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Resumen Estructurado.

Objetivo.

1) Determinar si existe diferencia en la concentracion sérica de angiotensina II (Ang II)
medida por un bioensayo in vitro entre mujeres con un embarazo normal, preeclampsia
leve y preeclampsia severa.

2) Determinar si las concentraciones séricas de Ang Il medida por un bioensayo in vitro
estan asociadas al riesgo de desarrollar preeclampsia.

Marco Tedrico.

La preeclampsia es una enfermedad multisistémica especifica del embarazo que afecta
entre el 5 al 8% de todos los embarazos y es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad materna y perinatal en todo el mundo, por lo que representa un problema de
salud publica. El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) juega un papel
importante en la regulacion de la funcidn renal y la presion arterial en una variedad de
condiciones fisioldgicas y fisiopatologicas, por lo que el embarazo y la preeclampsia no son
una excepcion. Se ha demostrado que las mujeres con un embarazo normal tienen una
respuesta vascular disminuida a la infusion de Ang II, mientras que en las pacientes con
preeclampsia presentan una sensibilidad incrementada a ella, la cual, incluso esta presente
antes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Sin embargo, los estudios que
abordan la relacion entre las concentraciones circulantes de Ang II y preeclampsia han
rendido resultados controversiales. Con el fin de re-evaluar si la concentracion sérica de
Ang II se asocia a la preeclampsia y si puede ser de utilidad en su prediccion, en el presente
estudio empleamos un bioensayo in vitro previamente validado el cual responde
especificamente y de una manera dosis-dependiente a la Ang II.

Métodos y pacientes.

Para determinar diferencias en la concentracion sérica de Ang Il entre mujeres con
embarazo normal y pacientes con preeclampsia leve y severa a su diagndstico, se realizo un
estudio transversal comparativo. Se incluyeron 30 mujeres con embarazo normal y 60
mujeres con preeclampsia (30 con preeclampsia leve y 30 con preeclampsia severa). Para
determinar la utilidad de la concentracion sérica de Ang II con el riesgo de desarrollar
preeclampsia, se realizd un estudio de casos y controles anidado en una cohorte de 412
mujeres con embarazo Unico. Se eligieron 30 mujeres que eventualmente desarrollaron
preeclampsia (casos) y 30 mujeres con un embarazo normoevolutivo (controles). Las
mujeres fueron reclutadas a partir de las 12 semanas de gestacion y fueron seguidas a
intervalos de 4 semanas hasta la semana 36 semanas o hasta la resolucion del embarazo.

Resultados.

En el estudio transversal, la mediana de la concentracion sérica de Ang II en las mujeres
con un embarazo normal fue significativamente mayor que en las pacientes con
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preeclampsia leve o severa (70.4 ng/ml [RIQ 14.4-213.8] vs. 15.2 ng/ml [RIQ 4.5-43.4] y
7.6 ng/ml [RIQ 2.5-19.9], respectivamente [p<0.007]). Ademas, las concentraciones séricas
de Ang II fueron significativamente mas elevadas en las pacientes con preeclampsia leve
que en las pacientes con preeclampsia severa (p=0.04).

En el estudio de casos y controles, encontramos que las mujeres destinadas a desarrollar
preeclampsia tuvieron concentraciones séricas de Ang II mas bajas que las mujeres con un
embarazo normal desde la semana 12 de gestacion y hasta el final del seguimiento
(p<0.03). El riesgo de desarrollar preeclampsia fue mayor entre las mujeres con valores de
la concentracion sérica de Ang II en el cuartil mas bajo de la distribucion de los controles.
La RM fue significativa desde las 12 semanas de gestacion y en adelante (>3.8, p<0.02).

Conclusiones

Existe diferencia en la concentracion sérica de Ang Il medida mediante un bioensayo in
vitro entre mujeres con embarazo normal, mujeres con preeclampsia leve y con
preeclampsia severa, estos hallazgos sugieren una relacion entre la concentracion de Ang 11
y la severidad de la enfermedad. Los cambios en las concentraciones séricas de Ang II
medida por un bioensayo in vitro preceden al desarrollo de preeclampsia y su
concentraciones bajas estan asociadas al riesgo de desarrollarla.

Palabras Clave.

Embarazo, Preeclampsia, Biomarcadores, Angiotensina II, SRAA.
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Marco Teorico

Generalidades.

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo que usualmente ocurre después de
las 20 semanas de gestacion y que se caracteriza por el desarrollo de hipertension con cifras
de presion arterial sistolica >140 mmHg o diastolica >90 mmHg en mujeres previamente
normotensas, acompafiada de proteinuria significativa, definida como una excrecion
urinaria de proteinas de 300 mg o mas en una muestra de orina de 24 horas o por una
relacion proteina/creatinina > 0.3 mg/mg. Si ademads de lo anterior, se acompafa de uno o
mas de los siguientes criterios aun en ausencia de proteinuria, serd considerada como
preeclampsia con datos de severidad: a) presion arterial sistolica >160 mmHg o una
diastolica >110 mmHg, b) trombocitopenia menor a 100,000/ul, ¢) dafo hepatico
manifestado por elevacion de enzimas hepaticas (al doble de la concentracién normal) o
dolor abdominal en el cuadrante superior derecho o epigastrio persistente o ambas, d)
insuficiencia renal progresiva (creatinina sérica >1.1 mg/dl o el doble del valor basal en
ausencia de otra enfermedad renal), ¢) edema pulmonar o cianosis y f) trastornos visuales o

cerebrales de nueva aparicion (1,2).

Aunque el origen de este sindrome atn no es claro, se ha sugerido entre sus posibles causas
una falla en la regulacion de los factores genéticos y las vias bioldgicas que contribuyen a
un comportamiento anormal en la preeclampsia, lo que afecta la fisiologia placentaria
debido a una disfuncién endotelial causada por un desequilibrio entre los factores pro-
angiogénicos y antiangiogénicos placentarios: con disminucion del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés) y del factor de crecimiento placentario
(PIGF, por sus siglas en inglés) y altas concentraciones del factor soluble fms-like tirosina
cinasa 1 (sFlt-1,por sus siglas en inglés) y de la endoglina soluble (sEng), , asi como a un
desequilibrio en la produccién y accion de agentes vasoactivos que resulta en

vasoconstriccion y disminucion en la perfusion a nivel multiorgénico y placentario (3,4,5).
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Aspectos epidemiologicos y factores de riesgo.

La preeclampsia afecta hasta un 10% de las mujeres embarazadas y es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad materna y perinatal en todo el mundo, por lo
que representa un problema de salud publica (6,7). Se estiman alrededor de 60,000 a
100,000 muertes maternas por afio en el mundo. En M¢éxico, ocasiona el 25 % de las
muertes maternas y en el Instituto Mexicano del Seguro Social, se reportaron 1,033 muertes
maternas por preeclampsia-eclampsia de acuerdo a los comités de estudios de mortalidad
materna durante el periodo de 1987-1996 (7) y es reportada como la principal causa de
morbilidad y mortalidad materna en el afio 2012 con una razén de muerte materna 26.4 por
cada 100,000 nacidos vivos (8). El Instituto Nacional de Geografia Estadistica e
Informatica el 10.05.13 reporta una razén de mortalidad materna durante el afio 2012 de
50.3 defunciones por cada 100,000 nacidos vivos, un 76% se debieron a complicaciones
obstétricas directas, de las cuales un 32% correspondieron a enfermedades hipertensivas del

embarazo (9,10,11).

En la UMAE Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” durante
el afio 2012 se atendieron un total de 10,678 nacimientos segin lo referido en la revista de
la misma unidad y un total de 1,621 pacientes se reportaron complicadas con enfermedad
hipertensiva inducida por el embarazo en cualquiera de sus modalidades durante dicho

periodo (12).

Por otro lado, la preeclampsia es referida como la primera causa de ingreso a la unidad de
cuidados intensivos por causa materna, debido principalmente a complicaciones mayores
como hemorragia cerebral, infarto o ruptura hepdtica e insuficiencia renal aguda. Otras
complicaciones también frecuentes son eclampsia definida como presencia de convulsiones
de gran mal de nueva aparicion antes, durante o después del parto en una mujer
previamente diagnosticada con preeclampsia, asi como el sindrome HELLP acréonimo en
inglés de (elevacion de enzimas hepdticas, hemolisis y plaquetopenia) cuyos criterios
diagnosticos son: hemolisis caracterizada por anemia hemolitica microangiopatica, hallazgo
de esquistocitos y equinocitos en frotis de sangre periférica, incremento de bilirrubina
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indirecta y elevacion de deshidrogenasa lactica usualmente >600 UI/L, elevacion de
enzimas hepaticas al doble del valor normal y disminucién del recuento plaquetario por
debajo de 100,000). Desde el punto de vista perinatal estd asociada con un riesgo
incrementado de muerte fetal, feto pequefo para edad gestacional (FPEG), prematurez y
sindrome de distrés respiratorio neonatal o enfermedad de membrana hialina, lo que
conlleva a un mayor nimero de ingresos a la unidad de cuidados intensivos neonatales y
por lo tanto ocasiona un incremento en los costos de la atencion médica materna y neonatal

(13,14,15).

Entre los factores de riesgo relacionados con preeclampsia se incluyen primiparidad,
preeclampsia en embarazo anterior, hipertension arterial créonica o enfermedad renal
cronica, historia de trombofilia, embarazo multiple, fertilizacién in vitro, historia familiar
de preeclampsia, diabetes pregestacional tipo 1 y 2, obesidad, lupus eritematoso sistémico
y edad materna avanzada (>40 afios), asi como estrato socioecondémico bajo, pobre
educacion, privacion fisica y social. (16,17,18,19,20). Recientemente Sykes y colaboradores
han relacionado al sexo femenino fetal con el riesgo de desarrollar preeclampsia e
hipertension gestacional (21,22). Paraddjicamente el tabaquismo materno se ha asociado
con una reduccién de alrededor del 30% en el riesgo de desarrollar preeclampsia, debido a
que se ha demostrado que la expresion placentaria del factor del VEGF es mayor en
mujeres fumadoras y este aumento en las primeras etapas del embarazo podria contribuir a

la disminucion del riesgo de desarrollar preeclampsia (23,24).

Fisiopatologia de la preeclampsia

Placentacion normal y anormal

En el desarrollo placentario normal, la invasion del citotrofoblasto de origen fetal invade las
arterias espirales uterinas maternas, transformandolas de vasos de pequefio calibre y alta
resistencia a vasos de mayor calibre y baja resistencia, con la capacidad de proveer una

perfusion placentaria adecuada para el sostén y crecimiento del feto; durante este proceso
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de invasion vascular, el citotrofoblasto se diferencia de un fenotipo epitelial a un fenotipo
endotelial, un proceso referido como pseudovasculogénesis o mimetismo vascular (Figura
1. Superior). En la preeclampsia, el citotrofoblasto falla para adoptar un fenotipo endotelial
y en vez de una invasién profunda a las arterias espirales uterinas, la invasiéon es muy
superficial lo que ocasiona que permanezcan con sus caracteristicas anteriores, es decir;

siguen siendo vasos de pequetio calibre y alta resistencia (Figura 1. Inferior). (25,26,27)
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Figura 1. Desarrollo placentario en embarazo normal y embarazo complicado con

preeclampsia (Tomado y modificado de Camille et al [26]).
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Biomarcadores en la deteccion de preeclampsia.
En los ultimos afios hemos sido testigos de una notable mejoria en el manejo de las mujeres
preeclampticas, sin embargo no se ha manifestado significativamente en la disminucion de
su morbilidad y mortalidad sobre todo en los paises en vias de desarrollo, ya que el desafio
radica en la identificacion temprana de la enfermedad, incluso antes de los signos clinicos

propios de la preeclampsia.

Por lo tanto, es relevante mencionar que la placentacion anormal es central para la
evolucién de este proceso de la enfermedad. Sin embargo, el factor desencadenante es atin
desconocido. Interesantemente, una intensa investigacion realizada en este campo ha dado a
conocer diferentes biomoléculas que desempefian un papel importante en la vasculogénesis
de la placentacion temprana y manifestaciones clinicas de disfuncion endotelial sistémica
caracteristica de la preeclampsia, como son el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) y principalmente del factor de crecimiento placentario (P1GF) el cual muestra una
disminucion significativa desde las 9-11 semanas de gestacion y que su maximo descenso
precede por varias semanas las manifestaciones clinicas de la preeclampsia. Asi como de
su proteina bloqueadora, el sFIt-1, y del bloqueador del factor del crecimiento
transformante B-1, la sEng y de la relacion entre ambos factores pro-angiogénicos (PIGF) y

anti-angiogénicos (sFlt-1 y sEng). (28,29).

Se ha demostrado que un incremento significativo de la relacion sFlt-1/PIGF precede por
alrededor de 5 semanas el desarrollo de las manifestaciones clinicas de la preeclampsia.
(2,15,30) Aunque este desequilibrio entre los factores pro- y anti-angiogénicos no es
especifico de la preeclampsia, ya que también se presenta en casos de restriccion del
crecimiento intrauterino puro, por lo que, la gravedad y el momento del desequilibrio
angiogénico, junto con la susceptibilidad materna pueden determinar la presentacion clinica

de la preeclampsia. (31)

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) también ha sido implicado en la

fisiopatogenia de la preeclampsia, incluyendo los anticuerpos agonistas anti-receptor de la
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Ang II tipo 1 (AT1-AA) (32) y la Ang II. Asi como también, otros marcadores
inmunolégicos como la proteina 13 placentaria y proteina A plasmatica asociada al
embarazo, marcadores endocrinos como la inhibina A y la activina A, marcadores genéticos
como los miRNAs donde se ha demostrado una desregulacion en las placentas de mujeres
preeclampticas del miR155, miR-210 y miR-34a y por ultimo, marcadores
ultrasonograficos como la velocimetria doppler para la evaluacion de las arterias uterinas en
el embarazo temprano (33,34). En la tabla 1 se muestra un resumen del estado actual del

conocimiento acerca de algunos biomarcadores en la preeclampsia.

Tabla 1. Potenciales biomarcadores para la deteccion temprana de

preeclampsia
Marcadores Proangiogénicos PIGF Disminuido
Angiogénicos Antiangiogénicos sFlt1 Incrementado
Rel PIGF/sFLT1 Incrementado
sEng Incrementado
SRAA ATI-AA Incrementado
Ang II Controversia
Marcadores PP-13 Disminuido
inmunolégicos PAPP-A Disminuido
Marcadores Inhibina A Incrementado
endodcrinos Activina A Incrementado
Marcadores miR-210 Desregulado
genéticos miR-34* Desregulado
miR-155 Desregulado

PIGF (factor de crecimiento placentario), sFltl (factor soluble fms-like tirosina cinasa 1), sEng
(endoglina soluble), PP13 (proteina placentaria 13), PAPP-A (proteina A plasmatica asociada al
embarazo), miR (microRNA). Tomado y modificado de Kar M. Referencia 33.

Siguiendo en esta linea de busqueda de potenciales biomarcadores Kenny LC y cols.
realizaron un estudio de cohorte en 5623 mujeres entre 14-16 semanas buscando desarrollar
un método para predecir preeclampsia combinando diversos factores clinicos y
biomarcadores, sin embargo multiples combinaciones proporcionaron solo una modesta
prediccion de preeclampsia, por lo que la bisqueda del mejor modelo de prediccion del

desarrollo de preeclampsia debe continuar (35,36).
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Sistema renina angiotensina aldosterona.
El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) juega un papel importante en la
regulacion a corto y largo plazo de la presion arterial durante una variedad de condiciones

fisioldgicas y fisiopatologicas, donde el embarazo y la preeclampsia no son una excepcion.

Embriologicamente el rifidon y el utero se desarrollan en intima proximidad, cada uno a
través de los conductos metanéfricos y paramesonéfricos respectivamente, una vez maduros
éstos oOrganos tienen una similitud en la disposiciéon de su vasculatura, es decir ambos
cuentan con arterias arcuatas con ramificaciones colocadas radialmente, de éstas
ramificaciones surgen las arterias espiral y glomerular del utero y el rifidn, respectivamente.
Las arterias espirales del utero en el embarazo son invadidas por la placenta para formar la
unidad fetoplacentaria, donde el flujo intervelloso materno de la unidad fetoplacentaria del
utero gravido es la contraparte conceptual del flujo glomerular en el rifion, por lo tanto los
mecanismos bioquimicos vasomotores que regulan el flujo sanguineo entre estos 6rganos es
también similar. Los diferentes componentes del SRAA se encuentran extensamente
distribuidos a lo largo de la unidad uterofetoplacentaria. El angiotensin6geno, la renina, la
enzima convertidora de angiotensina, la angiotensina I (Ang 1), la Ang II y los receptores
de la Ang I tipo 1 y 2 (AT1R y AT2R) se encuentran en la placenta y tutero, incluyendo el
endometrio y miometrio, membranas fetales y liquido amniotico. Incluso el RNAm del
angiotensindgeno esta presente en el conjunto placentario a partir de las 6 semanas de

gestacion (37-40).

El SRAA es una cascada proteolitica conectada a un sistema de transduccion de sefiales, en
el que la renina que es sintetizada por las células granulares del aparato yuxtaglomerular del
rifion, escinde al angiotensindgeno en su porcion amino terminal para formar el
decapéptido Ang I (38-39). El rifion es el Unico sitio conocido en donde la prorrenina es
convertida en renina y la tnica fuente de renina plasmatica. El higado es el lugar mas
importante de expresion del gen del angiotensindgeno, pero su RNAm también se expresa
en varios lugares extrahepaticos, incluyendo el cerebro, grandes arterias, el rifidn, tejido
adiposo y el corazon. Se ha estimado que mas del 85% de la ang I se forma dentro de los

18




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina II

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”

UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI
tejidos, mas que en el plasma, hasta ahora no hay pruebas de que la sintesis local de
angiotensinogeno afecte la velocidad de formacion de Ang I en los tejidos. Una vez
convertida la Ang I a partir del angiotensindgeno por la accion de la renina, ésta es

convertida proteoliticamente en Ang II (39).

Angiotensina I1

La Ang II (considerado el péptido efector principal de este sistema) es un octapéptido
originado por la escision de 2 aminoacidos en la region carboxilo-terminal de la ang I por
la enzima convertidora de angiotensina (ECA) principalmente a nivel pulmonar. Sin
embargo, ahora se sabe que muchos tejidos, incluidos vasos sanguineos, rifién, corazon,
cerebro y placenta son capaces también de generar en forma local Ang II a través de vias no
dependientes de la ECA (vias no-ECA) como la via de la quimasa, carboxipeptidasa,
catepsina G (teniendo como sustrato la ang I) y a través de la via de catepsina, tonina y
activador del plasmindgeno (teniendo como sustrato al angiotensindgeno). La Ang II actua
a través de al menos dos clases de receptores, los receptores ATIR y AT2R. La vida media

de la Ang II en la circulacion es corta < 1 minuto (40,43).

La Ang Il no distingue los receptores AT1R y AT2R, es decir; se une al receptor AT2R con
afinidad similar a la del receptor AT1R y la accion funcional dependera por lo tanto de qué
receptor se encuentre con mas expresion en el organismo. La mayoria de los efectos
fisiologicos de la Ang II son mediados a través de los receptores ATIR ya que los
receptores AT2R se expresan principalmente durante el periodo fetal y se asocian con la

diferenciacion y regeneracion celular. (41,42)

Receptor AT2 (AT2R)

El AT2R tiene una masa molecular de 41 kDa. El gen del AT2R ha sido localizado en el
cromosoma X y se compone de 3 exones y la secuencia codificadora se encuentra en el
tercer exon. A diferencia del AT1R, distribuido en una amplia variedad de tejidos, el AT2R
se encuentra expresado primordialmente en tejidos fetales, por lo que tiene una distribucion

amplia en el feto y ésta disminuye con la edad (patron transitorio de expresion),
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permaneciendo expresado en el adulto en tejidos como la aorta y arterias coronarias y con
una densidad mucho menor en la médula suprarrenal, cerebro y tejidos reproductores. (39)
El AT2R compensa el efecto del ATIR desempefiando una funcidon importante en el
desarrollo, diferenciacion celular y la reparacion de tejidos. Mientras que la Ang Il fomenta
la fosforilacion de varias proteinas mediante el ATIR, la desfosforilacion ocurre por su
accion a través del AT2R. Los efectos mas visibles de la estimulacion del AT2R son
vasodilatacion, antiproliferacion (al disminuir la migracion de células endoteliales) y

modulacion en la formacion de matrices. (40,44)

Receptor AT1 (AT1R)

El ATIR de la ang II pertenece a la superfamilia de los receptores acoplados a proteina G,
los cuales se caracterizan por tener 7 dominios transmembranales conectados por 3 asas
intracelulares y 3 asas extracelulares, al igual que el AT2R tiene una masa molecular de 41
kDa y es codificado por un gen localizado en el cromosoma 3 (Figura 2). Se expresa
principalmente en las glandulas suprarrenales, el musculo liso vascular, el rifion, corazén y
cerebro (33,39,). Las vias se sefializacion del AT1R son diversas, como la inhibicion de la
adenilciclasa y la estimulacion o activacion de la fosfolipasa C, D y A2, asi como los
canales de calcio, siendo asi que su estimulacion promueve la movilizacion de calcio en
cuestion de segundos, asi mismo el ATIR estd acoplado a cascadas de sefializacion
intracelular que regulan la transcripcion de genes y la expresion de proteinas que median la
proliferacion y crecimiento celular. Una vez estimulado el ATIR por la ang II inicia una
secuencia de transcripciones que conllevan a una serie de efectos sistémicos y locales
estimulando la proliferacion celular o induciendo la apoptosis. Una funcion observada del
ATIR es la induccién y activacion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), prostaglandinas y de
tromboxano A-2, activando al factor-1 alfa inducido por hipoxia, el cual aumenta la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) fomentando asi la

angiogénesis y la remodelacion vascular. (40)
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Figura 2. Representacion esquematica del receptor humano de la angiotensina II tipo 1 (AT1R) y deteccién

por Western-blot del AT1R por inmunoprecipitacion en células HEK-293 transfectadas transitoriamente.

Vias de sefializacion del receptor AT1.

