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PARTICIPACION DE LAS MOLECULAS DE ADHESION CELULAR DEL
ENDOTELIO EN LA ENFERMEDAD EIPERTENBSIVA ASOCIADA A LA

GEBTACION

INTRODUCCION

La preeclampsia o enfermedad hipertensiva asociada a.la
gestacién (EHAG) es una enfermedad multisisténica de
etiologia desconocida (1) que complica frecuentemente al
embarazo (mayor de 20 semanas) o al puerperio (no m&s de 14
dfas) (2} y que clésicamente se caracteriza por hipertensién,
edema y proteinuria (3,4). Sin embargo el sindrome puede ser
pleomérfico y comprometer el sistema de la coagulacién (5),
el higado, el rinén y el sistema nervioso central. cuando
esto Gltimo ocurre, la preeclampsia puede evolucionar a un
estado similar al de las crisis convulsivas; en este caso el
trastorno se depomina eclampsia, cuadro que Jleva a la
posibilidad de muerte a la madre o al feto.

Adenis de ser la complicacién médica més comGn del
embarazo los trastornos hipertensivos se asocian con una
elevada morbimortalidad materna, fetal y neonatal (6,7).

Se sabe gue en la EHAG la cé&lula endotelial ocupa un
papel central en su fisiopatogenia, siendo el dafo
endotelial uno de los aspectos fundamentales. Previamente se

han estudiado marcadores circulantes de este dafio endotelial



como son fibronectina, antigeno del factor VIII, laminina,
disminuci6bn de prostaciclina y aumento de tromboxano A2 (8).
Ultimamente los mecaniszmos fisiopatogénicos se han
orientado al aspecto molecular y a su participacién en
procesos iniciales del desarrollo, por lo que el objetivo de
este trabajo es el estudio de la participacién de moléculas
de adhesién celular (MAC) en la EHAG. En base a que las MAC
son una gran familia de moléculas gue participan en
diferentes funcionea incluyendo el desarrollo embriolégico e

inflamacién entre otras (9).

EPIDEMIOLOGIA

Se ha reportado que la preeclampsia se presenta entre el
7 y el 10% de los embarazos (6,10), siendo mis comGn en
primigestas (3,4). Se presenta entre un 14 y un 20% de las
gestaciones mdltiples y en un 25% en nujeres con hipertensién
o nefropatia crénicas (4).

En México la frecuencia es del 8%, correspondiendo el
7.56% a toxemia leve, el 0.30% severa y el 0.14% a 1la
eclampsia (11). En el Instituto Nacional de Perinatologia en
los Gltimos tres afios ha sido alrededor del 7% constituyendo
1a principal causa de hospitalizacién (12).

Se han observado alqunos factores de riesgo para

desarrollar preeclampsia (6):



* Nuliparidad

* Gestaciones maltiples

* Historia familiar de preeclampsia~eclampsia

* Enfermedad renal o hipertensidn
preexistente

* Preeclampsia-eclampsia previa

* Diabetes

*

Hidrops fetal no inmune

* Embarazo molar

CLABIFICACION

En

el Instituto Nacional de Perinatologia se ha adoptado

la clasificacibébn del Comité Americano de Salud Materna (2):

1.

3.

Enfermedad hipertensiva aquda del embarazo.
* preeclampsia leve o severa
* eclampsia
Enfermedad vascular crbnica hipertensiva con embarazo
* sin toxemia aguda agregada
* con toxemia aguda sobreagregada
Toxemia recurrente.
Toxemia no clasificada (datos insuficientes para
hacer el diagnéstico precisoj.

considera que existe preeclampsia leve cuando después



de las 20 semanas de gestacidédn aparecen dos o mis de los
siguientes signos (2):
- Tensién arterial (T.A.) sistélica de 140 mm Hg o
mis.

- Elevacidén de la T.A. sistélica 30 mm Hg © mis de
la cifra habitual.

- T.A. diast6lica de 90 mm Hg o m4s.

- Elevacién de la T.A. diast6lica 15 mm Hg o mas
de la cifra habitual.
- T.A. media por arriba de 90 mm Hg.

~ Proteinuria menor de 3grs/lt de orina
obtenida en dos o mds dias consecutivos.

~ Edema persistente de extremidades o cara.
Se entiende como preeclampsia severa o grave:
A} cuando estan presentes dos © mds de los
siguientes datos:
- T.A, sistélica de 160 mm Hg o mas.

T.A. diastélica de 110 mm Hg o mas.

- Proteinuria de m&s de 3 grs/lt.
~ Edema acentuado
B) Cuando esti presente uno de los siguientes
datos:
- T.A. sistélica de 180 mm Hg en forma repetida.

- Proteinurja de 5 grs/lt o méas.



- Edema generalizado.
- Manifestaciones del inciso A, asociada a sintomas

cerebrales, visual,gastrointestinales o renales.

