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RESUMEN

Antecedentes: La preeclampsia y la diabetes mellitus gestacional son dos de las principales
complicaciones del embarazo con considerable impacto en la mortalidad y morbilidad
perinatal. Ademas, ambos trastornos se asocian con efectos adversos a largo plazo tanto en la
madre como en el recién nacido. Aunque se tratan de trastornos con distintas patogenias, se
han observado algunas alteraciones comunes, por ejemplo, un estado proinflamatorio
placentario; sin embargo, poco se ha estudiado en torno al estado inflamatorio y disfuncién
endotelial en circulacion umbilical en ambas patologias y su posible relaciéon con el estado

placentario.

Objetivo: Comparar los niveles de expresion placentaria y las concentraciones umbilicales de
TNF-o, IL-6, IL-8, 110, IL-1RA, ICAM-1 y VCAM-1, asi como los cocientes TNF-o./11.-10,
TNF-o/IL-1RA, 1L-6/IL-10, IL-6/IL-1RA, IL-8/IL-10 e IL-8/IL-1RA en mujeres con

preeclampsia o con diabetes mellitus gestacional versus mujeres con embarazo normal.

Materiales y métodos: Estudio transversal realizado con 50 mujeres con embarazo normal,
50 mujeres con preeclampsia y 25 con diabetes mellitus gestacional. La expresiéon génica
placentaria de TNF-«, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RA, ICAM-1 y VCAM-1 se evalu6 mediante
ensayos de expresion relativa utilizando RT-PCR en tiempo real. Los niveles séricos de TNF-a,
IL-6, IL-8, IL.-10 e IL-1RA se midieron mediante ensayos de deteccion multianalito con la
plataforma Luminex. Los niveles séricos de ICAM-1 y VCAM-1 se determinaron mediante
ELISAs. Todos los ensayos se realizaron de acuerdo a los protocolos de los fabricantes. Los

coeficientes de variacion inter e intra ensayo fueron menores a 10%.

Resultados: En preeclampsia, la expresién placentaria de 11.-10 [1.3x107 (0.7x10°-2.3x107)] e

IL-1RA [1.6x10°(1.0x107-2.9x107)] fueron menores y el cociente 1L.-8/IL-1RA [2.0 (1.5-2.9)]



fue mayor en comparacién con el embarazo normal [I1-10, 3.3x10” (1.7x10°-4.2x107); 1L-
1RA, 5.7x107 (3.8x107-10.9x107); IL-8/IL-1RA, 0.8 (0.4-1.7)]. No se observé diferencia en la
expresion de TNF-a, I1L-6, IL-8, ICAM-1 y VCAM-1, ni en el resto de los cocientes, entre
estos grupos. En diabetes mellitus gestacional, no se observé diferencia en la expresion
placentaria de las citocinas y moléculas de adhesion, ni en los cocientes, en comparaciéon con el
embarazo normal. Las concentraciones umbilicales de las citocinas y moléculas de adhesion, asi
como los cocientes de interés, no fueron estadisticamente diferentes en preeclampsia y en

diabetes mellitus gestacional en comparaciéon con el embarazo normal.

Conclusion: Nuestros resultados muestran que no existe un estado proinflamatorio ni
disfuncién endotelial en la circulacién umbilical que se asocie con la preeclampsia o la diabetes
mellitus gestacional. Solo en la preeclampsia se observa un estado placentario proinflamatorio.
En ninguna de estas patologias existe relacién entre los niveles de expresion placentaria y las

concentraciones umbilicales de citocinas y moléculas de adhesion.



ABSTRACT

Background: Preeclampsia and gestational diabetes mellitus are both two of the main
pregnancy complications with considerable impact on perinatal mortality and morbidity,
respectively. In addition, both disorders are associated with long-term adverse effects in both
the mother and the newborn. Although they are disorders with different pathogenesis, some
common alterations have been observed, such as a placental pro-inflammatory state; however,
there are few studies examining the relationship between this alteration and the inflammatory

state and endothelial dysfunction in umbilical circulation in both pathologies.

Objective: To compare the placental gene expression levels and umbilical serum
concentrations of TNF-o, I1L-6, IL-8, I1L-10, IL-1RA, ICAM-1 and VCAM-1, along with the
TNF-o/IL-10, TNF-o/IL-1RA, IL-6/IL-10, IL-6/IL-1RA, IL-8/IL-10 and IL-8/IL-1RA
ratios in preeclamptic or gestational diabetes mellitus women compared with normal pregnant

women.

Methods: This cross-sectional study was performed with 50 women with preeclampsia, 25
women with gestational diabetes mellitus and 50 women with normal pregnancy. Placental
gene expression levels were measured by relative expression assays using real time RT-PCR.
Serum concentrations of TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-1RA were measured by Luminex
multianalyte assays. Serum concentrations of ICAM-1 and VCAM-1 were determined by
enzyme-linked immunosorbent assays. All assays were performed according to the
manufacturer’s instructions. The coefficients of inter- and intra-assay variation were less than

10% for all analysis.

Results: In preeclampsia, placental expression of 11.-10 [1.3x10” (0.7x107-2.3x107)] and IL-

1RA [1.6x10°(1.0x10°-2.9x107)] was lower, while placental IL-8/I1-1RA ratio [2.0 (1.5-2.9)]



was higher as compared with normal pregnancy [I1.-10, 3.3x107 (1.7x107-4.2x107); IL-1RA,
5.7x10° (3.8x107-10.9x107); IL-8/IL-1RA, 0.8 (0.4-1.7)]. No significant differences were
observed in the placental expression of TNF-o, IL-6, IL-8, ICAM-1 and VCAM-1 and
umbilical concentrations of the cytokines and adhesion molecules between these groups. There
were no significant differences in placental gene expression levels of each cytokine and
adhesion molecule or the ratios between gestational diabetes mellitus and normal pregnancy.
In both preeclampsia and gestational diabetes mellitus, there were no significant differences in
umbilical concentrations of each cytokine and adhesion molecule or the ratios in comparison

to normal pregnancy.

Conclusion: Our data demonstrated that there is no pro-inflaimmatory state or endothelial
dysfunction in the umbilical circulation associated with preeclampsia and gestational diabetes
mellitus. Only preeclampsia associates with a pro-inflammatory placental state. In both
pathologies, there is no relationship between the levels of placental expression and the

umbilical concentrations of cytokines and adhesion molecules.



1. INTRODUCCION

El embarazo normal se caracteriza por una serie de cambios en la fisiologfa y anatomia materna
que, de ser apropiados, convergen en una gestacion libre de complicaciones; sin embargo,
existen diversos factores que favorecen la aparicion de complicaciones durante esta etapa.
Dentro de éstas, la preeclampsia y la diabetes mellitus gestacional representan dos de las
principales entidades patolégicas con un impacto significativo en la mortalidad y morbilidad
perinatal. Ademas, ambos trastornos se asocian con efectos adversos a largo plazo tanto en la
madre como en el recién nacido. Por ejemplo, en la madre, la preeclampsia predispone a
enfermedades cardiovasculares prematuras como hipertensiéon cronica, enfermedad cardiaca
isquémica e infarto (1), mientras que en el recién nacido incrementa el riesgo de infarto,
enfermedad coronaria y sindrome metabdlico (2-4). Por su parte, la diabetes mellitus
gestacional incrementa el riesgo de desarrollar obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad

cardiovascular tanto en la madre como en el neonato (5).
1.1 EMBARAZO NORMAL

Los cambios anatémicos y fisiologicos caracteristicos de la gestacion generan un ambiente ideal
para el desarrollo fetal. Fstos incluyen modificaciones que inician desde la implantacién y
afectan practicamente a todos los 6rganos del cuerpo. En embarazos sin complicaciones, estos
cambios se resuelven después del alumbramiento con minimos efectos residuales. Es pues
evidente que éstos derivan de la presencia de las nuevas células que se alojaron en el utero y

que, en determinado momento, originaron la placenta.

1.1.1 Placentacion

El inicio de un nuevo individuo se da por la unién de un évulo y un espermatozoide, proceso

conocido como fertilizacion. Asi, se origina una célula llama cigoto, la cual experimenta una



serie de divisiones mitéticas y morfogénesis para dar lugar al blastocisto, un estadio
embrionario con dos masas celulares: la externa y la interna. La primera, el trofoblasto, se
conforma de células encargadas de la formacion de la placenta y el corién, mientras que la
segunda, el embrioblasto, da origen al embrién y otras membranas extraembrionarias (amnios,
alantoides y saco vitelino). Aproximadamente 5 a 7 dfas después de la ovulacion, el blastocisto
se implanta en el endometrio uterino. Este proceso esta regulado principalmente por las
hormonas maternas estrégeno y progesterona, asi como por sefializaciones locales que
incluyen citocinas, factores de crecimiento, factores de transcripcién, mediadores lipidicos y
genes morfogénicos, que interactian de manera autocrina, paracrina y yuxtacrina. En respuesta
a la implantacion del blastocisto, las células del estroma uterino experimentan una
transformaciéon llamada decidualizacién, en la que aumentan de volumen debido al
almacenamiento de glucégeno, proteinas, lipidos y minerales, los cuales, a medida que las
células trofoblasticas invaden el endometrio, se digieren y proveen los nutrientes necesarios
para el crecimiento y desarrollo del embrién. Esta es la primera fuente de nutrientes para el
embrioén e incluso sigue utilizandose durante aproximadamente 8 semanas, a pesar de que el
esbozo placentario comienza a proveer nutrientes una semana después de la implantacién (6,

7).

Como se ha mencionado, el trofoblasto es el tipo celular encargado de la placentacion, el cual
se diferencia en dos capas: 1) una capa interna de células mononucleadas: el citotrofoblasto, y
2) una capa externa multinucleada: el sincitiotrofoblasto. La primera puede presentar una
diferenciacion mas llamada citotrofoblasto extravelloso, ya que se origina del citotrofoblasto
progenitor e invade el endo y miometrio. Se ha observado que esta capacidad invasiva se
caracteriza por la expresion del receptor de quimiocinas CCR1 (8) y moléculas de adhesion

(aVb3, albl, CD144, CD106 y CD31) (9), ademas de la produccién de las metaloproteinasas 1,



2, 3,9y 14 (10, 11), atiles para la degradacion de la matriz extracelular. Mediante este
mecanismo de invasién, durante la primera semana posterior a la implantaciéon se forman
lagunas trofoblasticas, que posteriormente entran en contacto con sinusoides maternos para
dar lugar a las vellosidades primarias. Conforme el embarazo avanza, el citotrofoblasto
extravelloso logra invadir las arterias espirales uterinas y modificarlas mediante un proceso
denominado seudovasculogénesis, en el que remplaza a la células endoteliales de los vasos
cambiando su fenotipo epitelial a uno endotelial. De esta manera, el citotrofoblasto
extravelloso le confiere a las arterias un mayor calibre y baja resistencia para establecer la
adecuada perfusion placentaria. Es importante sefialar que es en este proceso de placentacion
cuando se establecen las interfases materno-fetales. La interfase 1 se compone de las
interacciones entre el citotrofoblasto extravelloso y las células deciduales, siendo la interfase
dominante durante el embarazo temprano. La interfase 2 se conforma de las interacciones
entre el sincitiotrofoblasto que recubre las vellosidades placentarias y las células maternas
circulantes, la cual se activa a la par del establecimiento de la circulaciéon utero-placentaria,
aproximadamente en las semanas 8 y 9 de gestaciéon, expandiéndose paralelamente al
crecimiento placentario, para convertirse en la interfase dominante hacia el final del embarazo
(12). Una observaciéon importante es que, como parte del recambio y la reparacion tisulares, la
placenta libera a la circulacién materna desechos como nudos sinciciales, trofoblasto
mononuclear, microparticulas de sincitiotrofoblasto y nanoparticulas de trofoblasto, que

interaccionan con las células circulantes y endoteliales, dando lugar asi a una extension de la

interfase 2 (13).

1.1.2 Inmunologia del embarazo

Durante el embarazo, el sistema inmune materno debe tolerar a la placenta, la cual actia como
un injerto semi-alogénico debido a la expresion de antigenos paternos. Una caracteristica
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fundamental del trofoblasto es su baja antigenicidad, ya que no expresa los antigenos
leucocitarios humanos (HLA) HLA-A, -B y —D, que son moléculas con elevado potencial
inmunogénico en trasplantes; pero, si expresa otras moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase 1. Por ejemplo, el citrotrofoblasto extravelloso expresa las
moléculas HLA-G, -E, -IF y —C (14), mientras que el sincitiotrofoblasto solo expresa isoformas
solubles de HLA-G que, interesantemente, tienen un efecto inhibitorio sobre células T (15).
Esta limitada antigenicidad del trofoblasto es una caracteristica clave para evitar el rechazo
agudo y desarrollar tolerancia.

1.1.2.1 Inmunidad innata

El papel de las células de la inmunidad innata en la tolerancia materna no ha sido
completamente dilucidado; sin embargo, se piensa que la regulacién de la respuesta
inflamatoria en esta interfase es fundamental para lograr dicha tolerancia (16). A continuacién
se describe dicha regulacién por cada estirpe celular de la inmunidad innata.

Células NK

Las células asesinas naturales (NKs) son linfocitos que desempefian importantes funciones en
las respuestas de la inmunidad innata contra virus y bacterias. Durante las primeras semanas de
gestacion, las células NKs deciduales (dNKSs) representan del 70 al 75% del total de leucocitos
deciduales CD45+ (17, 18). Fenotipicamente, estas células son predominantemente
CD56"™"CD16CD160" y poseen una baja actividad citotxica, siendo esencialmente células
inmunoreguladoras (19-21). En contraste, las células NK periféricas (pNKs) constituyen del 5-
20% de los leucocitos en sangte en el adulto y poseen un fenotipo CD56""CD16"'CD160" (22-
24). El mecanismo efector de estas células esta determinado por sus receptores tanto
inhibidores como activadores (25), dentro de los cuales los receptores tipo inmunoglobulina

(KIR), receptores de la familia de la lectina tipo C (por ejemplo, el receptor CD94/NKG2) y



los receptores del leucocito tipo inmunoglobulina (ILTs) han sido los mas estudiados. Para
algunos de estos receptores, principalmente aquellos con actividad inhibitoria, las moléculas
HILA son sus principales ligandos (26), por lo que se ha propuesto que, debido a que las dNKs
se acumulan alrededor del trofoblasto extravelloso, la interaccion a través de la unidon receptor
NK-HLA (27, 28) tiene una participacién importante en la regulacion de estas células.