Los estudios enfocados en las vias de transduccion de sefiales mediadas por el ATIR han
hecho evidente que la sefial inducida por ang II varia de segundos por activacion de la
fosfolipasa C, generacion de inositol fosfatos y la liberacion de Ca2 +, a minutos activada

por mitdégeno (proteina de activacion de la quinasa) y a horas (activacion de cinasa Janus
(JAK). [Figura 3]
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Figura 3. Ilustracion de la via de transduccion de sefial de la cascada de proteina G y tirosina cinasa. Imagen

tomada de Watanabe T. et al (45)

La activacion de la proteina G por el ATIR inicia una busqueda para la region del receptor
AT1 que media esta activacion. El acoplamiento a proteinas G es dependiente de la region
proximal carboxilo-terminal de receptor ATI1, especificamente el grupo hidrofébico del

Tyr312, Phe313 y Leu314. (45)

Internalizacién del receptor AT1.

Los receptores acoplados a la proteina G son internalizados por un proceso de endocitosis
vesicular revestidas de clatrina. Este escudo de vesiculas revestidas de clatrina consiste en
1) un complejo de proteinas de clatrina y 2) un complejo de adaptador de clatrina. La
primera media la internalizacion del complejo receptor-ligando de la membrana plasmaética,
y los segundos transportan las proteinas de la red trans-Golgi recién sintetizadas. Asi pues,

los complejos de adaptador se encuentran inmediatamente adyacentes a la cara
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citoplasmatica de la membrana plasmatica y son capaces de interactuar directamente con el

extremo carboxilo terminal de los receptores.

Desensibilizacion del receptor AT1.

La transduccion de senales de los receptores acoplados a proteina G (fosforilacion Ang II
dependiente) a menudo se acompafian por una rapida desensibilizacion, es decir, la
atenuacion de la respuesta celular a la exposicion prolongada o repetida por agonistas. Por
3 mecanismos principales 1) desenganche rapido de la proteina G, 2) Secuestro de los
receptores en vesiculas endosomales, y 3) la regulacion por disminucion de la cantidad total
de receptores. El rapido desacoplamiento del complejo ligando-receptor de proteina G se
produce en un tiempo muy corto (de segundos a minutos después de la unién del ligando) y

desplaza al receptor a una forma de baja afinidad.

Trafico del receptor AT1.
El complejo adaptador acoplado a Ang-II-ATIR se internaliza en endosomas. Después de
la separacion de la Ang II, el AT1R se recicla de nuevo a la membrana plasmaética, mientras

que Ang II es dirigida a la via de degradacion lisosomal para su eliminacion. (41)

SRAA en embarazo normal y preeclampsia.

El SRAA es un importante regulador de la presion arterial y de la homeostasis de sodio y
agua durante el embarazo. Algunos estudios sugieren la presencia de un SRAA local y
especifico en la unidad uteroplacentaria, ejemplo de ello es el estudio realizado por
Jiangming Luo y colaboradores que reportan el hallazgo de todos los componentes
necesarios del sistema renina angiotensina cldsico expresadas en las células placentarias
humanas, asi como el grupo de investigacion de Anton L y colaboradores que reportan que
este SRAA desempena un papel endocrino local que actia a nivel placentario y del tejido
uterino adyacente, reportando que la Ang II actia principalmente a través del ATIR ya que
tanto en las placentas de mujeres normales como en preeclampticas el subtipo de receptor

ATIR fue el predominante.(42°4344,48)
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Este SRAA local estd involucrado en los procesos fisioldgicos y fisiopatologicos del
embarazo, la ang II especificamente esta involucrada en la regulaciéon de la resistencia
vascular y el flujo sanguineo uteroplacentario, las concentraciones placentarias bajas de
Ang II incrementan el flujo uteroplacentario, mientras que concentraciones altas de Ang Il
reduce el flujo uteroplacentario activando la expresion del gen inhibidor tipo 1del activador
de plasmindgeno a través del ATIR, lo cual inhibe la invasion del trofoblasto proceso

necesario para la adecuada union entre el sistema circulatorio materno fetal. (44:45).

Por otro lado, en la unidad uterofetoplacentaria los estrogenos producidos por la placenta
causan activacion y sobre-expresion del SRAA incrementando los niveles tisulares locales
y séricos de angiotensindgeno y renina. Asi como un incremento significativo de la ECA y
como consecuencia la Ang II plasmatica se incrementa durante el embarazo, para después

disminuir a sus valores preconcepcionales posterior al puerperio. ( 46,47,48,49,50 )

Autoanticuerpos anti-receptor tipo 1 de la Ang Il (AT1R-AA)

Multiples estudios han reportado la presencia de ATIR-AA en mujeres con preeclampsia y
que su presencia puede explicar muchas de las alteraciones fisiopatologicas presentadas en
estas pacientes. (51,52,53,54,55,56) Un estudio reportd una expresion del ATIR
particularmente alta en la decidua, lo cual implica produccion local de Ang I1 y AT1R-AA,
demostrandose también el cruce de la barrera uteroplacentaria por este autoanticuerpo

encontrandolo tanto en las madres como en sus infantes. (57)

Dragun y Riemekasten reportan la presencia de AT1R-AA en la circulacion de pacientes
con diferentes trastornos hipertensivos como hipertension esencial, insuficiencia renal
cronica en didlisis peritoneal, pacientes con trasplante renal con hipertension maligna y
rechazo al injerto, enfermedades autoinmunes como esclerosis sistémica, que son capaces
de: 1) activar al ATIR de Ang II, 2) que estos autoanticuerpos contribuyen a la
fisiopatologia de la enfermedad, 3) los titulos de anticuerpos se correlacionan con la

severidad de la enfermedad, y 4) el bloquear o eliminar estos autoanticuerpos patdégenos
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tienen beneficio terapéutico. Con lo anterior se demuestra que los ATIR-AA no se limitan

al embarazo (58, 59).

Walther en el 2005 (60) realiza un estudio con 2 poblaciones diferentes, el primer grupo
estuvo conformado por 52 embarazos entre las 18-22 semanas, y una segunda poblacion
conformada por 36 embarazos al término de la gestacion. En ambos grupos se determind la
presencia de ATIR-AA y por medio de velocimetria doppler de arterias uterinas se

identific6 si habia una perfusion uterina normal o anormal.

El primer grupo (18-22 SDG) se vigilaron longitudinalmente y se dividieron en aquellas
que tuvieron un curso normal del embarazo y quienes desarrollaron preeclampsia o retraso
en crecimiento intrauterino (RCIU). De las 52 mujeres incluidas, 21 contaron con perfusion
uterina normal y tuvieron un curso del embarazo normal y ninguna (0%) tuvo la presencia
de ATIR-AA. Los 31 embarazos restantes con perfusion uterina anormal, 21 tuvieron un
curso normal del embarazo, de los cuales 8 (39%) tuvieron ATIR-AA negativos y 13
(61%) contaron con AT1R-AA positivos, De los 10 embarazos restantes complicados: 5
desarrollaron preeclampsia tardia de los cuales 4 (80%) contaron con AT1R-AA positivos y

5 se complicaron con RCIU tardio de los cuales 3 (60%) fueron AT1R-AA positivos.

En el segundo grupo de estudio formado por 36 embarazos de término, 10 cursaron un
embarazo normal, de los cuales 5 contaron con perfusion uterina normal y ATIR-AA
negativos, en los 5 restantes con perfusion uterina anormal se detectaron ATI1R-AA
positivos (100%), los 26 embarazos restantes complicados fueron como sigue: 19
presentaron preeclampsia, de los cuales 17 (89%) tuvieron AT1R-AA positivos y 7 se

complicaron con RCIU de los cuales 6 (86%) tuvieron AT1R-AA positivos.

Concluyendo que los ATIR-AA son un marcador temprano pero no especifico de
preeclampsia y que la generaciébn de éste anticuerpo parece estar asociado con
complicaciones secundarias a una alteracion placentaria y ser causal de una perfusion utero-

placentaria patologica. (59)
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Huber y colaboradores reportan el hallazgo de embarazo normal y AT1R-AA positivo, lo
cual es consistente con lo reportado por Walther de que este autoanticuerpo ya era
detectado durante el segundo trimestre en la mayoria de las pacientes con perfusion uterina
anormal identificada mediante uso de velocimetria doppler de arterias uterinas no solo en
mujeres que posteriormente desarrollaron preeclampsia o RCIU sino también en 13 de 21

mujeres que cursaron un embarazo sin complicaciones y parto normal. (61)

Continuando en la misma linea de investigacion, Stepan y colaboradores estudiaron 51
pacientes, de las cuales 15 pacientes cursaron con embarazo normal, 36 con perfusion
uterina anormal (detectada entre las 18 y 22 semanas de gestacion mediante velocimetria
doppler de arterias uterinas) de las cuales 25 pacientes presentaron una evolucion del
embarazo normal y 11 desarrollaron alteracion (4 preeclampsia y 7 RCIU) donde la
presencia de ATIR-AA fue de 0% en las primeras 15 pacientes, 60% en perfusion anormal
con embarazo normoevolutivo y 73% en perfusion uterina anormal y embarazo complicado
con preeclampsia o RCIU; en todos los casos con una correlacion y valor de P no
significativo, por lo que la generaciéon de ATIR-AA parece estar estrechamente asociada
con disminucion de la perfusion uteroplacentaria en el que con frecuencia pero no siempre

se desarrollan trastornos en el embarazo (especificamente Preeclampsia y RCIU).( 62)

Por otro lado, un estudio realizado en poblacion de mujeres mexicanas donde se estudiaron
525 mujeres con embarazo a partir de las 20 semanas de gestacion (99 con un curso normal
del embarazo, 96 con preeclampsia leve y 330 con preeclampsia severa), la frecuencia de
ATI1R-AA tanto en mujeres sanas como en mujeres con preeclampsia leve o severa fue de
0%, lo cual genera controversia acerca de si los ATIR-AA en realidad juegan un papel
directo en la fisiopatologia de la preeclampsia o si simplemente son una consecuencia del
proceso de una enfermedad subyacente. Los estudios donde se reportan ATIR-AA
positivos son en poblacidon europea o norteamericana lo cual pudiera estar asociado a un
proceso racial o de ancestria, por lo que debido al origen multifactorial de esta patologia,
podemos suponer que son otros los factores que influyen en el desarrollo de preeclampsia

en nuestra poblacion, dado que los ATIR-AA estuvieron ausentes.( 63)
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Algunos autores también han reportado la presencia de altos niveles de ATIR-AA y
factores antiangiogénicos (sFlt-1, sFlt-1/PIGF, sEng) elevados en la circulacion de mujeres
con preeclampsia e incluso han expresado que la presencia de ATIR-AA son los
responsables del incremento de estas proteinas, sin embargo esta asociaciéon no ha sido
demostrada totalmente. (64,65, 66,67) Lo cual también contrasta con lo reportado en la
poblacidon mestiza mexicana con AT1R-AA negativos, ya que en esta misma poblacion se

encuentra un incremento significativo de factores antiangiogénicos a pesar de la ausencia

de ATIR-AA (3, 69).

Angiotensina 1-7

La angiotensina 1-7 (Ang 1-7), un componente bioactivo del SRAA con efecto depresor,
vasodilatador y antihipertensivo, es producido por varios tejidos como el riiidén, corazon,
hipotalamo y ovario. Dicha produccién se genera via enzimas no-ECA dependientes, se
incrementa significativamente durante un embarazo normal en comparaciéon con mujeres no
gestantes y aunque es considerado un péptido funcional su papel no es exacto en el SRAA,
asi también; tanto su regulacién durante el embarazo y su efecto en el flujo sanguineo

uteroplacentario sigue siendo indefinido. (68)

Recientemente Yamaleyeva ML, Merril y cols. Realizan un estudio para establecer la
respuesta hemodindmica sistémica en la micro y macrocirculacion periférica a la infusion
de Ang 1-7 en mujeres sanas no gestantes, embarazadas sanas en el tercer trimestre de la
gestacion y en mujeres preeclampticas. Reportando que a nivel sistémico al infundir 2000
pmol/min de Ang 1-7 en mujeres no gestantes sanas vs embarazadas sanas en el tercer
trimestre, resulta en un incremento en el gasto cardiaco (medido por bioimpedancia) de
9.4+6.4 versus -3.3+£2.1%, n=9-10, sin reportar diferencia significativa. La infusion
braquial local de Ang 1-7 no tuvo efectos en el flujo sanguineo del antebrazo (medido por
pletismografia) en ninguno de los 3 grupos. Mientras que la aplicacion iontoforética de una
dosis de 5 mmol/l de Ang 1-7 produjo un incremento en el flujo sanguineo de la piel
(medido por doppler), el cual fue mayor en las mujeres con embarazo normal al
compararlas con las preeclampticas (182.5+93 wversus 15.76+19.46%, n=14-15).
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Interesantemente se midid el mismo efecto en el flujo de la piel tras la infusion de 1.0
pmol/l de Ang II encontrando que el flujo de la piel fue menor en embarazadas sanas vs
preeclampticas (-46.5+48.7 versus 108.7+49.1%, n=14-15). Concluyendo que Ia
desregulacion en la vasculatura de la piel puede contribuir al desarrollo de disfuncion

vascular e hipertension en preeclampsia. (69)

A pesar de que se conoce que la Ang 1-7 actia a través de su propio receptor, algunos
autores refieren que interactia con los receptores ATIR y AT2R de la Ang II. Aunque la
Ang 1-7 tiene multiples acciones, las principales son en su mayoria contrarrestar los efectos

de la Ang II. (67,70).

Un hallazgo importante para establecer la relevancia de Ang (1-7) se logré con la
identificacion de su receptor: formado con 7 dominios transmembrana con caracteristicas
(GPCR/Mas) receptor acoplado a proteina G Mas (Mas/AT1-7R). Este hallazgo confirm¢ la
evidencia previa obtenida en los estudios funcionales sugiriendo que este péptido ejerce sus
acciones a través de la union a un receptor distinto de los receptores ATIR y AT2R.
Actualmente se acepta que el eje ECA2/Ang-(1-7)/Mas/AT1-7R es capaz de contrarrestar
la mayor parte de las acciones perjudiciales del eje ECA/Ang II/ATIR especialmente en
condiciones patoldgicas. Sin embargo, el papel de Ang- (1-7) no se limita a su accidén
contrareguladora. De hecho, la eliminacion genética de Mas produce un fenotipo patologico
rico que incluye disfuncion cardiaca, aumento de la presion arterial (fondo genético
dependiente), disminucion de la funcion barorrefleja, disfuncion endotelial, funcion
reproductora reducida, aumento de la trombogénesis y alteracion de lipidos y metabolismo
de la glucosa. La afinidad de la Ang II para sus receptores es cerca de mil veces mayor que

la que tiene para la proteasa que la convierte en Ang-(1-7) ECA-2. (71)

En un estudio comparativo de la expresion de los receptores de Angiotensina (ATIR,
AT2R y Mas/AT1-7R) en modelos de ratas virgenes, embarazadas y ratas embarazadas en
quien se indujo hipertension (RUPP), se encontré que los niveles de mRNA se regularon

positivamente, siendo mayor la expresion del ATIR (3 veces mas) en el sitio
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interimplantacién e implantacion de las ratas gestantes tanto normales como RUPP, asi
como también fue el que mas se uni6 a la Ang II del utero virgen. Fue seguido por el
Mas/AT1-7R y en menor nivel el AT2R, lo cual sugiere una participacion de todos
receptores para el mantenimiento del embarazo temprano. El mRNA de los 3 receptores se
redujo en la gestacion tardia pero fueron equivalentes en ambos modelos (Ratas
normotensas y RUPP), ésta disminucion de los receptores de Ang en el utero puede surgir
de la retroalimentacion negativa de Ang II. En la placenta los niveles de ATIR son
equivalentes en el modelo RUPP y normal. Pero hubo una uniéon aumentada de Mas / AT1-
7R en la gestacion tardia en RUPP lo cual puede representar un mecanismo compensatorio
para reducir la resistencia vascular uteroplacentaria. (72) Haciendo manifiesto nuevamente

que una accion principal de la Ang 1-7 es contrarrestar los efectos de la Ang II.

Angiotensina II

Aunque en los ultimos 50 afios, varios estudios han dirigido la pregunta de si las
concentraciones circulantes de la Ang II difieren entre mujeres con un embarazo
normoevolutivo y con enfermedad hipertensiva inducida por el embarazo, existe un
consenso unanime en que muchos de los componentes circulantes del SRAA estan
incrementados en las mujeres con un embarazo normoevolutivo, en comparacion con las
mujeres con preeclampsia. (73)

En las mujeres con preeclampsia los niveles plasmaticos de renina, y ECA estan
paraddjicamente suprimidos, con concentraciones elevadas de Ang II a nivel de las
vellosidades coridnicas placentaria (74). Asi también el ATIR normalmente inactivo en
pacientes con embarazos normales, aunado a una expresion significativamente mayor del
gen del receptor AT1 en las pacientes con preeclampsia, provoca que éste se mantenga
constantemente activado y esto ocasiona una sensibilidad incrementada a la Ang Il que se
presenta antes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad e incluso posterior al
término de la gestacion. (75,76 )

A este respecto, Gant en 1973 (77) realizé un ensayo clinico haciendo 769 infusiones de

ang Il en 120 primigestas que permanecieron sanas durante todo su embarazo y 421
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infusiones de Ang II en 72 primigestas que desarrollaron hipertension, demostrando que las
pacientes con hipertension y proteinuria tienen una respuesta vascular exagerada a la
infusion de Ang II requiriendo menor dosis para evocar la misma respuesta presora que en
mujeres con embarazo normal y esta dosis fue menor conforme avanzaba la edad del
embarazo, haciéndose significativa a partir de las 23 SDG. Caso contrario de las mujeres
con un embarazo normal quienes presentaron una respuesta vascular disminuida a la
infusion de Ang Il , ya que requirieron el doble de dosis de Ang II para presentar la misma
respuesta vasomotora que en mujeres no embarazadas.( Figura 4.)

Esta sensibilidad incrementada a la Ang II se demostrd que permanece incluso después de
la interrupcion de la gestacion por un estudio realizado por Hladunewich en 2011 (78)
quien compard 16 mujeres con preeclampsia severa previa, 9 controles previamente
embarazadas sin desarrollo de preeclampsia y 11 controles sin antecedente de embarazo,
los 3 grupos respondieron a la infusion graduada de Ang II ( a una dosis de 1-3 ng/kg/min)
con aumento en la presion arterial el cual fue significativamente més pronunciado en el
grupo de preeclampsia severa previa (p=0.037) lo cual se correlacioné con una mayor

expresion del receptor AT1. (76,77)

Mientras que durante los ltimos afios los estudios del SRAA y su posible influencia en el
desarrollo de preeclampsia se han dirigido hacia la demostracion de un SRAA local y el
efectos de todos sus componentes, principalmente Ang Il y ATIR sobre la misma (79),
pocos estudios han medido las concentraciones de Ang II circulante en mujeres con
preeclampsia y embarazo normal con resultados controversiales, es decir; unos reportan los
niveles de Ang II como normales, otros mas como disminuidos y recientemente como

incrementada. (80, 81,82,83,84,85,86,87,88,89,90)

Cabe resaltar de entre ellos los siguientes estudios: Sykes (21) reportd que las
concentraciones elevadas de Ang Il y disminuidas de Ang 1-7 en el embarazo temprano se
relacionan con un incremento en el riesgo de desarrollar hipertension gestacional o
preeclampsia, lo cual coincide con los expresado por Merril (90) quien reportd que la

disminucion plasmatica de Ang 1-7 con la presencia de niveles elevados de Ang II es
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consistente con el desarrollo de hipertension en el embarazo, ya que los valores de Ang II
son incluso mayores a los observados en mujeres no embarazadas (53.3 + 10.1 vs 20.1£1.5

fmol/ml, p <0.05).

Gordon 1973 (83) estudio 66 mujeres entre 6 y 40 semanas de gestacion y encontrd que los
niveles de Ang II plasmatica fueron similares a las obtenidas en mujeres no gestantes [4-63
Pg/ml (media de 25+/-14.5)] en 2/3 partes de la muestra, solo llamando la atencién un
incremento significativo entre las 21-30 semanas con una media de 97.9 + 31.8 pg/ml. La
media de los niveles de Ang Il plasmatica en hipertension y embarazo fue de (76.7+/- 45
pg/ml, n=6), aunque en 2 de ellas con proteinuria significativa los niveles fueron menores
a la media (33 y 58 pg/ml), a pesar de lo anterior, todos los resultados fueron comparados y
referidos como similares a los niveles de un embarazo normal de la misma duracion (64.2
+/- 35.9 Pg/ml, n=9). Furuhashi y cols. 1991 (87) tampoco encontré diferencia en el nivel
plasmatico de Ang II al comparar 37 mujeres con preeclampsia contra 19 sin preeclampsia
(62.8 +/- 5.4 vs. 65.3 +/- 9.5 pg/ml). Mas recientemente, Velloso 2007 (74) compard 20
mujeres embarazadas con y sin preeclampsia, sin encontrar diferencia significativa entre

ambos grupos p=0.3225 (54.1 £ 7.0 vs 66.4 + 10.1 pg/ml).

Finalmente el estudio de Bruno Langer 1998 (88) que compard 7 pacientes desde el
primer trimestre con un embarazo normal y 8 pacientes con preeclampsia estudiadas
durante el tercer trimestre, los niveles de Ang II fueron medidos significativamente
menores p < 0.05 (3.6 +/- 1.3 fmol/ml vs. 23.2 +/- 9.2 fmol/ml) en las pacientes con
preeclampsia en comparacion a los embarazos normales al tercer trimestre, es importante
resaltar que este estudio utilizo6 la combinacion de cromatografia liquida de alto
rendimiento para la separacion y radioinmunoensayo para la medicion de los niveles de

angiotensina I y angiotensina II durante el embarazo y la preeclampsia.

De acuerdo al estado actual del conocimiento lo unico demostrado es que en las mujeres
con un embarazo normal los niveles de Ang II se encuentran incrementados con el fin de

mantener la presion arterial y que presentan una sensibilidad disminuida a la infusién de
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ang Il que se explica por la presencia de un aumento de progesterona y prostaciclinas
durante el embarazo y al hecho de que los receptores AT1R se encuentran en un estado
monomeérico inactivo, mientras que las pacientes con preeclampsia presentan una respuesta
exagerada a ella debido a que los receptores ATIR estdn en su forma heterodimerica
(condicion ANG II-sensible), sin embargo, los estudios que abordan la relacién entre las
concentraciones circulantes de ang II y preeclampsia han rendido resultados
controversiales y la causa exacta permanece indeterminada, por lo que se requiere de

investigaciones adicionales (89).

