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Resumen.

Utilidad de la seng, sFIt-1 y PIGF para la prediccion de
preeclampsia sobreagregada en embarazos complicados con

Enfermedad Renal Croénica subyacente.

Antecedentes:

La preeclampsia es la complicacion mas comun en las mujeres embarazadas
con enfermedad renal crénica subyacente, su diagndstico representa un reto ya
que las manifestaciones clinicas como la hipertension y la proteinuria pueden
estar presentes tanto en la enfermedad renal cronica como en la preeclampsia.
La fisiopatologia de la preeclampsia se caracteriza por un desequilibrio entre
los factores pro y anti angiogénicos. En diversos estudios se ha demostrado que
las mujeres con preeclampsia presentan una elevacion de las proteinas anti-
angiogenicas como la tirosin cinasa fms-1 soluble (sFlt-1) y la Endoglina
soluble (sEng) y una disminucion de las proteinas pro-angiogénicas como el

factor de crecimiento placentario (PIGF).

Objetivo:

El propdsito de este estudio fue evaluar las caracteristicas clinicas y los
resultados de las mujeres embarazadas con enfermedad renal cronica con
sospecha de preeclampsia sobreagregada, estratificadas segun el grado de
desequilibrio angiogénico (nulo, moderado y severo), evaluado mediante la

relacion entre la determinacion sérica de sFlt-1 y PIGF.



Sitio del estudio:

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio G de la Unidad de
Investigacion Médica en Medicina Reproductiva de la UMAE Hospital de
Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del IMSS, ubicada en
Av. Rio Magdalena 289, Col. Tizapan San Angel. CP 01090, Ciudad de

México.

Material y Métodos:

Mediante un estudio transversal comparativo, incluimos 171 mujeres
embarazadas con enfermedad renal crénica, con sospecha de preeclampsia, que
ingresaron a la UMAE Hospital de Ginecobstetricia No. 4 Luis Castelazo Ayala
del IMSS.

Las mujeres incluidas en el estudio se dividieron en tres grupos segun el grado
de desequilibrio angiogénico, evaluado por la relacion sFIt-1/PIGF: sin
desequilibrio angiogénico (relacion sFIt-1/PIGF< 38), desequilibrio
angiogénico moderado (relacion sFlt-1/PIGF > 38 a < 85), y desequilibrio
angiogénico severo (relacion sFlt-1/PIGF > 85). La preeclampsia sobreagregada
y los resultados adversos relacionados con la preeclampsia se definieron de
acuerdo con los criterios del Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia.
Los niveles séricos de sFlt-1, PIGF y sEng se determinaron por duplicado
mediante un inmuno ensayo enzimatico siguiendo las instrucciones del
fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN).



La tasa de filtracion glomerular se calculd utilizando la férmula de la
colaboracion epidemioldgica de la enfermedad renal cronica (CKD-EPI), en

registros previos a la gestacion.

Resultados:

El grupo de mujeres embarazadas con enfermedad renal cronica con un
desequilibrio angiogénico severo tuvo una frecuencia mayor de preeclampsia
sobreagregada confirmada, de eventos adversos maternos y perinatales
adversos en comparacién con las mujeres con un desequilibrio angiogénico

moderado o nulo (p <0.001).

Hubo una tendencia al incremento de las concentraciones séricas de Endoglina
soluble cuando el grado de desequilibrio angiogénico se incrementaba. La tasa
de progresion a preeclampsia sobreagregada se incremento progresivamente
cuando se incremento el grado de desequilibrio angiogénico (sin desequilibrio
11.8%, moderado 60% Yy severo 100%).

Conclusiones:

El desequilibrio angiogénico severo se asocia significativamente con el
desarrollo de preeclampsia sobreagregada confirmada o con la progresion a
preeclampsia sobreagregada en mujeres embrazadas con enfermedad renal
cronica. Las pacientes sin desequilibrio angiogénico tienen una menor tasa de
progresion hacia la preeclampsia sobreagregada, asi como las mujeres con un
desequilibrio angiogénico moderado. Estos resultados favorecen la utilizacion
sistematica de la relacion sFItl / PIGF y otros marcadores en el manejo clinico

de las mujeres embarazadas con enfermedad renal cronica.



Antecedentes.

La Enfermedad Renal Crénica.

La Enfermedad Renal Cronica (ERC) es un término general para una serie
heterogénea de trastornos que afectan la funcion renal, se clasifica en cinco
categorias de severidad con base en la determinacion de la tasa de filtrado
glomerular y se establece el tratamiento a seguir segun el dafio en la funcion
renal (1-4). La funcién renal se evalla a través de la tasa de filtracion
glomerular, la proteinuria y el diagnéstico clinico. No se suele considerar a la
causa de la enfermedad para la clasificacion o para €l tratamiento de la

enfermedad (4), llustracion 1.