ETIOLOGIA8 PROPUESTAS

Aungue la causa de la EHAG aGn se desconoce, diferentes
teorias etiolégicas se han propuesto ; dentro de ellas las
inmunolégicas fundamentan parte de nuestra hipé6tesis de
trabajo, sin embargo es importante mencionar otras etiologias
propuestas:

* Desequilibrio entre Prostaciclina-Tromboxano:

En el embarazo normal las adaptaciones bioquimicas en la
vasculatura materna incluyen cambios de las prostagiandinas,
que conducen al predominio de efectos vasodilatadores (13).

La prostacieclina es sintetizada por el endotelio
vascular y es un vasodilatador que inhibe 1la agregacién
plagquetaria. En preeclampticas se ha visto que el dafio
endotelial puede causar disminucién de 1la produccién de
prostaciclina con activacién plaquetaria. La activacién
plaquetaria libera tromboxano A2 (potente vasoconstrictor y
agregante plaquetario) y serotonina causando vasoespasmo el
cual favorece mayor agregaciébn plaquetaria credndose un

circulo vicioso (14,15,16).



* Susceptibilidad Genética:

Existen algunos estudios que sugieren una participaciédn
genética en la patogenia de la preeclampsia. Esto se basa
en el hecho de que existe un incremento en la frecuencia de
preeclampsia y eclampsia en hijas de mujeres que tenian una
historia de eclampsia (17,18). Ademds existen reportes de la
posible participacién de un gen autosémico recesivo en la

preeclampsia (19).

* Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona:

] En la preeclampsia algunos componentes del Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona estan disminuidos con
respecto a los embarazos normalgs y existe un marcado
incremento de la sensibilidad a catecolaminas y péptidos
presores (6,20). La causa de la reactividad vascular alterada
es desconocida, pero se ha postulado que la vasoconstriccién
se debe a una absoluta o relativa deficiencia de
prostaglandinas vasodilatadoras (14) o bien es causada por
daiio del endotelio vascular (21} capaz de generar

vasoconstriccién.



* Aspectos Inmunolégicos:

Un aspecto clave desde el punto de vista inmunolégico,
puede ser una interrelacién inadecuada del trofoblasto fetal
con el tejido materno en el lecho Gtero-placentaric como
factor fundamental en la etioclogfia de la preeclampsia. Esto
se sustenta por el hecho de que este sindrome a menudo
complica el primer embarazo. Como resultado, se inicia una
reaccién inmunitaria aberrante en la primera exposicién a los
antigenos paternos y fetales extraiios de la placenta. La
incidencia de la preeclampsia aumenta al cambiar de compafiero
sexual ¥, en un embarazo posterior, después del uso de
métodos de control natal gque evitan 1la exXposicién a
espermatozoides (13).

Ademds en el proceso de placentacién participan
macréfagos, células asesinas naturales, linfocitos T ¥
heutréfilos activades. Un desequilibrio entre las células
mnaterno-fetales en el lecho placentario puede favorecer la
EHAG (13,22), Recientemente se ha identificado un antigenc de
histocompatibilidad clase-I no polimérfico, HLA-G, el cual se
expresa en el citotrofoblasto y probablemente proteje la

placenta del rechazo (13).



LECHG UTERQO-PLACENTARIO

En el proceso de placentacién se sabe gue el lecho
Gtero~placentario constituye el elemento clave para conocer
la causa y la patogenia de la preeclampsia (4). El tejido
trofoblastico fetal migra en dos fases hasta las arterias
espirales de la madre y despl;za la estructura elastica
muscular de ellas. Entre la semana 16 y 18 de gestacién se
observa la sequnda fase de migracién trofoblastica y se
extiende a las porciones miometriales de las arterias
espirales. Los vasos se dilatan, y no pueden contraerse (23).
La arterja espiral se transforma de un sistema de alta
resistencia a otro de baja resistencia, lo cual ocasiona su
dilatacién y facilita el intercambioc midximo de nutrimentos y
gases, El defecto cbservado en la preeclampsia es la falta de
invasién de los trofoblastos en las arterias espirales o la
invasién incompleta de ellas (24). Los segmentos miometriales
se mantienen intactos desde el punto de vista anatémico y neo
sufren dilatacién.

Ademds los nervios adrenérgicos situados en la base de
la arteria espiral desaparecen ncrmalmente o pierden su
funcién durante el embarazo. Si la mujer estd "destinada" a

presentar preeclampsia, se advierte "denervacién" incompleta

(4).



Recientemente Redman y colaboradores (25) han postulado
nmecanismos fisiopatogénicos en la preeclampsia con dos
diferentes etapas. Inicialmente el proceso de placentacién
deficiente de las arterias espirales ya mencionado y el
segundo llamado aterosis aguda. Proceseo donde las arterias
espirales se obstruyen o© ambos mecanismes con un fondo

fisiopatogénico de tipo inmunolégico (26).