Cabe senalar que cada uno de estos estudios fue llevado a cabo por medio de
radioinmunoensayo (aunque en su mayoria los métodos no se detallan ampliamente), al
requerir de pasos intermedios de separacion para la medicion de Ang II, se pueden generar
errores en su medicion por pérdida del analito y el uso de anticuerpos que pueden tener

reaccion cruzada con péptidos menores a la Ang II (Ang II-1V).
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Figura 4. Dosis requerida de infusion de Ang II y respuesta Presora en embarazo normal y con hipertension

Figura 1.Media de dosis A-II (ng/ kg / min) requeridos
para evocar una respuesta presora en 120 primigestas
que permanecieron normales durante todo el embarazo
(769 infusiones). La media de dosis de A-II en no

gestantes se muestra como una linea discontinua.

Figura 2 Comparacion de dosis media A-II (ng / kg /min)
en 120 primigestas normotensas (circulos negros) y 72
primigestas que desarrollaron hipertension (circulos
abiertos). Linea discontinua muestra No gestantes. La
diferencia entre los dos grupos llegd a ser significativa

después de 23 semanas (P menor que 0,01).
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Tabla 2. Estudios realizados comparando las concentraciones circulantes de ang Il entre mujeres
con un embarazo normal y pacientes con preeclampsia.

Estudio No gestante Angiotensina II P
Embarazo Normal Preeclampsia

Gordon, 1973 4-63 pg/ml 64.24+35.9 pg/ml 76.7+45 pg/ml NS
Langer, 1988 23.249.2 fmol/ml 3.6£1.3 fmol/ml <0.05

Furuhashi, 1991 62.84+5.4 pg/ml 65.349.5 pg/ml NS
Merril, 2002 20.1£1.5 fmol/ml 53.3 £10.1 fmol/ml 30.1542.3 fmol/ml <0.05

Velloso, 2007 54.1+7.0 pg/ml 66.4+10.1 pg/ml NS

Sykes, 2013 120-130 pg/ml Ang IIT Ang 1-7 | NR

NS (No significancia estadistica) NR (No reportada)

Todos los estudios anteriores fueron llevados a cabo por medio de Radioinmunoensayo.

Con el fin de dilucidar si existe diferencia en la concentracion sérica de Ang II entre
mujeres con embarazo normal y con preeclampsia, asi como si la concentracion sérica de
Ang II puede ser de utilidad en determinar el riesgo de preeclampsia es que se decidio usar
un bioensayo in vifro para su determinacion, el cual es especifico y muy sensible.

(Dirigirse a Anexo 6 y 8)
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Justificacion y Planteamiento del problema.
La preeclampsia afecta hasta un 10% de todos los embarazos y es la principal causa de
morbilidad y mortalidad materna y perinatal en México y en el mundo, especialmente en
paises en vias de desarrollo. Se estiman mas de 100,000 muertes maternas por afio en todo
el mundo, 800 mujeres por dia mueren por causas prevenibles relacionadas con el
embarazo, parto y puerperio. Debido a lo anterior, la preeclampsia representa un problema

de salud publica.

Una vez reconociendo a la preeclampsia como la principal causa de complicaciones
maternas y perinatales desde la década de los sesenta, la mayoria de las investigaciones en
el area se han dedicado a la identificacion de los factores de riesgo y fisiopatologia de la
misma, sin embargo lo inico que contundentemente se ha identificado hasta hoy, es la falla
en la placentaciéon o invasion de trofoblasto, pero la causa de esta falla sigue siendo

indefinida.

Multiple evidencia sefiala que una la alteracion en los niveles circulantes de los factores
angiogénicos y anti-angiogénicos placentarios, el SRAA tanto local como sistémico juegan

un papel importante en la patogénesis de la preeclampsia.

Dirigiendo la atencion en el SRAA y especificamente en su péptido efector principal (Ang
IT) el cual regula la presion arterial en el embarazo y fuera de €l, y gracias a que se
desconocen los valores normales de Ang II en cualquier etapa del embarazo normal y que
los estudios enfocados en la medicion de los valores circulantes de Ang II que buscan
asociarlo con el desarrollo de preeclampsia han generado controversia, son necesarias
investigaciones adicionales, sobre todo con la utilizacion de otros métodos de medicion ya
que todos los estudios referidos midieron una respuesta inmune y alli puede radicar el

motivo de los resultados contradictorios en la medicion de dicho analito.

35




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina IT

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”
UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI
Por lo que es interesante para nosotros establecer si existe diferencia en la concentracion
sérica de Ang II medida mediante bioensayo in vitro el cual es especifico y muy sensible,
entre un embarazo normal y un embarazo complicado con preeclampsia leve y severa. Asi
como también es de nuestro interés conocer la concentracion sérica de Ang II a diferentes
edades gestacionales en embarazo normal y en embarazo que evolucione a preeclampsia y
determinar si la concentracion de Ang II a diferente edad gestacional en aquel embarazo
normal que se complica con preeclampsia nos permite identificar a las pacientes con riesgo

de desarrollarla. Para lo cual nos propusimos lo siguiente:

El primer proposito de este estudio consiste en determinar y comparar los valores de la
concentracion sérica de la Ang II por medio de bioensayo in vitro entre embarazo normal,
preeclampsia leve y preeclampsia severa, para identificar si existe y cual es diferencia entre

los 3 grupos.

Un segundo proposito es determinar y comparar los valores de la concentracion de Ang 11
por medio de bioensayo in vitro a las 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 Semanas de gestacion en
embarazo normal y embarazo normal que evoluciona a preeclampsia, con el fin de buscar

asociacion entre dichos valores y el desarrollo de preeclampsia.

Y nos llevo a plantear las siguientes preguntas:
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Pregunta de Investigacion 1
(Existe diferencia en la concentracion sérica de la Ang II medida mediante un bioensayo in
vitro entre mujeres con un embarazo normal y mujeres con preeclampsia leve o

preeclampsia severa?

Hipotesis pregunta de investigacion 1
1. La concentracion sérica de Ang II en un embarazo normal serd mayor que la
concentracion sérica de Ang Il en preeclampsia leve.
2. La concentracion sérica de Ang II en un embarazo normal serd mayor que la
concentracion sérica de Ang II en preeclampsia severa.
3. La concentracion sérica de Ang II en preeclampsia leve serd mayor que la

concentracion sérica de Ang II en preeclampsia severa.

Objetivo para pregunta de investigacion 1 estudio transversal analitico.
Medir y comparar la concentracion sérica de la Ang I por medio de bioensayo in vitro en

embarazo normal, preeclampsia leve y preeclampsia severa

Pregunta de Investigacion 2

(Cuadl es la fuerza de asociacion entre la concentracion sérica de Ang Il medida mediante

bioensayo in vitro y el riesgo de desarrollar preeclampsia?

Hipotesis para pregunta de investigacion 2
La concentracion sérica de Ang Il baja medida mediante bioensayo in vitro esta asociada
con el riesgo de desarrollar preeclampsia a las 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 semanas de

gestacion.

Objetivo Para pregunta de investigacion 2

Determinar la fuerza de asociacion entre la concentracion sérica de ang II a las 12, 16, 20,

24, 28, 32 y 36 semanas de gestacion y el riesgo de desarrollar preeclampsia,
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Pacientes, Material y Métodos

Lugar donde se Realizo el Estudio.
El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva

de la Unidad Médica de Alta Especialidad de Gineco-Obstetricia No. 4 "Luis Castelazo

Ayala" del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Diseiio de la Investigacion.

Pregunta de Investigacion, hipdtesis y objetivo 1.

Tipo de Estudio.

a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b) Por la captacion de la informacion: Prolectivo.

¢) Por la medicion del fendmeno en el tiempo: Transversal.

d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo de 3 grupos

e) Por la direccion del andlisis: Sin direccion.

Diserio: Estudio Transversal analitico de 3 grupos.

Pregunta de investigacion, hipotesis y objetivo 2.

Tipo de Estudio.

a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b) Por la captacion de la informacion: Prolectivo.

¢) Por la medicion del fenémeno en el tiempo: Longitudinal.

d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo.

e) Por la direccion del analisis: Con direccion Causa - Efecto

Disefio: Estudio de Casos y Controles anidado en una Cohorte.
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Diseiio de la muestra para el estudio transversal analitico

Poblacion diana:

Mujeres embarazadas con >20 SDG con diagnostico de embarazo normal, preeclampsia
leve y preeclampsia severa.

Poblacion accesible:

Mujeres embarazadas con > 20 SDG atendidas en la UMAE HGO Numero 4, que cursen
con embarazo normal, preeclampsia leve y preeclampsia severa.

Muestra:

Mujeres con embarazo normal, preeclampsia leve y preeclampsia severa consecutivas
(muestreo no aleatorio), esto es, se tomaron a todas las gestantes consecutivas de la
poblacion accesible y que cumplieron con los criterios de inclusion en el periodo

comprendido entre el 1° de agosto 2013 al 30 de noviembre 2014.

Grupos de estudio:

A partir de la muestra se identificaron a tres grupos: embarazo normal (que hayan
culminado con un embarazo sin complicaciones, > 38 SDG y con un RN normal),

preeclampsia leve y preeclampsia severa.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion para la muestra.

1. Mujeres embarazadas >20 SDG

2. Con Diagnéstico de Embarazo normal (sin preeclampsia), preeclampsia leve y

preeclampsia severa

3. Aceptar colaborar en el estudio.
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Criterios de no inclusion para la muestra.
1. Mujeres con embarazos multiples.

2. Con diagnostico de cualquier enfermedad cronica antes del embarazo o que sean
diagnosticadas durante el mismo y que son consideradas factor de riesgo para el desarrollo
de preeclampsia como diabetes tipo 1 y 2, hipertension arterial crénica, trombofilias,

enfermedades autoinmunes, nefropatia, cardiopatias, etc.

Criterios de eliminacion.

1. No haberse obtenido en forma completa la informacion clinica o los resultados de

laboratorio.
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Disefio de la muestra para el estudio de casos y controles anidado en una cohorte.

Poblacion Diana:

Mujeres embarazadas sanas a partir de las 12 SDG, embarazo tnico, sin factores de riesgo
para preeclampsia excepto nuliparidad, preeclampsia en embarazo previo y obesidad o

sobrepeso

Poblacion Accesible:

Mujeres embarazadas sanas a partir de las 12 SDG, sin factores de riesgo para preeclampsia
excepto nuliparidad, preeclampsia en embarazo previo y obesidad o sobrepeso, atendidas

en la unidad de estudio.

Muestra:

Mujeres embarazadas sanas a partir de las 12 SDG, sin factores de riesgo para
preeclampsia excepto nuliparidad, preeclampsia en embarazo previo y obesidad o
sobrepeso, consecutivas (muestreo no aleatorio), esto es, se tomaron a todas las gestantes
consecutivas de la poblacion accesible que cumplieron los criterios de inclusion durante el

periodo comprendido del 1° agosto de 2013 al 30 de diciembre 2014.

Grupo de estudio:

A partir de la inclusion de las pacientes y a su seguimiento a intervalos de 4 semanas (es
decir; 12,16, 20, 24, 28, 32 y 36 SDG) o hasta la interrupcion del embarazo se identificaron
a dos grupos, uno con desarrollo de preeclampsia (Casos) y otro sin desarrollo de

preeclampsia (Controles).
Criterios de seleccion:
Criterios de inclusion para la muestra.

1. Mujeres embarazadas sanas a partir de las 12 SDG sin factores de riesgo para
preeclampsia excepto nuliparidad, preeclampsia en embarazo previo y obesidad o

sobrepeso.
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2. Aceptar colaborar en el estudio.

Criterios de no inclusion para la muestra.
1. Mujeres con embarazos multiples

2. Con diagnostico de cualquier enfermedad cronica antes del embarazo considerados
factores de riesgo para el desarrollo de preeclampsia (diabetes Mellitus tipo 1 y 2,
hipertension arterial crénica, enfermedades autoinmunes, trombofilias, nefropatia,

cardiopatias, etc.) o que se presenten o diagnostiquen durante el embarazo.
c¢) Criterios de eliminacion.

1. No haberse obtenido en forma completa la informacion clinica o los resultados de

laboratorio.

2. Pérdida al seguimiento
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Definicion de las Variables
Estudio transversal analitico.

Variable Independiente

Concentracion sérica de Ang Il Medida por Bioensayo in vitro

Definicion conceptual. Concentracion...Relativo o perteneciente a una sustancia
cualquiera que tiene un efecto en el tejido vivo o causa una reaccion en €l, de manera dosis
dependiente". Ang II Hormona peptidica, formada por 8 aminoacidos, que forma parte del
sistema renina-angiotensina-aldosterona y que actua a través de 2 tipos de receptores

(ATIR y AT2R) considerado el péptido efector principal de este sistema. (38, 103,104)

Definicion operativa. Se determinard mediante un bioensayo in vitro que utiliza un ensayo
transcripcional de células HEK-293 establemente transfectadas con el gen que codifica para

el receptor humano AT1R y un gen reportero de luciferasa (NFTA-luciferasa). Anexo 6-8
Escala de medicion: Variable cuantitativa continua

Categoria de las variables: ng/ml

Variable Dependiente o de clasificacion

Severidad de la preeclampsia
Embarazo normal (sin preeclampsia)

Definicion conceptual. Es el estado fisiologico de la mujer que se inicia con la
fecundacion y termina con el parto y el nacimiento del feto a término. (91)

Definicion operativa. Pacientes que cursen con un embarazo normal, es decir; que no
presenten ninguna complicacion obstétrica materna o fetal desde las 12 semanas y hasta el
término del embarazo (>38 SDG). Para lo cual se seguirdn hasta la culminacién del

embarazo y confirmar que no desarrollo preeclampsia.
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Embarazo complicado con preeclampsia leve

Definicion Conceptual. El diagnostico de preeclampsia se basara en los criterios del
American College of Obstetricians and Gynecologist (ACOG) Se considera que una
paciente tiene preeclampsia leve cuando se presentan 2 o mas tomas de TAS de >140
mmHg o TAD >90 mmHg o mayores pero menores de 160/110 mmHg con 6 horas de
diferencia, proteinuria corroborada con >300 mg en la recoleccién de orina de 24 horas o
una relacion proteina/creatinina urinaria >0.3, en mujeres previamente normotensas y

embarazo > 20 semanas de gestacion.(1)
Pacientes con embarazo complicado con preeclampsia severa

Definicion conceptual. Se define como la presencia de uno o mas de los siguientes
sintomas o signos en un embarazo mayor de 20 semanas de gestacion: 2 tomas con 4 horas
de diferencia y con reposo en cama de una TAS > 160 mmHg o TAD > 110 mmHg, o
trombocitopenia menor de 100,000/ul, dafio hepatico manifestado por elevacion de enzimas
hepaticas (doble de la concentracion normal) o dolor abdominal en el cuadrante superior
derecho o epigastrio persistente, insuficiencia renal progresiva (Cr sérica >1.1 mg/dl o el
doble del valor de Concentracion de Cr sérica basal en ausencia de otra enfermedad renal)

edema pulmonar o cianosis, trastornos visuales o cerebrales de nueva aparicion. (1)

Definicion Operativa. Pacientes que cursen con embarazo > 20 semanas de gestacion y
criterios para clasificacion de preeclampsia leve o severa de acuerdo al ACOG! o bien

cumplan requisitos para embarazo normal (sin preeclampsia)
Escala de medicion. Variable compleja, Cualitativa, Ordinal, Politomica.
Categoria de las variables. 0. Embarazo Normal (sin preeclampsia)

1. Preeclampsia Leve

2. Preeclampsia Severa
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Estudio Casos y Controles anidado en una cohorte.

Variable dependiente

Desarrollo de preeclampsia
Embarazo Normal (sin preeclampsia)

Definicion conceptual. Es el estado fisioldogico de la mujer que se inicia con la

fecundacion y termina con el parto y el nacimiento del feto a término. (90)

Definicion operativa. Pacientes que cursen con un embarazo normal, es decir; que no
presenten ninguna complicacion obstétrica materna o fetal desde las 20 semanas y hasta el
término del embarazo (>38 SDQ) o seguimiento.

Embarazo complicado con preeclampsia.

Definicion Conceptual. El diagnostico de preeclampsia se basard en los criterios del
American College of Obstetricians and Gynecologist (ACOG) ! utilizando la mismos

criterios que la definicioén conceptual del estudio transversal (1)

Definicion operativa. Pacientes que desarrollen preeclampsia independientemente de su
severidad cumpliendo los criterios del ACOG citados en el apartado anterior o cumplan

criterios para embarazo normal (sin preeclampsia).
Escala de medicion: Variable Cualitativa ordinal dicotdmica
Categoria de las variables: 0.Embarazo Normal sin preeclampsia

1. Preeclampsia
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Variable independiente

Concentracion sérica de Ang Il medida por bioensayo in vitro

Definicion conceptual. Véase definicion conceptual de Variable independiente de estudio

transversal. (38, 103,104)

Definicion operativa. Véase definicion operativa de Variable independiente de estudio

transversal. (Anexo 6-8).
Escala de medicion: Variable cuantitativa continua

Categoria de las variables: ng/ml
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Variables de confusion

1. Edad materna

Definicion conceptual. Es el tiempo transcurrido entre el dia, mes y afio de nacimiento y el

dia, mes y afio en que ocurrid y/o se registro el hecho vital. (92)

Definicion operativa. La evaluacion de la edad se determinara de acuerdo al momento en

que se incluya en el estudio y se medira en anos.
Escala de medicion: Variable cuantitativa Continua.

Categoria de las variables: expresada en afios

2. Indice de masa corporal pregestacional.

Definicion conceptual. Se define como el cociente entre el peso en kg y la talla en metros

al cuadrado. ( 93)

Definicion operativa. Se calcula dividiendo los kilogramos de peso por el cuadrado de la
estatura en metros (IMC = peso [kg]/ estatura [m?]) y de acuerdo al resultado se expresara
como bajo peso (<18.5), peso normal (18.5-25) sobrepeso (>25) y obesidad en todos sus
grados (>30). Grado I (IMC 31-34.9) Grado II (IMC 35-39.6) Grado III (> 40). Para este
estudio se tomo el peso pregestacional y la talla referidos en la nota de CPN de 1ra vez de

su UMF, o bien fueron tomados en la primera visita de inclusion al estudio.
Escala de medicion. Variable Cualitativa, ordinal, politdmica
Categoria de las variables. 0 Peso Normal

1 Sobrepeso

2 Obesidad Grado I-11

3 Obesidad Grado 111
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3. Antecedente de Tabaquismo Durante el embarazo

Definicion conceptual. Es la adiccion al tabaco, provocada principalmente por uno de sus
componentes activos, la nicotina; la accion de dicha sustancia acaba condicionando el
abuso de su consumo. Dicha adiccion produce enfermedades nocivas para la salud del

consumidor. (94)

Definicion operativa. Se considerara tabaquismo positivo cuando la paciente tenga el
antecedente de adiccidn al tabaco activa previo y durante al menos 3 meses de la gestacion

actual.
Escala de medicién. Cualitativa, Nominal, Dicotomica
Categoria de las variables: 0 Sin antecedente.

1 Con antecedente

4. Antecedente de Preeclampsia en Embarazo anterior

Definicion conceptual. El diagnostico de preeclampsia se basard en los criterios del

American College of Obstetricians and Gynecologist (ACOG) !

Definicion operativa. Se considerara positivo cuando la paciente tenga el antecedente de
preeclampsia documentada en una gestacion anterior, independientemente de la severidad

de la enfermedad y la edad gestacional de presentacion.
Escala de medicion. Cualitativa, Nominal, Dicotomica
Categoria de las variables: 0 Sin antecedente.

1 Con antecedente
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Variables descriptoras

1. Numero de orden de la gestacion (Gesta)

Definicion conceptual. Es el nimero de orden de sucesion del embarazo que estd siendo

registrado, con relacion a todos los embarazos anteriores de la madre. (90)

Definicion operativa. Se define como el nimero de embarazos total que la paciente haya

cursado, incluyendo el actual y las pérdidas gestacionales.

Escala de medicion. Variable cualitativa, nominal dicotomica

Categoria de las variables. 0. Primipara (Corresponde al primer embarazo de la mujer)
1. Multipara (Mujer con embarazo y nacimiento de al menos
un hijo de mas de 24 SDG)

2. Numero de orden del parto (Para)

Definicion conceptual. Es el nimero de orden de sucesion del nacimiento que estd siendo

registrado, con relacion a todos los partos anteriores de la madre. (90)

Definicion operativa. Se define como el nimero de embarazos cuya via de interrupcion
haya sido vaginal, incluyendo eutocico y distocico (uso de Forceps) y que su edad

gestacional haya sido mayor a 20 semanas.
Escala de medicion. Variable cuantitativa Discreta

Categoria de las variables. Numero de partos

3. Antecedente de Aborto.

Definicion Conceptual. Es la terminacion espontanea o provocada de la gestacion antes de
la vigésima semana, contando desde la fecha ultima de menstruacion normal, o expulsion

del producto de la gestacion con peso menor a 500 gramos. (95)
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Definicion operativa. Se define como el numero de embarazos anteriores con pérdida
gestacional cuya duracion haya sido igual o menor de 20 semanas de gestacion con un peso

menor a 500 gr.
Escala de medicion. Variable cuantitativa Discreta

Categoria de las variables. Numero de abortos

4. Antecedente de Cesarea.

Definicion Conceptual. Es un procedimiento quirirgico que tiene por objeto extraer al
feto, vivo o muerto, a través de laparotomia e incision uterina, después de que el embarazo

ha llegado a la viabilidad fetal. (96)

Definicion operativa. Se define como el nimero de embarazos cuya via de interrupcion
haya sido abdominal y que su edad gestacional haya sido mayor a 20 semanas.