HLA-G es una molécula cuyo gen codifica siete isoformas, de las cuales HLA-G5 y -Go,
conocidas también como sHLA-G1 y -G2, respectivamente, son solubles (29). El
citotrofoblasto extravelloso expresa tanto las isoformas asociadas a membrana como las
solubles, mientras que el sincitiotrofoblasto, como ya se menciond, solo expresa isoformas
solubles (30). Se ha demostrado que HLA-G inhibe a las dNKs cuando se unen a los
receptores CD94/NKG2, ILT2 y KIR2DL4 (31-37). Por lo que se ha propuesto que mediante
este mecanismo se podtia inhibir la citotoxicidad dNKs y promover la produccién de citocinas
y factores angiogénicos que facilitan la invasién del citotrofoblasto extravelloso y la
remodelacion vascular durante el proceso de placentacion (28, 38-40). Otra molécula capaz de
ser reconocida por receptores inhibidores y activadores, y que probablemente tenga un papel
en la regulacién, es HLLA-C. Esta juega un papel importante en el aloreconocimiento, ya que es
la unica molécula polimoérfica del MHC clase I expresada en el citotrofoblasto extravelloso. La
diversidad de receptores KIR maternos y de variantes alélicas de HLLA-C sugiere la existencia
de combinaciones KIR-HLA-C mas favorables que otras para inhibir la capacidad citotéxica
de las dNKSs (41).

En relacion a las pNKs, estas células pueden polarizarse hacia un fenotipo NK1, que expresa
predominantemente IFNy, o bien hacia un fenotipo NK2, que expresa 1L-4,-5 y -13,
dependiendo de los estimulos recibidos (42, 43). De manera interesante, el embarazo normal se

caracteriza por un cambio de respuesta inmune de Thl, que produce IL-2, IFN-y y TNF-a,



hacia Th2, que produce 11.-4, -5, -10, y -13; la falla en esta polarizacion es caracteristica de
complicaciones del embarazo (44, 45). Las pNKs durante un embarazo normal muestran una
polarizacion hacia NK2 (46), lo que probablemente contribuye a la respuesta Th2. Esta
polarizacion puede deberse a que HLA-G, en sus formas solubles o asociadas a membrana en
los desechos trofoblasticos, inhibe a las pNKs mediante su unién al receptor CD94/NKG2
(3.

Macréfagos

Los macréfagos son células fagociticas encargadas de la eliminacién de microbios, células
muertas y otros desechos, asi como de la presentacion de antigenos a linfocitos T. Se han
descrito muchos subgrupos de macréfagos, pero de manera general, pueden ser clasificados en
dos grandes subgrupos: M1 o macréfagos activados clasicamente, con fenotipo IL-12""I1.-
23" 10", y M2 o macréfagos activados alternativamente, con fenotipo IL-12"V1L-23""IL-
10", Los macréfagos M1 son microbicidas y proinflamatorios, mientras que los M2 son
reguladores, capaces de suprimir la inflamacion (47-48). Los macréfagos se originan a partir de
sus precursores en sangre periférica, los monocitos, los cuales migran a los tejidos, maduran y
se diferencian en macréfagos (49). Los monocitos comprenden del 5 al 10% de los leucocitos
en circulacién y son una poblacién heterogénea de subgrupos que se diferencian con base a la
expresion de CD14 (receptor de lipopolisacarido) y CD16 (FcyR-1I). Los principales
subgrupos son el clasico, que consiste de monocitos CD14™"CD16 y comprende del 90 al
95% de los monocitos totales; el no clasico, cuyo fenotipo es CD14°*CD16"; y el intermedio,
que posee el fenotipo CD14™"CD16" (50).

En el embarazo temprano, los macréfagos deciduales (dMacs) representan del 10 al 20% de la
poblacion leucocitatia CD45" total (51, 52). Se ha observado que estas células tienen un perfil

de expresion tipo M2 (53) y que sintetizan cantidades elevadas de I1.-10, indoleamina 2,3-
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dioxygenase (IDO) y HLLA-DR, asi como bajos niveles de las moléculas coestimuladoras CD80
y CD86 (54), lo que supone una funcién inmunorreguladora. Por lo tanto, se ha postulado que
en la interfase 1 los dMacs tienen la funcién de regular la inflamacion, favoreciendo asi la
tolerancia. Es importante mencionar que estas células también estan involucradas en la
invasion del citotrofoblasto extravelloso, la remodelacion vascular (55) y en la fagocitosis de
células apoptodticas durante la placentaciéon (56). Una observacidon interesante es que la
fagocitosis de células apoptoticas induce la produccion del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), que favorece la respuesta Th2 (57) y la diferenciacién de linfocitos T CD4" a
linfocitos T reguladores (Tregs). Por otro lado, en un estudio en el cual macréfagos derivados
de monocitos circulantes fueron expuestos a desechos trofoblasticos, se observd que la
fagocitosis de estos desechos resulta en una menor expresion de moléculas MHC II, moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86, CD40 y B7H3), proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1), molécula de adhesion intercelular 1 y receptor para IL-8, mientras que la expresion
de ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1) y de IDO aument6. Ademas, se observé un
incremento en la secrecién de citocinas antiinflamatorias I1L-10 y del antagonista del receptor
de interleucina 1 (IL-1RA), mientras que la secrecién de las citocinas proinflamatorias I1.-183,
IL12p70 e IL-8 disminuyé (58). Estos datos sugieren que la fagocitosis de desechos
trofoblasticos procedentes de una placenta normal es util para la diferenciacion M2 de los
dMacs.

Respecto a los monocitos, se ha demostrado que a lo largo del embarazo existe cierto grado de
activacion de estas células, ya que muestran una elevada expresion de CD11b, CD14 y CD64
(marcadores asociados a inflamacién), asi como una mayor produccion de especies reactivas de
oxigeno y de citocinas proinflamatorias IL1-f e IL-12 en comparaciéon a los monocitos

procedentes de mujeres no gestantes (59-61). No se conoce el mecanismo exacto de como
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sucede esta activacion, aunque probablemente el contacto de estas células con desechos
placentarios, DNA fetal y citocinas tiene un papel relevante (62-64).

Células dendriticas

Las células dendriticas (DCs) son las células presentadoras de antigeno (APCs) mas
importantes (65). Los principales subgrupos de estas células son las DCs clasicas, las cuales se
derivan de precursores CD11c"HLLA-DR" en la sangre y se ubican principalmente en los
tejidos, el segundo subgrupo son las DCs plamacitoides, que generalmente se encuentran en
circulacién y se diferencian a partir del precursor comin de DCs o de progenitores linfoides
comprometidos (66). Las DCs clasicas se pueden clasificar en relaciéon a su estado de
maduracién en inmaduras, cuyo fenotipo es MHCIT®YCD80/86""11.-1211.-10", semimaduras,
con el fenotipo MHCIT™"CD80/86™"[1.-12T1.-10""TNF-o, y maduras, que poseen el fenotipo
MHCII""CD80/86"¢"[1.-12""1L.-10' TNF-«". Las funciones de cada uno de estos subgrupos
difieren, por ejemplo, las DCs inmaduras inducen anergia en células T, mientras que las DCs
semimaduras promueven el desarrollo de células T reguladoras (Tregs), siendo ambas
fundamentales en el desarrollo de la tolerancia inmune. Por su parte, las DCs maduras
muestran una fuerte actividad de presentaciéon de antigeno, promoviendo asi la activaciéon de
células T (67, 68).

Actualmente existe controversia en cuanto a la definicién fenotipica de las DCs deciduales
(dDCs); no obstante, en diversos estudios se han utilizado el fenotipo lin" (CD3'CD19 CD56°
CD14) y HLA-DR" para definir a estas células (69-71). Se ha observado que las dDCs, en el
embarazo temprano, comprenden aproximadamente el 1% de la poblacién celular total en la
decidua. Estas células también poseen las caracteristicas fenotipicas CD11c¢’, CD1a y CD123,

port lo que se piensa que tiene un origen mieloide como las DCs clasicas (70).
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Asimismo, se ha reportado que en el primer trimestre del embarazo, las dDCs son
principalmente inmaduras (70) y tienen la capacidad de promover la diferenciacién de células T
CD4" al fenotipo Th2 (71). Ademas, el HLA-G en el trofoblasto extravelloso, al unirse a los
receptores ILT2 e ILT4 de las dDCs, le confiere senales inmunorreguladoras (72).

1.1.2.2 Inmunidad adaptativa

El sistema inmune adaptativo se diferencia principalmente del sistema inmune innato en que
posee especificidad de antigeno y memoria inmunolégica. El hecho de que la preeclampsia es
esencialmente una enfermedad de primigravidas, y que el poco tiempo de cohabitacion sexual y
el cambio de paternidad son factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad, sugiere que el
sistema inmune adaptativo juega un papel relevante en este trastorno. Las principales células
del sistema inmune adaptativo involucradas en la tolerancia inmune son linfocitos T CD4" de
distintos subgrupos que a continuacion se describen.

Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores (Tregs) son un subgrupo de células T con el fenotipo
CD4 Foxp3", indispensables en la tolerancia inmune hacia antigenos propios o extrafios. Estas
células se pueden clasificar en Tregs naturales (nTregs), derivadas del timo, y en Tregs
inducidas (iTregs), diferenciadas en 6rganos linfoides periféricos (73). Dicha clasificacion se
realiza con base al factor de transcripcién Helios, de manera que las nTregs son Helios" y las
iTregs son Helios’; no obstante, es necesario mencionar que probablemente este marcador no
es apropiado para tal objetivo, ya que Helios ha sido propuesto como un marcador de
activacion y proliferacion, no de diferenciaciéon (74); ademas, se ha sugerido que las células
Tregs Helios™ pueden representar un subgrupo de iTregs o nTregs (75).

Diversos estudios han demostrado que en el primer trimestre del embarazo normal existe un

aumento de Tregs totales en la interfase 1 (76, 77), la cual es probablemente causada por la
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estimulacion de los aloantigenos del trofoblasto (78, 79). Utilizando Helios como marcador de
diferenciacién, un estudio reporté que este aumento de Tregs se debe principalmente al de
iTregs y no de nTregs. Esto sugiere que en el embarazo normal, las iTregs son inducidas en los
ganglios linfoides que drenan la decidua (80). Es importante mencionar que estas
observaciones son consistentes con la idea de que las iTregs facilitan la tolerancia a antigenos
propios y extrafios, mientras que las nTregs estan principalmente involucradas en la tolerancia
a lo propio (81-83). Por otro lado, en la interfase 2 también se observa el aumento de Tregs
(84, 85), ubicandose un maximo en el segundo trimestre de gestacion. Se piensa que este
aumento en sangre es consecuencia del observado en la interfase 1, ya que en la decidua el
aumento es mayor que en circulacion, y es ahi donde principalmente se lleva a cabo el estimulo
por aloantigenos (79); no obstante, es importante considerar que otros factores como
hormonas relacionadas al embarazo pueden influir en esta aumento (86).

Linfocitos Th17

Las células Th17 son un subgrupo de linfocitos T CD4" que secretan las citocinas
proinflamatorias IL-17 y -22 (87). Al igual que las Tregs, su diferenciaciéon esta determinada
por TGF-B en una forma dependiente de la concentraciéon (88), de tal manera que niveles
elevados de este factor inducen la diferenciacion hacia Tregs, mientras que en bajas
concentraciones, y en presencia de niveles elevados de IL-6 (89) y de endoglina soluble (90), se
favorece la diferenciacion hacia Th17 (91). Pocos estudios han determinado el porcentaje de
Th17 en la interfase 1 durante el embarazo normal. En el primer trimestre de gestacion, un
estudio report6 que el porcentaje de Th17 en la decidua es casi nulo (92). Contrario a esto, en
otro trabajo se observaron porcentajes elevados de estas células en la decidua (93). Con base en
esto, la presencia de células Th17 en la decidua queda demostrada; sin embargo, su abundancia

relativa permanece en controversia. En circulacion, el porcentaje de Th17 disminuye en el

14



embarazo normal y se han observado un cociente Treg/Th17 elevado (85), que refleja
justamente la diferenciacion preferente de las células T CD4" hacia Tregs.

1.1.2.3 Respuesta inflamatoria sistémica

La inflamacién es una respuesta basica del sistema inmune ante el dafio tisular y las infecciones;
no obstante, es esencial para el correcto funcionamiento de distintos mecanismos fisiolégicos.
La reproducciéon no es la excepcién, pues se sabe que la ovulacién, la menstruacion, la
implantaciéon y el parto son procesos que poseen un componente inflamatorio (94). El
embarazo mismo se caracteriza por un estado inflamatorio sistémico que, en algunos casos,
puede ser tan marcado como aquel que se observa en pacientes con sepsis, pero, no dafia a la
madre en ninguna forma. La inflamacion sistémica materna se caracteriza por leucocitosis,
incremento en actividad fagocitica, polarizacién de monocitos hacia un fenotipo
proinflamatorio, aumento en los niveles de proteina C reactiva y la polarizacién Th1-Th2 (12).
Como ya se menciond, éste ultimo consiste en el cambio de una respuesta celular
proinflamatoria Thl, que se observa en mujeres no embarazadas y se caracteriza por la
produccién de las citocinas IL-1, I1L-2, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-y y TNF-a, a una
antiinflamatoria Th2, con células productoras de 1L-4, IL-5, IL.-10, IL.-13 y factor estimulador
de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), en mujeres embarazadas (95). Desde su
identificacion, este cambio fue considerado el responsable de la tolerancia inmune materna,
mas aun cuando se observé su ausencia en algunas complicaciones de la gestacion tales como
aborto espontaneo, embarazo pretérmino y preeclampsia, que se consideran producto del
rechazo inmune materno en mayor o menor medida (96). Este paradigma Th1-Th2 se plante6
desde hace poco mas de 25 afios y es ampliamente conocido; no obstante, actualmente es
considerado muy simplista y secundario, ya que realmente es consecuencia de los mecanismos

propios de la tolerancia inmune materna; sin embargo, aunque la tolerancia es mas compleja
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que solo un cambio en la respuesta Th, se sigue observando una tendencia hacia la respuesta
Th2 en la gestacion libre de complicaciones.

1.1.3 Funcion endotelial

De manera normal, el endotelio vascular mantiene la fluidez de la sangre, regula el flujo
sanguineo, controla la permeabilidad de la pared del vaso y detiene la extravasaciéon de
leucocitos; sin embargo, en presencia de inflamacion, el endotelio emplea diversos mecanismos
con el objetivo de restablecer la homeostasis. El proceso de inflamacién involucra la activacion
endotelial que se puede dividir en tipo 1, también llamada estimulacién, que es una respuesta
rapida que no requiere activar la transcripciéon génica; y en tipo 2, que es una respuesta
dependiente de dicha activacion. En ambos tipos, existen tres componentes principales
subyacentes a los cuatro signos de la inflamacién: un incremento en el flujo sanguineo local,
que se manifiesta como rubor y calor en tejidos inflamados; una extravasacion localizada de
liquido rico en proteinas plasmaticas (conocido como exudado) que se percibe como el tumor
de tejidos inflamados; y un reclutamiento y activacion de leucocitos circulantes que migran
hacia el tejido infectado o dafiado. El dolor, el dltimo signo de la inflamacién (si no se
considera a la pérdida de funcién como el dltimo), es causado por mediadores producidos por
los leucocitos que actdan en las fibras nerviosas sensoriales del tipo C (97).

