciones,
hijas, sobrinas ya que con este estudio usted
cointribuye al desarrollo de alterantivas de
diagnostico y tratamiento de una enfermedad
potencialmemnte mortal.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dr. Julio Roberto Reyes Leyva. Centro de investigacién Biomédica de
Oriente, Puebla.

Colaboradores: Dra. Irma del Carmen Zamora Ginez. Coordinacion de la maestria en
Ciencias Médicas e Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Dra. Lilian Karen
Flores Mendoza. Centro de investigacion Biomédica de Oriente,
Puebla. Dra. Dolores Guillermina Martinez Marin. Hospital General
Regional 36. Divisidn de Ginecologia y obstetricia

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de
Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la
Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx
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Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de
cada protocolo de investigacion, sin omitir informacion relevante del estudio

Clave: 2810-009-013

ANEXO 3. DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS ACTIVIDADES A REALIZAR

&
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ANEXO 4. CRONOGRAMA DE TRABAJO. (GRAFICO DE GANTT)
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ANEXO 5. INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE LA INFORMACION
Instrumento de recoleccion de datos del protocolo titulado.

“Estudio comparativo de los niveles circulantes de linfocitos Th 17y T
reguladores en mujeres embarazadas con y sin preeclampsia”

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Hospital General Regional 36 IMSS Puebla

Numero de Registro 2013-2102-60 Fecha.
Nam. | Nombre de la paciente
NUMERO DE AFILIACION:
EDAD: GESTA: | FUM: | FPP:
FECHA: EDAD GESTACIONAL SDG ] POR USG:
TA Peso Niveles circulantes  de | Niveles
corporal | linfocitos Th17 circulantes de
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linfocitos T
reguladores

Ingreso al
estudio
Resolucion del
embarazo
Presento preeclampsia-eclampsia CRITERIOS:
Leve
Severa
Eclampsia
Plaquetas
Tratamientos
recibidos para la
hipertension
Observaciones
GRUPO Y Rh Talla Peso Antecedentes de
pregestacional importancia
drogas
Consulta Lugar de la | NOmero de
preconcepcional Consulta consultas
preconcepcional
Proteinuria Recibié esquema | Cual Fecha de IMP
de inductores de
madurez
pulmonar
Recién nacido sexo | Peso talla PC
PA CAPURRO APGAR LIQUIDO
AMNIOTICO
PLACENTA DESTINO DEL
RN
OBSERVACIONES | Estado civil ocupacion
MPF Escolaridad

ANEXO 6. LINEAS DE INVESTIGACION

a. Un estudio longitudinal en los que se determinen los niveles circulantes de

linfocitos T reguladores y Th 17 en los tres trimestres en pacientes embarazadas

Sanas
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ANEXO A. TOMA DE PRESION ARTERIAL

La medicion de la presion arterial deberd realizarse en el brazo derecho a la altura del
corazén con la paciente sentada. Preferentemente se utilizara el esfigmomanometro de
mercurio. La presion arterial sistdlica corresponde con el primer ruido de Korotkoff y la

presion arterial diastdlica con el quinto ruido de Korotkoff.

ANEXO B. OBTENCION DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA

1) Lavado las manos y preparacion del material.

2) Lleve el equipo a la unidad del paciente.

3) Identifique al paciente verbalmente o revisando la ficha clinica.

4) Expliquele el procedimiento a realizar.

5) Lavese las manos.

6) Acomode al paciente con la zona a puncionar sobre la almohadilla.
7) Revise la piel y las venas del paciente.

8) Seleccione el sitio que le merezca mayor seguridad de éxito en la técnica y de menor

riesgo para el paciente.
9) Si es necesario, lave la zona con agua y jabon.

10) Al seleccionar el sitio de puncion prefiera las venas del pliegue del codo por tener
mejor calibre lo que permite un mejor acceso. Coloque la ligadura para facilitar esta

eleccion, tenga la precaucion de soltarla, una vez elegida la vena.

11) Coloquese los guantes, arme la jeringa

12) Coloque la ligadura 4 traveses de dedos sobre el lugar a puncionar.
13) Desinfecte un area de 5 cm de la piel del paciente, con alcohol al 70%.

14) Deje una torunda seca entre los dedos anular y mefiique de su mano dominante.
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15) Fije la vena fraccionando la piel que la circunda y solicite al paciente que empufie la

mano suavemente.

16) Inserte la aguja con el bisel hacia arriba, puncione la vena, dirigiendo la aguja en la
misma direccion en que ésta se encuentra, (puncionado primero la piel, trate de no
puncionar directamente sobre la vena, puesto que la puede atravesar e impedirle tomar

la muestra) y observe el reflujo de sangre.
17) Obtenga la cantidad de sangre requerida.
18) Suelte la ligadura, pidale al paciente que suelte la mano empufiada.

19) Retire la jeringa, deje la torunda seca en el sitio de puncion, pidiéndole al paciente,

dentro de lo posible, que la afirme flexionando el brazo.

20) Llene con la cantidad necesaria los frascos de examen, siempre llene primero los

frascos que tienen anticoagulantes, girdndolos segun corresponda.

21) Coloque tela adhesiva con un pequefio trozo de algoddn seco o parche curita en el

sitio de puncioén.
22) Acomode al paciente.

23) Lleve el equipo y deseche material punzante en recepticulo ad-hoc y el resto en

basurero.
24) Retirese los guantes, lavese las manos.

25) Registre el procedimiento, segin norma del servicio.