Escala de medicion. Variable cuantitativa Discreta

Categoria de las variables. Numero de Cesareas

5. Muerte Perinatal (Muerte Fetal -Obito)

Definicion conceptual. La mortalidad perinatal o defunciones perinatales normalmente
incluyen las defunciones de fetos de 28 semanas o mas de gestacion (también conocido
como mortinato u obito fetal) y defunciones de nacidos vivos dentro de los primeros 7 dias

de vida. (97)

Definicion Operativa. Se define como la muerte fetal después de las 20 semanas de

gestacion y antes del nacimiento
Escala de medicion. Variable cualitativa, Nominal, dicotomica
Categoria de las variables. 0. Ausente

1. Presente
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6. Edad gestacional por semanas

Definicion conceptual. Tiempo transcurrido entre el primer dia del ultimo periodo
menstrual de la madre y la fecha de ocurrencia de la extraccion o expulsion del feto o

producto; se expresa en dias o semanas cumplidas. (90)

Definicion operativa. La evaluacion de las semanas de gestacion se determinard en base a
la fecha de ultima menstruacion si esta se considera confiable, de no ser confiable se

realizara por medio de ultrasonografia.
Escala de medicion. Variable cuantitativa Continua.

Categoria de las variables. Nimero de semanas

7. Via de Resolucion de la gestacion.

Definicion conceptual. Es el proceso mediante el cual se expulsan o extraen el feto, la
placenta y las membranas fetales del ttero. Este proceso puede ser por via vaginal, o bien a
través de una incision uterina, después de que el embarazo haya alcanzado la viabilidad
fetal. (90,94)

Definicion Operacional. Se define como la via por la cual es interrumpida la gestacion, ya
sea Vaginal eutocico o distdcico (aplicacion de forceps) o bien por via abdominal (Cesarea)

Escala de medicion. Variable cualitativa, nominal, dicotomica
Categoria de la Variable. 0. Parto

1. Cesarea
8. Recién Nacido pequenio para edad gestacional.

Definicion conceptual. Un recién nacido pequefio para la edad gestacional es aquel cuyo
peso se encuentra por arriba de la percentila 3 y menor a la percentila 10, no constituye una
entidad especifica, sino que corresponde a una manifestacion de una alteraciéon materna,
fetal o placentaria. (98, 99)

Definicion Operacional. Se define como aquel recién nacido que se encuentra por debajo
de la percentila 10 o 5 para el peso esperado por edad gestacional al nacimiento.
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Escala de medicion. Variable cualitativa, nominal dicotdmica
Categoria de la variable. 0. Presente

1. Ausente
9. Recién Nacido Prematuro (Prematurez)

Definicion conceptual. Un recién nacido prematuro es aquel que nace antes de completar
la semana 37 de gestacion (259 dias a partir del primer dia del ultimo periodo menstrual de
la madre, o 245 dias después de la fecundacion). Siendo la gestacién una variable
fisiologica fijada en 280 dias, méas menos 15 dias. Los recién nacidos muy pretérmino son
aquellos cuya edad gestacional es inferior a 34 SDG. (100, 101)

Definicion Operacional. Se define como aquel recién nacido que haya nacido antes de las
37 o 34 semanas de gestacion.

Escala de medicion. Variable cualitativa, nominal politomica
Categoria de la variable. 0. RN Término (=37 SDQ)
1. Pretérmino (<37 SDQG)

2. Muy Pretérmino (<34 SDG)
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Descripcion y Consideraciones Generales del Estudio.

Estudio transversal analitico.

Una vez corroborado el diagnéstico se invité a la paciente a participar en el estudio, se
solicité firma de consentimiento informado, posteriormente se recabd la informacion
clinica de las variables a estudiar mediante entrevista directa con la realizacion de historia
clinica en el servicio de enfermedades hipertensivas del embarazo o en alguno de los
consultorios de control prenatal de la unidad de estudio y en forma conjunta toma de
muestra de sangre por puncidon venosa periférica (5 ml). La muestra de sangre fue tomada
en un tubo sin anticoagulante etiquetado con la clave alfanumérica correspondiente
otorgada a cada paciente, (se traslada la muestra en una gradilla hasta la unidad de
investigacion) se dejo reposar por 15 minutos para formar coagulo e inmediatamente
después se centrifugaron a 3,000 rpm por 10 minutos a 4° C, Una vez separado el suero se
colocaron en tubo de alicuota de 1.5 ml etiquetado con la misma clave alfanumérica,
conteniendo pepstatina A (inhibidor de proteasas) y captopril (inhibidor de la enzima
convertidora de la angiotensina) para evitar su degradacion a ang III y la formacion de ang
II a partir de ang I, y se almacen6 en ultracongelador donde se mantuvieron a -80°C y una
vez completada la muestra con 30 pacientes con embarazo normal (quienes culminaron el
embarazo sin complicaciones y tras alcanzar el término de la gestacion), 30 mujeres que se
complicaron con preeclampsia leve y 30 con preeclampsia severa, se analizaron las 90
muestras en un mismo momento y por la mafiana para evitar sesgo por cambio de
temperatura ambiental,. Todas las variables de interés se recopilaron en papel en su
correspondiente hoja de recoleccion de datos, se vaciaron a una libreta de control y también

en una base de datos electronica.

Estudio de casos y controles anidado en una cohorte

En el servicio de consulta externa de control prenatal o enfermera materno-infantil del
HGO ntimero 4 se invitaron a pacientes que cursaran con un embarazo normal a partir de
las 12 semanas y sin factores de riesgo para preeclampsia excepto nuliparidad, antecedente

de preeclampsia en embarazo previo y obesidad o sobrepeso a participar en el estudio (cabe
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mencionar que en el hospital de estudio se atiende a toda la poblacion obstétrica sana del
HGZ numero 8 ya que este ultimo carece de dicho servicio, para lo cual se cuenta con
servicios de consulta externa de control prenatal, enfermera materno infantil y puerperio de
bajo riesgo para la atencion de pacientes sanas). Se hizo la invitacién y una vez que la
paciente aceptd y firmé consentimiento informado, se recabo la informacion clinica de las
variables a estudiar por entrevista directa y en forma conjunta se tom6 muestra de sangre
por puncion venosa periférica (5 ml) la cual se trasladé en una gradilla a la unidad de
investigacion en medicina reproductiva localizada en el sexto piso del mismo hospital. La
paciente fue citada a intervalos de 4 semanas a la UIMMR, donde se tomaron las variables
de interés (peso/talla para IMC) y se tomd muestra de sangre por venopuncion en cada cita
(5 ml). Todas las muestras y las variables de interés fueron sometidas al mismo proceso
descrito para el estudio transversal. Una vez completada la muestra (30 casos y 30
controles) se analizaron por bloques de 15 casos o 15 controles en un mismo momento y
por las mafianas para evitar sesgo por cambio de temperatura ambiental. Una vez hecho el
analisis estadistico descriptivo, los resultados obtenidos como variable continua de
concentracion de Ang II se dividieron en cuartiles, quedando cada grupo dividido en 2

subgrupos Q1 y Q2-4.

54




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina II

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”

UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI
Analisis Estadistico.
Una vez obtenida la informacion clinica y resultados de laboratorio completos para ambos

estudios, se procedio a la etapa de andlisis, la cual se llevo al cabo en las siguientes etapas:

Analisis exploratorio.
Una vez realizada la captura electronica y la configuracion de la base de datos, se procedio
a la limpieza de dicha base en busqueda de valores extremos, datos perdidos y no

plausibles.

Analisis Descriptivo.

Descripcion y comparacion de las diferentes variables consideradas en el estudio, utilizando
para ello las medidas de resumen y de dispersion apropiadas para cada tipo de variable. Las
variables aleatorias continuas se analizaron mediante media, mediana, varianza, desviacion
estandar y las wvariables aleatorias discretas mediante frecuencias, porcentajes y

proporciones.

La consistencia en la medicion de los ensayos se llevo a cabo mediante el coeficiente de

variacion.

Analisis inferencial y magnitud de la asociacion.

Las diferencias entre variables continuas fueron determinadas por la prueba de t de student
no pareada o con la prueba de U de Mann-Whitney para variables sin distribucion normal
(de acuerdo a la prueba de Shapiro Wilk). Las diferencias entre variables categoricas fueron
determinadas por la prueba de x2 con correccion de continuidad de Yates o la prueba de
Mantel-Haenszel de tendencia lineal para variables con mas de 2 categorias. Diferencias
entre > 3 variables continuas fueron determinadas por la prueba de ANOVA de 1-via
seguidas por pruebas a posteriori (prueba de Scheffe) o por la prueba de Kruskal-Wallis de
1 via, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney para la comparacion entre pares para

variables sin distribucion normal.
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La asociacion entre las concentraciones séricas de Ang Il y el subsecuente riesgo de
preeclampsia (estudio de casos y controles anidado en una cohorte) fue analizada en una
manera transversal a cada intervalo de edad gestacional estudiada. Sobre la base de la
distribucion exhibida en las muestras de las pacientes con un embarazo normal, las
concentraciones séricas de Ang II a cada edad gestacional fueron divididas en cuartiles, y la
RM fue calculada y usada para evaluar la asociacion entre cuartiles y el riesgo de
preeclampsia. Para fines del estudio, los tres cuartiles mas altos fueron usados como
categoria de referencia. El analisis de regresion logistica fue usado para ajustar la RM de la
variable antecedente de preeclampsia, ya que el resto fue controlado por disefio al

emparejamiento de las participantes.

El nivel de significancia estadistica en todos los casos fue un valor de p <0.05 bimarginal

para una hipotesis nula.
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Tamaio de la Muestra.
Estudio transversal analitico.

Para determinar diferencias en la concentracion sérica de Ang Il entre mujeres con

embarazo normal y pacientes con preeclampsia leve y preeclampsia severa.

Prueba de ANOVA para mas de 2 grupos. En donde:
d= diferencia entre la media mayor y la media menor
ET= Efecto de Tamaiio= DS/d

K= Numero de grupos

DS=9 (Bruno Langer and cols) ¥ Media mayor= 23.2 Media menor= 3.6. Restamos

23.2-3.6=19.6

ET=9/19.6 = 0.46

Buscamos en la Tabla 0.46 para 3 grupos y corresponde a: 21 por grupo, ajustado por
pérdidas 20%= 25 pacientes, sin embargo se decide cerrar el grupo con 30 participantes

por grupo.

Estudio Casos y controles anidado en una cohorte.
Debido a que se desconocen los niveles de concentracion de Ang Il en embarazo normal y
preeclampsia, se espera al menos una diferencia del 40% aproximadamente entre aquellas

con niveles bajos (Q1) y normales de Ang I1 (Q2-4).

Es asi que un 20% de las mujeres con embarazo normal (controles) corresponderan al Q1 y
el 80% en Q2-4, en cambio las pacientes con embarazo complicado con preeclampsia
(casos) esperamos que estén al menos un 60% Q1 y 40% en Q2-4. Tomando en cuenta este
supuesto se calculo el tamafio de la muestra con el Software Epi Info™ 7, con una relacion
caso-control (1:1), un valor alfa de 0.5, un poder del estudio 80% y una beta del 20%,

dando como resultado 28 por grupo, sin embargo se decidi6 cerrar en 30 participantes por
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grupo, no se tomaron en cuenta pérdidas ya que las participantes son parte de la cohorte en

seguimiento desde las 12 semanas.

StatCalc - Sample Sze and Power
Unmatched Case-Control Study (Companson of ILL and NOT ILL)

Two-sided confidence level:

Power: 80 %

Ratio of controls to cases: - b |

Percent of controls exposed: A JE] Controls
Odds ratio: 6

Percent of cases with exposure: Gd %

FIGURA 5. CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA PARA ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES
ANIDADO EN UNA COHORTE.
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Aspectos Eticos
El presente protocolo utilizd muestras biologicas (sangre) provenientes de mujeres

embarazadas sanas y complicadas con preeclampsia. Todas las pacientes fueron atendidas

en la UMAE Hospital de Gineco-Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala del IMSS.

Riesgo del estudio.

De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion, el riesgo de este proyecto corresponde a un estudio de: riesgo Minimo. Se
trata de un estudio que emplea procedimientos comunes en examenes de diagndstico
rutinarios que en este caso particular son la toma de muestra de sangre como métodos para
la prediccion de desarrollo de preeclampsia, esta muestra de 5 ml se tomo una sola vez
(para el estudio transversal) y un maximo de 6 muestras para el estudio de casos y
controles, en total maximo 30 ml. Asimismo, ya que esta investigacion se realizé en
mujeres embarazadas y corresponde a poblacion vulnerable, se tomaron en cuenta todos los
aspectos reglamentarios incluidos en el capitulo IV a cerca de la investigacion en mujeres

en edad fértil, embarazadas, puerperio, lactancia, neonatos etc.

Apego a las normas éticas.

En todos los casos las muestras fueron colectadas de acuerdo con los lineamientos
Institucionales del Hospital y en estricto apego a la declaracion de Helsinki de la asociacion
médica mundial y acuerdo a la Glltima enmienda realizada en la 64° asamblea llevada a cabo
en Fortaleza Brasil en octubre de 2013 y al reglamento de la Ley General de Salud en

Materia de Investigacion vigentes.

Consentimiento informado.

Todas las mujeres embarazadas incluidas en el protocolo firmaron una carta de
consentimiento informado (adjunta a este protocolo), el cual corresponde exactamente al
documento que fue entregado y solicitado a cada una de las participantes y a su conyuge o

pareja. En dicha carta, se emplea un lenguaje sencillo y accesible para las participantes,
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poniendo de manifiesto su libre decision de participar o permanecer en el estudio, dejando

claro también que esto no afecta o demerita la atencion que reciben en el Instituto.

Contribuciones y beneficio a los participantes.

La participacion de las mujeres embarazadas en este estudio, NO generd ningun beneficio
econdmico para las participantes y como la intencién del protocolo es saber si la pruebas
que aqui se propusieron son utiles en la prediccion de preeclampsia, por lo que NO tuvo
una utilidad inmediata para el diagnéstico o manejo médico de la paciente. Sin embargo, se
ha manifestado que la participacion en el estudio sera de gran utilidad en el avance del
conocimiento cientifico y contribuird de esta manera a que a mediano plazo se puedan
utilizar como métodos de prediccion para establecer mejores planes en el manejo médico de

dichas las pacientes.

Balance riesgo/beneficio.

Es importante sefalar que la obtencion de las muestras para este estudio NO representd
riesgo alguno para la salud de las participantes, ya que las tomas de muestra de sangre son
procedimientos que se hacen rutinariamente para apoyar el diagnostico o la toma de
decisiones en el manejo de la mujer embarazada sana y con preeclampsia. El beneficio de
participar en este estudio es importante ya que podra contribuir en la posibilidad de predecir

complicaciones en el embarazo, especialmente en mujeres con preeclampsia.

Confidencialidad.

Los datos de las mujeres embarazadas que aceptaron participar en el estudio fueron y seran
mantenidos en total confidencialidad. A cada participante se le asigné un cédigo Unico y
especifico con el cual se identifico cada muestra. Los datos completos como el codigo
alfanumérico solo fueron y serdn accesibles exclusivamente para los investigadores
responsables del protocolo, quienes tienen la obligacion de no revelar la identidad de los

participantes.
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Obtencion del consentimiento informado.

La carta de consentimiento informado de todas las mujeres participantes fue obtenida por
parte de los investigadores participantes (el Dr. Leafios y la Dra. Berumen). La CCI se
obtuvo antes de la toma de muestra de sangre en la que los médicos explicaron los objetivos

del protocolo a cada una de las posibles participantes.

Seleccion de participantes.

Las participantes al estudio fueron identificadas por los médicos tratantes y reclutadas por
los médicos participantes en el estudio, es importante hacer mencion que tanto la estudiante
de maestria como el tutor no tuvieron ninguna implicacién en el manejo o diagnostico de la
paciente, sin embargo solo se incluyeron aquellas que cumplieron los requisitos de acuerdo
a los criterios de inclusion y en el caso de pacientes con preeclampsia siempre y cuando
cumplieran con los criterios diagndsticos especificados en el documento (Criterios para
hipertension y embarazo ACOG).! Las participantes fueron tomadas de los servicios de
hospitalizacion especificamente del servicio de complicaciones hipertensivas asociadas al
embarazo y de la consulta externa del Hospital. En todos los casos la seleccion de las
mujeres embarazadas fue imparcial, sin sesgo social, racial, preferencia sexual y cultural,

respetando en cada momento la libertad y confidencialidad de los participantes.

Beneficios al final del estudio.
Los beneficios de este estudio tienen un cardcter estrictamente cientifico y en ningin

momento se persiguen beneficios lucrativos para ninguno de los participantes

El protocolo fue sometido ante el comité local de Investigacion y Etica con dictamen de

autorizado con fecha del 06.06.13 y numero de registro: R-2013-3606-18.

61




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina IT

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”

UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI

Factibilidad.

El tutor es experto en investigacion basica aplicada a la medicina con amplia experiencia
en inmunologia y con una linea de investigacion so6lida en el estudio de preeclampsia y en
el estudio de biomarcadores, por lo tanto el grupo cuenta con la experiencia en todos los
aspectos de esta propuesta y en la Unidad participante se cuenta con la poblacion suficiente
para realizar el estudio (1600 pacientes aproximadamente por afio son atendidas en la
unidad con los criterios de inclusion), ademas se contd con el apoyo financiero por parte del

FIS del IMSS, siendo suficiente para llevarse a cabo el proyecto.
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Resultados

Expresion estable y especificidad de la respuesta del receptor de angiotensina II tipo 1
humano (AT1R) y del factor nuclear de células T activadas (NFAT) en la linea celular
de rifion embrionico humano 293 (HEK-293).

Para este estudio, empleamos una la linea celular establemente co-transfectada con el
cDNA del ATIR humano clonado en el vector de expresion pcDNA3 (el cual también
codifica el gen para la resistencia a la geneticina) y el constructo de un gen reportero de
luciferasa inducido por NFTA, conteniendo cuatro copias del elemento de union NFAT en
c¢lulas HEK-293, generada previamente en nuestro laboratorio, referida como hATIR-
NFAT-Luc HEK-293. Esta linea celular clonal fue elegida de entre 48 clonas diferentes por
su capacidad de inducir mas de 100 veces la actividad de luciferasa al ser expuesta por 20
horas a la Ang II [1 umol/L] (63). En adicion, también fue demostrado que las células
parentales HEK-293 intactas (no transfectadas) o transfectadas transitoriamente con el
ATIR humano s6lo o con el gen reportero NFAT-luciferasa sélo, son incapaces de inducir
la actividad de luciferasa a valores mayores de sus valores basales al ser estimuladas con
concentraciones crecientes de Ang II, indicando la escasa o nula expresion natural del AT1
humano por estas células y que las células hATIR-NFAT-Luc HEK-293 son

especificamente estimuladas por Ang II.

Como se muestra en la Figura 6, la adicion de cantidades incrementadas de Ang II a las
células hATIR-NFAT-Luc HEK-293 produjo un incremento dosis-dependiente en la
actividad de luciferasa, indicando que los AT1R humano expresados fueron funcionalmente
activos. La actividad maxima y minima fue obtenida a la dosis de 1,000 ng/ml (1 pg/ml) y
4 ng/ml (0.004 pg/ml) de ang II, respectivamente y los coeficientes de variacion intra-

ensayo e inter-ensayo fueron 7.6 y 8.9%, respectivamente.

La inhibicion especifica de los efectos de la Ang II fue obtenida por la adicién de los
antagonistas no peptidicos (telmisartan, losartan, valsartan y candesartan) del ATIR
humano. Los efectos antagonistas del telmisartan, losartan, valsartan y candesartan sobre la

induccion de la actividad de luciferasa por la Ang II a la concentracion de 1 pmol/L se
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muestran en la Figura 7. La actividad de luciferasa inducida por Ang II fue inhibida por
todos los antagonistas probados de una manera dosis-dependiente, con una inhibicién
completa a la concentracion de 1 umol/L de cada uno de los antagonistas del receptor AT1
humano probado. Estos resultados indican que el bioensayo es capaz de detectar la
activacion de los receptores ATIR humano estimulados por Ang II. En experimentos
ulteriores, solo fue usado el telmisartdn como antagonista del receptor AT1 humano debido

a su efecto similar a otros antagonistas y por su costo. (Figura 7.1)

La especificad a la Ang II por las células hAT1-NFAT-Luc HEK-293 también fue probada
al comparar su respuesta en la actividad de luciferasa por dos péptidos relacionados a la
Ang II, por su decapéptido precursor, la Ang I y por otro derivado de su degradacion, la
Ang 1-7. La Figura 8, muestra que la Ang II induce de una manera dosis-respuesta un
incremento pronunciado en la actividad de luciferasa. En contraste, cuando la Ang I o la
Ang 1-7 fueron adicionados en cantidades incrementadas a las células, fallaron en inducir la
actividad de luciferasa a valores superiores a las basales. En conjunto, todos los datos
anteriores muestran que las células hAT1-NFAT-Luc HEK-293 son especificamente

estimuladas por Ang II. (Figura 8)
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Grafica representativa de 6 experimentos realizados por triplicado con dosis Ascendente de Ang Il pura. La
actividad maxima y minima fue obtenida a la dosis de 1,000 ng/ml (1 pg/ml) y 4 ng/ml (0.004 pg/ml) de ang Il

FIGURA 6. RESPUESTA DE LUCIFERASA EN CELULAS EXPUESTAS A DOSIS INCREMENTADA
DE ANG II.
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Grafica representativa de 3 experimentos realizados por duplicado en células estimuladas
con dosis constante de 2 pg/ml de Ang Il pura (2000 ng/ml).

FIGURA 7. EFECTO INHIBITORIO EN LA RESPUESTA DE LUCIFERASA POR ANTAGONISTAS
DEL RECEPTOR AT1 DE ANG II (AT1R)
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Grafica representativa de 3 experimentos realizados por duplicado en células
estimuladas con dosis constante de Ang Il pura 2000 ng/mil.