ENDOTELIO Y PREECLAMPBIA

El endotelio vascular es un 6rganc complejo y activo con
funciones metab6licas, endécrinas  y estructurales sui
generis. Algunos autores proponen que la preeclanmnpsia puede
ser explicada por funcionamiento inadecuado de las células
andoteliales, iniciado por un factor (es) producido (s) como
consecuencia de la reduccién en la perfusién del trofoblasto
(16). Dentro de las funciones de las células endoteliales
destacan:

* La activacién del sistema de la coagulacion Y la
agregacién plaguetaria a la superficie endotelial es impedida
por productos de las células endoteliales. Productos tales
como la proteina € (potente anticcagulante), prostaciclina
(que inhibe 1la agregacién plaquetaria y estimula 1la

trombolisis) y el factor de relajacién derivado del
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endotelio (gue inhibe 1la adherencia y agregacitn de
plaguetas). Ademds del activador de plasmindgeno tisular que
estimula la trombolisis y sulfato de heparano que acelera la
inactivacién de trombina por la antitrombina III (16,23).

* modulacién del tono vascular: las células
endoteliales normalmente secretan aqente; vasodilatadores
tales como la prostaciclina y factor de relajacién derivado
del endotelio. 8in embarge, en presencia de numerosos
estimulos que incluyen hipoxia, distensién de paredes
arteriales ¥y exposicién a sustancias vasoactivas, las células
endoteliales secretan agentes vasoconstrictores como la
endotelina (16,23). La membrana superficial de las células
endoteliales contiene enzima convertidora de angiotensina,
que transforma la angiotensina I en su forma mis activa, la
angiotensina II, y también inactiva la bradicinina, que es un
potente vascdilatador.

Las células endoteljales después de lesionadas no soélo
pierden la capacidad de funcionar normalmente, sino también
comienzan a expresar nuevas funciones:

1) 1la produccién de sustancias vasodilatadoras se
reduce por lo cual se favorece el vasoespasmo.

2) sintesis de procoagulantes, como el activador del
factor XII y factores histicos y mitégenos, como g1 factor

de crecimienta derivado de plaguetas, gque también es
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un vasoconstrictor (16,23).

3) por aumento de la permeabilidad de la membrana,
existe extravasacién de 1liguidos y preoteinas al espacio
extravascular,

Se han acumulado evidencias morfolégicas y bioguimicas
gue hablan a favor de dafic endotelial en la preeclampsia:

* los hallazgos morfoldgicos estan dados por la lesién
caracteristica a nivel renal conocida como endoteliosis
glomerular. La cual se presenta en wmds del 70% de las
primigestas con preeclampsia. Esta lesidn mejora por completo
después de terminada la gestacién. Por otra parte se ha
demostrado dafio de las células endoteliales a nivel de las
arterias del cordén umbilical (16).

* Una vez que hay dafio endotelial hay liberacién . de
fibronectina, antigenco del factor VIII y laminina (16,27).
Ademfs se sabe gue ciertas moléculas de adhesién celular de
la tamilia de las lectinas como ELAM~1 {"endothelial
leukocyte adhesion molecule-1%) son liberadas a la
circulacién por dafio endotelial en pacientes preeclampticas

(experiencia personal).
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MOLECULAB DE ADHEBION CELULAR Y PREECLAMPSIA
' Las moléculas de adhesién celular son glicoproteinas de
superficie celular gue pueden extenderse a través de la
membrana celular o estar unidas a la membrana por medio de
un lipide (9). Estéan implicadas en la interaccién
célula-cé&lula o célula matrix extracelular (28), y juegan un
papel importante en funciones celulares como la morfeogénesis,
inflémacién, migracién celular, respuesta inmune,
met&stasis de c¢élulas malignas, quimiotaxis,etc (28,29).
Dependiendo de su estructura estdn clasificadas en
diferentes familias (30): 1) las integrinas, moléculas
heterodiméricas que funcionan como receptores de adhesién
¢élula-substrate vy célula-célula; 2) las moléculas de
adhesién de la superfamilia de 1las inmunoglebulinas, las
cuales estln implicadas en la adhesién cé&lula-célula y son
egpecialmente importantes durante la embriogénesis,
cicatrizacién y respuesta inflamatoria; 3) las caderinas,
reguladoras del desarrollo, son proteinas de adhesién
célula-célula homefilicas calcio-dependientes; 4) las
lectinas, moléculas de adhesién celular con sitios afines a
la’ lectina gue median la adhesién de células sanguineas a
células endoéeliales; Yy §8) receptores de destino de

linfocitos a tejides 1linfoides especifices. En particular
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dentro del grupo de 1la superfamilia de las inmunoglobulinas
cabe mencionmar a ICAM-1 ("intercellular adhesion molecule-
1"} la cual estad presente en una gran variedad de células
como fibroblastos, células epiteliales, células del endotelio
vascular, etc. Esta molécula se une de manera especifica a
LFA-1 ("lymphocyte function-associated antigen-1") que
pertenece a la familia de las integrinas y que interacciona
de manera importante en algunos procesos de unién entre
leucocitos y endotelio esenciales en fenémenos tales como la
inflamacién (28,29,30).