La activaciéon tipo 1 es mediada por ligandos que se unen a receptores heterotriméricos
acoplados a proteina G (GPCRs), tales como receptores de histamina H1. La sefalizacion
converge en la conversion del acido araquidénico en prostaglandina I, (PGI,) y en la activacion
de la oxido nitrico sintasa 3, la cual produce oxido nitrico (NO) (98). Estas moléculas actdan
como vasodilatadores, ya que relajan el musculo liso vascular, lo que aumenta el flujo
sanguineo y la extravasacion leucocitaria (principalmente neutréfilos). Paralelamente, se activa

la enzima cinasa de la cadena ligera de la miosina, que fosforila a la miosina de cadena ligera y
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resulta en la contraccion de los filamentos de actina que forman parte de las uniones
intercelulares del endotelio. Esto abre las uniones, promoviendo la extravasaciéon de proteinas
plasmaticas. La fosforilacién de miosina de cadena ligera también favorece la exocitosis de los
cuerpos de Weibel-Palade, que llevan a la P-selectina a la superficie celular, lo que favorece la
diapédesis leucocitaria. La sefializacion mediante GPCRs dura de 10 a 20 minutos, después de
lo cual los receptores se desensibilizan, lo que evita la reestimulacion. Esto limita el grado de
inflamacion y extravasacion de neutréfilos que la activacion tipo 1 pueda causar (97, 99).

La activaciéon tipo 2 responde a una respuesta inflamatoria persistente. Los principales
mediadores de esta respuesta inflamatoria son las citocinas TNF-«, IL-18 e IL-6 producidas
port leucocitos activados. La unién de estas citocinas a sus receptores generan una sefializacion
que converge en la activacion de los factores de transcripcion factor nuclear — ¥B (NF- «B) y la
proteina activadora 1 (AP-1). Estos factores inician la expresion de proteinas proinflamatorias
tales la molécula de adhesion intercelular tipo 1 (ICAM-1), la molécula de adhesiéon vasculo-
celular tipo 1 (VCAM-1), la selectina-E y quimiocinas como CXCL8 y CCL2 (100). Similar a la
activacion tipo 1, la activacion tipo 2 conduce a un incremento en el flujo sanguineo y a la
extravasacion de proteinas y leucocitos, aunque de una manera mas efectiva. La extravasacion
se debe a que las citocinas proinflamatorias estimulan la reorganizacion de la actina y tubulina
del citoesqueleto, lo que rompe las uniones entre células endoteliales adyacentes. Estos
cambios generados por citocinas proinflamatorias representan una lesion para la célula
endotelial que puede conducir a su muerte. La lesiéon y muerte de la célula endotelial favorece
la trombosis, ya que la célula apoptodtica pierde sus funciones anticoagulantes debido a la baja
exposicion de heparan sulfato y al aumento de fosfatidilserina en la membrana, molécula que
promueve la coagulaciéon. Por su parte, el TNF-a y la IL-13 inducen la produccién del factor

tisular, el cual es el principal iniciador de la coagulaciéon. Ademas, la exposicién de colagena de
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la base sub-endotelial promueve la adhesion y activacion de plaquetas. Mientras la activacion
tipo 1 se resuelve rapidamente debido a la desensibilizacion del receptor, la activacion tipo 2
puede persistir tanto como estén presentes las citocinas proinflamatorias (97, 98). En estas
condiciones de inflamacién crénica, el endotelio no solo pierde sus funciones homeostaticas,
sino que adquiere un fenotipo procoagulante, adhesivo y proinflamatorio, acompanado de
estrés oxidativo y liberaciéon de agentes vasoconstrictores. Esto se conoce como disfuncion
endotelial y es la causa del aumento de la resistencia periférica subyacente a manifestaciones
clinicas como hipertension arterial.

1.1.4 Cambios en el metabolismo de glucosa vy lipidos

El embarazo es un estado diabetogénico en el que las adaptaciones en el metabolismo de la
glucosa y lipidos permiten el crecimiento y desarrollo fetal, manteniendo una adecuada
nutricién materna (101). El primer trimestre de embarazo se caracteriza por un aumento
progresivo en la secrecién de insulina y una mayor sensibilidad a esta hormona (102, 103). No
se conocen a fondo los mecanismos que conducen a este incremento en la concentracién de
insulina. Un posible factor es el aumento de la masa de células 3 pancredticas que, segin
estudios en animales, resulta de una combinacién de hipertrofia e hiperplasia celular (104). En
la gestacion humana, se ha observado hiperplasia de los islotes pancreaticos (105). Asi mismo,
no se han identificado completamente los mecanismos subyacentes del aumento en la
secrecion de insulina de las células B. Se han aportado pruebas de una mayor actividad de la
proteincinasa A o C en tejido pancreatico y una mayor comunicacion intercelular en los islotes
pancreaticos de ratas prefiadas en comparacion con aquellas ingravidas (106); no obstante, aun
no se conoce la relacién de estos fendmenos con una mayor secrecioén de insulina.

A partir del segundo trimestre, inicia una disminucioén de la sensibilidad a la insulina progresiva

(lo que se conoce como resistencia a la insulina) (103). El mecanismo que causa la resistencia a

18



la insulina en el embarazo no esta completamente dilucidado; sin embargo, un estudio
compard la funcién del receptor de insulina en adipocitos abdominales obtenidos de mujeres
embarazadas y no embarazadas, encontrando que los receptores estuvieron significativamente
disminuidos en las células de las embarazadas. La actividad de la cinasa del receptor de insulina
fue similar entre los grupos; sin embargo, las embarazadas tuvieron una disminucién
significativa en el transporte de glucosa mediado por GLUT-4 (107). Estos resultados sugieren
que una disminucién en el nimero de receptores de la insulina y un defecto post-receptor en la
accion de la insulina, son las causas clave de la resistencia a la insulina inducida por el
embarazo. En este sentido, el aumento en la concentracién del lactégeno placentario humano,
la hormona del crecimiento, la progesterona, el cortisol y la prolactina, es sumamente relevante
(108). Se ha sefialado que la administracién de lactégeno placentario humano, progesterona o
glucocorticoides a mujeres ingravidas produce los cambios metabdlicos que indican trastorno
de la accién de la insulina y que la exposicion iz vitro de tejido adiposo o musculo estriado a las
hormonas que aumentan su concentracion durante el embarazo, impide su captaciéon de
glucosa mediada por insulina, en particular cuando tal exposicioén incluye varias de ellas (109-
111). En suma, estas hormonas disminuyen la sensibilidad a la insulina en los tejidos
periféricos, principalmente en el tejido adiposo, musculo esquelético e higado, interfiriendo en
la senalizacion del receptor de la insulina y provocando una marcada disminuciéon en la
utilizaciéon de glucosa por estos tejidos. Para compensar los efectos de la resistencia a la
insulina, las células [ incrementan su capacidad de secreciéon de insulina, causando
hiperinsulinemia gestacional (112).

La resistencia a la insulina en el embarazo avanzado es la resistencia fisiologica a la insulina mas

pronunciada que se ha observado en el humano; la sensibilidad corporal total a la insulina
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durante el tercer trimestre de gestacion disminuye entre 45 y 70% con respecto a las cifras
fuera de la gestacion (113).

Ademas de los cambios hormonales propios de la gestacion, algunos estudios han implicado la
participacion del tejido adiposo en la resistencia a la insulina del embarazo. Durante el
embarazo ocurren cambios importantes en la composicion corporal de la mujer, caracterizados
principalmente por un aumento de la masa grasa que puede variar de 2 a 6 kilogramos. En este
sentido, y considerando que el tejido adiposo funciona como un oérgano endocrino, el
incremento de depdsitos de masa grasa se relaciona con una mayor produccion de citocinas y
hormonas conocidas como adipocinas, las cuales que contribuyen a la resistencia a la insulina
del embarazo. Estas adipocinas son adiponectina, leptina, TNF-« y proteina de unién al retinol
tipo 4 (RBP-4) (114-116). En la mayoria de las mujeres la resistencia a la insulina disminuye
repentinamente en el posparto, ya que la respuesta compensatoria de las células 3 del pancreas
de la madre es adecuada y el estimulo hormonal placentario en la sensibilidad a la insulina esta
ausente.

Las alteraciones en el metabolismo de lipidos incluyen principalmente la estimulacién
progresiva de la lipdlisis y cetogénesis y el aumento en la concentracion circulante de
triglicéridos. ILas hormonas placentarias promueven lipdlisis durante el ayuno e
hipertrigliceridemia después de ingerir alimentos. Estos cambios permiten a la madre utilizar
las grasas como reservas de energia para: cubrir las necesidades de los tejidos periféricos,
minimizar el catabolismo proteico y preservar la disponibilidad de glucosa y aminoacidos para
el feto (101).

1.2 PREECLAMPSIA

La preeclampsia, mas que un trastorno hipertensivo, es un sindrome que afecta practicamente

todo los 6rganos de la madre y cuyo desarrollo es impredecible, de manera que algunas mujeres
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pueden presentar cifras elevadas de tension arterial sin ninguna alteraciéon organica, mientras
que otras pueden presentar convulsiones con tan solo un minimo aumento en la presion
arterial. Como ya se ha mencionado, este trastorno hipertensivo del embarazo tiene un impacto

considerable en la morbilidad perinatal y mortalidad materna.

1.2.1 Diagndstico

Existe, en general, una convergencia en el diagnéstico de preeclampsia por parte de las
distintas organizaciones, tales como el Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecélogos y
la Sociedad Internacional para el Estudio de la Hipertension en el Embarazo, que son quiza las
mas renombradas. La primera organizacioén establece dicho diagnéstico cuando se identifica la
aparicion de hipertensién (2140 mm Hg sist6lica o 290 mm Hg diastdlica en dos ocasiones
separadas por al menos 4 horas) después de la vigésima semana de gestaciéon y proteinuria
(2300 mg/dL en orina de 24 horas o un cociente proteina/creatinina 20.3 o tira reactiva de
1+) o, en la ausencia de proteinuria, aparicién de hipertensiéon con al menos una de las
siguientes complicaciones: edema pulmonar, sintomas cerebrales o visuales, trombocitopenia
(cuenta plaquetaria <100 000/uL), alteracion de la funcién hepitica (concentraciones
sanguineas elevadas de transaminasas dos veces mayor de lo normal) o insuficiencia renal
(creatinina sérica mayor que 1.1 mg/dL o una duplicacién de la concentracién de creatinina
sérica en ausencia de otra enfermedad renal) (117). La segunda organizaciéon diagnostica a la
preeclampsia con la aparicion de hipertension (mismas cifras que las del Colegio
Estadounidense de Obstetras y Ginecologos) a partir de la vigésima semana de gestacion
acompafiada de una o mas de las siguientes alteraciones: proteinuria (mismas cifras que las del
Colegio Estadounidense, excepto el valor de tira reactiva que debe ser 2+), insuficiencia renal
(creatinina sérica 21.02 mg/dL), alteracion de la funcion hepatica (concentraciones sanguineas

elevadas de transaminasas dos veces mayor de lo normal con o sin dolor del cuadrante superior
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derecho o dolor abdominal epigastrico), complicaciones neurologicas (ceguera, dolor de
cabeza, hiperreflexia, etc.) o hematoldgicas (cuenta de plaquetas <150 000/dL, coagulacion

intravascular diseminada o hemolisis) (118).

Por su parte, el Instituto Mexicano del Seguro Social, en la actualizacién del 2017 de su Guia
de Practica Clinica, menciona, en la secciéon de aspectos generales, que “La preeclampsia es un
trastorno multisistémico cuyos criterios clinicos no han cambiado en la ultima década: edad
gestacional mayor de 20 semanas, presion arterial mayor de 140/90 mm Hg, tira reactiva con
1+ o muestra aislada de orina con 30 mg de proteinas en dos muestras de 4 a 6 h. En ausencia
de proteinuria, el diagnéstico de preeclampsia podria establecerse cuando la hipertension
gestacional es asociada con sintomas cerebrales persisistentes, epigastralgia o dolor en
cuadrante superior derecho con nausea o vomito, o bien trombocitopenia con alteraciones en
las concentraciones de enzimas hepaticas.” Histéricamente, el Instituto Mexicano del Seguro
Social ha tenido como base al Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecélogos en sus

guias sobre trastornos hipertensivos del embarazo (119).

1.2.2 Preeclampsia temprana v tardia

A finales de los anos 70s e inicios de los 80s del pasado siglo, surgieron trabajos en los que se
clasific6 a la preeclampsia en dos entidades patologicas aparentemente distintas: la
preeclampsia temprana, llamada asi porque aparece antes de la 34* semana de gestacion, y la
preeclampsia tardia, que se manifiesta a partir de la semana 34 en adelante. Desde entonces,
numerosos trabajos han sustentado esta clasificacion y cada tipo de preeclampsia ha sido
asociado con diferentes marcadores bioquimicos, factores ambientales y genéticos de riesgo,

caracteristicas clinicas y pronéstico (120, 121).
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La preeclampsia temprana es considerada un trastorno fetal comunmente asociado a
disfunciéon placentaria, reduccién del volumen placentario, restriccion del crecimiento
intrauterino, alteraciones en la evaluacién Doppler de las arterias uterinas y umbilicales, bajo
peso del producto, disfuncién multiorganica, muerte perinatal y resultados maternos y
neonatales adversos (122, 123). La preeclampsia tardia es considerada un desorden materno, es
decir, el resultado de alteraciones maternas previas a la gestacion. Este tipo de preeclampsia se
asocia con una placenta sin alteraciones, volumen placentario normal, crecimiento fetal
correcto, evaluaciéon Doppler de las arterias uterinas y umbilicales normal, peso del producto
normal y resultados maternos y neonatales mas favorables (122, 124-126). A pesar de estos
estudios, esta clasificacion ha tenido poco impacto en la clinica, debido en parte al temor de
complicaciones subitas y a que no existen tratamientos especificos para cada tipo, por lo que es
mas bien una clasificacién util para la investigacién por su potencial valor como variable

confusora en el estudio de la patogenia.