FIGURA 7.1 EFECTO INHIBITORIO DE TELMISARTAN (ANTAGONISTA DEL
ATIR DE ANG II) EN LA RESPUESTA DE LUCIFERASA
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Grafica representativa de 6 experimentos diferentes realizados por duplicado con una dosis maxima
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FIGURA 8. RESPUESTA DE LUCIFERASA EN CELULAS EXPUESTAS A DOSIS INCREMENTADA
DE ANGIOTENSINA II, ANGIOTENSINA I Y ANGIOTENSINA 1
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Bioensayo en células hAT1-NFAT-Luc HEK-293 de la Ang II en suero

La adicion de volumenes ascendentes de suero (5-25% v/v [10-50 pl/pozo]) a las células
hAT1-NFAT-Luc HEK-293 estimularon la actividad de luciferasa de una manera
dependiente de la concentracion. A las diferentes concentraciones, todas las muestras
séricas probadas exhibieron un incremento en la actividad de luciferasa, obteniéndose un
paralelismo con la curva estandar de Ang II (Figura 9). A concentraciones mayores del
25% de suero, aunque hubo un incremento de la actividad de luciferasa, no se conservd
paralelismo con la curva estdndar de Ang II (Figura 10). Por consiguiente, cada muestra
sérica fue usada a la concentracion del 25% para mantener el paralelismo con la curva
estandar de Ang Il y para determinar mas exactamente la concentracion de ang Il sérica por

el bioensayo en las células hAT1-NFAT-Luc HEK-293.
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Grafica representativa de 2 experimentos realizados por duplicado con dosis ascendente de suero.

Muestra representativa de 40 sujetos que correspondieron a 3 embarazos normales, 3 casos de
preeclampsia leve y 2 con preeclampsia severa.

FIGURA 9. RESPUESTA DE LUCIFERASA EN CELULAS EXPUESTAS A DOSIS ASCENDENTE DE
SUERO (10, 20,30,40 Y 50 uL.)

69




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina IT

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”

UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI

700x102
600x10* P,
= R e
E 500x10°
3 X .
3‘.1 et O P PN .
@1
= - [T —
: 400!101 - Prosc lampsia e
| - Embamnes Nomal
= e
£ 300x10° - S e
= T = = Prwc lam pals L
- - (PrBaC 10T il AR
2
b 200x102 - (» -
[ e T A —— —— ————————&
= —
2 100x10° 4 RTET PR, - - LE—— |
= > <
0 ), St S 1

Dosis Ascendente de Suero en mel
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Figura 10. RESPUESTA DE LUCIFERASA EN CELULAS EXPUESTAS A DOSIS

ASCENDENTE DE SUERO (25, 50,75 y 100 uL)
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Los efectos del antagonista del receptor de AT, telmisartan a una concentracion de 1000
ng/ml (1 pg/ml) en la induccion de la actividad de luciferasa por los sueros se muestra en
la Figura 11. Cuando el antagonista fue afiadido al cultivo celular, la actividad de luciferasa
fue completamente inhibida. Estos datos indican que la Ang II presente en los sueros es la

responsable de la respuesta biologica en las células hAT1-NFAT-Luc HEK-293.
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Suero 50 mcl Suero + Telmisartan
Grafica representativa de 2 experimentos realizados por duplicado a dosis constante de 50 mcl de suero y

50 mcl de suero + 1000 ng/ml de telmisartan. Muestra representativa de 40 participantes

FIGURA 11. EFECTO ANTAGONISTA DE TELMISARTAN EN LA RESPUESTA DE LUCIFERASA
EN CELULAS EXPUESTAS A DOSIS CONSTANTE DE 50 MCL DE SUERO Y 50 MCL DE SUERO +
1000 NG/ML DE TELMISARTAN EN EMBARAZO NORMAL, PREECLAMPSIA LEVE Y
PREECLAMPSIA SEVERA
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Las fracciones purificadas de IgG séricas de todas las pacientes con preeclampsia y de los
controles con un embarazo normal fueron incapaces de inducir la actividad de luciferasa a
valores por encima de los basales (Figura 12). Ademas, la respuesta en la actividad de la
luciferasa inducida a una dosis constante de 100 ng/ml (0.1 pg/ml) de Ang II no fue
modificada en presencia de las fracciones purificadas de IgG a los cultivos, indicando que
los anticuerpos anti-receptor ATl (AA-ATIR), ya sea estimulantes o bloqueadores no

estaban presentes. (Figura 12).
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Unidades relativas de hez/ seando

4 celei v e 40

Muestra representativa de experimento realizado por duplicado en células estimuladas con
las fracciones purificadas de 1gG sérica de las 150 pacientes con embarazo Normal,
preeclampsia leve y preeclampsia severa que participaron en el estudio.

FIGURA 12. RESPUESTA DE LUCIFERASA EN CELULAS EXPUESTAS A LAS FRACCIONES
PURIFICADAS DE INMUNOGLOBULINA G SERICAS DE LAS PARTICIPANTES
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Estudio transversal analitico.

Descripcion general de la poblacion. Se estudiaron a un total de 90 mujeres divididas en
tres grupos, 30 con embarazo normal (obtenidas de la cohorte para el segundo estudio), 30
con preeclampsia leve y 30 con preeclampsia severa. Las caracteristicas clinicas y
demograficas de las participantes se muestran en la tabla 3. Las pacientes con preeclampsia
leve tuvieron una edad materna significativamente menor que las mujeres sanas (p=0.02),
pero sin diferencia entre las pacientes con preeclampsia severa, como tampoco entre las
mujeres sanas comparadas con las pacientes con preeclampsia severa. En comparacion a las
mujeres sanas, las pacientes con preeclampsia severa tuvieron significativamente una
frecuencia mayor de primiparidad y una frecuencia menor de tabaquismo (p<0.04). No
hubo diferencia significativa en cuanto a IMC y antecedente de preeclampsia. La via de
interrupcion de la gestacion por operacion cesarea fue del 96.7% en las pacientes con
preeclampsia leve y severa, mientras que en las mujeres sanas fue del 60% (p<0.001).

En comparacion con las mujeres sin preeclampsia, las pacientes con preeclampsia tuvieron
menor edad gestacional a la terminacién del embarazo, un peso menor de sus infantes y una
mayor proporcion de complicaciones perinatales (p<0.04), independientemente de la
severidad de la preeclampsia. Estos cursos adversos fueron mas pronunciados en las
pacientes con preeclampsia severa en comparacion a las pacientes con preeclampsia leve.
En el grupo de pacientes con preeclampsia severa, hubo dos con sindrome de HELLP y

ocurrieron dos muertes perinatales.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de las mujeres con embarazo normal, preeclampsia

leve y preeclampsia severa.

Variable Embarazo Preeclampsia Preeclampsia
Normal Leve Severa
(n=30) (n=30) (n=30)
Edad materna, afios 31.7+4.6 27.4+6.0% 295+64
Indice de masa corporal (kg/m?) 28.1+6.2 26.7+5.6 262443
Primiparidad, n (%) 8(26.7) 12 (40.0) 17 (56.7)
Antecedente de preeclampsia, n (%) 7(23.3) 7(23.3) 8 (26.7)
Tabaquismo, n (%) 8(26.7) 4(13.3) 1(3.3)
Cesarea, n (%) 18 (60.0) 29 (96.7)° 29 (96.7)°
Edad gestacional a la toma de 36.0£0.0 36.1+£2.3 33.5+3.3b¢
muestra
Edad gestacional al parto (semanas) 38.4+0.6 36.2+2.1° 33.6+£3.20¢
Peso RN gramos 3,053 £219 2,537 £ 587° 1,726 + 621°¢
FPEG <p10, n (%) 0 7 (23.3) 8 (26.7)¢
FPEG <p5, n (%) 0 0 8(26.7)¢
Complicaciones Perinatales, n (%) 0 14 (46.7)° 20 (66.7)°
FPEG 0 7 (23.3) 16 (53.3)4f
Prematurez <37 SDG 0 5(16.7) 8 (26.7)4
Prematurez <34 SDG 0 2 (6.7) 4(13.3)
Muerte perinatal 0 0 2(6.7)
Sindrome HELLP 0 0 2 (6.7)

2p<0.04 vs. Normal.
5p<0.001 vs. Normal.
°p<0.001 vs. PEL

4p<0.004 vs. Normal
¢p=0.005 vs. Normal y PEL
fp=0.03 vs. PEL

después de aplicar pruebas estadisticas apropiadas

Los datos estan reportados como media £ ES, Mediana (p25-75) o como Frecuencia (%), un valor de p<0.05 fue

considerado como estadisticamente significativo.

Nota en el grupo de preeclampsia severa las complicaciones perinatales, la suma es >20 debido a que 10 recién nacidos

tuvieron > 2 complicaciones, los 2 casos de muerte perinatal cursaron preeclampsia temprana con un peso <800 gramos.
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Concentracion sérica de Angiotensina II en embarazo normal, preeclampsia leve y
preeclampsia severa.

La Tabla 4 y Figura 13 muestran las concentraciones séricas de Ang II en las mujeres con
embarazo normal y en aquellas con preeclampsia leve y severa. Las concentraciones séricas
de Ang II fueron significativamente mas altas en las mujeres con embarazo normal que en
las mujeres con preeclampsia leve y severa (p<0.001) y en las pacientes con preeclampsia
leve que en aquellas con preeclampsia severa (p=0.048).

Tabla 4. Concentraciones séricas de angiotensina Il mediante el bioensayo in vitro en mujeres con
embarazo normal y en mujeres con preeclampsia leve y severa.

Embarazo normal Preeclampsia leve Valor Preeclampsia severa  Valor
(n=30) (n=30) dep (n=30) de p
Ang II (ng/ml) 70.4 (14.4-213.8) 15.2 (4.5-434) 0.001? 7.6 (2.5-19.9) <0.001*
0.048°

T.0s datos son exnresados en mediana (ranoo intercnartilico)
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FIGURA 13. GRAFICA DE CAJA Y BIGOTES COMPARANDO LAS CONCENTRACIONES SERICAS
DE ANGIOTENSINA II EN MUJERES CON EMBARAZO NORMAL Y CON PREECLAMPSIA LEVE Y
SEVERA. LAS CAJAS REPRESENTAN LOS RANGOS INTERCUARTILICOS EN LAS CUALES LA
LINEA HORIZONTAL REPRESENTA LA MEDIANA; LA LINEA HORIZONTAL SUPERIOR E
INFERIOR SON LAS PERCENTILAS 75 Y 25 DE LOS DATOS DE CADA GRUPO Y EL BIGOTE

SUPERIOR E INFERIOR SON LAS PERCENTILAS 90 Y 10. LOS CIRCULOS ABIERTOS REPRESENTAN
LOS VALORES EXTREMOS.
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Debido a que las concentraciones séricas de Ang II no permanecen estables durante el
embarazo, es decir, sufren cambios a través del mismo (véase posteriormente los datos
derivados del estudio de casos y controles) y que los grupos de estudio no son comparables
en cuanto a edad gestacional; se hizo un subandlisis estratificado por edad gestacional. Para
este fin, so0lo se incluyeron en el analisis a las pacientes con preeclampsia cuya muestra
sérica fue tomada a la edad gestacional >36 semanas y a todas las mujeres con embarazo
normal debido a que en todas ellas la muestra sérica fue tomada a las 36 SDG. Esta
estrategia de analisis por edad gestacional fue imposible a edades gestacionales menores,
debido a que ninguna paciente con preeclampsia leve se presentd antes de las 34 SDG. Este
subandlisis se muestra en la Tabla 5. Las concentraciones de Ang II fueron
significativamente mas elevadas en las mujeres con embarazo normal que en las mujeres
con preeclampsia leve y severa (p<0.006) y mayores en las pacientes con preeclampsia leve
en comparacion a las pacientes con preeclampsia severa (p=0.008)

Tabla 5. Concentraciones séricas de angiotensina II mediante el bioensayo in vitro en mujeres con
embarazo normal y en mujeres con preeclampsia leve y severa tomada a las 36 0 mas semanas de
edad gestacional.

Embarazo normal Preeclampsia leve Valor Preeclampsia severa  Valor
(n=30) (n=19) de p (n=10) de p
Ang II (ng/ml) 70.4 (14.4-213.8) 17.6 (7.8 —53.3) 0.006* 3.0(1.7-18.0) <0.001*
0.008°

Los datos son expresados en mediana (rango intercuartilico).
2 ys. embarazo normal, ® vs. preeclampsia leve, después de aplicar pruebas estadisticas apropiadas.
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Estudio Casos y controles anidado en una cohorte.
Descripcion general de la poblacion. A partir de la cohorte conformada por 412 pacientes
en seguimiento desde las 12 semanas de gestacion, se incluyeron para este estudio a todas
las pacientes que desarrollaron preeclampsia (n = 30, 7.3%) al seguimiento (casos) y se
eligieron a 31 participantes, pareadas por edad materna, IMC, primiparidad y tabaquismo

que cursaron con embarazo normal (sin preeclampsia, controles).

Las caracteristicas demograficas y clinicas se muestran en la Tabla 6. Como era de
esperarse, no hubo diferencia en la edad materna, IMC, primiparidad y tabaquismo. De
entre las 30 pacientes que desarrollaron preeclampsia, 6 tuvieron preeclampsia leve, y 24
preeclampsia severa (de las cuales 2 presentaron sindrome HELLP, 1 Eclampsia y 1
histerectomia Obstétrica por acretismo placentario y hubo 2 casos de muerte perinatal, no

se presentd ningln caso de muerte materna).

El antecedente de preeclampsia fue mayor en el grupo de preeclampsia (53.3%) vs

embarazo normal (23.3%), con un valor de p 0.01.

En comparacion a las mujeres embarazadas sanas, las pacientes con preeclampsia tuvieron
una edad gestacional a la interrupcion del embarazo menor (p < 0.001), sus infantes
tuvieron un peso menor al nacer (p<0.001), tuvieron una mayor proporcion de infantes
pequenos para la edad gestacional (p=0.002) y mayor proporcion de cesareas aunque esta
ultima sin diferencia significativa (p=0.30). Otros eventos adversos o complicaciones

perinatales solo ocurrieron en el grupo de pacientes con preeclampsia.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demograficas de las mujeres que cursaron con embarazo

normal y mujeres que desarrollaron preeclampsia.

Variable Embarazo Normal  Con Preeclampsia Valor de p
(n=31) (n=30)
Edad materna, afios 31.4+4 32.5+5 0.41
indice de masa corporal (Kg/m?) 26.6+5.5 28.05 +6.1 0.36
Primiparidad, n (%) 9(29.0) 8(26.7) 0.81
Antecedente de preeclampsia, n (%) 7 (22.6) 16 (53.3) 0.01
Tabaquismo, n (%) 8(25.8) 6 (20.0) 0.15
Cesarea, n (%) 18 (58.1) 27 (90.0) 0.30
Edad gestacional por semanas 38 (38-39) 35 (32-37) <0.001
Peso RN gramos 3003 (2920-3200) 1920 (1175-2480) <0.001
FPEG <p10, n (%) 0 6(20.0) 0.002
FPEG <p5, n (%) 0 5(16.7) 0.002
Complicaciones Perinatales, n (%) 0 25(83.3) <0.0001
FPEG 0 13 (43.3) 0.017
Prematurez <37 SDG 0 11(36.7) 0.03
Prematurez <34 SDG 0 9 (30.0) 0.04
Muerte perinatal 0 2(6.7) 0.49
Sindrome HELLP 0 2(6.7) 0.49

Los datos estan reportados como media + DS, mediana (p25-p75), Frecuencia (%), Un valor p <0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos. T student, U Mann Whitney, X?. FPEG (Feto pequefio para edad gestacional).

Nota en el grupo de preeclampsia las complicaciones perinatales la suma es >25 debido a que 12 recien nacidos tuvieron

> 2 complicaciones, los 2 casos de muerte perinatal cursaron preeclampsia temprana con un peso <800 gramos.
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Cambios gestacionales en las concentraciones séricas de Angiotensina II medidas por
bioensayo in vitro.

La Tabla 7 y Figura 14 muestran las concentraciones séricas de Ang II a través de la
gestacion en las mujeres con un embarazo normal y en aquellas destinadas a desarrollar
preeclampsia. Para evaluar los cambios en las concentraciones de Ang II a través de la
gestacion se realizo un andlisis transversal a intervalos de 4 semanas de gestacion. En las
mujeres embarazadas sanas, las concentraciones séricas de Ang II progresivamente se
incrementaron de la semana 12 a la semana 24, disminuyendo posteriormente hasta el final
del muestreo (a la semana 36). A cada edad gestacional estudiada, las pacientes destinadas
a desarrollar preeclampsia exhibieron menores concentraciones de Ang I desde la semana
12 en adelante que las observadas en las mujeres con un embarazo normal (p<0.01),

excepto a las 20 SDG (p=0.10).

Tabla 7. Concentraciones séricas de Ang Il medida por Bioensayo in vitro en embarazo normal y

preeclampsia
Variable Embarazo Normal Preeclampsia Valor de p
(n=31) (n=30)
Ang II (ng/ml)
12 SDG 42.2(21.9-196.1) 18.8 (8.4 —34.4) 0.03
16 SDG 61.95 (43.8-188.3) 42.30(28.4-120.3) 0.04
20 SDG 98.5 (58.2 -263.6) 78.2 (25.7-128.1) 0.10
24 SDG 233.2(75.6 —361.6) 125.1 (60.9-206.2 ) 0.001
28 SDG 186.7 (55.2 -261.4) 102.01 (22.1-188.4) 0.03
n=27
32 SDG 112.5 (36.9-126.3) 29.3(19.2-75.5) 0.02
n=24
36 SDG 78.9 (54.9-158.4) 15.6 (7.9 - 52.2) 0.01
n=27 n=13

Los datos estan reportados como medianas (p25-p75). U Mann Whitney

SDG, semanas de gestacion; Ang II (Angiotensina II)
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FIGURA 14. MEDIANA DE ANG I1 MEDIDA MEDIANTE BIOENSAYO IN VITRO EN EMBARAZO
NORMAL Y PREECLAMPSIA, EN LAS DIFERENTES VENTANAS DE EDAD GESTACIONAL
INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

Concentracion sérica de Angiotensina Il medida por bioensayo in vitro y riesgo de
desarrollar preeclampsia.

La distribucion de la concentracion sérica de Ang Il en percentiles en las mujeres con un
embarazo normal se muestra en la Tabla 8. El efecto de los cambios en las concentraciones
séricas de Ang II con la asociacion del desarrollo de preeclampsia fue investigado por
agrupar las concentraciones séricas de Ang II en cuartiles en base a la distribucion de la
Ang II entre las mujeres con un embarazo normal. Como medida de riesgo, las RM y los IC

95% fueron calculados a cada edad gestacional estudiada. Las RM para las concentraciones
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séricas de Ang II en el cuartil més bajo (Q1) fueron comparadas con los tres cuartiles mas

altos (Q2-4), los cuales fueron considerados como la categoria de referencia.

Tabla 8. Distribucion en percentiles de las concentraciones séricas de Ang Il medida por bioensayo

in vitro en las 31 mujeres que cursaron embarazo normal a cada intervalo de edad gestacional

estudiada.

PS5 P25 P50 P75 P 95
Ang I1 (ng/ml)
12 semanas de gestacion 9.21 21.91 42.26 196.12 292.97
16 semanas de gestacion 26.02 43.83 61.95 188.35 318.16
20 semanas de gestacion 20.71 58.29 98.55 263.62 355.76
24 semanas de gestacion 29.39 75.64 233.27 360.58 426.07
28 semanas de gestacion 23.67 55.26 186.72 261.41 365.38
32 semanas de gestacion 9.12 36.97 112.50 126.30 181.42
36 semanas de gestacion 28.65 54.97 78.96 158.45 263.40
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La Tabla 9 muestra que las RM para desarrollar preeclampsia progresivamente se
incrementa entre las mujeres en el cuartil mas bajo de las concentraciones séricas de Ang II
de la distribucion de las mujeres control (embarazadas sanas). A cada edad gestacional
estudiada, hubo una clara asociacion entre las concentraciones de Ang Il en el cuartil mas
bajo y un incremento en el riesgo de desarrollar preeclampsia (RM >3.8). Debido a que el
antecedente de preeclampsia mostro diferencias significativas en el andlisis bivariado, las
RM fueron ajustadas para esta variable, las RM ajustadas por el antecedente de
preeclampsia se muestran en la Tabla 10. Similar al analisis no ajustado, se mantuvo una
clara asociacion entre el cuartil mas bajo de las concentraciones séricas de la Ang Il y un
incremento en el riesgo de desarrollar preeclampsia a cada edad gestacional estudiada (RM
>3.1).

Finalmente, se realiz6 un analisis de acuerdo a la presentacion de la preeclampsia en
temprana (<34 SDG, n=9) o tardia (>34 SDG, n=21) Tabla 11. Las mujeres en el cuartil
mas bajo de la concentracion sérica de Ang II desde la semana 12 a la 36 de gestacion,
exhibieron un riesgo elevado para desarrollar preeclampsia tardia. En contraste, en las
mujeres que desarrollaron preeclampsia temprana, aunque las RM entre las mujeres que se
encontraban en el cuartil mas bajo de las concentraciones séricas de la Ang II fueron >3.6 a
partir de la semana 16 de gestacion no fueron estadisticamente significativas (p=>0.14), esto
debido probablemente al reducido nimero de pacientes que desarrollaron preeclampsia
temprana e el grupo de estudio, excepto a la semana 28 de la gestacion (RM 7.2, IC 95%

1.2-44.6) y un valor de p 0.03.
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Tabla 9. Asociacion (razéon de momios) entre los cuartiles de las concentraciones séricas de

Ang II medida por bioensayo in vitro y el desarrollo de preeclampsia.

Embarazos Normales Con Preeclampsia
n=31 n=30
Controles Casos RM IC95%) p
Ang II (ng/ml)
12 SDG
Ql:<21.91 8 17 3.8 (1.3-11.1) 0.02
Q2-4:>21.91 23 13 1.0
16 SDG
Q1:<43.83 8 17 3.8(1.3-11.1) 0.02
Q2-4:>43.83 23 13 1.0
20 SDG
QI: <5829 8 17 3.8(1.3-11.1) 0.02
Q2-4:>58.29 23 13 1.0
24 SDG
Ql:<75.64 8 18 4.3 (1.5-12.8) 0.008
Q2-4:>75.64 23 12 1.0
28 SDG
Ql: <5526 8 16 4.2 (1.4-12.7) 0.01
Q2-4:>55.26 23 11 1.0
32 SDG
Ql:<54.97 8 15 4.8 (1.5-15.2) 0.02
Q2-4:>54.97 23 9 1.0
36 SDG
Q1:<36.97 8 9 6.5 (1.6-26.9) 0.01
Q2-4:>36.97 23 4 1.0

Los cuartiles (Q) fueron determinados en la base a la distribucion de las concentraciones de Ang II entre las mujeres con
embarazo normal (controles). Para la razén de momios mostrada, la categoria de referencia fueron los cuartiles 2-4, RM

razén de momios; IC intervalo de confianza, Ang II Angiotensina II, SDG semanas de gestacion.
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Tabla 10. Asociacion (razén de momios) ajustada por antecedente de preeclampsia entre
los cuartiles de las concentraciones séricas de Ang II medida por bioensayo in vitro y el

desarrollo de preeclampsia.