Recientemente Zhou y colaboraderes (31) han reportado que
los defectos en la invasién trofobldstica pueden estar
asociados a cambios en el patrdSn de expresién de las MAC. Se
tiena conocimiento que durante el primer trimestre del
embarazo normal, se produce un cambio en la expresién de las
integrinas en las células citotrofobldsticas del 1lecho
placentario, que consiste en una baja regulacién de alfa
6/beta 4 y una adecuada regqulacién de alfa S/beta 1 y de
alfa 1/beta 1. A partir del seqgundo trimestre en adelante 1la
alfa 3 se expresa en todos los sitios de reconocimiento vy
al término del embarazo se expresa alfa 6 pero no beta 4.

Por el contrario, en las pacientes con preeclampsia,
alfa 6/beta 4 se encuentran altamente expresados, alfa 1 no

es detectado y alfa 3, alfa 5, y beta 1 son similares a los
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encontrados en las pacientes normales. Se ha observado que al
usar  anticuerpos dirigidos contra la subunidad alfa 5
aceleran al doble la invasién trofoblastica y los
anticuerpos contra alfa 1 inhiben este proceso. Esto puede
desencadenar el mecanismo por el cual se inicia la lesién de

las células endoteliales.

RAZONES PARA DEBARROLLAR LA INVESTIGACION

En base a que la hipertensién es la complicacién médica
mis frecuente del embaraze asi como la elevada incidencia de
la preeclampsia en nuestro instituto es de gran importancia
estudiar el estado inmunol&gico en el que se encuentran las

pacientes que cursan con ésta enfermedad.

OBJETIVOS

Por los trabajos anteriores realizados por nuestro
equipo de trabajo sobre 1las moléculas de adhesién en
diferentes tipos de endotelio y en 1la fisiologia del
endotelio vasecular. Ademis de la importancia de conocer este
padecimiento y aportar pruebas de valor diagnéstico ¥y

predictivo, se plantearon los siquientes cbjetivos:
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* cultivo de cé&lulas endoteliales de cordones
umbilicales.

* incubar dichas CE c¢con extractos placentarios y/o suero
materno para la Dbilsgueda de la expresién de diferentes
epitopos de superficie (ICAM-1 y clase-I), a través de
citofluorometria de flujo.

* demostrar la presencia de MAC asi como el grado de
expresién de las mismas en diferentes estructuras vasculares
(placenta y cordén umbilical). Esta blisqueda a través de
técnicas histoquimicas como inmunoperoxidasa.

* correlacionar 1la expresién de las moléculas de
adhesién celular con lo observado en los cortes de placenta y
cordén umbilical, asi como con el comportamiento cliniceo de
las pacientes.

* estudiar el papel de las moléculas de adhesién
celular en la fisiopatogenia de la enfermedad hipertensiva de
la gestacién, como potenciales receptores del o de los

factores citotéxicos participantes en el dafio al endotelio.
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HIPOTEBIS
Por la importancia que los aspectos moleculares e
inmunolégicos <tienen en la EHAG, nuestras hipétesis se

fundamentan en:

* el endotelio vascular posee marcadores de superficie
tales como las MAC y se esperaria que se modificara su grado
de expresidédn al presentarse dafio endotelial como el observado
en la preeclampsia.

* la expresién de diferentes MAC en la preeclampsia
puede ser la base de otros mecanismos tisiopatogénicos y
estos a su vez ocasionar mayor dafio endotelial.

* al conocer que las moléculas de adhesiédn celular
participan como receptores en varias funciones biolégicas,
consideramos gue también participan como ligandos del o de
los factores citotédxicos que desencadenan el mecanismo
fisiopatogénico de la enfermedad.

* averiguar si existe una correlacién entre la expresién

de ciertas CAM con el grado de severidad de la EHAG.
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HATERIAL Y KETODOS

Se estudiaron 18 pacientes que acudieron al servicio de
urgencias del Instituto Nacional de Perinatologia {INPer),
las cuales cursaban embarazos del tercer trimestre. En base
a parémetros clinicos (tensién arterial) y de laboratorio
(proteinuria) en concordancia c¢on la clasificacién de la
EHAG adoptada en el INPer se diagnosticaron como

preeclampticas.

CRITERIOB DE INCLUSION ¥ BXCLUBION:

* Pacientes con EHAG: mujeres embarazadas que hayan
rebasado la sepana 20 de gestacién y gque se encuentren
diagnosticadas como preeclampsia leve o severa, segin 1la
clasificacién adoptada {ya referida previamente) por el INPer
respecto a los trastornos hipertensivos del embarazo.