La ERC se define por la National Kidney Fundation (NKF) como la existencia
de anomalias de la estructura o funcion renal, presente durante al menos tres
meses y que esto tenga implicaciones para la salud. Esto es una tasa de filtrado
glomerular inferior a 60 ml/min/1.73 m? durante mas de 3 meses con o sin
evidencia de dafio renal, o la presencia de dafio renal durante un periodo
superior a 3 meses evidenciado por la existencia de alteraciones estructurales
en el rifibn como son las anormalidades detectadas con técnicas de imagen, el
antecedente de un trasplante renal, o alteraciones histolégicas en la biopsia
renal; o funcionales del rifibn como la evidencia de albuminuria, proteinuria,
alteraciones en el sedimento urinario, con o sin descenso en la tasa de filtrado

glomerular(3, 4).

La combinacion de ambos criterios es la base para la clasificacion y plan de
accion de las guias de manejo de la NKF. Estas se enfocan la atencion en etapas

tempranas de la enfermedad, cuando los signos de dafio renal estan presentes y
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son persistentes aungue la funcion renal pudiera estar en rangos normales (5),
llustracion 1. En la biopsia renal se puede observar dafio al glomérulo o
glomeruloesclerosis en la etapa terminal de la enfermedad independientemente

de la causa (2).

Prognosis of CKD by GFR and albuminuria category
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lustracion 1 Clasificacion actual de la Enfermedad Renal Cronica utilizada por National
Kidney Fundation. La ERC se define como la evidencia de anomalias de la estructura o
funcion del rifidn, presentes durante un lapso mayor a 3 meses, con implicaciones para la
salud. La ERC se clasifica segun la tasa de filtracion glomerular (TFG) y la determinacion
de la albuminuria (3).



La prevalencia de la ERC se esta incrementando a nivel global, y se estima entre
el 8-16% en la poblacion general (6). La prevalencia estimada es de 200 casos
por millon de habitantes, por afio, en muchos paises, en los EE. UU, Taiwan y
en algunas regiones de México. En algunas regiones de México, la prevalencia
se esta acercando a 400 casos por millon y se incrementa rapidamente en
personas adulos mayores (2). Se estima que en México hay alrededor de 52 000
pacientes en terapia sustitutiva de la funcion renal, de los cuales el 80% son

atendidos en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (7).

La enfermedad renal cronica se asocia causalmente con la vejez, la diabetes, la
hipertension, la obesidad y la enfermedad cardiovascular. El aumento de la
prevalencia de la ERC, los altos costos y los malos resultados del tratamiento
constituyen una amenaza para la salud publica en todo el mundo. Los costos de
didlisis y trasplante estdn aumentando junto con los costos de otras
enfermedades crénicas (8). Las recomendaciones para la prevencion incluyen
mejoras en la vigilancia, el tamizaje, la educacion y la concientizacion; y se
dirigen a las poblaciones con mayor riesgo de la enfermedad; proveedores de la
salud, hospitales y laboratorios clinicos y el publico en general (9). El aumento
mundial en el nimero de pacientes con enfermedad renal crénica y de pacientes
con terapia de reemplazo de la funcién renal tiene proporciones epidémicas y
solo un pequefio nimero de paises que tienen economias solidas son capaces de

satisfacer la demanda de los servicios de salud que esto implica (1).



La Enfermedad Renal Crénica en el Embarazo.

La ERC afecta hasta al 6% de las mujeres en edad fértil en los paises
desarrollados y se estima que afecta del 3% al 5% de las mujeres embarazadas
(10-12). A pesar de la ERC se asocia con infertilidad, el embarazo puede ocurrir
en cualquier etapa de la ERC (13). La disfuncién renal avanzada, la proteinuria,
la hipertension y la enfermedad renal primaria subyacente mal controlada,
representan un riesgo significativo de resultados adversos maternos, fetales y
renales (14). Con el aumento de la prevalencia de la enfermedad renal cronica
en todo el mundo, se espera que aumente el nimero de casos de mujeres

embarazadas con diversos grados de disfuncion renal (15).