Embarazos Normales Con Preeclampsia
n=31 n=30
Controles Casos RM (IC95%) p
Ang II (ng/ml)
12 SDG
Q1:<21.91 8 17 47(14-15.7)  0.01
Q2-4:>21.91 23 13 1.0
16 SDG
Q1:<43.83 8 17 4.7(1.4-15.7) 0.01
Q2-4:>43.83 23 13 1.0
20 SDG
QI: <5829 8 17 4.7(1.4-15.7) 0.01
Q2-4:>58.29 23 13 1.0
24 SDG
Ql1:<75.64 8 18 5.6(1.59-40.3)  0.004
Q2-4:>75.64 23 12 1.0
28 SDG
Ql: <5526 8 16 4.4(1.7-50.8) 0.004
Q2-4:>55.26 23 11 1.0
32 SDG
Q1: <5497 8 15 3.9(1.2-12.5) 0.01
Q2-4:>54.97 23 9 1.0
36 SDG
Q1:<36.97 8 9 9.8(1.6-55.6) 0.007
Q2-4:>36.97 23 4 1.0

Los cuartiles (Q) fueron determinados en la base a la distribucion de las concentraciones de Ang Il entre las mujeres con
embarazo normal (controles). Para la razén de momios mostrada, la categoria de referencia fueron los cuartiles 2-4, RM
razén de momios ajustada por antecedente de preeclampsia; IC intervalo de confianza, Ang II Angiotensina II, SDG

semanas de gestacion.
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Tabla 11. Asociacion (razoén de momios) entre los cuartiles de las concentraciones séricas

de Ang II medida por bioensayo in vitro y el desarrollo de preeclampsia temprana y tardia.

Embarazo Normal Preeclampsia Temprana Preeclampsia Tardia
n (31) (<34 SDG) (=34 SDG)
n=9 n=21
RM (IC95%) p RM (IC95%) p
Ang II (ng/ml)
12 SDG
Q1: <2191 8 2 1.12 (0.06-5.7)  0.81 15 7.2(2.1-24.8) 0.002
Q2-4:>21.91 23 7 1.0 6 1.0
16 SDG
Ql1:<43.83 8 5 3.6(0.6-224) 0.14 12 3.8(1.2-12.5) 0.03
Q2-4:>43.83 23 4 1.0 9 1.0
20 SDG
QI: <5829 8 5 3.6(0.6-22.4) 0.14 12 3.8(1.2-12.5) 0.03
Q2-4:>58.29 23 4 1.0 9 1.0
24 SDG
Ql:<75.64 8 5 3.6(0.6-22.4) 0.14 12 3.8(1.2-12.5) 0.03
Q2-4:>75.64 23 4 1.0 9
28 SDG
Ql: <5526 8 5 7.2(1.2-44.6) 0.03 12 3.8(1.2-12.5) 0.03
Q2-4:>55.26 23 2 1.0 9 1.0
32 SDG
Ql:<54.97 8 2 5.8(0.5-72.3) 0.18 13 4.7(1.4-154) 0.01
Q2-4:>54.97 23 1 1.0 8 1.0
36 SDG
Q1:<36.97 9 6.5 (1.6-26.9) 0.01
Q2-4:>36.97 4 1.0

Los cuartiles (Q) fueron determinados en la base a la distribucion de las concentraciones de Ang II entre las
mujeres con embarazo normal (controles). Para la RM mostrada, la categoria de referencia fueron los cuartiles
2-4, RM razon de momios; IC intervalo de confianza, Ang II Angiotensina II, SDG semanas de gestacion.
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Discusion.

Aunque la causa de la preeclampsia es aun incierta, varias evidencias sugieren que las
alteraciones en los componentes del SRAA participan en la fisiopatologia de la
preeclampsia. La potente actividad fisiologica del SRAA es mediada principalmente por la
Ang II, que es uno de los vasoconstrictores mas potentes y desempefia un papel en el
control de la sal y el balance hidrico. Para determinar la concentracion circulante de Ang 11
y su significancia clinica en la preeclampsia, desarrollamos una linea celular HEK-293
establemente transfectada expresando el AT1R humano y un gen reportero de luciferasa de
respuesta al 4XNFAT. Esta linea celular mostr6 un incremento dosis-dependiente
especifico en la expresion de luciferasa a la exposicion de Ang I, la cual fue bloqueada en
la presencia de varios antagonistas del AT1R (telmisartan, valsartan, entre otros), respuesta
nula a otros péptidos precursores o derivados de la Ang II, como la Ang I y Ang 1-7 y su
alta precision evaluada por los bajos coeficientes de variacion inter- e intra-ensayo (7.6 —
8.9 % respectivamente). En adicion, este bioensayo es de bajo costo y facil de realizar dado
que no requiere procesos previos de separacion de péptidos, lo cual lo hace adecuado para
investigacion y con potencial de uso clinico. En contraste, previos estudios han medido las
concentraciones circulantes de Ang II empleando ensayos inmunométricos que requieren
procesos previos de extraccion de péptidos haciéndolos laboriosos, complejos y caros, asi
como con la desventaja de la pérdida potencial de los péptidos en los procesos intermedios.
En el presente estudio empleando un bioensayo especifico para medir las concentraciones
circulantes de Ang Il en mujeres embarazadas, encontramos que las concentraciones séricas
de Ang II fueron significativamente menores en pacientes al momento del diagnostico de
preeclampsia en comparacion a las mujeres embarazadas sanas. AUn mas, fuimos capaces
de encontrar que las diferencias en las concentraciones séricas de Ang II fueron mads
pronunciadas conforme la severidad de la preeclampsia se incrementa, independientemente
de la edad gestacional de acuerdo al andlisis estratificado realizado por esta variable,
sugiriendo que los cambios en las concentraciones séricas de Ang Il efectivamente reflejan

las alteraciones en los componentes del SRAA y probablemente su intensidad.
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Aunque en los ultimos 50 afios, varios estudios han dirigido la pregunta de si las
concentraciones circulantes de la Ang II difieren entre mujeres con un embarazo
normoevolutivo y con enfermedad hipertensiva inducida por el embarazo, existe un
consenso unanime en que muchos de los componentes circulantes del SRAA estan
incrementados en las mujeres con un embarazo normoevolutivo, en comparacion con las
mujeres con preeclampsia (73). En relacion con la Ang II, tres estudios previos han
encontrado que las concentraciones circulantes en mujeres con preeclampsia aunque fueron
menores en comparacion con las mujeres embarazadas sanas, no fueron significativamente
diferentes (Gordon 1973, Furuhashi 1991 y Velloso 2007), sin embargo en estos estudios la
poblacion incluida de mujeres con preeclampsia fue pequeia (Gordon n=6, Velloso n=20) y
mal definida, incluso Velloso et al. (74) Analizé la concentracion de Ang Il de acuerdo al
polimorfismo del gen de la ACE (1 para el genotipo II, 7 para el genotipo ID y 12 para el
genotipo DD, encontrando en este ultimo genotipo una diferencia importante entre
embarazadas con preeclampsia y embarazadas sanas [42.8 = 5.4 pg/ml vs. 51.3 £ 5.9 pg/ml,
respectivamente], pero sin significancia estadistica [p=0.32] por su reducido nimero de
pacientes y por lo tanto bajo poder del estudio). Aunque Furuhashi et al. (87) estudi6 a 35
mujeres con preeclampsia, su definicion de preeclampsia fue vaga y no acorde a las guias
actuales para la clasificacion y diagnostico de Hipertension y embarazo. (ACOG 1)

En adicion, todos los estudios previos emplearon un RIA (Radioinmunoensayo) para
determinar las concentraciones de Ang II, usando anticuerpos con reaccion cruzada a
péptidos menores.

Nuestros resultados confirman y extienden previas observaciones usando métodos
inmunométricos mas especificos para las mediciones de Ang II, ya sea solos o en
combinacion con cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), demostrando claramente
en poblaciones bien definidas que las concentraciones circulantes de Ang II estan
significativamente reducidas en las pacientes con preeclampsia en comparacion a las
mujeres con un embarazo normal. (80, 84, 86, 88) Ademas nuestro hallazgo de que las
concentraciones circulantes de Ang II estdn mas reducidas en las formas severas de la

preeclampsia es acorde con un estudio previo con resultados similares (86). A diferencia de

las mujeres embarazadas sanas en donde hay un incremento de todos los componentes del
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SRAA, incluyendo la Ang II, la disminucién de Ang II en las mujeres con preeclampsia
obedece a la desregulacion de este sistema con bajas concentraciones de renina y
angiotensinogéno (79), aunque el mecanismo exacto de esta desregulacion no es clara.
Interesantemente, a pesar del incremento en las concentraciones de Ang II en las mujeres
embarazadas sanas, éstas presentan una resistencia a la infusion de Ang II (casi dos veces)
para incrementar la presion arterial diastélica 20 mmHg en comparacién a mujeres no
embarazadas, mientras que las pacientes con preeclampsia no muestran esta resistencia a la
infusion de Ang II, incluso esta resistencia esta presente antes de que desarrollen
clinicamente la enfermedad (77) y hasta 8 meses después del embarazo (78,102). Las
posibles explicaciones para el incremento de esta sensibilidad pueden a obedecer a: 1) en
las mujeres con preeclampsia existe un incremento en la expresion de los AT1 en el tejido
adiposo, por lo que su expresion puede también aumentar en otros tejidos como la placenta
segun reporta Yamaleyeva (), 2) la preeclampsia esta caracterizada por un incremento en la
heterodimerizacion del ATIR con el receptor de la bradicinina tipo 2, impidiendo la
internalizacion del AT1R permitiendo a la Ang II seguir uniéndose a el ATIR (103), 3) un
incremento en la infiltracion de neutréfilos, resultando en un aumento en la produccion de
radicales libre de oxigeno, promoviendo la hiperreactividad vascular ( 104), 4) un
incremento en el factor anti-angiogénico sFIt-1, el cual antecede al desarrollo de
preeclampsia y es capaz de deteriorar la fosforilacion de la sintasa de 6xido nitrico (105), y
5) la presencia de anticuerpos agonistas anti-ATIR (106). Con respecto a la presencia de
AATIR, su participacion en la preeclampsia es controversial, aunque se han involucrado en
varios mecanismos fisiopatologicos de la preeclampsia, su presencia no es relevante en
ciertos grupos de poblaciones como ha sido en poblacion mestiza mexicana, en donde fue
demostrado que la presencia de estos autoanticuerpos es virtualmente nula (63). Los
resultados del presente estudio vuelven a confirmar la ausencia de dichos anticuerpos y
excluyen definitivamente algin efecto o interferencia en nuestro bioensayo en las
mediciones de Ang II, al menos en nuestra poblacion de pacientes estudiadas. Ademas, un
estudio reciente en 351 mujeres embarazadas, mostrd que los AA-AT1R no son marcadores
sensibles para predecir la enfermedad y por lo tanto cuestiona la utilidad de ellos como
biomarcadores en la preeclampsia (107).

Una vez demostrado que las concentraciones de Ang II fueron significativamente diferentes

al momento del diagnostico de la preeclampsia en comparacion a las mujeres embarazadas

sanas, el siguiente objetivo fue determinar si estos cambios ocurrian s6lo al momento de las
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manifestaciones clinicas de la enfermedad o si precedian a ella y su potencial en determinar
el riesgo de desarrollar preeclampsia. Para tal fin, se disefi6 un estudio de casos y controles
anidado en una cohorte. Encontramos que las concentraciones séricas de Ang II en las
mujeres que eventualmente desarrollaron preeclampsia se comportan distintamente durante
el embarazo complicado con preeclampsia que en las embarazadas sanas. En mujeres con
un embarazo sano, las concentraciones de Ang II se elevan paulatinamente desde la semana
12 de gestacion a la semana 20 de gestacion, siendo su pico maximo a las 24 SDG para
posteriormente disminuir paulatinamente hasta las 36 SDG, en contraste, las mujeres
destinadas a desarrollar preeclampsia, los cambios dinamicos de las concentraciones de
Ang II siguieron el mismo comportamiento que en las mujeres con un embarazo normal,
pero sus concentraciones fueron significativamente menores en cada ventada de edad
gestacional estudiada. Estos datos son consistentes con dos estudios previos que mostraron
que las concentraciones de Ang II son diferentes entre trimestres en mujeres embarazadas
sanas, siendo los niveles mas bajos en el primer trimestre, intermedios en el segundo
trimestre y mayores en el tercer trimestre (88,84). A la fecha, las mediciones seriadas de
Ang II a través del embarazo s6lo han sido hechas en mujeres con un embarazo normal. En
este sentido y a nuestro conocimiento, el presente reporte representa el primero que
prospectivamente ha determinado las concentraciones séricas de Ang Il en pacientes
embarazadas que eventualmente desarrollaron preeclampsia. Interesantemente, el estudio
clasico de Gant y cols. (77), encontré que la dosis de Ang II requerida para aumentar la
presion arterial en mujeres con un embarazo normal fue mayor que en las mujeres no
embarazadas (7.35 + 0.67 ng/Kg/min). En las mujeres con un embarazo normal, la dosis
requerida se incrementa alrededor de las 28 SDG y después de las 30 SDG la dosis
requerida disminuye (8.6 + 0.76 ng/Kg/min entre las 7-10 SDG, 14.9 + 1.1 ng/Kg/min a las
28 SDG, y a 10.7 £ 0.71 ng/Kg/min a las 38 SDG). En contraste, las mujeres que
posteriormente desarrollaron preeclampsia (n=72), exhibieron una resistencia a la respuesta
presora entre las 15-18 SDG (12.9 + 1.1 ng/Kg/min), para posteriormente disminuir
progresivamente esta resistencia. Entre las 23-26 SDG, hubo una clara diferencia en la

respuesta presora entre las mujeres con un embarazo normal y las mujeres que
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desarrollaron preeclampsia (13.86 + 0.81 wvs. 10.44 + 0.73, respectivamente), y el
incremento en la sensibilidad a la Ang Il se mantuvo desde las 23 a las 36 SDG.
Interesantemente, nuestros resultados de los cambios dinamicos en las concentraciones de
Ang II en las mujeres que desarrollan preeclampsia guardan una estrecha relacion, en donde
las diferencias en las concentraciones de Ang II no son tan marcadas entre las mujeres
sanas y quienes desarrollaron preeclampsia entre las 12 a 20 SDG en donde la sensibilidad
a la Ang II es semejante. A partir de las 24 SDG y en adelante, las diferencias en las
concentraciones de Ang II entre las mujeres sanas y quienes desarrollan preeclampsia son
muy marcadas y es donde se hace aparente el incremento de la sensibilidad a la Ang II en
las pacientes que desarrollaron preeclampsia. Colectivamente, estos datos aportan por
primera vez evidencia que las alteraciones en las concentraciones circulantes de Ang II
estan presentes en mujeres destinadas a desarrollar preeclampsia y que estos cambios estan
relacionados con la sensibilidad a la respuesta presora de Ang II, tanto en mujeres con un
embarazo sano, como en aquellas destinadas a desarrollar preeclampsia. Por otra parte, es
importante resaltar que en reportes previos las diferencias encontradas son expresadas en
fmol/ml o pg/ml, en contraste nuestros resultados son madas altos que los previos y
expresados en ng/ml. Sin embargo, pueden ser explicados porque nuestro bioensayo no
requiere de procedimientos preparativos de extraccion, en contraste a otros estudios en
donde si se requirieron y la verdadera concentracion del péptido pudo ser seriamente
afectada por su perdida en esos pasos. En adicion, nuestro estudio utilizé un bioensayo para
la medicion de Ang Il y de acuerdo a los estudios para determinar la sensibilidad presora en
respuesta a la infusion de Ang II, las dosis empleadas para evocar una respuesta in vivo,
sobrepasarian los valores en las unidades previamente reportadas, pero serian mas acordes a
nuestros resultados.

Finalmente, las mujeres cuyos valores de Ang II cayeron en el cuartil mas bajo mostraron
un incremento en el riesgo de preeclampsia. Cuando el mismo andlisis fue hecho basado en
la edad gestacional, se encontré que el riesgo de desarrollar preeclampsia progresivamente
se increment6 a través del embarazo, esta asociacion se mantuvo independientemente del

antecedente de preeclampsia. En adicion esta misma tendencia se observo en aquellas
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pacientes que desarrollaron preeclampsia tardia, pero no para el desarrollo de preeclampsia
temprana.

Las fortalezas de nuestro estudio son las siguientes: el primer estudio fue disefiado para
determinar diferencias en las concentraciones de Ang II al momento del diagndstico de la
enfermedad y de su severidad en poblaciones bien definidas y controlando por otras
variables como la edad gestacional; el segundo estudio fue disefiado para determinar si,
cuando y como las concentraciones circulantes de Ang II cambian en las mujeres
embarazadas destinadas a desarrollar preeclampsia; como las concentraciones de Ang II
cambian dependiendo de la edad gestacional, las mediciones a intervalos de tiempo
regulares fueron hechas (cada 4 semanas) en las mismas participantes; y para descartar el
efecto de potenciales confusores, los casos y los controles fueron pareados, y otras
variables fueron controladas en un analisis de regresion multiple. No obstante, es
importante reconocer que nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Primero, no se
incluyeron pacientes con otras condiciones obstétricas que comparten similitudes con la
preeclampsia, tales como hipertension gestacional o embarazos complicados con restriccion
del crecimiento intrauterino. Segundo, incluye falta de generabilidad para mujeres con alto
riesgo para preeclampsia, tales como hipertension cronica, diabetes pregestacional,
enfermedades renales, enfermedades autoinmunes u otras comorbilidades asociadas.
Finalmente, aunque las RM fueron mayores en las pacientes que desarrollaron preeclampsia
temprana, no nos fue posible detectar diferencias significativas debido al reducido nimero
de mujeres que desarrollaron preeclampsia temprana.

En conclusion, los resultados presentados aqui utilizando un bioensayo homologo para
medir las concentraciones circulantes de Ang II, se encontrd que las concentraciones de
Ang II fueron significativamente menores en mujeres al momento del diagnostico de
preeclampsia y estan estrechamente relacionados a la severidad de la enfermedad y que las
concentraciones de Ang II pueden ser usadas como un biomarcador de preeclampsia y de su
severidad. Este estudio también confirma que las concentraciones de Ang II en mujeres
embarazadas sanas sufren cambios durante el embarazo y que la disminucion de las

concentraciones de Ang II precede el inicio de las manifestaciones clinicas de la
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preeclampsia desde las 12 SDG en adelante y se asocia al riesgo de desarrollar
preeclampsia. Mas estudios longitudinales se requieren para determinar el uso clinico de las
mediciones de Ang II en otras poblaciones con alto riesgo de desarrollar preeclampsia, asi
como también elucidar la causa de la disminucién de la Ang II en preeclampsia y
determinar su papel tltimo en la patogénesis de la misma y descartar que las alteraciones de

las concentraciones de la Ang II sea causal y no un epifenémeno.
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Conclusiones

En conclusion, los resultados de esta investigacion nos muestran que existe diferencia
significativa en la concentracion sérica de Ang II medida mediante bioensayo in vitro entre
mujeres con embarazo normal, mujeres con preeclampsia leve o con preeclampsia severa,
ademas; estos hallazgos nos permiten expresar que en presencia de preeclampsia y a mayor
severidad de la enfermedad se espera menor cantidad en la concentracion sérica de la Ang

IIL.

Por otro lado, el estudio de casos y controles anidado en una cohorte nos muestra por
primera vez que el comportamiento en las concentraciones de Ang I en embarazo normal y
embarazo que evoluciona a preeclampsia se comportan de manera similar al incrementar
progresivamente conforme avanza el embarazo hasta alcanzar las 24 semanas de gestacion,
para después iniciar un descenso hasta alcanzar los valores de las 12 semanas en la ventana
de las 36SDG; sin embargo este patron de incremento es menos pronunciado en el caso de

los embarazos que evolucionan a preeclampsia.

Asi mismo, podemos concluir que los cambios en las concentraciones séricas de Ang II
medida por un bioensayo in vitro preceden al desarrollo de preeclampsia y sus

concentraciones bajas estan asociadas al riesgo de desarrollar preeclampsia.
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Anexo 1. Cronograma de Actividades
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Anexo 1. Hoja de Recoleccion de datos

DATOS GENERALES

Nombre: NSS

Edad

Numero Consecutivo: Fecha de inclusion:

Fecha de nacimiento: Teléfono:

Direccién

ANTECEDENTES.

Edad: Gesta: Para: Aborto: Cesarea: SDG:

Peso:

Talla:

IMC

Antecedente de Preeclampsia en embarazo previo: Si No

Antecedente de Pérdida gestacional: Si No SDG

Antecedente de Tabaquismo: Si No Numero de cigarrillos x dia

EMBARAZO ACTUAL

Normal: SI NO

Preeclampsia: No Si Leve Severa Sx HELLP: Si No

Via de Interrupcion: Cesarea Parto Histerotomia

SDG Capurro: Ingreso a UCIN: SI NO Peso en grs

Muerte Perinatal: Si No
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CONCENTRACION DE ANGIOTENSINA EN ng/ml (ESTUDIO TRANSVERSAL)

Semanas de Gestacion: Concentracion Ang II pM/ml

CONCENTRACION DE ANGIOTENSINA EN ng/ml (ESTUDIO CASOS Y CONTROLES)
12 SDG
16 SDG
20 SDG
24 SDG
28 SDG
32 SDG

36 SDG
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado Estudio de Casos y
Controles anidado en una cohorte

Titulo del estudio de investigacion:

Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la

angiotensina II como predictor del desarrollo de preeclampsia v su severidad

Investigador Principal: Dr. Alfredo Learios Miranda

Investigador colaborador: Dra. Maria Guadalupe Berumen Lechuga.

Lugar y Fecha: México DF a de de 2014. Unidad Médica de

Alta Especialidad, Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”.
IMSS.