+ Pacientes con Eclampsia: Cuande hay presencia de
convulsiones o estado de coma ya sea en ¢l embarazo o en el
puerperio inmediato, con hipertensién arterial, edema Yy
proteinuria.

* Ppacientes con Enfermedad Vascular Crénica Hipertensiva
con Embarazo (hipertensién esencial): cuando hay historia de
aumento de la tensién arterial antes del embarazo o bien
antes de las 20 semanas de destacién y persistencia de la

tensién arterial elevada después de la resolucién del
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embarazo. Con cifras tensionales aceptadas iguales o mayores

a 140/90 mm Hg.

* Pacientes Control: myjeres con embarazos
normoevolutivos, sin patologfia asociada, cuyo control
prenatal se haya llevado a cabo en el Instituto, gque rebasen
las 20 semanas de gestacidn y con edades gestaciohales

semejantes a las pacientes problema.

*+ Criterios de Exclusidén: serén aplicados a aguellas
pacientes 4que no cumplan con las caracteristicas antes
mencionadas., Se excluiran aguellas pacientes con datos
insuficientes para hacer el diagndstico de preeclampsia o
bien aguelilas gue cursen con hipertensién arterial secundaria
{ patologfia renal, hiperaldosterenismo primario, etc) o con
alguna patologia de tipo inmunolégico (vgr. lupus eritematoso
sistémico)

A todas las pacientes a su ingresc se les tomd muestras
de suero y posterior a la resalucidn del empbarazo se

obtuvieron fragmentos de placenta y corddh umbilical.

* Sueros:
Las muestras de suero fueron tomadas durante el tercer

trimestre de 1la gestacién (36 semanas en promedioc). Se
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hicieron alicuotas y se congelaron a -~ 70 °C hasta su uso,
Las muestras de suero de los controles correspondieron a

pacientes con semejantes edades gestacionales.

* Extractos placentarios:

Los fragmentos de placenta se obtuvieron una vez
resuelto el embarazo, los cuales incluian cara materna y
fetal. Fueron congelados a -70 °C o bien preservados en
formol al 10% para ser incluidos posteriormente en parafina.
Las placentas congeladas se homogenizaron con medic de
cultivo M-199 sin suero, se centrifugaron a 10,000 rpm por 30
minutos. El sobrenadante se recuperd y se hicieron alicuotas
para congelarlo a -70 9c.

Usando el método de Bradford se determind la
concentracién de proteinas de los extractos placentarios.
Dicho métedo se realizé con una prueba colorimétrica con
azul de coomassie G-250, usando como referencia albumina para
leerse a 595 nm en el espectrofotdmetro.

Durante los experimentos la concentracién del suero y de
extractos placentarios fué de un 20%, igual a las
concentraciones de suero usadas en los cultivos de células

endoteliales.
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* Cultivo de Células Endoteliales:

Las cé&lulas endoteliales (CE) fueron aisladas de la vena
de cordones umbilicales frescos por digestién con colagenasa
al 0.1% (Sigma) durante 15 minutos. Después de la incubacién
las células fueron eluidas con solucién de Hank para
centrifugarlas a 1500 rpm por 10 minutos. El botdn celular
fué resuspendido en medio de cultivo M-199 con 20% de suero
fetal humano, antibibéticos, mitégeno 400 ug/ml, (Biomedical
Technologies Inc,) y heparina (Sigma). Sembradas en cajas
Falcon e incubadas a 37 ©°C y 5% de C02. Cuando las cultivos
estaban a confluencia, se incubaron con suerc humano normal &
problema al 20%, o bien con extracto placentario a iqual

concentracién a diferentes periodos de incubacién.

* cultivos de Fibroblastos:

Fibroblastos de piel humana fueron usados come
controles. Se cultivd con 10% de suero fetal de bovino y
antibidéticos en medio de cultivo M-199. Una vez gque Ilos
cultivos presentaban confluencia, se incubaron en iguales
condiciones que las cé&lulas endoteliales en los diferentes

estudios experimentales.
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* Estudios de citometria de flujo:

Las CE asil como leos fibroblastos se incubaron con sueros
o extractos placentarios {en las condiciones antes
descritas). Las células fueren tripsinizadas (Sigma) vy
lavadas para agregar los diferentes anticuerpos por espacio
de 30 minutes a 4°c. se lavarcn, se agregé el segundo
anticuerpo (cuando era necesario) y se incubd durante el
misme tiempo y condiciones. Nuevamente se lavaron vy
resuspendieron en amortiguador de fosfates en proporcién deS-
10 X 10° cél/ml para realizar la lectura en un citémetro de
flujo ( FACScan, Becton Dickinsaon}).

Los anticuerpos utllizados f£ueron: sobrenadante anti-
ICAM-~1 (84H10) y anti-clase-I (w632) ambos cortesia del Dr.
T.J.Lawley (Universidad de Emory); anti- ICAM~1 purificade

(CDS54) <c¢on ficoeritrina (Becton Dickinson).