1.2.3 Epidemiologia

La preeclampsia, junto con la hipertensién croénica, la preeclampsia sobreagregada y la
hipertensién gestacional, conforman el grupo de trastornos hipertensivos del embarazo,
condiciones con gran impacto en la morbilidad y mortalidad materna. La mortalidad materna
se define, segun la Organizacion Mundial de la Salud, como “el deceso de una mujer durante el
embarazo, el parto o las 6 semanas después del parto, independiente de la duracién y el sitio
del embarazo, debida a cualquier causa relacionada con o agravada por el embarazo mismo o
su atencion, pero no por causas accidentales o incidentales”. En el 2005, la Organizacion
Mundial de la Salud reporté 536 000 muertes maternas en todo el mundo (127) y estimé que
para el 2015 podrian ocurrir 303 000 muertes maternas (128), lo que indicarfa una reduccién de

aproximadamente el 43%; no obstante, sigue siendo una cifra inaceptablemente alta (830
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decesos diarios) y, aunque un numero creciente de pafses ha logrado mejorar la salud y el
bienestar de las madres, aquellos con mayor mortalidad y mala atencién a la salud han hecho
pocos progresos. En nuestro pais, el Observatorio de Mortalidad Materna en México registrd
861 muertes maternas en el 2013 y 872 en el 2014 (129), mientras que el Instituto Nacional de

Estadistica y Geografia registré 1019 y 1022 respectivamente en los mismos afios (130).

Estas cifras permiten dimensionar el impacto de los trastornos hipertensivos del embarazo. En
paises desarrollados, son responsables del 16% de muertes; en América Latina y el Caribe, son
la causa del 26%; en Africa y Asia contribuyen con el 9% (131, 132); mientras que en México,
son responsables del 20.5 al 40% de los decesos maternos (130). Respecto a la preeclampsia en
si, su frecuencia oscila entre el 2 y 8% de los embarazos y se estima que del 10 al 15% de las

muertes maternas se asocian directamente con este sindrome (132).

Por otro lado, se han descrito diversos factores de riesgo para el desarrollo de la preeclampsia,
dentro de los que se ubican aquellos relacionados a una predisposicion materna a enfermedad
cardiovascular como edad avanzada (133, 134), hipertension cronica (135, 1306), diabetes tipo 2
(137, 138) y obesidad (139, 140); en cuanto a los genéticos podemos mencionar a los
antecedentes familiares de preeclampsia (141, 142). Por su parte, los relacionados al embarazo
per se incluyen el tamafio excesivo de la placenta (143) y elevada ganancia de peso durante el
embarazo (144); mientras aquellos de indole inmunolégico son primiparidad (145), cambio en
la pareja sexual (146), poco tiempo de cohabitacion sexual (147) y uso de anticonceptivos de

barrera (148).

1.2.4 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la preeclampsia no ha sido completamente dilucidada; sin embargo, se ha

planteado un proceso de dos etapas. La primera consiste en una placentacion defectuosa
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caracterizada por la incorrecta invasion del trofoblasto extravelloso que impide la
remodelacion de las arterias espirales uterinas (figura 1), resultando en hipoxia e isquemia
placentarias que desencadenan un proceso inflamatorio por el cual se liberan diversos factores
a la circulacién materna (150-152). Se ha sugerido que el defecto en la placentacién es

consecuencia de la ruptura parcial de la tolerancia inmune materna (153).

w . ——% Vellosidades

— Placenta

— Decidua

— Trotoblasto

Interfase decidua-miometrio

— Miometrio
— Arteria espiral

’_ Arteria arcuata

PE EN

Figura 1. Arterias espirales uterinas en el embarazo normal y la preeclampsia. En el embarazo
normal, las arterias espirales se modifican para conseguir un mayor calibre y baja resistencia al flujo, no
asi en la preeclampsia, donde conservan un bajo calibre y una elevada resistencia vascular. Modificada

de la referencia 149. EN: embarazo normal; PE: preeclampsia.

La segunda etapa corresponde a la activacion endotelial causada por los factores placentarios
que implica aumento de la actividad de la via NF-xB, la expresion de moléculas de adhesion

como ICAM-1, VCAM-1 y selectina-E, asi como otras sefalizaciones intracelulares que
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generan el desarrollo de una respuesta inflamatoria por parte del endotelio (154, 155). Por otro
lado, se presenta un aumento de la concentracion de agentes vasopresores y agregantes
plaquetarios (endotelina-1 y tromboxano A2), y una disminucién de las sustancias vasodila-
tadoras y antiagregantes (6xido nitrico y prostaciclina) (156, 157). En suma, el fenotipo del
endotelio es caracteristico de una franca disfunciéon endotelial, el cual se acompafia de un
estado de vasoconstriccion, aumentando asi la resistencia vascular periférica y la presion arte-
rial. Probablemente este mecanismo persiste hasta el final del embarazo, ya que la
preeclampsia comienza a resolverse unicamente cuando la placenta es expulsada (117). En este
sentido, se ha planteado que durante el embarazo existe un desbalance en la producciéon de
citocinas proinflamatorias, tales como TNF-o, IL-6 e IL-8, con respecto a las citocinas
antiinflamatorias, como IL-10 e IL-1RA, en la interfase placenta-decidua (158). El
desequilibrio en circulacién a favor de las citocinas proinflamatorias puede causar disfuncioén
endotelial, que le confiere un fenotipo adhesivo al endotelio vascular caracterizado por la

expresion de moléculas de adhesion tales como ICAM-1 y VCAM-1 (159).

Por otro parte, estudios previos han demostrado la asociacién significativa entre la
preeclampsia y la restricciéon del crecimiento intrauterino o bien con neonatos pequefios para
edad gestacional; no obstante, pocos estudios se han enfocado en establecer la posible relacion
entre este sindrome y las alteraciones en la circulacion fetal que pudieran explicar esta

asociacién.

Se ha sugerido que la preeclampsia se asocia con una respuesta inflamatoria exacerbada que se
refleja en la circulacion fetal. Por ejemplo, se ha reportado que los niveles circulantes maternos
de IL-6 y de proteina C reactiva tienen una correlacién positiva con sus respectivos niveles en

circulacién umbilical; sin embargo, aun se desconoce si la placenta juega un papel importante
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en esta observacion, ya sea mediante la produccién directa de los mediadores inflamatorios o a

través de un defecto en su funcién como barrera (160).

1.2.5 Inmunologia

1.2.5.1 Inmunidad innata

Células NK

En la preeclampsia, diversos estudios han reportado una reducida expresiéon de HLA-G por el
citotrofoblasto extravelloso (161, 162). Ademas, se ha observado una relacion entre la genética
de HLA-G y la preeclampsia, ya que este trastorno se asocia con la frecuencia del
polimorfismo 14 bp ins/del 3’UTR (45-49), que causa una expresion aberrante y reducida de
HLA-G por el trofoblasto, asi como con la del alelo HLA-G 1597AC (165), que suprime la
expresion de isoformas de longitud completa de esta molécula. Esta expresion disminuida de
HLA-G por el citotrofoblasto extravelloso podtia condicionar una inhibicién parcial o
ausencia del potencial citotéxico de las células ANK, ademas de alterar su perfil de secrecion de
citocinas. Es importante mencionar que el papel de HLA-G en preeclampsia es objeto de
discusion, ya que en algunos estudios no han observado asociacion entre el polimorfismo 14
bp ins/del 3’UTR vy la frecuencia del trastorno hipertensivo. Ademas, se ha reportado que la
expresion de esta molécula en el trofoblasto de mujeres preeclampticas no es diferente de la
observada en el embarazo normal (166, 167). Aunado a esto, se ha planteado que si la
expresion de esta molécula esta reducida, se debe a la necrosis placentaria caracteristica la
preeclampsia (169), siendo el resultado y no la causa de la enfermedad.

En torno a HLA-C, la combinacién del genotipo AA materno de receptores tipo
inmunoglobulina (KIR) (madres que no muestran receptores KIR activadores) con la variante
HLA-C2 en la placenta conduce a un incremento en el riesgo de PE (41). Los autores de este

estudio concluyen que la interaccion entre KIRs maternos y HLLA-C en placenta tiene una
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funcién en la regulacion de la placentacion mas que en el aloreconocimiento; sin embargo, es
probable que esta interaccion influya en la regulacién de la actividad citotoxica de las dNKs.
Respecto a la interfase 2, se ha reportado un cociente NK1/NK2 elevado en pacientes con
preeclampsia comparada con embarazos normales (46). Esto sugiere que las células pNK
contribuyen a la respuesta Th1 observada en la preeclampsia. Por otro lado, se ha observado
que los niveles en circulaciéon de HLA-G soluble en el primer trimestre de gestacion son mas
bajos en mujeres que posteriormente desarrollan preeclampsia que en las pacientes con
embarazo normal (169), fenémeno que persiste hacia el final de la gestaciéon (170). Es
importante reiterar la probable participacion de esta molécula en la diferenciacion de las pNKs,
ya que la ausencia de su efecto inhibitorio en estas células podtia favorecer el fenotipo NK1.
Macréfagos

Pocos estudios se han enfocado en el papel de los dMacs en la preeclampsia. En uno de ellos
se analiz6 la distribuciéon de dMacs CD14" y se reporté una disminucién en el cociente
CD163/CD14 (CD163 se relaciona con un fenotipo M2), un incremento en el cociente DC-
SIGN/CD14 (DC-SIGN se asocia a un fenotipo M1) y una expresion reducida de IL-10 en
pacientes con preeclampsia pretérmino, lo cual sugiere un fenotipo proinflamatorio de los
dMacs en este trastorno hipertensivo (171). En contraste, en otro estudio no se observo
diferencia en la expresiéon de moléculas asociadas a un fenotipo proinflamatorio tales como
HLA-DR, ICAM-3, DC-SING y CD14 dentro de las células CD45" deciduales entre pacientes
con preeclampsia y el embarazo normal (172).

Se ha sugerido que la incompleta eliminaciéon de células apoptoticas, debido a su exceso
subsecuente a la hipoxia placentaria, conduce a la liberaciéon del contenido de los cuerpos
apoptoéticos e induce la produccién de las citocinas proinflamatorias por parte de las células

presentadoras de antigeno (APCs), dentro de las que se incluyen los dMacs (78). Esto hace
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sentido con el hecho de que el embarazo gemelar, que se caracteriza por un mayor crecimiento
placentario y, por ende, de una mayor produccion de células apoptoticas, es un factor de riesgo
para desarrollar preeclampsia (79).

Durante la preeclampsia, los monocitos de la interfase 2 presentan una mayor expresion de
CD11b, ICAM-1 y CD14 (marcadores asociados a inflamacién) (61, 175-177), citocinas
proinflamatorias (178-182) y especies reactivas de oxigeno (61). Esto demuestra que en este
trastorno hipertensivo los monocitos presentan un mayor grado de activaciéon debido quiza a
las grandes cantidades de desechos placentarios (183), citocinas proinflamatorias, factores
antiangiogénicos (184) y ATP (185) liberados por la placenta preeclamptica.

Células dendriticas

No existen muchos estudios enfocados en el papel de las células dDC en la preeclampsia. En
un estudio se reporté que existe un incremento en el nimero de APCs DC-SIGN'CD83"
(CD83 es un marcador fenotipico de DCs maduras) en la decidua del primer trimestre (180,
187); sin embargo, es importante recordar que DC-SIGN es marcador de un grupo de APCs
que puede incluir no solo a las DCs lin HLA-DR+ sino a otras APCs, como los dMacs.

1.2.5.2. Inmunidad adaptativa

Linfocitos T reguladores

En la preeclampsia, no se observa diferencia en el porcentaje de linfocitos Tregs en la decidua
en comparacion con el embarazo normal, pero si una disminucion significativa en el porcentaje
de iTregs (Helios) (80). Esto sugiere que en la preeclampsia la falla en el aumento de iTregs es
compensada por nTregs con el objeto de evitar el rechazo. Esta idea es sustentada por un
estudio basado en cruces alogénicos de ratones deficientes de la secuencia conservada no

codificante 1 (CNS1), necesaria para el desarrollo de iTregs pero no para nTregs, en el que se
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observo reabsorcion fetal parcial (aproximadamente 10%) y remodelacion anormal de las
arterias espirales, ésta ultima una caracteristica de la preeclampsia (85).

En la interfase 2, se ha reportado una disminucioén en el porcentaje de Tregs en mujeres con
preeclampsia comparable al observado en mujeres no embarazadas (188).

Linfocitos Th17

En la preeclampsia, poco se sabe sobre el porcentaje de Th17 en la decidua; sin embargo, se ha
reportado que el porcentaje de estas células en la interfase 2 es mayor que en el embarazo
normal y se ha observado un cociente Treg/Th17 disminuido (85, 189, 190), lo que es
congruente con los niveles elevados de IL-6 y endoglina soluble reportados en la preeclampsia
(90, 191).

1.3 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes mellitus gestacional se define como intolerancia materna a la glucosa con aparicion
o primer reconocimiento durante el embarazo; sin embargo, solo se diagnostica cuando se
identifica en el segundo o tercer trimestre de gestacion, de lo contrario, debe considerarse
como diabetes pregestacional. Como ya se ha mencionado, es una condicién con considerables

consecuencias maternas y fetales.

1.3.1 Diagndstico

Varias organizaciones como la Organizacién Mundial de la Salud, la Federacion Internacional
de la Diabetes, la Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes, la Asociacion
Internacional de Grupos de Estudio de la Diabetes y el Embarazo, entre otras, han emitido
criterios diagnoéstico de diabetes mellitus gestacional; sin embargo, los criterios del Instituto
Mexicano del Seguro Social se basan en los emitidos por la Asociaciéon Americana de Diabetes,

en los que se establecen dos estrategias para dicho diagnéstico (192):
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1) Estrategia de un solo paso: realizar una prueba oral de tolerancia a la glucosa de 75 g en
mujeres con edad gestacional de 24-28 semanas, no diagnosticadas previamente con diabetes, y
medir la concentraciéon de glucosa en ayuno, a la hora y a las 2 horas después de ingerir la
glucosa. La prueba oral de tolerancia a la glucosa debe realizarse en la mafana después de un
ayuno de al menos 8 h. El diagnéstico de diabetes gestacional se hace cuando uno de los

siguientes valores de glucosa plasmatica se alcanzan o exceden:
Ayuno: 92 mg/dL (5.1 mmol/L)

1 h: 180 mg/dL (10.0 mmol/L)

2 h: 153 mg/dL (8.5 mmol/L)

2) Estrategia de dos pasos:

a) Paso 1: realizar una prueba oral de tolerancia a la glucosa de 50 g en mujeres con edad
gestacional de 24-28 semanas, no diagnosticadas previamente con diabetes, y medir la
concentracion de glucosa a la hora. Esta prueba oral de tolerancia a la glucosa debe realizarse
sin ayuno. Si la concentracién de glucosa es 2130 mg/dL (7.2 mmol/L) se procede al segundo

paso.

b) Paso 2: realizar una prueba oral de tolerancia a la glucosa de 100 g y medir la concentracién
de glucosa en ayuno, a la hora, a las 2 horas y a las 3 horas. El diagnéstico de diabetes mellitus
gestacional se establece cuando al menos dos de los siguientes valores de glucosa plasmatica se

alcanzan o exceden (se debe elegir un solo criterio de los dos siguientes):
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Carpenter-Coustan (193) Grupo Nacional de informacion sobre Diabetes (194)

Ayuno: 95 mg/dL (5.3 mmol/L) Ayuno: 105 mg/dL (5.8 mmol/L)
1 h: 180 mg/dL (10.0 mmol/L) 1 h: 190 mg/dL (10.6 mmol/L)
2 h: 155 mg/dL (8.6 mmol/L) 2 h: 165 mg/dL (9.2 mmol/L)
3 h: 140 mg/dL (7.8 mmol/L) 3 h: 145 mg/dL (8.0 mmol/L)

Cabe mencionar que el Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecdlogos sugiere que un

solo valor elevado puede ser utilizado para establecer el diagnéstico.