Numero de Registro: R-2013-3606-018 Estudio con riesgo: __Minimo

1. Proposito del estudio

La estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva, en el Servicio de
Enfermedades Hipertensivas del Embarazo y del Servicio de Perinatologia de la Unidad
M¢édica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis
Castelazo Ayala”, IMSS.

El estudio tiene como proposito evaluar si el uso de algunas pruebas en su sangre para
detectar la presencia de una proteina llamada ‘“angiotensina II” (que es una sustancia que
sirve para el buen funcionamiento de su rifidon y su presion arterial) que puede ayudarnos a
saber si una mujer embarazada puede desarrollar preeclampsia que es una enfermedad

grave con aumento de la presion arterial y pérdida de proteinas por la orina.

Usted ha sido invitada a participar en este estudio porque de acuerdo a su historial médico

pensamos que pudiera ser un buen candidato para participar en este proyecto.
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Al igual que usted, alrededor de 300 mujeres embarazadas mas con embarazo normal hasta
este momento (12 semanas) seran invitadas a participar en este estudio y se les citara cada 4

semanas hasta que se haya resuelto su embarazo.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
que le proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no

participar.

2. Procedimientos

Si usted acepta participar en el estudio ocurrira lo siguiente:

a) Evaluacion clinica. Consiste en la medicion de su peso, estatura y le tomaremos su
presion arterial. Ademas le pediremos que responda un cuestionario en el que le
preguntaremos sobre: embarazos previos y de su historial médico. Para todo esto nos
tardaremos aproximadamente 15 minutos. Ademds le tomaremos una muestra de sangre.
Sera citada cada 4 semanas a la unidad de investigacién en medicina reproductiva ubicada
en el sexto piso de este mismo hospital. Y el resto de la informacidon que necesitemos la
obtendremos a partir del expediente clinico de usted hasta el final de su embarazo y hasta

que sea dada de alta del hospital.

b) Toma de muestras biologicas. Para poder realizarle la toma de muestra de sangre no es
necesario que este en ayuno. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus
brazos, aproximadamente 5 ml de su sangre (1 cucharadita), para realizarle algunos
estudios de laboratorio. Nos tardaremos aproximadamente 5 minutos en tomarle la muestra

de sangre y en hacerle algunas preguntas si es necesario.

Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel en sangre
de la sustancia llamada Angiotensina II. El propodsito de realizarle este estudio de
laboratorio es para saber si los niveles de esta sustancia en su sangre pueden ayudarnos a

saber si su embarazo actualmente normal puede convertirse en una enfermedad llamada
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preeclampsia donde hay elevacion de su presion de arterial y pérdida de proteinas en la

orina.

3. Posibles riesgos y molestias

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de la evaluacidon clinica
(medicion de peso, talla y presion arterial) no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo

alguno.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones el
procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o una

discreta molestia o raramente un moreton que desaparece en menos de una semana.

4. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibird un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted,

ya que sus citas seran el mismo dia que acuda a su cita habitual de control prenatal.
No recibira ningun beneficio al participar en este estudio.

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuirdn al avance en el conocimiento de la enfermedad, por lo tanto, los
resultados de este estudio brindardn informacion importante para el mejor manejo de

personas embarazadas que pudieran complicarse con preeclampsia.

5. Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento.

Como es un estudio en el que queremos saber si la sustancia en la sangre que vamos a
estudiar sirve para determinar si puede aparecer una complicacion en su embarazo
(preeclampsia) los estudios los realizaremos hasta que terminemos de juntar toda la
informacion de las 300 pacientes que vamos a estudiar, por lo que no podremos darle los

resultados de estos estudios.
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6. Participacion o retiro

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar,
de cualquier manera recibird la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y se le
ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del
IMSS. Esto es, no afectara su relacion con el IMSS y tampoco afectara su derecho a obtener

los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinidn, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en el momento que
quiera no modificard de ninguna manera los beneficios que usted tiene como

derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio y a lo largo del estudio a las personas

encargadas del estudio.

7. Privacidad y confidencialidad.

La informacién que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. La
informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (su nombre y
teléfono) sera guardada de manera confidencial. Sus datos personales seran guardados por
separado para mantener la confidencialidad de sus respuestas a los cuestionarios y de los
resultados de sus pruebas clinicas. Solo el equipo de investigacion conformado por el Dr
Alfredo Leafios Miranda y La Dra. Maria Guadalupe Berumen Lechuga tendra acceso a su

informacion.

El equipo de investigadores, su médico tratante en el Servicio de Enfermedades
Hipertensivas del embarazo y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud
sabran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, 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. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias, no se dard informacion que pudiera revelar su

identidad. Su identidad seréd protegida y ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y
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toda informacién que pudiera ser utilizada para identificarla, esta informacidon no estara
relacionada con la informacién que nos proporcione en los cuestionarios y con los
resultados de sus estudios de laboratorio ya que le asignaremos un nimero que utilizaremos
para identificar sus datos, y usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases
de datos. Guardaremos toda su informacion en bases de datos seguras que estaran
protegidas por una clave de acceso. Toda la informacion serd destruida cinco afos después

de concluir el estudio.

8. En caso de coleccion de material bioldgico:

No autorizo que se me tome la muestra.
Si autorizo que se me tome la muestra, s6lo para este estudio.
Si autorizo que se me tome la muestra, para este estudio y estudios futuros.

9. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 08:00 a 15:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Alfredo Leanos Miranda,
que es el investigador responsable del estudio, al teléfono: 55 50 64 22, extension 28003,
en la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva ubicada en el sexto piso del
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No.4 “Luis Castelazo Ayala” o con el Dra. Maria
Guadalupe Berumen Lechuga al mismo niimero de teléfono, o bien al teléfono movil: 044

722 264 13 05.

10. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un

estudio de investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en
Investigacion del IMSS, a los teléfonos: 56276900-21216, de 9 a 16:00 horas; o si asi lo

prefiere al correo electronico: conise@cis.go.mx. La Comision de ética se encuentra
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ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional
XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

11. Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi

satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se

describe.

Nombre de la participante, Firma y Fecha

Nombre del esposo, concubino o pareja de la participante, firma y fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus

preguntas. Creo que ella entiende la informacion descrita en este documento y libremente

da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado, Firma y Fecha

Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que la participante firmé este formato de consentimiento

informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1, Firma y Fecha Nombre del Testigo 2, Firma y Fecha

102




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina II

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”
UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI

Anexo 3. Carta de consentimiento informado Estudio Transversal
analitico. (Embarazo normal sin preeclampsia)

Titulo del estudio de investigacion:

Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la

angiotensina II como predictor del desarrollo de preeclampsia v su severidad

Investigador Principal: Dr. Alfredo Learios Miranda

Investigador colaborador: Dra. Maria Guadalupe Berumen Lechuga.

Lugar y Fecha: México DF a de de 2014. Unidad Médica de

Alta Especialidad, Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”.
IMSS.

Numero de Registro: R-2013-3606-018 Estudio con riesgo: __Minimo

1. Proposito del estudio

La estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva, en el Servicio de
Enfermedades Hipertensivas del Embarazo y del Servicio de Perinatologia de la Unidad
M¢édica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis
Castelazo Ayala”, IMSS.

El estudio tiene como proposito evaluar si el uso de algunas pruebas en su sangre sirven
para detectar la presencia de una proteina llamada “angiotensina II” (que es una sustancia
que sirve para el buen funcionamiento de su rifion y su presion arterial) que puede
ayudarnos a saber si los niveles de esta proteina varian entre una mujer embarazada sana
(sin preeclampsia) como usted y una mujer embarazada con una enfermedad que se llama
preeclampsia que es una enfermedad grave con aumento de la presion arterial y pérdida de

proteinas por la orina.
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Usted ha sido invitada a participar en este estudio porque de acuerdo a su historial médico

pensamos que pudiera ser un buen candidato para participar en este proyecto.

Al igual que usted, alrededor de 29 mujeres embarazadas con embarazo normal como usted
de mas de 20 semanas de gestacion serdn invitadas a participar en este estudio, asi como a
30 pacientes con preeclampsia leve y 30 pacientes con preeclampsia severa, se le haran una

serie de preguntas y se le tomara una muestra de sangre solo en esta ocasion.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
que le proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no

participar.

2. Procedimientos
Si usted acepta participar en el estudio ocurrird lo siguiente:

a) Evaluacion clinica. Consiste en la medicion de su peso, estatura y le tomaremos su
presion arterial. Ademds le pediremos que responda un cuestionario en el que le
preguntaremos sobre: embarazos previos y de su historial médico. Para todo esto nos
tardaremos aproximadamente 15 minutos. Ademds le tomaremos una muestra de sangre.
De su expediente clinico obtendremos toda la informacion clinica de usted hasta este

momento.

b) Toma de muestras biologicas. Para poder realizarle la toma de muestra de sangre no es
necesario que este en ayuno. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus
brazos, aproximadamente 5 ml de su sangre (1 cucharadita), para realizarle algunos
estudios de laboratorio. Nos tardaremos aproximadamente 5 minutos en tomarle la muestra

de sangre.

Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel en sangre
de la sustancia llamada Angiotensina II. El propodsito de realizarle este estudio de
laboratorio es para saber si los niveles de esta sustancia en su sangre varian al compararlos

con los niveles de la misma sustancia en la sangre de una mujer que padece preeclampsia.
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3. Posibles riesgos y molestias

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de la evaluacion clinica
(medicion de peso, talla y presion arterial) no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo

alguno.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones el
procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o una

discreta molestia o raramente un moretéon que desaparece en menos de una semana.
4. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibira un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted,
ya que solo le haremos una pequefia historia clinica y tomaremos una muestra sangre por

esta unica ocasion.
No recibira ningun beneficio al participar en este estudio.

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuirdn al avance en el conocimiento de la enfermedad, por lo tanto, los
resultados de este estudio brindaran informacién relevante para el mejor manejo de

personas embarazadas que pudieran complicarse con preeclampsia.

5. Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento.

Como es un estudio en el que queremos saber si la sustancia en la sangre que vamos a
estudiar varia entre una paciente sana (sin preeclampsia) como usted y una paciente que
padezca preeclampsia. Los estudios los realizaremos hasta que terminemos de juntar toda la
informacion de las 89 pacientes mas que vamos a estudiar, por lo que no podremos darle

los resultados de estos estudios.

6. Participacion o retiro

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar,
de cualquier manera recibird la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y se le
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ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del
IMSS. Esto es, no afectard su relacion con el IMSS y tampoco afectara su derecho a obtener

los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en el momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como

derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas

encargadas del estudio.

7. Privacidad y confidencialidad.

La informacién que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. La
informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (su nombre y
teléfono) sera guardada de manera confidencial. Sus datos personales seran guardados por
separado para mantener la confidencialidad de sus respuestas a los cuestionarios y de los
resultados de sus pruebas clinicas. Solo el equipo de investigacion del IMSS tendra acceso

a su informacion.

El equipo de investigadores, su médico tratante en el Servicio de Enfermedades
Hipertensivas del embarazo y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud
sabran que usted estd participando en este estudio. Sin embargo, 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. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias, no se dard informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad serd protegida y ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y
toda informacion que pudiera ser utilizada para identificarla no estara vinculada con la
informacion que nos proporcione en los cuestionarios y con los resultados de sus estudios
de laboratorio. Le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y

usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos. Guardaremos toda
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su informacion en bases de datos seguras que estaran protegidas por una clave de acceso.

Toda la informacion sera destruida cinco afos después de concluir el estudio.
8. En caso de coleccion de material biologico:

No autorizo que se me tome la muestra.

Si autorizo que se me tome la muestra, sdlo para este estudio.

Si autorizo que se me tome la muestra, para este estudio y estudios futuros.
9. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 9:00 a 16:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Alfredo Leafios Miranda,
que es el investigador responsable del estudio, al teléfono: 55 50 64 22, extension 28003,
en la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva ubicada en el sexto piso del
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No.4 “Luis Castelazo Ayala” o con el Dra. Maria

Guadalupe Berumen Lechuga al mismo numero de teléfono.

10. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en
Investigacion del IMSS, a los teléfonos: 56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs.; o si asi lo
prefiere al correo electronico: conise@cis.go.mx. La Comisién de ética se encuentra
ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional
XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.
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11. Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se
describe.

Nombre de la participante, Firma y Fecha

Nombre del esposo, concubino o pareja de la participante, firma y fecha
Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus

preguntas. Creo que ella entiende la informacion descrita en este documento y libremente
da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado, Firma y Fecha

Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que la participante firmé este formato de consentimiento

informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1, Firma y Fecha Nombre del Testigo 2, Firma y Fecha
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Anexo 4. Carta de consentimiento informado Estudio Transversal
analitico. (Preeclampsia Leve o severa)

Titulo del estudio de investigacion:

Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la

angiotensina II como predictor del desarrollo de preeclampsia v su severidad

Investigador Principal: Dr. Alfredo Learios Miranda
Investigador colaborador: Dra. Maria Guadalupe Berumen Lechuga.

Lugar y Fecha: México DF a de de 201( ). Unidad Médica de

Alta Especialidad, Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”.
IMSS.

Numero de Registro: R-2013-3606-018 Estudio con riesgo: __Minimo

1. Proposito del estudio

La estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva, en el Servicio de
Enfermedades Hipertensivas del Embarazo y del Servicio de Perinatologia de la Unidad
Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis
Castelazo Ayala”, IMSS.

El estudio tiene como proposito evaluar si el uso de algunas pruebas en su sangre sirven
para detectar la presencia de una proteina llamada “angiotensina II” (que es una sustancia
que sirve para el buen funcionamiento de su rifion y su presion arterial) que puede
ayudarnos a saber si los niveles de esta proteina varian entre una mujer embarazada sana
(sin preeclampsia) y una mujer embarazada con preeclampsia (ya sea Leve o Severa) como

€S Su €aso.
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Como ya se lo habrd informado su médico tratante la preeclampsia es una enfermedad

grave con aumento de la presion arterial y pérdida de proteinas por la orina.

Usted ha sido invitada a participar en este estudio porque de acuerdo a su historial médico

pensamos que pudiera ser un buen candidato para participar en este proyecto.

Al igual que usted, alrededor de 29 mujeres embarazadas mas serdn invitadas a participar
en este estudio, todas con preeclampsia leve o severa, y 30 pacientes sin preeclampsia, se

le haran una serie de preguntas y se le tomara una muestra de sangre solo en esta ocasion.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
que le proporcionamos y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no

participar.

2. Procedimientos
Si usted acepta participar en el estudio ocurrira lo siguiente:

a) Evaluacion clinica. Consiste en la medicion de su peso, estatura y le tomaremos su
presion arterial. Ademas le pediremos que responda un cuestionario en el que le
preguntaremos sobre: embarazos previos y de su historial médico. Para todo esto nos
tardaremos aproximadamente 15 minutos. Ademds le tomaremos una muestra de sangre.
De su expediente clinico obtendremos toda la informacion clinica de usted hasta este

momento.

b) Toma de muestras bioldgicas. Para poder realizarle la toma de muestra de sangre no es
necesario que este en ayuno. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus
brazos, aproximadamente 5 ml de su sangre (1 cucharadita), para realizarle algunos
estudios de laboratorio. Nos tardaremos aproximadamente 5 minutos en tomarle la muestra

de sangre.

Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel en sangre
de la sustancia llamada Angiotensina II. El proposito de realizarle este estudio de

laboratorio es para saber si los niveles de esta sustancia en su sangre varian al compararlos
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con los niveles de la misma sustancia en la sangre de una mujer que no padece

preeclampsia.

3. Posibles riesgos y molestias

Las molestias o riesgos asociados con los procedimientos de la evaluacidon clinica
(medicion de peso, talla y presion arterial) no ocasionan dolor, incomodidad o riesgo

alguno.

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas. En algunas ocasiones el
procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o una

discreta molestia o raramente un moreton que desaparece en menos de una semana.

4. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibird un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted,
ya que solo le haremos una pequefia historia clinica y tomaremos una muestra sangre por

esta Ginica ocasion.

No recibira ninglin beneficio al participar en este estudio.

Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuirdn al avance en el conocimiento de la enfermedad, por lo tanto, los
resultados de este estudio brindaran informacion relevante para el mejor manejo de

personas embarazadas que pudieran complicarse con preeclampsia.

5. Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento.

Como es un estudio en el que queremos saber si la sustancia en la sangre que vamos a
estudiar varia entre una paciente con preeclampsia como usted y una paciente que no
padezca preeclampsia. Los estudios los realizaremos hasta que terminemos de juntar toda la
informacion de las 89 pacientes més que vamos a estudiar, por lo que no podremos darle

los resultados de estos estudios.
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6. Participacion o retiro

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar,
de cualquier manera recibird la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y se le
ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del
IMSS. Esto es, no afectara su relacion con el IMSS y tampoco afectara su derecho a obtener

los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinidn, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en el momento que
quiera no modificard de ninguna manera los beneficios que usted tiene como

derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las personas

encargadas del estudio.

7. Privacidad y confidencialidad.

La informacién que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. La
informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla (su nombre y
teléfono) sera guardada de manera confidencial. Sus datos personales seran guardados por
separado para mantener la confidencialidad de sus respuestas a los cuestionarios y de los
resultados de sus pruebas clinicas. So6lo el equipo de investigacion del IMSS tendra acceso

a su informacion.

El equipo de investigadores, su médico tratante en el Servicio de Enfermedades
Hipertensivas del embarazo y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud
sabran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, 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. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias, no se dard informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y

toda informacion que pudiera ser utilizada para identificarla no estara vinculada con la
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informacion que nos proporcione en los cuestionarios y con los resultados de sus estudios
de laboratorio. Le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y
usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos. Guardaremos toda
su informacidn en bases de datos seguras que estaran protegidas por una clave de acceso.

Toda la informacion sera destruida cinco afios después de concluir el estudio.

8. En caso de coleccion de material bioldgico:

No autorizo que se me tome la muestra.
Si autorizo que se me tome la muestra, sdlo para este estudio.
Si autorizo que se me tome la muestra, para este estudio y estudios futuros.

9. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 9:00 a 16:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Alfredo Leafios Miranda,
que es el investigador responsable del estudio, al teléfono: 55 50 64 22, extension 28003,
en la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva ubicada en el sexto piso del
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No.4 “Luis Castelazo Ayala” o con el Dra. Maria

Guadalupe Berumen Lechuga al mismo numero de teléfono.

10. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un

estudio de investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en
Investigacion del IMSS, a los teléfonos: 56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs.; o si asi lo
prefiere al correo electronico: conise@cis.go.mx. La Comision de ética se encuentra
ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional
XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.
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11. Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi

satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se

describe.

Nombre de la participante, Firma y Fecha

Nombre del esposo, concubino o pareja de la participante, firma y fecha

Encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus
preguntas. Creo que ella entiende la informacion descrita en este documento y libremente

da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado, Firma y Fecha

Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que la participante firmo este formato de consentimiento

informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1, Firma y Fecha Nombre del Testigo 2, Firma y Fecha
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Anexo 5. Manual de Procedimientos

1. Unidades participantes.

El protocolo se llevo a cabo en el IMSS, especificamente en la UMAE HGO No.4 Luis
Castelazo Ayala, localizada en: Direccion: Rio Magdalena #289. Colonia Tizapan San

Angel. CP 01090. Delegacion Alvaro Obregon. México, D.F. Teléfono 55 50 64 22.

En la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva. Localizada dentro de la
misma unidad en el Sexto piso Sur. Extension 28003. Esta unidad es exclusiva para
investigacion, por lo tanto; en esta unidad no se lleva a cabo la atencion médica habitual de
pacientes de ninguna manera, exclusivamente en el caso de que alguna este participando
activamente en algin proyecto de investigacion se cita en la misma para la recoleccion de

las variables de interés.

Colaboracion:

e Departamento Clinico de Complicaciones Hipertensivas Asociadas al Embarazo.
Quinto piso Sur. Extension 28017. Jefe de departamento clinico Dr. Juan Fernando
Romero Arauz.

e Departamento de Consulta externa de CPN y EMI y cuarto piso complicaciones de
la segunda mitad del embarazo.

e Departamento de Laboratorio Clinico.

e Departamento de Perinatologia.

2. Reclutamiento de los sujetos de investigacion.
Los sujetos de investigacion fueron reclutados de la siguiente forma:

Los sujetos de investigacion fueron detectados por los médicos tratantes o residentes en el
departamento Clinico de las Complicaciones Hipertensivas asociadas al embarazo,
complicaciones de la segunda mitad del embarazo o consulta externa durante su atencion
medica habitual, quienes notificaron personalmente o por via telefonica a los investigadores

o bien, durante el pase de visita por parte del tutor y/o la alumna de maestria, Una vez
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identificados se hizo la invitacion a participar en el estudio, en el caso de que se encontrara
hospitalizada en su misma cama, caso contario en un consultorio ex profeso

inmediatamente antes o después de su atenciéon médica de control prenatal.

En caso de aceptar participar en el estudio se leyo y firmé la carta de consentimiento
informado adecuadamente, se procedi6 a la realizacion de interrogatorio directo para la
obtencion de las variables de interés y se tomo la muestra de sangre por unica ocasion en

caso de corresponder al estudio transversal.

Si se tratd del estudio de casos y controles anidado en una cohorte se obtuvieron de la
consulta externa de Control Prenatal o bien; de consultorio de Enfermera materno-Infantil.
Es importante resaltar que dado que junto al HGO num. 4 se encuentra el HGZ niim. 8 el
cual carece del servicio de obstetricia toda la poblacion obstétrica adscrita a esa unidad es
atendida en la unidad de estudio, si cumplieron criterios de inclusion (12 SDG sin FR para
preeclampsia excepto nuliparidad, preeclampsia en embarazo previo y obesidad o
sobrepeso) se invitaron a participar en el estudio, una vez aceptada su participacion, se
llend y se firmd el consentimiento informado. Por medio de interrogatorio directo se
obtuvieron las variables de estudio y se tomd la primera muestra de sangre (la cual fue
transportada en una gradilla al sexto piso para su manejo habitual) o bien se cita
directamente al alcanzar las 12 SDG al sexto piso, laboratorio G (si por horario no se podia
tomar la muestra y ya contaba con 12 SDG acudi¢ al dia siguiente en el horario 8-9 am) y
se le explico que las citas subsecuentes serian otorgadas en la unidad de investigacion
ubicada en el sexto piso sur laboratorio G, se le entrega un carnet especial que contiene la
ubicacion de la unidad de investigacion, teléfonos y responsables de la investigacion, al
cual se incluyen su nombre, su clave alfanumérica, las fechas de las citas (las cuales en lo
posible coincidieron con su cita a CPN) y se explicO que en cada cita se tomaria
somatometria y una nueva toma de muestra sangre (5 ml) para cada cita subsecuente

(16,20,24,28, 32 36 SDG o hasta la interrupcion de la gestacion).