* Técnicas de inmunohistoguimica:

Se realizaron cortes de Sum  de los fragmentos
placentarios y cordones umbilicales incluidos en parafina
para la busqueda de diferentes MAC. Se utilizaron anticuerpos
contra ICAM-1 y clase~I con técnicas de
inmunoperoxidasa y diamincbenzidina (Vectastain,Bulynganme,

CA). La interpretacién de los resultados fueron
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evaluadas cualitativamente por dos jinvestigadores en el

ﬁicroscopio foténico.

* ANALISXEB ESTADISTICO

Los valores independientes correspondientes a los
diferentes experimentos se promediaron Yy obtuvieron
desviaciones standard (SD). Por otra parte se usd estadistica
no paramétrica para la evaluacién de los resultados através
de la prueba de 2. con el fin de comparar un grupo de
frecuencias observadas entre 1los <diferentes pacientes
(normales y anormales). El tipo de valores analizados fueron
la expresiédn de la MAC llamada ICAM-1 y el antigeno clase I.
Todos ellos con las diferentes modalidades de acuerdo a los
diferentes experimentos realizados. Los resultados fueron

analizados segin la siguiente férmula:

donde:

0;= nimero de pacientes clasificados en la categoria de i

E;= nimero de pacientes esperado de acuerdo a la hipdtesis
formulada
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REBULTADOE

Se estudiaron 18 pacientes en totél. El rango de edad
de las pacientes fue de 20-39 afos con un promedio de 30
afvs. Las muestras de suero fueron tomadas en el tercer
trimestre de la gestacisén entre la
semana 37 con un rango de 28-42. Once de estas pacientes se
diagnesticaron como preeclimpticas y 7 de ellas presentaron
embarazos normoevolutivos. De las pacientes preeclampticas, 8
se clasificaron como severas (2 inminencias de eclampsia) y 3
como leves.

Con respecto a la paridad 5 de las 11 pacientes gue
desarrollaron preeclampsia eran primigéstas,en 4 de ellas el
comportamiento fue severo. En el resto de pacientes
preeclampticas la paridad fue variable, con un maximo de
cuatro gestaciones previas. De las 7 pacientes con embarazos
normoevolutivos, ¢ eran primigestas y 3 multigestas (hasta 7

embarazos previos).

EBTUDIONS DE CITOMETRIA DE FLUJO
NOTA: los valores anotados en las grificas de los estudios de
citometria estdn basados en unidades arbitrarias de

intensidad de fluorescencia MCF ("mean channel fluocrescence")
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EPITOPO8 DE CE INCUBADCES CON EXTRACTOS PLACENTARIOS

Los extractos placentarios normales mostraron una basal
de 6.6 SD 2.7 como control negative. La expresién de ICAM-1
fue de 157.8 SD 74 mientras que la de clase I de 67.5 SD 43.
Después de 2 h de incubaci6n ICAM-1 mostrd valeres de 47.7 SD
19 a las 2 hr y de 55.4 a las 21 hr. Por otra parte clase I
mostrd valores de 90 8§D 96 a las 2 hr y de 354.7 SD 73
después de 21 hr {gr&fica 1).

En los gue respecta a las CE incubadas con suero materno
con EHAG mostraron un incremente en la expresion de ICAM-1 a
la hora (de 42.2 8P 26 a 105.3 SDh 117). Tres horas después
este vaor descendié a 7.9 SD 6 (grdfica 2). Por el contrarice
clase I mostrd un efecto opuesto {225 a 187.5) como se ve en
la grafica 2.

En forma paralela los fibroblastos de piel humana se
usaren como coptroles, mostrande sola un incrementeo para
clase I (169 a 258). Mientras gue para ICAM-1 se observd un
ligero incremento de 6.6 a 20.4 ¥y 22,1 a la hora y 3 hr
respectivamente (grafica 3).

Los mismos estudios de citometria se muestran en forma
de histogramas (figura 1) donde observamos up aumento de la
intensidad de fluorescencia endotelial al estar coincubada
con suerc preeclanmptico. En forma comparativa la figura 2

ilustra la falta de incremento en la expresion del mismo
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con suero preeclamptico. En forma comparativa la figura 2
ilustra la falta de incremento en la expresi6én del mismo
marcador (ICAM-1) en fibroblastos de piel humana.

En las tablas 1 Yy 2 se anotan los resultados del an&lisis
estadistico hecho en los diferentes experimentos. Los valores
obtenjidos en los estudios de expresién de ICAM-1 en endotelio
bajo la influencia de suero normal y con EHAG mostraron una P
< 0.05. Por otra parte los otros valores muestran P mayores

de este valor.

ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

La expresién de epitopos tales como ICAM~1 y clase I
fueron también valoradas en forma cualitativa. Através de su
expresién en cortes de placenta y cordén umbilical. La tabla
3 muestra mayor expresién de ICAM-1 endotelial en placentas
preecldmticas. Por el contrario los cordones umbilicales,
tanto en venas como en arterias, no mostraron incremento de
los mismos marcadores. Con respecto a clase I no se observé
ninguna diferencia en su expresién ni en placentas ni en

cordones umbilicales (figuras 3 y 4).



EXPRESION DE EPITOPOS ENDOTELIALES
EN EXTRACTOS PLACENTARIOS

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA
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ICAM-1 [} 157.8 47.7 55,1
clase- | 675 80.1 354.7

GRAFICA 1. Representacién grafica del decremento en la
expresién de la molécula de adhesién celular ICAaM-1 y el
incremento de Clase-I en cultivos de células endoteliales con
extractos placentarios preeclampticos.



EXPAESION OE EPITOPOS ENDOTELIALES
CON SUERO MATERNO

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA
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GRAFICA 2.

incubacién

decremento de la expresién de Clase~I y de ICAM-1 después
tres horas de incubacién.

Representacién grafica del incremento de
wolécula de adhesién celular ICAM-1 a la primera hora
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EXPRES|ION DE EPITOPOS EN FIBROBLASTOS
CON SUERQO MATERNO

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

300

250

200
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100

50|

0 - .
NORMAL EHAG 1hr EHAG 3hr

BASAL 8.2 9.2 92
ICAM-1 [][ 66 20.4 22,1

CLASE-1 )| 169 258.2

GRAFICA 3. Fibroblastos de piel fueron usadas como células
control. No se observé ninguna modificacién en la expresién
de ICAM-1 comparados con las CE. Si hay incremento de clase~I



PRINCIPALES CAUSAS DE HOSPITALIZACION

INPer ene-jun 93

EST DM

otras
55%

GRAFICA 4. EHAG.-Enfermedad hipertensiva asociada a 1la
gestacién. DM.-diabetes mellitus. EST.-esterilidad. RPM.-
ruptura prematura de membranas. APP.-amenaza de parto
pretermino. CARD. - cardiopatias. otras {incompetencia
cervical, miomatosis uterina, infececién de vias urinarias,
aborto incompleto).
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FIGURA 1. El histograma A muestra el control negativo para el
endotelio. E1 histograma B muestra el incremento en la
intensidad de fluorescencia bajo 1la influencia de suero
preeclamptico.
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FIGURA 2. El histograma A muestra un control negativo
mientras que el histograma B corresponde a ICAM-1 1o
mostrando. mayor diferencia en la intensidad de flucrescencia
para ICAM-1, en fibroblastos con suero preeclimptico.



FIGURA 3. Corte de placenta usado como control negativo
normal en los estudios de inmunohistoquimica.



FIGURA 4. Corte de placenta con EHAG mostrando una gran
positividad de ICAM-1 en el lecho placentario.



ICAM~-1 CON SUEROS NORMALES Y PREECLAMPTICOS

fibroblastos endotelio
x2 0.069 3.36
P > 0.05 < 0.05

ICAM-1 CON EXTRACTOS PLACENT. NORMALES ¥ PREECLAMTICOB

endotelio
%2 0.0169
4 > 0,05

Tabla 1. Se sefialan los valores de X2 en base al nmero de
pacientes analizados en los diferentes experimentos a fin de
estudiar la expresién de ICAM-1.



CLABE I CON SUEROS NORMALES ¥ PREECLAMPTICOS

fibroblastos endotelio
x2 0.069 0.187
P > 0.05 > 0.05

CLASE I CON EXTRACTOS PLACENT. NORMALES Y PREECLAMPTICOS

endotelio
x2 0.079
P . > 0.05

Tabla 2. Se seflalan los valores de X2 en base al ndmero de
paclentes analizados en los diferentes experimentos a fin de
estudiar la expresién de clase I.



EXPRESICN DE ICAM~1 EN PLACENTA

inmunogatoxidusa

DX cntrl. neg. ICAM=~1 clase T
normal - + +
EHAG - +++ ++

Takla 3. Los hallazgos para la MAC 1llamada ICAM-1
encontraron con mis frecuencia en pacientes con EHAG. No fue
tan evidente la diferencia para clase I.
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DIBCUBION

Las diferentes teorias sobre la posible eticlogfa de la
EHAG parecen cada vez m&s congruentes. Muchos de los estudios
experimentales han demostrado que el dafio al endotelio es uno
de los eventos centrales en la fisiopatogenia, sin embargo
queda por averiguar cudl es el efecto que motiva este dafio.
Recientemente se han estudiado los aspectos moleculares y
estructurales iniciales de este padecimiento. Ahora se sabe
que estructuralmente hay un defecto en los mecanismos de
placentacién al parecer causados por una deficiencia en 1la
expresién de algunas moléculas de adhesién celular (26).