1.3.2 Epidemiologia

La frecuencia de la diabetes mellitus gestacional varia en funcién a la poblacién estudiada y los
criterios diagnosticos utilizados. En nuestro pais la prevalencia oscila entre el 3 y 19.6%. Se
considera que mas del 90% de los casos de diabetes que complican un embarazo son debidos a
diabetes gestacional (195-197). Los factores de riesgo para desarrollar diabetes gestacional son
la edad, el indice de masa corporal, la etnicidad (afroestadounidenses, latinas, asiaticas
sudorientales e hinddes orientales tienen mayor riesgo), historia familiar de diabetes,
macrosomia en producto previo y antecedente personal de diabetes gestacional (198). Con
respecto este ultimo, la tasa de recurrencia de diabetes gestacional varia entre el 30 y el 84%.
Una importante observacion es que del 3 al 65% de las mujeres que presentan diabetes
gestacional en el embarazo desarrollan diabetes mellitus tipo 2 dentro de los 5 a 16 afos

posparto, lo que sin duda representa un grave problema de salud publica (199, 200).

1.3.3 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la diabetes mellitus gestacional se caracteriza por resistencia a la insulina y

disfuncion de las células beta pancreaticas (figura 2) (201).
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Figura 2. Mecanismo fisiopatolégico de la diabetes mellitus gestacional. La resistencia a la
insulina resulta de la alteracién de la correcta accion de la insulina en los tejidos, principalmente en
el higado, tejido adiposo y muscular, de manera que la captura de la glucosa circulante por parte de
éstos es deficiente. Ante esto, las células pancreaticas responden con una mayor produccién de
insulina, pero tal reto puede conducir al agotamiento celular que imposibilita el retorno al estado
euglucémico, dando lugar a la hiperglucemia caracteristica de la diabetes gestacional. DMG: diabetes

mellitus gestacional.

La resistencia a la insulina en el embarazo puede ser resultado de la obesidad materna y la
produccién placentaria de hormonas diabetogénicas. Respecto a la primera, se sabe que el
tejido adiposo produce numerosas sustancias hormonales denominadas adipocinas, las cuales
intervienen en la regulacién de la ingesta, el gasto energético, la homeostasis de la glucosa
(leptina, adiponectina, resistina, visfatina y protefna estimulante de la acilacién), la respuesta
inmune inflamatoria (TNF-a, IL-6, IL-1, proteina C reactiva, amiloide sérico A, haptoglobina,

proteina 1 quimioatrayente de los monocitos), la funcién vascular (angiotensinégeno,
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angiotensina, resistina), la coagulacién sanguinea (inhibidor del activador del plaminégeno-1 y
factor tisular), la via del complemento (adipsina) y la angiogénesis (factor de crecimiento

vascular endotelial) (202).

Las adipocinas pueden ejercer su efecto sobre la resistencia a la insulina al interferir con la
sefializacion de insulina en el musculo esquelético (203), mientras que la adiponectina actta
sobre la proteina quinasa activada por adenin monofosfato, la cual regula de manera negativa la
proteina mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), molécula que participa en la degradacion
del sustrato de receptor de insulina (204). En mujeres con diabetes mellitus gestacional,
quienes tienen menor concentracion de adiponectina, se incrementa la activacién de la ruta de

la mTOR contribuyendo a la degradacién del sustrato de receptor de insulina.

En lo que respecta a las moléculas proinflamatorias, el TNF-a induce resistencia a la insulina al
disminuir la fosforilaciéon de las tirosinas del receptor de insulina y promover la fosforilacién de
serina del sustrato de receptor de insulina-1, lo cual bloquea la unién de esta molécula al
receptor de insulina (205). Por su parte, la IL-18 disminuye la expresiéon del sustrato de
receptor de insulina (206), mientras que la IL-6 también induce resistencia a la insulina al
inhibir la sintesis del transportador de glucosa-4 (207). Asimismo, la mayoria de las adipocinas
pueden inducir resistencia a la insulina en el tejido adiposo, el cual esta formado por diversas
estirpes celulares como adipocitos, macréfagos, linfocitos, fibroblastos y células endoteliales.
En la obesidad, existen concentraciones mayores de diversas adipocinas, principalmente TNF-
o e IL-6, las cuales con producidas por los adipocitos. Estas citocinas actian de manera
autocrina para inducir lipdlisis y liberaciéon de acidos grasos, que a su vez estimulan a os
receptores tipo Toll de los adipocitos y macréfagos activando la via NF-xB, lo que inicia la

expresion génica de estas mismas citocinas proinflamatorias, ademas de IL-18.

34



De esta manera, el tejido adiposo contribuye, mediante la sintesis de citocinas proinflamatorias,
en el bloqueo de la sefializaciéon de insulina (202, 207). Este estado proinflamatorio se puede
extender a la circulaciéon materna y ejercer un efecto en el endotelio vascular, confiriéndole un
fenotipo adhesivo que favorece la diapédesis leucocitaria, lo que a su vez favorece la

inflamacion sistémica en la diabetes mellitus gestacional (208).

En cuanto a las hormonas placentarias, se ha sugerido que la progesterona, el cortisol, la
prolactina y el lactégeno placentario humano tienen un importante papel causal en la
resistencia a la insulina durante el embarazo. En modelo murino, también se ha observado que
estas hormonas inducen resistencia a la insulina (209); sin embargo, esto no se ha dilucidado
por completo en humanos; pero, al parecer, es el lactogeno placentario humano el principal

inductor (210).
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2. JUSTIFICACION

La preeclampsia y la diabetes mellitus gestacional son dos de las principales complicaciones del
embarazo con considerable efecto en la morbilidad y mortalidad perinatal. Ademas, ambas se
relacionan con efectos adversos a largo plazo tanto en la madre como en el recién nacido.
Estas patologias son perfectamente diferenciables entre si, pues se tratan de alteraciones con
base inmunolégica o metabdlica, respectivamente; no obstante, comparten mecanismos
fisiopatologicos tales como un estado proinflamatorio placentario; sin embargo, poco se ha
estudiado en torno a la relaciéon de esta alteracién con el estado inflamatorio y disfuncion
endotelial en circulacién umbilical en ambas patologfas. Esto pone de relieve la pertinencia del
presente trabajo, en miras de una mejor compresion fisiopatolégica de estos trastornos,
principalmente en lo relacionado a la placenta y la circulacion fetal. Por lo tanto, el presente
trabajo pretende evaluar la relacion entre los niveles de expresion placentaria y las
concentraciones umbilicales de citocinas pro y antiinflamatorias, asi como de moléculas de

adhesion en mujeres con preeclampsia en comparaciéon con mujeres con embarazo normal.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pocos estudios se han enfocado en la relacién de la preeclampsia o la diabetes mellitus
gestacional con alteraciones en la circulacién fetal. Se ha sugerido que en la preeclampsia la
respuesta inflamatoria materna se refleja en la circulacién fetal; no obstante, se desconoce el
mecanismo subyacente. En la diabetes mellitus gestacional existe una respuesta inflamatoria
materna cuyo efecto en la circulaciéon umbilical ha recibido poca atencién. Probablemente la
placenta juega un papel relevante en el estado inflamatorio y disfuncién endotelial de la
circulacion umbilical mediante la desrregulacion en la produccién de citocinas pro y

antiinflamatorias y la extension a dicha circulacion.

Con base en esto, cexiste diferencia en la expresion placentaria de citocinas pro y
antiinflamatorias, o en el balance de estas, asi como de moléculas de adhesién en mujeres con
preeclampsia o diabetes mellitus gestacional en comparacién con mujeres que cursan con
embarazo normal? ¢Se asocia la alteracion en la produccién placentaria de citocinas pro y

antiinflamatorias con la inflamacién y disfunciéon endotelial en la circulaciéon umbilical?
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4. OBJETIVO

3.1 General

Comparar los niveles de expresion placentaria y las concentraciones umbilicales de TNF-a, 1L-
6, 11.-8, IL-10, IL-1RA, ICAM-1 y VCAM-1, asi como los cocientes TNF-o/IL-10, TNF-o/IL-
1RA, IL-6/11-10, IL-6/IL-1RA, IL-8/IL-10 e IL-8/IL-1RA en mujeres con preeclampsia o

con diabetes mellitus gestacional versus mujeres con embarazo normal.

3.2 Especificos

1. Determinar los niveles de expresion placentaria de TNF-o, IL-6, IL-8, I11-10, IL-1RA,
ICAM-1y VCAM-1 en los grupos de estudio

2. Determinar las concentraciones umbilicales de TNF-«, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RA,
ICAM-1 y VCAM-1 en los grupos de estudio.

3. Determinar los cocientes TNF-o./11.-10, TNF-o/IL-1RA, 11.-6/1L.-10, IL-6/1L-1RA,

IL-8/1L-10 e IL-8/IL-1RA placentarios y umbilicales.
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5. HIPOTESIS

Los niveles de expresion placentaria y las concentraciones umbilicales de TNF-«, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-1RA, ICAM-1 y VCAM-1, asi como en los cocientes TNF-o/I1.-10, TNF-o/IL-1RA,
IL-6/11.-10, IL-6/IL-1RA, IL.-8/IL-10 e IL-8/I-1RA en mujetes con preeclampsia o diabetes
mellitus gestacional son mayores en comparacién con mujeres que cursan con embarazo
normal, asociandose a un estado proinflamatorio en placenta y circulacién umbilical que

culminan con disfuncién endotelial.
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6. METODOLOGIA

Este es un estudio transversal con muestreo no probabilistico por conveniencia realizado con
50 mujeres con preeclampsia, 25 mujeres con diabetes mellitus gestacional y 50 mujeres con
embarazo normal. El protocolo de investigaciéon fue evaluado y aprobado por la Comisién
Nacional de Investigacién Cientifica y la Comisién de Etica y Cientifica del Instituto Mexicano
del Seguro Social con numero de registro R-2013-785-005. Todas las pacientes fueron
programadas para cesarea, lo que permitié una entrevista previa en la que se realizé la
invitacioén a participar en el estudio explicando claramente en qué consistia éste. Las pacientes

que aceptaron participar firmaron una carta de consentimiento informado.

Las variables independientes fueron preeclampsia, diabetes mellitus gestacional y embarazo
normal. Las dependientes fueron los niveles de expresién placentaria y las concentraciones
umbilicales de las citocinas y moléculas de adhesion de interés, asi como los cocientes citocina
proinflamatoria/citocina antiinflamatoria. Las covatiables fueron edad materna, indice de masa
corporal previo al embarazo, tension arterial, paridad, peso y talla del neonato. Las variables

confusoras fueron edad gestacional y tratamiento.

5.1 Participantes

Todas las muestras se obtuvieron de mujeres sometidas a cesarea sin trabajo de parto en el
Hospital de Gineco Obstetricia No. 3 del Centro Médico Nacional La Raza, Instituto
Mexicano del Seguro Social. El diagnéstico de preeclampsia se realizé de acuerdo a los criterios
diagnostico del Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecologos (117). El diagnéstico de
diabetes mellitus gestacional se realizé con base a los criterios de la Asociaciéon Americana de
Diabetes (192) utilizando los valores de Carpenter-Coustan. Mujeres con gestacion multiple,

ruptura prematura de membranas, diabetes mellitus tipo 2, hipotiroidismo, nefropatia,
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enfermedades autoinmunes, hipertensiéon cronica y defectos fetales genéticos/estructurales
fueron excluidas del estudio. El embarazo normal se definié como aquel sin ninguna
complicacion con indicacion de cesarea por circular de cordon, presentacion podalica, cesarea

previa o decisién de la madre.

5.2 Recoleccion de muestras

En el preoperatorio, se tomé muestra de sangre venosa del area antecubital. Inmediatamente
después de la expulsion de la placenta se tomaron muestras de sangre de la vena umbilical y de
tejido placentario. Las muestras sanguineas se centrifugaron a 400 x g por 15 minutos y el
suero se almacené a -75°C. Para evitar sesgo en la recoleccién de tejido, las muestras
placentarias se obtuvieron de 5 puntos aleatorios de la cara materna (~0.5 cm” cada punto).
Cada muestra tisular fue enjuagada brevemente con agua tratada con dietilpirocarbonato para
quitar el exceso de sangre y depositada en un tubo criogénico con 1 mL de TRIzol® Reagent
(Invitrogen™, CA, USA) que se transportdé dentro de una bolsa en un contenedor con

nitrogeno liquido para posteriormente almacenarlo a -75°C.

5.3 Extracciéon de RNA

Las muestras tisulares fueron homogenizadas y centrifugadas a 12,000 x g a 4°C. Del
sobrenadante se extrajo y purific6 RNA utilizando Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo
Research Corp, CA, EUA) de acuerdo al protocolo del fabricante. La concentracion de RNA
se cuantificé por espectrofotometria y la integridad se evalué por electroforesis (anexo 1). El
RNA se aislé de cada uno de los 5 puntos de la placenta y se combinaron equitativamente para

obtener la mezcla de RNA utilizada para el analisis de expresion.
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5.4 Sintesis de cDINA y qPCR

El cDNA se sintetiz6 a partir de 1 pg de RNA utilizando el kit SuperScript® III First-Strand
(Invitrogen™, CA, USA) (anexo 2). La qPCR se realizé en el instrumento StepOnePlus™
Real-Time PCR System utilizando Tagman® Gene Expression Assays y Tagman® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems™, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante con las siguientes etapas: ciclo inicial a 50 °C por 2 min seguido de 95 °C por 10 min
y 40 ciclos de 95 °C por 15 s y 60 °C por 1 min (anexo 3). Todos los ensayos Tagman
mostraron una R*>0.994 y una eficiencia entre 99.65 y 100.8%. La cuantificacién relativa se
realiz6 con método 2°“ (ACt = Ct

— Ct utilizando el transcrito de

Gen de interés Control endégeno)

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control endégeno. Todos los oligos
y sondas se adquirieron de Applied Biosystems: TNF-o (Hs01113624_gl), IL-6
(Hs00985639_m1), IL-8  (Hs00174103_m1), IL-1RA  (Hs00893626_m1l),  IL-10
(Hs00961622_m1), ICAM-1 (Hs00164932_m1), VCAM-1 (Hs01003372_m1) y GAPDH (PN

4326317E).