ANEXO C. SEPARACION DE POLIMORFONUCLEARES CON GRADIENTE
DE DENSIDAD FICOLL-HYPAQUE

Materiales y reactivos materiales:
* Tubos Falcon para centrifuga de 15 mL estériles (2 tubos)
* Tubos Falcon de plastico de 50 mL estéril (1 tubo)
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* Ficoll-Hypaque (4 mL)

* PBS (50 mL)

* Microipeta 1000 microlitros

* Guantes de latex o vinilo estériles
* Gradilla

* Centrifuga

PROCEDIMIENTO

1. Obtener la muestra de sangre en tubo lila o verde con medidas de bioseguridad.

2. Centrifugar la sangre a 1700 rpm y separar el suero en tubos Eppendorf, con

micropipetas de 1000 microlitros.
3. Etiquetar y mantener en criopreservacion a -80 grados centigrados
4. El paquete células se diluye con 1 ml de PBS.

3. Dispensar el Ficoll-Hypaque en tubo Falcon de 15 mL, la necesaria para trabajar el
paquete celular arazon de 2:1 (sangre: Ficoll)

4. Cargar la sangre diluida con suero fisioldgico y dispensar muy cuidadosamente y

lentamente sobre el Ficoll-Hypaque en el tubo de centrifuga.

Poner el tubo inclinado y apoyar la punta de la pipeta sobre la pared del tubo para dejar
deslizar la sangre suavemente sobre el Ficoll y poder formar una interfase (Ficoll abajo

y sangre arriba).

5. Centrifugar a 650 gravedades durante 30 minutos, a temperatura de 4 grados

centigrados.

6. Retirar cuidadosamente de la centrifuga y llevar a la gradilla. Verificar la formacion
de las fases de gradiente de densidad (arriba el plasma sanguineo, debajo la banda de
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células mononucleares, debajo el Ficoll-Hypaque, debajo las células polimorfonucleares
y debajo los eritrocitos aglutinados).

7. Extraer toda la banda de células mononucleares utilizando micropipetas de pléstico

de 1000 microlitros y dispensar en tubo de centrifugacion nuevo.

8. Dispensar la banda en un unico tubo de centrifugacion y luego completar hasta 5 ml

con PBS. Cubrir tubo y llevar a centrifugacion.

9. Centrifugar con contrapeso a 1700 r.p.m. durante 10 minutos, a 4°C pudiendo utilizar

freno al final de la centrifugacion.
10. Extraer tubo de la centrifuga sin agitarlo.

11. Decantar sobrenadante y resuspender células del fondo con un pulso de vortex o con

golpes con las yemas de los dedos.

12. Completar nuevamente hasta los 5 mL con PBS, cubrir tubo y llevar nuevamente a

centrifugar igual que en el paso anterior.

13. Decantar sobrenadante y resuspender células del fondo con un pulso de vortex o con
golpes con las yemas de los dedos, y pasar a un tubo de Citdmetro Para iniciar

protocolos de inmunotipificacion

ANEXO D. INMUNOFENOTIPIFICACION CELULAR CON ANTICUERPOS
DE _SUPERFICIE (CD4 Y CD25) E INTRACELULARES (ROR-GAMMA Y

FOXP3)

En condiciones ideales de asepsia y antisepsia se inicia la
inmunofenotipificacion de las células mononucleares.
1. Se preparan 2 tubos para cada paciente ya sea caso o control con una densidad celular
de 1 x 10° corroborada mediante conteo en camara de Neubauer estas células se

trabajaran en tubos de citdbmetro diluidas en 100 cc de solucién PBS.
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2. Se aplican los anticuerpos de superficie CD4 CD25 se incuban en oscuridad durante
30 minutos

3. Lavado A cada lavado celular consiste en aplicar 4 ml de PBS y centrifugado a 1700
rpm durante 10 minutos y a 4 grados centigrados

4. se inicia el proceso de permeabilizacion y fijacion con FoxP3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set de eBioscience.

Preparar la solucion de Fijacion/permeabilizacion de trabajo: diluyendo
Fixation/Permeabilization Concentrat (4x) en Fixation/Permeabilization
Diluent, agregar 1.5 ml del concentrado en 4.5 ml del diluyente, agitar en vortex 3
segundos.

Preparar la solucion de permeabilizacion 1x (diluyendo Permeabilization Buffer
(10X) en agua destilada. Prepara 40 mls (4 mls de la solucion en 36 de agua).

5. Agregar 1 ml de la solucién de trabajo de Fijacion y Permeabilizacién a ambos tubos
agitar con vortex 3 segundos e incubar 45 minutos en la obscuridad a 4 °C.

6. sin retirar esta solucion una vez pasados los 45 minutos agregar a cada tubo 2 mls
de la solucién 1x de permeabilizacion y centrifugar 350 gravedades por 5 minutos.

7. Decantar y agregar 2 mls de la la solucion 1x de permeabilizacion y centrifugar 350
gravedades por 5 minutos.

8. Decantar el sobrenadante y agregar el anticuerpo ROR -gamma 2.5 microlitros y 8
microlitros de anticuerpo FoxP3 Incubar 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente.

9. Posteriormente agregar 2 mls de la solucion de permeabilizacion a cada tubo
centrifugar 5minutos a 350 gravedades 4 °C,

10. Repetir el paso anterior

11. Finalmente resuspender en 200 microlitros de PBS y 100 microlitros de
paraformaldheido al 4-5%

12. Guardar para la adquisicion de la lectura de anticuerpos en refrigeracion a 4° grados

centigrados y cubiertos de la luz.

ANEXO E. ADQUISICION DE LA LECTURA FLUROCROMOS EN
CITOMETRO DE FLUJO FACS CANTO I

1. Se corrobora la auto calibracion del instrumento
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2. Adquisicion de lectura de células sin inmunofenotipificacion utilizada como control
en cada paciente (ya sea caso o control)

3. Adquisicion de lectura de células inmunofenotipadas con anticuerpos de superficie e
intracelulares.

4. Se guarda la informacion para su posterior analisis estadistico
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