3. Elegibilidad:
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Solo fueron reclutados aquellos sujetos de investigacion que cumplieron todos los

requisitos de inclusion especificados en el apartado correspondiente.

Se estudiaron los expedientes para determinar si cumplian los criterios de seleccion
de acuerdo a los criterios por la ACOG en los casos de preeclampsia leve y severa.
Independiente del diagnostico asentado en el expediente clinico. (es decir, puede
contar con diagnostico de Preeclampsia severa y si de acuerdo a los criterios de la

ACOG no corresponde no se incluye al protocolo, lo mismo para preeclampsia leve,

o bien para ser consideradas como pacientes sin preeclampsia)

4. Disefo del muestreo:

Se hizo la invitacion a todos los sujetos captados consecutivamente en los servicios

antes mencionados (muestreo no aleatorio)

5. Visitas clinicas.

Manejo habitual pacientes con diagnéstico de preeclampsia.

0 Las pacientes acuden enviadas a C/E de complicaciones hipertensivas del

embarazo enviadas de la C/E de CPN de la misma unidad o bien de otras

unidades de la delegacion DF sur, Querétaro, Morelos, Guerrero y Chiapas.

En la consulta de primera vez con duracion de 20 minutos se realiza historia
clinica, exploracion fisica y obstétrica, se solicitan pruebas de laboratorio
incluyendo: BH, QS; PFH, EGO y depuracion de creatinina y proteinuria en
orina de 24 horas, asi como USG obstétrico. Se brindan indicaciones de
alarma obstétrica y se da cita libre a urgencias, con cita subsecuente en 2

sémanas.

En la consulta subsecuente con duracion de 15 minutos, se realiza
exploracion fisica y obstétrica, se revisan los exdmenes de laboratorio y

USG y si cuenta con criterios para preeclampsia leve o severa se acenta que

117




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina II

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”
UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI
continia manejo y seguimiento en dicho servicio, en caso contrario se envia

a servicio de consulta externa de control prenatal habitual.

0 Si se concluye preeclampsia leve continua control prenatal externo con
seguimiento cada 3-4 semanas hasta las 38 semanas de gestacion en cada
cita se solicitan: BH, QS; PFH, EGO y depuraciéon de creatinina y
proteinuria en orina de 24 horas, en este caso USG obstétrico cada 2 citas, se
brindan indicaciones de alarma y cita libre a urgencias. Una vez alcanzadas
las 37-38 semanas dependiendo del criterio del obstetra, estd indicado la
interrupcion de la gestacion, por lo que se envian al servicio de admision

continua para su internamiento.

0 Sise concluye preeclampsia severa se envia inmediatamente a admision para
su internamiento y hospitalizacion, control hemodindmico con uso de
antihipertensivos y de acuerdo a la edad gestacional(28-33 semanas) para
aplicacion de esquema de maduracion pulmonar fetal, pruebas de bienestar
fetal (USG doppler hemodindmico de arteria cerebral media y umbilical,
prueba sin estrés). Si una vez realizado todo esto la paciente se encuentra
estable puede ser egresada con seguimiento semanal o quincenal por
consulta externa. Bajo indicaciones explicitas de alarma obstétrica y cita

libre a urgencias en caso de presentar alguna de ellas.

0 Si la paciente continua inestable hemodindmicamente, hay pruebas de riesgo
de pérdida de bienestar fetal, si ya se concluy6 el esquema de maduracion
pulmonar fetal y latencia, o bien; se alcanzan las 34 semanas esta indicado la

interrupcion de la gestacion.

e Visitas en relacion al protocolo de investigacion.

0 Si las pacientes pertenecen al estudio transversal no requieren de citas ni

visitas de seguimiento, ya sea en su cama o en un consultorio ex profeso es
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donde se firma el consentimiento informado por ella y su pareja, se realiza el

interrogatorio directo y se toma la muestra de sangre.

0 Si las pacientes pertenecen al estudio de casos y controles anidado en una
cohorte, la primera consulta para su invitacidon a participar se otorg6 en la

consulta externa en un consultorio ex profeso.

0 Las siguientes consultas fueron mensualmente y coincidieron idealmente
con sus citas de control prenatal, su cita no fue mayor a 10 minutos donde se
tomoé somatometria y muestra de sangre por venopuncion a las 16,20, 24, 28,
32 y 36 semanas de gestacion, si cursa embarazo normal y las alcanza o

hasta la interrupcion de la gestacion en caso de desarrollar preeclampsia.

0 Todo lo anterior realizado por la alumna de maestria o bien, por el tutor.

6.- Medicion de Concentracion sérica de Angiotensina II.

e Durante la primera hora después de tomada la muestra de sangre (en un tubo sin
anticoagulante) etiquetado con la clave alfanumérica correspondiente otorgada a
cada paciente, se dejo que formard el coagulo por al menos 15 minutos e
inmediatamente se centrifugd a 3,000 rpm por 10 minutos a 4° C, después se
separara el suero y se colocaran en tubos conteniendo pepstatina A (inhibidor de
proteasas) y captopril (inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina) para ,
vitar su degradacion a ang Il y la formacion de ang II a partir de ang I, una vez
realizado esto se colocaron a -80°C para su almacenamiento hasta su analisis, el cual
se lleva a cabo una vez completado la muestra (30 pacientes con embarazo normal,
30 con preeclampsia leve y 30 con preeclampsia severa) para el estudio transversal
y 60 para el estudio de casos y controles anidado en una cohorte [30 pacientes

sanas (sin preeclampsia) y 30 pacientes con preeclampsia].

e En el caso del estudio transversal se analizaron las 90 muestras en un mismo
momento y por las mafianas para evitar sesgo por cambio de temperatura ambiental,
etc. Cabe mencionar que todas las variables de interés ademas de guardarse en papel
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en su correspondiente hoja de recoleccion de datos se vacian a una libreta de control
y el mismo dia también se introducen las variables a la base de datos electronica, la
cual no fue modificada, hasta contar con los resultados de la concentracion de la ang

IT medida en ng/ml.

e Para el estudio de casos y controles anidado en una cohorte se analizaran por
bloques de 15 casos y 15 controles en un mismo momento y por las mafianas para
evitar sesgo por cambio de temperatura ambiental. Cabe mencionar que todas las
variables de interés obtenidas por interrogatorio o por exploracion fisica
(peso/talla=IMC, TA) ademas de la hoja de recoleccion de datos se archivan en un
expediente individual correspondiente a cada paciente con su clave alfanumérica, se
vacian a una libreta de seguimiento y el mismo dia se introducen las variables de
interés a la base de datos electronica, la cual fue analizada hasta contar con los
resultados del bioensayo con los niveles de concentracién de ang II en ng/ml y se
hubieran vaciado en la base de datos. Una vez hecho el andlisis estadistico
descriptivo se dividieron de acuerdo a los cuartiles a que pertenezcan los valores de
concentracion de Ang II aquellos que se encuentren entre los cuartiles 2-4 (Q2-4)
seran considerados como valores normales y aquellos que se encuentran en el

primer cuartil (Q1) se clasificaran como valor bajos.

Cualquier duda sobre el método utilizado pasar la determinacion de la
concentracion de Ang II y del bioensayo in vitro utilizado favor de pasar a los
anexos siguientes (6-8 descripcion del bioensayo, clasificacion y tipos de

bioensayos y técnica del bioensayo) .

7. Control de calidad:

Para controlar la calidad de las mediciones de la concentracion sérica de la Ang II se
realizaron pruebas preliminares para la identificacion de los coeficientes de variacion intra

e interensayo, hasta alcanzar valores menores al 10%.

120




“Aplicacion de un bioensayo in vitro para determinar la concentracion sérica de la angiotensina IT

como predictor del desarrollo de preeclampsia y su severidad”
UNAM/Facultad de Medicina/Unidad de Posgrado/PMDCMOS/Sede IMSS/CMN SXXI
Las muestras bioldgicas fueron almacenadas en la red fria en un ultracongelador a -80°C
localizado en la unidad de investigacion la cual se monitorea hasta cada 8 horas y cuenta
con un sistema especial de alarma la cual reporta via electronica cualquier falla al tutor,
quien cuenta hasta con 48 horas siempre y cuando no se abra, sin modificarse la
temperatura, en 5 afios no ha habido ninguna falla en caso de que la haya se cuenta con

otros 2 ultracongeladores que pueden suplir su funcion.

Para el control de calidad de la variable severidad de la preeclampsia y presencia de
preeclampsia los criterios se basaron exclusivamente en los criterios establecidos por la
ACOG! tanto para preeclampsia leve como preeclampsia severa o con criterios de

severidad.
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Anexo 6. Descripcion del Bioensayo utilizado en esta investigacion.
El bioensayo de nuestro estudio se llevo a cabo con linea celular hAT1R-NFAT-Luc HEK-
293 (human embryonic kidney-293 cells) establemente transfectadas (es decir, que el gen
transfectado permanece en el genoma de la célula y su progenie) con el receptor humano
AT1 de Ang II (ATIR) y el gen reportero formado por el constructo: NFAT-luciferasa.
Esta linea celular responde especificamente y de una manera dosis-dependiente a la Ang II,
la cual una vez unida a su receptor ATIR (Acoplado a proteina G), incrementa las
concentraciones de Calcio intracitoplasmatico y activa la via de sefalizacion de la
calmodulina-calcineurina con activacion final del (NFAT) factor nuclear de linfocitos T
activado. (108 ) quien estd ligado al gen de la luciferasa (segundo gen reportero
transfectado), una vez activado el constructo NFAT-Luciferasa, se producird una emision
corta de luz (luciferasa) que corresponde al producto final que mediremos como indicador

de la union de ang II al receptor AT1, y que se traduce como concentracion (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del Bioensayo in vitro Luciferasa gen-Reportero.
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Figura 5. Modelo del Bioensayo. Células HEK-293 transfectadas con el receptor humano tipo 1

angiotensina II (AT1) y un gen reportero (NFAT-Luciferasa). El receptor AT1 (acoplado a proteina G) se

produce y se expresa constantemente en la superficie celular, en donde se une especificamente a la

angiotensina II (Ang II). Tras su union se libera Ca** el cual inicia la via de sefializacion de la calmodulina-

calcineurina, la cual activa al NFAT (factor nuclear de células T activada) y se une al constructo NFAT-

Luciferasa, que emitira un flash de luz y que sera medida en unidades relativas de luz y corresponde a la

concentracion de Ang I1.
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Anexo 7. Clasificacion y tipos de Bioensayos
La NCBO ( National center of Biomedical Ontology) clasifica los bioensayos de acuerdo al
disefio en 8 categorias (metodologia para reportar la accion del gen y como esta es
convertida en una sefal detectable) y a la tecnologia de deteccion usada en el ensayo en 5

categorias.

Por disefio o metodologia las siguientes 8 categorias: 1) Reporteros de union, 2)Reporteros
enzimaticos, 3)Reporteros inducibles, 4)Reporteros de morfologia, S)Reporteros viabilidad,
6)Reporteros de redistribucion, 7) Reporteros de conformacion y 8) Reporteros membrana

potencial.

De acuerdo a la tecnologia de deteccion usada los clasifica en 5 categorias: 1)
Espectrofotometria, 2) Fluorescencia, 3) Luminiscencia, 4) Tecnologia etiqueta libre y 5)
microscopia. Otras especificaciones de disefio del ensayo y la tecnologia de deteccion

pueden incluir el kit de ensayo o longitud de onda detectada.

De acuerdo a esta clasificacion el bioensayo que se utiliza en este proyecto corresponde a
un ensayo Reportero de Unidén por el disefio y de Luminiscencia por la tecnologia de
deteccion. (109) Especificamente los ensayos en luciferasa los clasificaron en cinco sub-
categorias: gen reportero, de viabilidad, acoplados a la ATP, luciferina-acoplada, y ensayos
de actividad de la enzima luciferasa, este estudio corresponde a técnica luciferasa gen-

reportero. (110)
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Anexo 8. Técnica del Bioensayo in vitro
Medio de Cultivo de Crecimiento
100 ml DMEM suplementado
e Suero Bovino fetal 10% = 10 ml
e Penicilina-Estreptomicina = 1 ml
e Gentamicina = 100 mcl

e Fungizona =200 mcl

Suma=11.3ml

Se completan 100 ml (88.7 ml) con DMEM rico en glucosa, marca Sigma-Aldrich.
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose)

Medio de Cultivo de crecimiento Suplementado con Geneticina (antibidtico

aminoglucdsido al cual las células Hek 293 son resistentes)
24 horas después se agrega Geneticina (se encuentra a una concentracion 50 mg/ml)

Se requieren 250 mcg/1 ml = 25mg/100 ml = 500 mcg que corresponde a 0.5 ml

Descongelamiento y siembra de células hek-293
Las células hATIR-NFAT-Luc HEK-293 se encontraban en 4 viales distintos bajo
congelacion en Nitrogeno Liquido a -170°C (Se toman 2 viales), se retiran del Nitrogeno

Liquido y se permite descongelamiento a temperatura ambiente.

Una vez descongelado el vial, en campana estéril se vacia la alicuota de células
descongeladas y se pasa al frasco de cultivo de capacidad para 50 ml, se agrega medio de
cultivo suplementado con Geneticina aproximadamente 15 ml. (éste proceso corresponde a

la primera siembra)

Se coloca el frasco de cultivo en la incubadora a 37°C para su crecimiento en monocapa y
se observa diariamente su tasa de crecimiento. Al cuarto dia se observd un crecimiento

exponencial.
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Cuando se alcanzé una confluencia de aproximadamente un 70-80% (es decir; que la
superficie del frasco de cultivo se observa ocupada por las células), se realiz6 la resiembra

o pase celular. Para lo cual se procedio a la disgregacion celular o tripsinizacion.

Disgregacion celular o tripsinizacion. (campana estéril)

e Se retira el medio de cultivo de crecimiento (MC)

e Selava con PBS para eliminar el exceso del MC

e Se agrega tripsina aproximadamente 1ml, se mueve el frasco para que esté en contacto
con toda la superficie donde estan pegadas las células.

e Se deja reposar aprox. 5 minutos a 37°C en la incubadora

e Ya que estdn despegadas las células se vacia el contenido en un tubo de 15 o 50 ml
(dependiendo de la cantidad de células que se van a resembrar)

e Se lava con medio de crecimiento (sin suplementar con geneticina), con
aproximadamente 2 ml, los cuales se afaden al tubo de 15 o 50 ml para su
centrifugacion

e Se completan entre 10 y 20 ml con MC sin suplementar con geneticina

e Se centrifuga a 1000 RPM por 5-10 min a 25°C

e Se tira el exceso de Medio de crecimiento

e Seagregan 2 ml de medio de crecimiento suplementado y se homogeniza la muestra.

Conteo Celular

e De la muestra anterior se toman 10 mcl y se completan 200 mcl con de medio de
crecimiento sin suplementar y libre de suero bovino), se homogeniza la muestra y se
pone una gota en la cdmara de neubauer.

e Se cuentan las células por cuadrante y se suman, se saca un promedio y se multiplica
por 10,000.

e Se multiplica por el factor de dilucion en este caso el factor de dilucion fue 20 (10-200)

e Elresultado corresponde al total de células / 1 ml.

e Elresultado se multiplica x 2 para que sea el total de células por muestra (2 ml).
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Resiembra o Pase celular

Para resembrar, del total de células por muestra que se encuentran en 2ml de medio de
cultivo, se agrega el equivalente a 5x10° y se completan 25 a 30 ml con medio de
crecimiento suplementado con geneticina, al frasco de cultivo, el cual se cambia

aproximadamente cada 3 dias.

Medio de Cultivo para Bioensayo 100 ml
1.- Suero de caballo al 10% (10 ml)

2.- Penicilina-Estreptomicina 1 ml

3.- Gentamicina 100 mcl

4.- Fungizona 200 mcl

5.- Se completan 100 ml con DMEM solo (88.7ml)

Nota: medio libre de Geneticina

Placa de Bioensayo

De las células tripsinizadas y homogenizadas con medio de cultivo de bioensayo (con
suero de caballo), se toma la muestra de acuerdo a la cantidad de células por ml, se saca el
equivalente a 1x10* (10,000) células por pozo x 100 (redondea aunque la placa es de 96
pozos) =1 millon. Se agregan a un frasco de 100 ml y/o en la caja de la placa para utilizar
la pipeta multicanal y se completan 10 ml con medio de cultivo de bioensayo. Y Se agregan

100 mcl por pozo, es decir:

Se siembren 1x10* células en 10 mcl de medio de bioensayo por pozo por triplicado para

establecer coeficiente de variacion.

Se dejan a 37°C por 18-24 horas

Medio de cultivo (depletado de suero) 200 ml

1.- Penicilina-estreptomicina 2 ml
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2.- Gentamicina 200 mcl
3.-Fungisona 400 mcl
4.- se completan 200 ml con DMEM solo (197.4 ml)

5.- Se separan aprox. 10 ml del mismo en un tubo de 15 y el resto se guarda.

Muestras Para Agonismo. (Ang II pura 1 mcg/10 mcl)

1.- Se toman 7 tubos de 1.5 ml y se rotulan con la concentraciéon y que corresponde a

Ang IT:

Tubo Concentracion Ang II Pura mcl DMEM Vol
Plain
1 0 0 100 mcl 100
2 2 meg/ml 2 mecg AIl (20 480 mcl 500
mcl)
3 1 meg/ml 250 mcl sol previa 250 mcl 500
4 0.1 meg/ml 30 mcl sol previa 270 mcl 300
5 0.01 mcg/ml 30 mcl sol previa 270 mcl 300
6 0.001 meg/ml 30 mcl sol previa 270 mcl 300
7 0.0001 mcg/ml 30 mcl sol previa 270 mcl 300

e Mezclar en vortex antes de cada dilucion.

Preparar Stock Ang Il de 2 ml a 2 mcg/ml
Para 2 mcg de Ang Il en 2 ml (20 mcl ang II pura + 1980 mcl de DMEM
plain)...concentracion final por pozo serd 1 mcg/ml, porque se diluye en los otros 100

mcl de la placa quedando un volumen final de 200 mcl por pozo.

Muestras para Antagonismo (telmisartan 1 mcg/3 mcl)
1.- Se toman 7 tubos de 1.5 ml y se rotulan con la concentracién y que corresponde a

Telmisartan:

Tubo Concentracion Telmisartan Stock Ang Il Volumen
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1 0 0 100 mcl Ang 11 100
2 2 mcg/ml + Ang II 1 mcg/ml (*) 2 pg Telmisartan (6 mcl) 494 mcl 500
3 1 meg/ml + (*) 250 mcl sol previa 250 mcl 500
4 0.1 mcg/mH*) 30 mcl sol previa 270 mcl 300
5 0.01 meg/ml+(*) 30 mcl sol previa 270 mcl 300
6 0.001 meg/ml+(*) 30 mcl sol previa 270 mcl 300
7 0.0001 mcg/ml+(*) 30 mcl sol previa 270 mcl 300

1.- Se agregan 100 mcl de DMEM plain en los primeros 2 pozos que corresponde a 0 de

ang Il para llevar a 200 mcl final por pozo (tubo 1).

2.- Se ponen 100 mcl de cada tubo de Ang II por pozo en duplicado para establecer
coeficiente de variacion de la curva de Agonismo. En total 12 muestras + el cero

corresponden a 14 muestras.

3.- En los siguientes 2 pozos se agregan 100 mcl del Stock de Ang II 2 mcg/ml para
quedar a una concentracion fija de Imcg/ml de ang II que correspondera al 0 de

Telmisartan.

4.- Se ponen 100 mcl de cada tubo de Telmisartan por pozo en pares para establecer
coeficiente de variacion de la curva de Antagonismo. En total 12 muestras + el cero

corresponden a 14 muestras.

5.- En los siguientes pozos se agregaran las muestras en total de 4 pozos por muestra:
que seran también por pares, en los 2 primeros pozos se agregan 50 mcl de DMEM
plain + 50 mcl de muestra (200 mcl), en los siguientes 2 pozos se agregan 50 mcl de
Telmisartan + 50 mcl de la misma muestra (200 mcl)... Con el fin de observar la
cantidad de ang II que contiene la muestra y que efectivamente se antagoniza con la

accion del telmisartan.
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6. Se deja incubar la placa a 37°C por 18-24 hrs.

Preparar Stock Telmisartan de 1.5 ml a 4 mcg/ml

1.

Se toman 18 mcl de Telmisartan (1 mcg/3mcl) + 1484 mcl de DMEM Plain en 1
tubo de 1.5 mcl. Quedando finalmente 6mcg/1.5 ml. De este stock se toman los 50

mcl para antagonizar las muestras.

*Todos los procesos previamente descritos se realizan en campana estéril.

Para la Lectura final...

W N =

XNk

En el laboratorio, sin necesidad de campana estéril

Se aspira el medio de cultivo gentilmente de cada pozo

Se lisan las células con 25 mcl de PBL por pozo durante 15 minutos y se coloca en
el rotador.

Se rotulan la cantidad de tubos necesarios de acuerdo a las placas realizadas

Se agregan 20 mcl de la muestra de lisado celular a cada tubo

Se agregan 10 mcl del sustrato de Luciferasa a cada muestra

Inmediatamente se realiza la lectura en el lumindmetro.

Los resultados obtenidos son expresados en unidades relativas de luz (URL).

Determinacion de concentracion de Ang II.

1.

2.

Se hace una curva de estandares con un valor conocido de concentracion de Ang II
en mcg/ml en cada experimento.

Cada valor conocido tendrda una cantidad de luciferasa expresada en URL,
posteriormente se hace una conversion en los valores conocidos de mecg/ml a ng/ml
y a partir de estos estdndares y de acuerdo a la cantidad de URL en los
desconocidos se determiné la concentracion de Ang II en ng/ml.
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