5.5 Ensayos multianalito vy ELISAs

Los niveles séricos de TNF-a, 1L-6, 1L-8, 1.-10 e IL-1RA se midieron mediante ensayos
multianalito en el equipo Luminex® MAGPIX® System utilizando ensayos Custom
Luminex® (Invitrogen™, CA, USA) con sensibilidades de 5, 1, 5, 0.5 y 30 pg/mlL,
respectivamente. Los niveles séricos de ICAM-1 y VCAM-1 se determinaron mediante ELISA
(R&D Systems, MN, USA) con sensibilidades de 0.022 y 0.6 ng/mlL, respectivamente. Todos
los ensayos se realizaron de acuerdo a los protocolos de los fabricantes (anexo 4-6). Los

coeficientes de variacion inter e intra ensayo fueron menores a 10%.
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5.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 21 (IBM Corp, NY, USA). La
normalidad de las variables continuas se evalué con la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
los grupos con una n=50 y la prueba Shapiro-Wilk para aquel con una n=25. No se observé
distribuciéon normal, por lo que el analisis estadistico se realizé con pruebas no paramétricas.
Las variables continuas se analizaron con la prueba de U Mann—Whitney para la comparacion
de dos grupos no relacionados y la prueba de Kruskal-Wallis para la comparaciéon de mas de
dos grupos independientes. En cuanto a las variables categdricas se utilizo la prueba Chi-
cuadrada. Por su parte, para calcular correlaciones se utilizé la prueba de Spearman. Se realiz6
el ajuste en funcién al tratamiento y la edad gestacional mediante analisis estratificado y analisis
de covarianza (ANCOVA), respectivamente. Las variables continuas se expresaron como
mediana (rango intercuartilico) y las variables categéricas como numero (porcentaje). Se

consideré como significativo todo valor de p<0.05.
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7. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas de las pacientes. La edad gestacional al
momento de la cesarea, asi como el peso y la talla del neonato fueron significativamente
menores, mientras que la tension arterial al momento de la toma de sangre y el porcentaje de
neonatos pequefios para edad gestacional fueron significativamente mayores en preeclampsia.
El 80% de las mujeres con preeclampsia fueron tratadas con sulfato de magnesio, hidralazina
y/o alfametildopa. De las 50 mujeres con preeclampsia, 30 (60%) presentaron preeclampsia

temprana y 20 (40%) tardia.

Por otro lado, el porcentaje de neonatos grandes para edad gestacional fue mayor en diabetes
mellitus gestacional. Todas las mujeres con diabetes recibieron terapia nutricional y el 20%

fueron tratadas con insulina.

Concentracién umbilical

En la tabla 2 se muestra la concentracion umbilical de las citocinas y moléculas de adhesion.

No se observo diferencia significativa de estos valores ni de los cocientes entre los grupos.

Expresion placentaria

En la tabla 3 se muestra la expresion placentaria de las moléculas de estudio. La expresion de
IL-10 e IL-1RA fue menor y el cociente IL-8/IL-1RA (figura 3) fue estadisticamente mayor en
preeclampsia. La expresion de TNF-o, IL-6, IL-8, ICAM-1, VCAM-1 y el resto de los

cocientes no fueron diferentes entre los grupos.
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En todos los grupos, la expresion placentaria y la concentracion umbilical de cada molécula no

correlacionaron (tablas 4-6). Por otro lado, al realizar el ajuste en funcién al tratamiento y a la

edad gestacional se observaron las mismas similitudes estadisticas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las participantes.

Variable (unidad de medida)

Embarazo normal
(n=50)

Preeclampsia

(n=50)

Diabetes mellitus

gestacional
(n=25)

Edad (afos)

28.0 (23.0-32.0)

285 (23.0-34.3)

32.0 (27.5-36.0)

Edad gestacional al momento de la
cesarea (semanas)

38.3 (38.0-39.0)

33.0 (31.0-36.8)

38.6 (38.0-39.0)

IMC previo al embarazo (kg/m?)

25.5 (22.5-29.3)

26.5 (23.9-30.0)

28.6 (26.0-34.0)

Tensién arterial al momento de la
toma de sangre (mmHg)

Sistélica 116.0 (109.8-121.3)  142.0 (122.0-154.0)*  114.0 (106.8-127.8)

Diastdlica 70.0 (66.5-76.3) 87.0 (72.0-97.0)* 68 (59.5-74.5)
Primigravida 12 (24.0%) 19 (38.0%) 3 (12.0%)
Peso del neonato (kg) 32 (2.9-3.4) 1.9 (1.4-2.5) 3.7 (3.2-3.9)

Talla del neonato (cm)

50.0 (49.0-51.5)

42.0 (39.0-48.3)*

52.0 (49.8-53.0)

Neonato PEG

Neonato AEG

Neonato GEG

1 (2.0%)
43 (86.0%)

6 (12.0%)

20 (40.0%)*
29 (58.0%)

1 (2.0%)

0 (0%)
14 (56%)

11 (44.0%)*

Las variables continuas se expresan como mediana (rango intercuartilico) y las variables

categbricas como nimero (porcentaje). IMC: indice de masa corporal; PEG: pequefio para

edad gestacional; AEG: adecuado para edad gestacional; GEG: grande para edad gestacional.

*p < 0.05 vs EN.
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Tabla 2. Concentracion umbilical de las citocinas y moléculas de adhesion.

Molécula (unidad Embarazo normal Preeclampsia Diabetes mellitus
de concentracion) (n=50) (n=50) gestacional
(n=25)
TNF-o (pg/ml) 9.3 (6.0-14.0) 8.8 (5.1-13.3) 8.3 (5.8-14.8)
IL-6 (pg/ml) 6.9 (5.8-7.0) 0.0 (4.9-8.1) 5.8 (4.0-6.9)
IL-8 (pg/ml) 51.7 (14.6-159.6) 40.0 (12.3-100.06) 57.5 (22.4-92.6)

IL-10 (pg/ml)

6.9 (2.6-7.9)

5.7 (1.9-7.8)

7.8 (2.7-8.1)

IL-1RA (pg/ml)

63.7 (47.7-126.1)

70.3 (44.0-122.3)

56.5 (36.0-92.6)

ICAM-1 (ng/ml)

150.2 (132.0-188.0)

132.2 (105.3-178.8)

146.4 (127.3-174.7)

VCAM-1 (ug/ml)

2.0 (1.7-2.4)

2.3 (1.4-3.0)

1.9 (1.7-2.2)

Los valores se expresan como mediana (rango intercuartilico).

Tabla 3. Expresion placentaria de las citocinas y moléculas de adhesion.

9-AC
Transcrito Embarazo normal Preeclampsia Diabetes mellitus
(n=50) (n=50) gestacional
(n=25)
TNF-a 3.3x102 (1.9x10°-14.7x10°) 2.1x10% (1.7x103-3.3x10) 2.9x107 (1.2x103-12.3x10°9)
1.6 3.8x107 (2.8x103-11.2x109) 2.2x107 (1.3x103-3.1x10°9) 2.6x107 (1.6x10°-9.2x10°)
1IL-8 5.4x10- (2.1x10-3-8.3x10-3) 3.1x10-3 (2.1x10-3-7.1x10-3) 5.6x10-3 (1.8x10-3-9.2x10-3)
1L-10 3.3x10-3 (1.7x10-3-4.2x10-3) 1.2x10- (0.7 x10-3-2.3x10-3)* 3.1x10-3 (2.0x10-3-3.9x10-3)
IL-1RA 5.7x10-* (3.8x10-3-1.1x10-?) 1.6x10-3 (1.1x10-3-2.9x10-3)* 6.0x10- (3.1x10-3-1.2x10-?)
ICAM-1 2.3x1073 (1.0x10-3-3.5x10-3) 2.7x10-3 (0.8x10-3-3.3x10-3) 1.9x10- (0.9x10-3-4.0x10-3)
VCAM-1 2.8x102 (1.5x10-2-5.1x10-%) 2.4x10-2 (1.2x10-2-3.6x10-2) 3.2x10-2 (2.1x10-2-5.5x10-2)

Los valores se expresan como mediana (rango intercuartilico). *» < 0.05 vs. EN
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Figura 3. Cociente placentario IL-8/IL1-RA en embarazo normal y preeclampsia. EN, n=50;
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PE, n=50, *»<0.05. EN: embarazo normal; PE: preeclampsia.

Tabla 4. Correlaciones entre la expresion placentaria y la concentracion umbilical de citocinas

y moléculas de adhesion en el grupo de mujeres con embarazo normal.

Concentracion umbilical

TNF-o IL-6 IL-8 I11.-10 IL-1RA | ICAM-1 | VCAM-1
TNF-o | 0=038 | 0=0.16 | 0=0.48 | 0=0.66 | 0=0.43 | 0=030 | =0.01

< _ _ _ _ _ _ _
g =017 | p=056 | p=0.07 | p=011 | p=0.88 | »=026 | p=0.69
g |16 0=0.17 | 0=022 | 0=040 | 0=0.62 | 0=023 | 0=-0.08 | =0.10
S =056 | p=043 | p=0.14 | p=0.14 | p=040 | »=0.76 | p=0.69
& |IL-8 0=020 | 0=-0.09 | =023 | 0=-0.20 | p=-0.13 | 0=035 | 0=0.10
5 =047 | p=074 | p=041 | p=0.68 | p=0.65 | p=026 | p=0.70
S |10 0=024 | 0=-031 | 0=033 | 0=0.66 | 0=0.04 | ¢=0.14 | 0=-0.19
8 =039 | p=091 | p=023 | p=0.11 | p=0.89 | »=0.58 | p=0.46
& [ILARA | 0=0.04 | 0=0.02 | 0=0.18 | 0=0.55 | 0=-0.86 | =029 | ©=-0.79
° =090 | p=093 | p=051 | p=021 | p=0.76 | p=024 | p=0.75
T [ICAM-1 | =009 | ¢=0.17 | =031 | =051 | 0=-0.02 | =033 | =0.02
E =075 | p=053 | p=025 | p=0.24 | p=095 | »=0.18 | p=0.95
7 | VCAM-1 | 0=-001 | =022 | ¢=038 | 0=029 | 0=-0.18 | 0=0.04 | 0=0.04
=098 | p=042 | p=0.16 | p=0.52 | p=0.51 | p=0.86 | p=0.87

o (tho): coeficiente de correlacién de Spearman ; p: nivel de significancia
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Tabla 5. Correlaciones entre la expresion placentaria y la concentraciéon umbilical de citocinas

y moléculas de adhesién en el grupo de mujeres con preeclampsia.

Concentracion umbilical

TNF-« | IL-6 IL-8 IL-10 | IL-IRA | ICAM-1 | VCAM-1

TNF-« | 0=006 | 0=040 | 0=026 | 0=021 | 0=030 | 0=-029 | 0=-0.23

< _ _ _ _ _ _ _

g =085 | p=023 | p=043 | p=011 | p=029 | »=039 | »=0.50
g [IL6 0=-032 | 0=046 | 0=0.13 | 0=043 | p=-021 | 0=-047 | =-0.48
3 =033 | p=033 | p=071 | p=0.56 | p=054 | p=0.14 | p=0.13
< s 0=-019 | 0=0.15 | 0=049 | =050 | 0=038 | =026 | =-0.23
g =060 | p=0.67 | p=0.15 | p=039 | p=027 | p=047 | »=0.0
S [ 1110 0=024 | 0=-055 | =020 | 0=050 | =037 | @=0.15 | =026
8 =051 | p=088 | p=0.58 | p=039 | p=029 | p=0.68 | p=0.47
% ILARA | 0=-0.10 | 0=036 | ¢=020 | 0=042 | 0=032 | 0=-043 | 0=-0.36
o p=077 | p=030 | p=058 | p=020 | p=036 | p=021 | p=031
T [ICAM-1 | 0=-006 | 0=049 | 0=0.02 | =041 | =035 | @=-032 | =-0.35
e =086 | p=0.68 | p=091 | p=0.54 | p=033 | p=037 | p=0.43
7 | VCAM-1 | 0=028 | 0=0.13 | ¢=0.03 | 0=046 | 0=032 | 0=0.01 | @=-0.12
=041 | p=070 | p=091 | p=015 | p=032 | »=0.79 | p=0.572

o (tho): coeficiente de correlacién de Spearman ; p: nivel de significancia

Tabla 6. Correlaciones entre la expresion placentaria y la concentracién umbilical de citocinas

y moléculas de adhesion en el grupo de mujeres con diabetes mellitus gestacional.

Concentracion umbilical

TNF-« IL-6 IL-8 IL-10 IL-1RA | ICAM-1 | VCAM-1

TNF-a 0=0.23 0=0.35 | 0=043 | 0=0.01 | 0=0.06 | ©=0.18 0=0.53

=~ p=046 | p=0.64 | p=0.76 | p=0.22 | p=0.13 | p=0.55 | p=0.10
g IL-6 0=0.52 0=0.68 | 0=0.47 | 0=0.03 | 0=0.20 | 0=-0.19 0=0.21
9 p=0.12 | p=019 | p=091 | p=0.78 | p=0.44 | p=0.59 $=0.32
S IL-8 0=0.77 0=0.60 | 0=042 | 0=0.21 | 0=0.63 | ©0=0.16 0=0.49
g" p=0.63 | p=053 | p=038 | p=0.75 | p=0.66 | p=0.67 »=0.22
fg IL-10 0=0.23 0=0.77 | 0=0.02 | 0=0.08 | 0=0.61 | =0.36 0=0.19
o p=0.75 | p=011 | p=033 | p=0.44 | p=038 | p=0.21 $=0.43
& | IL-1RA 0=0.34 | 0=0.06 | 0=0.12 | 0=0.24 | 0=043 | =0.62 0=0.62
:: p=0.70 | p=021 | p=0.63 | p=0.12 | p=0.53 | p=0.53 $=0.52
2 ICAM-1 0=0.19 0=0.44 | 0=037 | 0=0.52 | 0=0.26 | 0=0.48 0=0.73
.g p=0.53 | p=026 | p=025 | p=0.63 | p=0.27 | p=0.65 $=0.25
7. | VCAM-1 0=0.35 0=0.73 | 0=0.36 | 0=0.55 | 0=0.26 | ©=0.51 0=0.23
p=027 | p=0.35 | p=0.22 | p=0.34 | p=0.64 | p=0.69 »=0.43

o (tho): coeficiente de correlacion de Spearman ; p: nivel de significancia

48




Preeclampsia temprana y tardia

La expresion placentaria de IL-10 fue menor en mujeres con preeclampsia temprana en
comparacién con aquellas con preeclampsia tardia o con embarazo normal (figura 4). La
expresion del resto de citocinas y moléculas de adhesion no fueron diferentes entre estos tres

grupos.