En el pasado, cualquier grado de insuficiencia renal se consideraba
incompatible con el embarazo y se aconsejaba a esas mujeres que optaran por
la interrupcion del embarazo(16). Para obtener los mejores resultados en
mujeres embarazadas con ERC es de suma importancia que estos embarazos se
planifiquen siempre que sea posible para brindar la oportunidad de una asesoria
oportuna a estas mujeres y a sus parejas con antelacion y prevenir las posibles

complicaciones.
Complicaciones asociadas

Estos embarazos deben considerarse como de alto riesgo y requieren una
estrecha vigilancia prenatal por parte de un equipo multidisciplinario experto
(14). La complicacion mas frecuente es la preeclampsia y esta se presenta en
mas del 40% de los casos (16-18) y la frecuencia puede aumentar hasta el 70%
de los casos en etapas avanzadas (17, 19, 20). La etapa de la enfermedad renal,

el tipo de la enfermedad, el grado de proteinuria y la excrecion urinaria de IgM



son factores de riesgo independientes para el desarrollo de preeclampsia en las
mujeres embarazadas con ERC subyacente (17, 19-21). La mortalidad materna
es ahora extremadamente baja y la supervivencia fetal ha aumentado
notablemente incluso en mujeres con estadios avanzados de la ERC. Sin
embargo, rara vez las mujeres embarazadas con ERC estdn libres de
complicaciones y hay preguntas sin respuesta sobre los efectos que el embarazo
en este tipo de mujeres tenga a largo plazo en la salud materna e infantil. En
general, actualmente se tiene una actitud mas optimista con respecto al
embarazo en mujeres con ERC que no requieren tratamiento de reemplazo renal
(22).

Las mujeres con enfermedad renal cronica estan en riesgo de tener resultados
adversos asociados con el embarazo como la preeclampsiay el parto prematuro
(16, 23-26). A pesar de los avances en la atencion prenatal, la frecuencia de
eventos adversos en la madre y el feto sigue siendo alta en mujeres embarazadas
con ERC en comparacion con la esperada en la poblacion general (16). En este
sentido, en una revision sistematica realizada por Nevis y colaboradores se
reportd que los eventos maternos adversos, como: hipertension gestacional,
preeclampsia, eclampsia y mortalidad materna son mucho mas frecuentes en las
mujeres con ERC que en las mujeres sin ERC y el riesgo global de un resultado
fetal adverso es al menos dos veces mayor en las mujeres con ERC en
comparacion con las gue no tienen esta condicién. Las complicaciones de los
hijos de estas mujeres son: los nacimientos prematuros, el bajo peso al nacer y

la muerte perinatal (27), llustracion 2.

En otra revision sistematica, en la que se incluyeron 23 estudios, de un total de

506 340 mujeres embarazadas con ERC, se reportd que estas, tienen mayor



probabilidad de desarrollar preeclampsia (Razon de Momios [RM] de 10.36 con
un intervalo de confianza del 95% [IC 95%], 6.28 a 17.09), parto prematuro
(RM, 5.72; 1IC 95%, 3.26 a 10.03), nacimiento de infantes con bajo peso al nacer
(RM, 4,85; IC del 95%, 3,03 a 7,76), cesarea (RM, 2,67; IC del 95%, 2,01 a
3,54) y fracaso del embarazo (aborto o muerte fetal) (RM, 1,80; IC del 95%,
1,03 a 3.13). El andlisis de subgrupos mostrd0 que las probabilidades de
preeclampsia (P <0.01) y parto prematuro (P <0.01) fueron mayores en mujeres
con nefropatia no diabética en comparacion con la nefropatia diabética, y que
la frecuencia de preeclampsia (P = 0.01) y parto prematuro (P <0.01) fue mayor
en mujeres con proteinuria en comparacion con microproteinuria. La mediana
del tiempo de seguimiento para los eventos renales fue de 5 afios. No hubo
diferencias significativas en la aparicion de eventos renales entre las mujeres
embarazadas con ERC y las que no tenian embarazo (OR, 0,96; IC 95%, 0,69 a
1,35) (18), llustracion 3.

Asimismo, Piccoli y colaboradores reportan que las mujeres con ERC tienen
méas complicaciones en comparacion con los embarazos fisiologicos: parto
prematuro (44% frente al 5%); cesarea (44% frente a 25%); y la necesidad de
cuidados intensivos neonatales (26% frente a 1%) y que las diferencias son
altamente significativas desde la etapa inicial de la ERC en comparacién con

mujeres sin ERC subyacente (19).