Pocos estudios (31) se han hecho en relacién a las
caracteristicas inmunofenotipicas endoteliales en la
enfermedad hipertensiva aguda de la gestacién, los cuales
demuestran defectos inmunofenotipicos basados en la expresién
de diferentes moléculas de adhesidén celular.

En los flltimos afios la gran familia (s) de moléculas de
adhesién celular se ha conocido y caracterizado mejor. Se
conoce que participan en diversas funciones bioldgicas y el
papel que desempefian en el proceso de placentacién es
determinante para que se lleve a <¢abo 1la migracién

trofobléastica.
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El interés principal al realizar este trabajo se basa en
la frecuencia de la EHAG en nuestro instituto (gréfica 4).
Ademas de demostrar gue el dafio endcotelial en la enfermedad
hipertensiva aguda de la gestacién ademds de acompafiarse de
consecuencias a nivel bioquimico existen cambios
inmunofenotipicos que originan las complicaciones propias de
este padecimiento.

En base a los resultados obtenidos podemos decir que
existen cambios en algunas de los marcadores de superficie
estudiados {ICAM~1 b clase~I). Estos cambios son
principalmente originados por 1la influencia de suero de
pacientes con preeclampsia, como se pudo observar en el
incremento de 1la expresién de ICAM-1. Esta molécula de
adhesién celular esta presente en diferentes estirpes
celulares entre las gue se encuentra el endotelio. El
hecho de encontrar una mayor expresién de ICAM~1 en endotelio
bajo la influencia de suero con preeclampsia cbservamcs gue
entre mds severa es la EHAG mayor es la expresién de este
tipe de molécula. Ya otros autores han encontrado efecto de
suero preeclémptico sobre endotelio, tales como el aumento de
RNAmM para el factor de crecimiento derivado de las plaguetas
entre otros hallazgas (32).

Los estudios de inmunohisteguimica realizades corroboran
en gran medida los hallazgos en estudiocs de citometria de

fiujo al encontrar mayor expresién de ICAM~1 en placentas con
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FHAG. Este hallazgoe es esperable dadeo que la placenta es
rica en endotelio, tejido que seguramente también recibe la
influencia de factores circulantes en la preeclampsia.

El hecho de encontrar una mayor expresién de ICAM-1 en
endotelio bajoe la influencia de sguero de pacientes
preeclémticas, habla de la existencia de algunos factores
circulantes muy posiblemente los llamados modificadores de
la respuesta biolégica (ej. 1IL~1, etc). Queda por
determinar cudl de este factor (es) son los responsables de
este aumento en la expresién de esta no integrina asi como de
clase Y.

Muy posiblemente se trate de la IL-1 cuya proeduccién
autédcrina es en gran parte proveniente del endotelio. Este
tipo de citocinas son 1liberadas durante procescs de
inflamacién o de dafio celular.

El aumento de esta molécula de superficie endotelial puede
ser la base -] la consecuencia de atros eventos
fisiopatogénicos en la EHAG.

Con respecto a los antigenos de clase I, é&stas son
glicoproteinas de superficie gue poseen diferentes formas de
expresisédn. Su funcién principal reside en presentar antigencs

a los linfocitos D8 através de unir fragmentos
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peptidicos derivados de la degradacién intracelular de
antigenos proteicos.

El aumento de esta meolécula hallada por nosotros en el
endotelio abre nuevas posibilidades fisiopatogé&nicas en la
EHAG. Por observaciones hechas por nosotros, en otres
estudios, existe citotoxicidad endotelial en la EHAG. Por lo
gque en base a que los antigenos de clase I presentan
antigenos a los linfocitos CD8 esto puede ser esencial en la
participacién de procesos citotdxicos en este padecimiento.

El hecho de usar fibroblastos como células control nos
permitié comprobar que los hallazgos encontradeos son hasta
cierto punto especificos para el endotelio, con lo gue
respecta a la expresién de ICAM~1.

El andlisis estadistice demostrd gue hubo resultados
significatives en lo referente a los valores de ICAM-1 con
suero preecldmptico en CE. MNo cbstante los valores de los
otros resultados a pesar de ser muy claros en las graficas,
estadisticamente no son significativos va que el nimero de la
muestra es pequefa.

Los resultados anteriores son preliminares. Este es un
estudio prospectivo a fin de ampliar la muestra a estudiar.
Log hallazos anteriores dan a conocer un aspecto nuevo en la

fisiopatogenia de este padecimiento. Ademds de constituir 1la
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base para estudiar otras MAC y su expresién endotelial y
establecer mecanismos citotéxicos participantes.

Esta también puede ser la base para estudios de
diagnéstico y de pron6stico en este tipo de pacientes al
correlacionar grado de expresién con condiciones clinicas.
Finalmente por primera vez en el INPer se tsaron estudios de
citometria de flujo correlacicnados con estudios de
inmunohistoquimica en un padecimiento de tanta importancia

para nuestra institucién.
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