Los cocientes placentatrios I1.-8/I1.-10 e IL-8/IL-1RA (figuras 5 y 6, respectivamente) fueron
mayores en mujeres con preeclampsia temprana que en preeclampsia tardia y embarazo

normal. No se observd diferencia en el resto de los cocientes.

La concentracion umbilical de citocinas y moléculas de adhesion no fueron diferentes entre los

tipos de preeclampsia.

IL-10

0.015 4

*
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0.010 4
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g I 1
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0000 L= = :

EN PTE PTA

Figura 4. Expresion placentaria de IL-10 en embarazo normal y tipos de preeclampsia. EN,
n=50; PTE, n=30, PTA, n=20, *»<0.05. EN: embarazo normal; PTE: preeclampsia temprana; PTA:

preeclampsia tardia.
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Figura 5. Cociente placentario IL-8/IL-10 en embarazo normal y tipos de preeclampsia. EN,

n=50; PTE, n=30, PTA, n=20, *»<0.05. EN: embarazo normal; PTE: preeclampsia temprana; PTA:

preeclampsia tardia.
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Figura 6. Cociente placentario IL-8/IL-1RA en embarazo normal y tipos de preeclampsia. EN,

n=50; PTE, n=30, PTA, n=20, *»<0.05. EN: embarazo normal; PTE: preeclampsia temprana; PTA:

preeclampsia tardfa.

50



8. DISCUSION

La preeclampsia y la diabetes mellitus gestacional son patologias con distintas etiologifas; sin
embargo, comparten algunos mecanismos fisiopatologicos tales como la resistencia a la
insulina y el estado proinflamatorio materno y placentario (211-213). El grupo de trabajo
involucrado en este proyecto tiene como lineas de investigacién dichos mecanismos en ambas
patologias, lo que explica la inclusion de mujeres con preeclampsia o diabetes mellitus
gestacional en este trabajo. Es necesario aclarar que en este estudio no se realizé la
comparacion entre el grupo de mujeres con preeclampsia y el grupo de pacientes con diabetes
mellitus gestacional debido a que metodolégicamente, el estudio de enfermedades se realiza
mediante la comparacién con un grupo control. Ademas, el hecho de que distintas patologias
compartan algunos mecanismos fisiopatologicos no justifica su comparacion, ya que, como es
el caso de las patologias aqui estudiadas, difieren sustancialmente en otros y en la base de su

patogenia como son la inmunoldgica o metabélica, respectivamente.

El trabajo de parto tanto a término como pretérmino involucra una respuesta proinflamatoria
en la interfase feto-materna caracterizada por un aumento en la produccién de las citocinas IL-
6 e I1L-8 (214, 215), por lo que en el presente trabajo se decidi6 analizar placentas de mujeres
sometidas a cesarea y sin trabajo de parto. Para evitar sesgo en las determinaciones placentarias
de estas moléculas. Ademas, debido a que la placenta es un 6rgano heterogéneo, el analisis de
expresion se realizo mezclando equitativamente el RNA de cinco puntos aleatorios de la cara
materna. Por otro lado, el efecto general de una respuesta inmune humoral esta dictado
principalmente por el balance entre citocinas pro y antiinflamatorias. Se sabe que en el
embarazo normal el balance respuesta proinflamatoria/respuesta reguladora sistémico presenta

un cambio hacia un estado regulador. Se ha sugerido que en la preeclampsia este cambio no
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ocurre o se revierte en etapas tempranas del embarazo y, en consecuencia, se manifiesta un
estado proinflamatorio (216). Con base en esto, en este estudio no solo se compararon los
niveles absolutos de las citocinas entre los grupos, sino también los cocientes citocina
proinflamatoria/citocina antinflamatoria, esto pensando en que las patologias pueden
asociarse, mas que con diferencian en los valores absolutos, con un desbalance citocinico, tal

como se ha observado en la preeclampsia (217).

En este estudio, se observé que la expresion placentaria de TNF-o, 11-6, IL-8, ICAM-1 y
VCAM-1 fue similar entre los grupos de preeclampsia y embarazo normal, resultados que
concuerdan con Marusic et al. (218) quienes, mediante inmunohistoquimica, hallaron que la
expresion proteica de TNF- a fue similar en mujeres con preeclampsia y el grupo control
pareado por edad gestacional. Benyo et al. (219), mediante RT-PCR y ELISA en homogenados
placentarios, observaron que tanto la expresion génica como la proteica de TNF-o fue similar
en preeclampsia y su grupo control normotenso de término. En contraste, Weel et al. (220),
utilizando ELISA en homogenados placentarios e inmunohistoquimica, observaron mayores
niveles de expresion proteica de TNF-a en preeclampsia en comparacion con el grupo control
de término; sin embargo, utilizaron homogenados placentarios que inclufan tanto cara materna
como fetal. Por otro parte, nuestros resultados sobre la expresion placentaria de IL-6 también
concuerdan con Marusic et al. (218) y Benyo et al. (219) quienes no observaron diferencia entre
los grupos. Respecto a IL-8, mediante RT-PCR en tiempo real, Sun L et al. (221) hallaron
mayores niveles de expresion génica de esta citocina en preeclampsia que en su grupo control;
no obstante, su método de muestreo fue susceptible a sesgo porque solo analizaron un punto

de la cara materna de la placenta.
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En lo que se refiere a las citocinas antiinflamatorias, nuestros resultados mostraron que la de
IL-10 e IL-1RA fue menor en la preeclampsia al compararse con el grupo control. Estos
resultados concuerdan con Makris A et al. (222) quienes, utilizando inmunohistoquimica y RT-
PCR en tiempo real, mostraron una menor expresion génica y proteica de IL-10 en
preeclampsia en comparaciéon con su grupo control de término. Por su parte, Weel et al. (220)
observaron la misma diferencia con respecto a la expresion placentaria de IL-10. Ahora bien,
se sabe que IL-10 bloquea la activaciéon del factor NF-»B inhibiendo asi la sintesis de las
citocinas proinflamatorias IL-18, TNF-a e IL-8 (223, 224), de manera que este efecto
antiinflamatorio es menos pronunciado en preeclampsia, la cual se asocia con un proceso
inflamatorio. Para nuestro conocimiento, este es uno de los primeros estudios en publicar
niveles de expresion placentaria de IL1-RA en preeclampsia. De hecho, solamente un trabajo
previo cuantifica la secreciéon de IL-1RA a partir de un modelo in vitro de perfusion placentaria
(225). Este estudio contrasta con los datos reportados por nosotros, debido a que describe un
incremento en la perfusion obtenida de la cara materna, por lo que es necesario realizar mas
estudios para determinar con exactitud los niveles de esta molécula en placentas preeclampticas
al comparar con placentas normales. De manera interesante, a pesar de que no observamos
diferencia en la expresién de IL-8, los resultados obtenidos del analisis de los cocientes
muestran que la relacion I1-8/IL-1RA fue mayor en preeclampsia que en el embarazo normal.
El IL-1RA se une al receptor tipo 1 de IL-1, produciendo un mecanismo inhibitorio de la
actividad de esta citocina, por lo que funciona como factor antiinflamatorio. Se sabe que 1L.-13
induce la expresion de IL-8 en diversos tipos celulares (226), de manera que los menores
niveles de IL-1RA relativos a mayores niveles de 11.-8 en preeclampsia, se pueden explicar por
un mayor actividad de IL-1B, sugiriendo que este trastorno hipertensivo se asocia con un

desbalance citocinico proinflamatorio placentario; sin embargo, es necesario realizar otros
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estudios debido a que en el presente trabajo no se determinaron los niveles ni la actividad de

IL-1.

Finalmente, considerando los resultados obtenidos de la disminucién en la expresion
placentaria de IL-1RA e IL-10, asi como el desbalance citocinico proinflamatorio en
preeclampsia, podemos proponer que este sindrome obstétrico se asocia con un estado

proinflamatorio y una falla en la respuesta antiinflamatoria compensatoria a nivel placentario.

Es de conocimiento general que las pruebas acumuladas durante afios han sefialado a la
placenta como el 6rgano que sostiene los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes de la
preeclampsia, pues, como ya se ha mencionado, ésta tiende a resolverse una vez expulsada la
placenta. En este sentido, es necesario mencionar que el presente trabajo deriva de uno mas
grande en el que, ademas de la expresiéon placentaria y las concentraciones umbilicales, se
midieron la expresion decidual y las concentraciones maternas circulantes de las citocinas y
moléculas de adhesion de estudio (227). De manera similar, no se observé diferencia estadistica
en la expresion decidual ni en las concentraciones maternas (excepto con VCAM-1 que fue
significativamente mayor en circulacién materna en preeclampsia con respecto al grupo de
pacientes que cursaron con embarazo normal). Ademas, ninguna de estas mediciones
(placentaria, decidual, materna y umbilical) correlacionaron entre ellas en los grupos de estudio.
En este sentido, si se piensa que la placenta sostiene la fisiopatologia de la preeclampsia a
través de un desbalance en la producciéon de citocinas pro y antiinflamatorias, nuestros
resultados sugieren que no es asi, sino que si bien existe un desbalance citocinico placentario a
favor de un estado proinflamatorio, éste no se asocia con un estado inflamatorio decidual, ni

con las concentraciones de las citocinas en circulacién materna y umbilical.
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Existen pocos estudios respecto a la expresion placentaria de moléculas de adhesion. En
contraste a nuestros resultados, Goksu et al. (228), utilizando inmunohistoquimica, observaron
que en preeclampsia la sintesis placentaria de ICAM-1 fue mayor que su grupo control de
término; no obstante, utilizaron criterios diagndstico distintos a los de este trabajo y su tamafio
de muestra fue considerablemente menor al de nuestro estudio; no obstante, nuestro analisis
comparativo tuvo en poder estadistico menor a 80%. Por otro lado, a pesar de las diferencias
en el muestreo, nuestros resultados sobre VCAM-1 concuerdan con Jaakkola K et al. (229) y
Tziotis | et al. (230), quienes mostraron, mediante inmunohistoquimica, que la sintesis de

VCAM-1 en el lecho placentario fue similar entre preeclampsia y el grupo control.

Existen pocos trabajos sobre las concentraciones umbilicales de citocinas y moléculas de
adhesion en preeclampsia. Para nuestro conocimiento, este es uno de los primeros estudios en
publicar concentraciones umbilicales de 1L-10 e IL1-RA en preeclampsia. No se observaron
diferencias en la concentracion umbilical de TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RA, ICAM-1 y
VCAM-1 entre los grupos. Tosun et al. (231), reportaron mayores niveles umbilicales de TNF-
o, IL-6 e IL-8 en preeclampsia. Catarino et al. (232), no observaron diferencias en los niveles
umbilicales de TNF-a e IL-6; pero, si en los niveles de VCAM-1 siendo mayores en
preeclampsia. Krauss T et al. (233), observaron que los niveles umbilicales de ICAM-1 y
VCAM-1 eran similares entre el grupo con preeclampsia y el grupo control. Cabe mencionar
que, en comparaciéon con estos trabajos, el presente tuvo un mayor tamafo de muestra; sin
embargo, en el analisis comparativo de las mediciones en circulacién umbilical entre los grupos
el poder estadistico fue menor a 80%, lo que pone de relieve la necesidad de aumentar el
tamafio de muestra. Estos datos sugieren que, en la preeclampsia, no se observa un desbalance
en la produccién de citocinas pro y antiinflamatoria ni disfuncién endotelial en la circulacién

umbilical y que las alteraciones a nivel placentario no se reflejan en la circulacién umbilical.
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Esto tiene congruencia con el hecho de que la preeclampsia se asocia con complicaciones
fetales, tales como restriccion del crecimiento intrauterino, trombocitopenia neonatal y
displasia broncopulmonar; que se piensa resultan de la hipoxia y la isquemia placentarias, o de
lo prematuro del feto, de manera que, parece que no existen complicaciones fetales de
naturaleza inflamatoria sino solo aquellas derivadas de la menor disponibilidad de nutrientes y

oxigeno y de la interrupcién temprana del embarazo (234).

En cuanto a los tipos de preeclampsia, la expresion de IL-10 fue estadisticamente menor,
mientras que los cociente IL-8/IL-10 e IL-8/IL-1RA fueron significativamente mayores en
placentas de mujeres con preeclampsia temprana en comparaciéon con placentas provenientes
de pacientes con preeclampsia tardia o embarazo normal. Con respecto a los niveles maternos
de IL-6 determinados en el estudio realizado paralelamente, se observé que fueron mayores en
preeclampsia tardfa en comparaciéon con preeclampsia temprana y embarazo normal. Esto
concuerda con la literatura en donde se propone que la preeclampsia temprana se relaciona con
con alteraciones placentarias y la tardia con alteraciones maternas (120). Es importante
mencionar que probablemente la falta de consenso en diversos estudios sobre la preeclampsia

puede deberse a diferencias en la frecuencia de estos dos tipos en las poblaciones de estudio.

Por otro lado, la inflamacién se asocia con el desarrollo de diabetes mellitus gestacional,
incluso representa el puente entre diabetes gestacional y el riesgo de una futura diabetes
mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular en la madre. Se ha sugerido que durante el primer
y segundo trimestre, esta inflamacién esta principalmente sostenida por el tejido adiposo,
leucocitos circulantes y células endoteliales, mientras que hacia el final del embarazo, la
placenta contribuye con esta inflamacién sistémica (235). En mujeres con diabetes mellitus
gestacional, algunos estudios han mostrado mayores niveles de expresiéon génica de IL-6 y
TNF, asi como un mayor nimero de macréfagos activados en placenta de término (236-238).
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En este trabajo no se observé diferencia en los niveles de expresion placentaria, en las
concentraciones umbilicales de TNF-«, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RA, ICAM-1 y VCAM-1, ni de
los cocientes de estudio entre los grupos de diabetes mellitus gestacional y embarazo normal.
Nuestros resultados placentarios de TNF-a, IL-6, IL-8 concuerdan con los de Kleiblova, et al.
(239) quienes utilizando RT-PCR cuantitativa, observaron la misma expresion génica de TNF-
o, IL-6 e IL-8 entre sus grupos de diabetes gestacional y control. Para nuestro conocimiento,
no hay estudios respecto a expresion placentaria de ICAM-1 y VCAM-1 en diabetes mellitus
gestacional, asi como de la concentraciéon umbilical de las citocinas y moléculas de adhesion

analizadas en este trabajo.

La barrera placentaria se conforma del sincitiotrofoblasto, el citotrofoblasto, mesodermo y
células endoteliales de los vasos de las vellosidades (240). A lo largo del embarazo, la barrera
placentaria disminuye su grosor, de manera que al final de la gestacién suele ser menor de 2
pum. Se han observado dafios en el sincitiotrofoblasto y en células endoteliales de vasos de las
vellosidades causados por factores isquémicos. En esta circunstancia, la barrera puede sufrir
rupturas y la sangre materna puede mezclarse con la fetal causando una reaccién de rechazo.
Algunos estudios han reportado datos de ruptura de esta barrera en la preeclampsia (241). En
este estudio, en todos los grupos, la expresion placentaria y la concentraciéon umbilical de cada
citocina y molécula de adhesién no correlacionaron entre si. Esto se puede interpretar como
que no existe influencia directa de la produccién de estas moléculas en este tejido sobre la
circulaciéon umbilical, lo cual es de esperarse al considerar que la barrera placentaria esta

totalmente, o en su mayoria, intacta.

Las limitaciones del presente estudio son el tamafio de muestra, que requiere aumentarse para
aquellas comparaciones en las que no se observo diferencia significativa, ya que el poder
estadistico fue menor al 80%. Esto es particularmente necesario para el grupo de mujeres con
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diabetes mellitus gestacional ya que se conformé de 25 pacientes. Otras limitantes son que no
se excluyo la posibilidad de cambios postranscripcionales en la expresién placentaria, que los
grupos de estudio no fueron pareados por edad gestacional y que las mujeres con preeclampsia
y con diabetes mellitus gestacional tuvieron tratamiento. Debido a esto, la expresion
placentaria y la concentraciéon umbilical de los marcadores se ajustaron por edad gestacional y
se observaron las mismas similitudes o diferencias, segin sea el caso, lo que sugiere que éstas
no fueron afectadas por dicha variable; sin embargo, hay que considerar que en otro estudio en
el que se midieron concentraciones de citocinas a lo largo del embarazo (10, 18, 26 y 35
semanas de gestacion) se observo que éstas varfan durante la gestacion (242). En este trabajo
no se identifico tal efecto de la edad gestacional, debido quiza a que todas las pacientes estaban
en el tercer trimestre de gestacién. Muy probablemente la expresion placentaria y la

concentracién umbilical también varfan a lo largo del embarazo.

Por otro lado, debido a que el 80% de las mujeres con preeclampsia recibieron tratamiento, se
realiz6 el analisis en funcién a esta variable y no se observaron diferencias significativas, lo que
sugiere que el tratamiento no influy6 en los resultados; sin embargo, el poder estadistico fue
menor a 80%. En contraste, otros estudios han mostrado que el sulfato de magnesio puede
tener efecto en la producciéon placentaria de las citocinas TNF-a, 1L-6 e IL-1RA (225, 243,
244); sin embargo, el modelo utilizado podtia no representar las condiciones 7z vivo, ya que
cada placenta analizada se dispuso en una camara de perfusién con solucién salina y se
cateterizaron la vena y las arterias placentarias y a través de la primera se realizaba la perfusion
con la solucién de sulfato de magnesio, la cual tenfa retorno por las arterias. Por otro lado, no
se sabe si la hidralazina y la alfametildopa afectan la sintesis de citocinas. A pesar de esto, este
trabajo resulta relevante para el conocimiento de lo mecanismos subyacentes a la preeclampsia

en el tercer trimestre de gestacion, planteando que el sostenimiento de la preeclampsia por
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parte de la placenta no sucede a través de un desbalance en la produccién de citocinas pro y

antiinflamatorias.

Para tener un panorama mas amplio e integral de lo que, en términos de inflamacion y
disfunciéon endotelial, sucede en la preeclampsia y en la diabetes mellitus gestacional, es
necesario un estudio longitudinal con mediciones en circulaciéon materna y en cada uno de los
trimestres de gestaciéon de citocinas pro y antiinflamatorias asi como moléculas de adhesion y
otros marcadores, por ejemplo, porcentaje de las distintas células del sistema inmune y
marcadores de estrés oxidativo. Para el caso de las evaluaciones en la interfase feto-materna a
lo largo del embarazo, y considerando que no se deben utilizar métodos invasivos de muestreo,
se propone evaluar la expresion génica y la concentraciéon de las moléculas mencionadas, e
incluso el porcentaje de células inmunes, en exudado cervicovaginal, lo cual quiza represente

una aproximacion de lo que esta sucediendo en dicha interfase.
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9. CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que no existe un estado proinflamatorio o de disfuncién
endotelial en la circulaciéon umbilical que se asocie con la preeclampsia o la diabetes mellitus
gestacional. Solo en la preeclampsia se observa un estado placentario proinflamatorio. En
ninguna de estas patologias existe relacion entre los niveles de expresion placentaria y las

concentraciones umbilicales de citocinas y moléculas de adhesion.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Extraccion y purificacion de RNA total de placenta.

1. Previo a la extraccion de RNA, las muestras se descongelaron y homogenizaron por
completo utilizando un micro homogenizador.

2. El tejido homegenizado se transfiri6 a un tubo eppendorf de 1.5 ml para su
centrifugacion a 12,000 x g durante 10 minutos a 4 °C.

3. Se recolectd 600 pl del sobrenadante y se transfirieron a un nuevo tubo.

4. Se le anadieron 600 pl de etanol (1:1) y se mezclaron vigorosamente.

5. Se transfirieron 800 pl de esta mezcla a una columna Zymo-Spin™ IIC con su
respectivo tubo colector. Se centrifugaron 30 s a 16,000 x g (en adelante, todas las
centrifugaciones son en estas condiciones a menos que se indique lo contrario) y se
transfirié la columna a un tubo recolector nuevo.

0. Se realiz6 el tratamiento con DNasa

o Se adicionaron directamente 400 pl de solucién amortiguadora de lavado de
RNA ala columna y se centrifugd. Se decant6 el tubo colector

o Se afiadi6 una mezcla de 5 pul de DNasa reconstituida con 75 pl de solucion
amortiguadora de digestion de DNA y se incub6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugé durante 30 s. Se decant6 el
tubo colector.

o Se adicionaron a la columna 400 pl de la solucién de prelavado y se centrifugo.
Se decant6 el tubo colector. Este paso se repitié una vez mas.

7. Se adicionaron 700 pl de solucién amortiguadora de lavado de RNA. Se centrifugd
durante 2 min. Se transfirié la columna a un tubo nuevo libre de nucleasas.

8. Por dltimo, se adicionaron directamente a la columna matriz 15 pl de agua libre de

nucleasas y se centrifugé 1 min.
Se procedi6 a la cuantificacién y evaluacion de la integridad del RNA.

Cuantificacion del RNA
La cuantificacién y determinacion de la pureza se realizé por espectrofotometria en el equipo

NanoDrop 2000 utilizando 1 ul de RNA.
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Integridad del RNA
La integridad del RNA se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa con la metodologia

descrita a continuacion:

1. Se preparé el gel de agarosa al 1.5%, pesando 0.75 g de agarosa y disolviéndola en 50

ml de soluciéon TAE (calentando para disolver completamente).

2. A esta solucion se le agregaron 2 pl de Bromuro de Etidio (BrEt).

3. Antes de que la solucién gelificara completamente se verti6 en la camara de

electroforesis y con ayuda de un peine se hicieron de los pozos.

4. Una vez que el gel solidifico, se procedi6 a cargar en los pozos una mezcla de 1 pl de

solucion de carga mas 3 pl de muestra de RNA.

5. Se separd la muestra en el gel durante 15 minutos aproximadamente.

0. Posteriormente, se utiliz6 el fotodocumentador Gel Doc XR+(Bio-Rad) para visualizar

el RNA tefiido y asi verificar su integridad.
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Anexo 2. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion se realiz6 en el termociclador Veriti (Applied Biosystems) con las
cantidades mostradas en la tabla anexa 1. Se realiz6 la reaccién 1 y, una vez terminada, se
procedié a la segunda reaccion. Al finalizar la retrotranscripcioén, las muestras de cDNA

obtenidas se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla anexa 1. Reactivos para la retrotranscripcion.

Reacciones de la Retrotranscripcion

Reaccion 1

e 1 pg RNA (6 ul de muestra)

65 °C x 5 min
e 1 pl Primer (oligo dT)
e 1 pl Annealing buffer
Reaccion 2
e 10 ul 2x Firts-Strand Reaction Mix
50 °C x 50 min
e 2 ul Super script® I1I/Rnase OUT™ 85 °C x 5 min

enzyme Mix
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Anexo 3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
La reaccion de la PCR-tiempo real se realizé en el equipo StepOnePlus (Applied Biosystems)
preparando la placa de PCR con los reactivos, muestras y ensayos Taqman de interés (tabla

anexa 2). Las muestras se procesaron por triplicado.

Tabla anexa 2. Reactivos para PCR-tiempo real.

Reaccion

10 ul de master mix

1 pl de ensayo TagMan

7 ul de agua libre de nucleasas

2 ul de cDNA (100 ng)

20 pl volumen total de la reaccion

Las condiciones fueron las siguientes:

Etapa Configuracion
Hold (UNG) 50 °C x 2 min
Hold 95 °C x 10 min
Ciclo (40 ciclos) 95°Cx15s

60 °C x 1 min

Se obtuvieron los Ct de cada gen de interés y se procedi6 al analisis 2ACt
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Anexo 4. Ensayos de deteccion multianalito de las citocinas TNF-«, IL-6, IL-8, IL-10 e

IL-1RA.

© N wm

10.
11.

12.
13.

14.
15.

Las muestras se descongelaron completamente, se mezclaron (con pipeta) y se
centrifugaron a 14,000 x g durante 10 min a 4 °C.

Se reconstituyeron los dos estandares con 500 ul de diluyente de ensayo y se mezclaron
para generar un volumen total de 1 mL. Con este estandar se realizaron una serie de
diluciones 1:3 para generar los otros 6 puntos de la curva, siendo el diluyente la
solucién considerada como blanco.

El frasco con 1X perlas con anticuerpos se homogenizé mediante vortex durante 30 s
y se sonico 30 s antes de uso. Se adicionaron 25 ul de 1X perlas con anticuerpos en
cada uno de los 96 pozos de la placa. Siempre se protegi6 de la luz la placa con perlas.
Se realizaron dos lavados con 200 ul de solucién de lavado 1X. Importante el uso del
separador magnético en todo lavado. Todos los lavados son iguales.

Se adicionaron 25 ul de solucién de incubacién en cada pozo.

Se adicionaron 50 ul de los estandares diluidos en cada pozo asignado a los estandares.
Se adicionaron 50 ul del blanco en los pozos asignados.

Se adicionaron 25 pl de diluyente de ensayo seguido de 25 ul de la muestra en los
pozos asignados a las muestras

Se cubrié la placa con una pelicula adhesiva y se incubé por 2 h a temperatura
ambiente sobre un agitador orbital en funcién.

Posteriormente se decant6 la placa y se realizaron dos lavados.

Se adicionaron 50 ul de 1X anticuerpo detector biotinilado a cada pozo. Se cubrié
nuevamente la placa y se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente sobre un agitador
orbital en funcion.

Se decant6 la placa y se realizaron dos lavados.

Se adiciond 50 pl de 1X solucién de estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo. Se cubrio
nuevamente la placa y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente sobre un
agitador orbital en funcién.

Se decantd la placa y se lavo tres veces.

Se adicioné 150 pl de solucién de lavado en cada pozo, se cubrié la placa, se agit6é 3

min y se procedio al analisis en el equipo MAGPIX.
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Anexo 5. ELISA para la cuantificacion de ICAM-1.

1. Las muestras se descongelaron completamente, se mezclaron (con pipeta) y se
diluyeron 1:20 con el diluyente calibrador.

2. Se reconstituy6 el estandar con 1 ml de agua destilada. Se tomaron 40 ul del estandar
reconstituido y se le adicionaron 900 ul de diluyente calibrador para crear el primer
punto de la curva. Con éste, se realizaron una serie de diluciones 1:2 para generar los
otros 6 puntos de la curva. El blanco fue el diluyente calibrador.

3. Se adicionaron 100 ul de estandares, blancos y muestras segun la configuracién de la
placa de 96 pozos. Se cubri la placa con una pelicula adhesiva y se incub6 por 1 h a
temperatura ambiente sobre un agitador orbital en funcion.

4. Se decanto la placa y se realizaron cuatro lavados con 400 ul de solucién de lavado. En
cada lavado se removidé por completo el liquido de los pozos. Todos los lavados se
realizaron de la misma manera.

5. Se adicionaron 200 pl del conjugado a cada pozo. Se cubrié nuevamente la placa y se
incub6 durante 1 h a temperatura ambiente sobre un agitador orbital en funcion.

0. Se decant6 la placa y se realizaron cuatro lavados.

7. Se adicion6 200 ul de la solucion sustrato a cada pozo. Se incubd durante 30 min a
temperatura ambiente protegida de la luz.

8. Se adicioné 50 pl de solucién de paro en cada pozo. Se cubti6 la placa, se agité 1 min 'y
se procedié a determinar la densidad 6ptica en el lector de placas a 450 nm con
correccion de 570 nm. Las densidades se analizaron con un programa para ajuste de

curva logistico de cuatro parametros.

89



Anexo 6. ELISA para la cuantificacion de VCAM-1.

1.

La muestras se descongelaron completamente, se mezclaron (con pipeta) y se diluyeron
1:20 con el diluyente calibrador.

Se reconstituy6 el estandar con 1 ml de agua destilada. Se tomaron 250 pl del estandar
reconstituido y se le adicionaron 250 pl de diluyente calibrador para crear el primer
punto de la curva. Con éste, se realizaron una serie de diluciones 1:2 para generar los
otros 5 puntos de la curva. El blanco fue el diluyente calibrador.

Se adicionaron 100 ul del conjugado en cada pozo.

Se adicionaron 100 ul de estandares, blancos y muestras segin la configuracion de la
placa de 96 pozos. Se cubri6 la placa con una pelicula adhesiva y se incubd por 1.5 h a
temperatura ambiente.

Se decanto la placa y se realizaron cuatro lavados con 400 ul de solucién de lavado. En
cada lavado se removi6é por completo el liquido de los pozos. Todos los lavados se
realizaron de la misma manera.

Se adicion6 100 pl de la solucién sustrato a cada pozo. Se incubd durante 20 min a
temperatura ambiente protegida de la luz.

Se adiciond 50 ul de solucién de paro en cada pozo. Se cubti6 la placa, se agité 1 min y
se procedi6 a determinar la densidad optica en el lector de placas a 450 nm con
correccion de 570 nm. Las densidades se analizaron con un programa para ajuste de

curva logistico de cuatro parametros.
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