Consistente con lo anterior, en otro estudio se reportd que las complicaciones
asociadas al embarazo en mujeres con ERC son: la enfermedad hipertensiva
asociada con el embarazo, el empeoramiento de la funcién renal con disfuncion
permanente, el parto prematuro y la restriccion del crecimiento fetal (28). Al

considerar la interaccion entre la enfermedad renal y el embarazo, los resultados



maternos estan relacionados con el nivel inicial de la disfuncién renal mas que
a la enfermedad subyacente especifica. Con respecto a los resultados fetales,
puede existir una distincion entre la disfuncion renal resultante de la enfermedad
renal primaria y en la que la afectacion renal es parte de una enfermedad

sistemica (29).

En contraste con lo anteriormente expuesto, no es claro si el embarazo empeora
la funcidn renal de las mujeres con ERC, en este sentido se ha reportado que el
embarazo no siempre representa un factor de riesgo para la progresion de la
enfermedad renal prexistente en mujeres con ERC subyacente (18). El
empeoramiento de la funcion renal no es una regla absoluta y se ha reportado
que la presencia de ERC avanzada no debe ser la Unica razon para la finalizacion

del embarazo (19).

CKD No CKD Odds Ratio Odds Ratio
Study Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Ci M-H Random, 95% CI
Piccok 1 38 3 297 14% 280 (028, 27 65) -
Houser 2 7 2 8 14% 1.40[0.14, 13.57] —
Nagal 5 11 ] 8 22% 0.83[0.13, 5.17] v
Leppert 6 88 2 57 27% 201 (038 10.34) S
Gladman 10 50 2 70 2.9% 8.50 [1.77. 40.76] -
Trevisan 10 25 3 0 15% 1044 [254 43 00] PR
Kimmeriee 7 36 3 110 35% §.61 (2,08, 3538) AT
Murakami 15 18 18 67 4.4% 10.21 [2.98, 34.56) .
Rosenn 32 73 54 335 1423%% 406235 701 oo
Fink 55 168 31 506 16.2% 7.30 [4.55, 12.01] bt
Geazarek 44 1257 181 20034 218% 358285, 556) od
Fischer 125 &1 197 4606 258% 3.56(281, 451 -
I T '*ﬁ
001 0.1 1 10 100

Risk higher in na KD Risk higher in CKD

llustracion 2. Riesgo de resultados maternos adversos (preeclampsia, eclampsia y
mortalidad materna). CKD, enfermedad renal crénica; IC, intervalo de confianza.
Extraido de (27)

La presencia de una enfermedad glomerular, incluso en remision (con ausencia
de proteinuria relevante al inicio del embarazo, con la presion arterial normal y

la funcion renal normal), se asocia con un mayor riesgo de parto prematuro y
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de desarrollo de proteinuria e hipertension en el embarazo. Los riesgos estan
modulados por la etapa de la ERC, la proteinuria y esto sugiere que durante el
control prenatal de estas mujeres se debe centrar la atencién en la proteinuria

basal o inicial (21).

El embarazo en la mayoria de las mujeres normotensas con disfuncion renal
leve o0 incluso moderada, tiene un buen desenlace, sin embargo, es mas
frecuente que estas mujeres desarrollen complicaciones en comparacion con las
mujeres embarazadas con una funcion renal previa al embarazo. Sin embargo,
el embarazo es mucho mas peligroso cuando la disfuncion renal esta avanzada
(23). Las mujeres con enfermedad renal crénica avanzada tienen una menor
probabilidad de concebir debido a la disminucion de la fertilidad asociada con
los cambios hormonales del empeoramiento de la funcion renal. Cuando
conciben, la ERC avanzada predispone a la restriccion de crecimiento
intrauterino y parto prematuro; se ha culpado al embarazo de acelerar el ritmo
de disminucidn de la funcion renal, aumentar la proteinuria y la hipertension.
Sin embargo, estas opiniones se basan en datos insuficientes, por lo que el nivel
de la disfuncion renal y su efecto en el embarazo sigue siendo un area de debate
(30).

El embarazo en mujeres con ERC terminal puede dar lugar a resultados
adversos maternos y fetales graves, sin embargo, se han observado mejores
resultados en los dltimos afios, probablemente secundarios a los regimenes de
dialisis intensificados. Una dialisis méas intensiva permite la eliminacion suave
del agua, los solutos y las toxinas urémicas, lo que en teoria produce una
fisiologia renal materna casi normal, una mejora en el flujo sanguineo de la

placenta y, por lo tanto, un mejor ambiente para el crecimiento y desarrollo
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fetal. Dado que el manejo sigue siendo complejo, es esencial una colaboracion
conjunta estrecha entre el equipo obstétrico de alto riesgo y el equipo de

nefrologos (30).

La preeclamsia constituye el evento adverso mas frecuente en las mujeres con
ERC (17, 31). Dado que la hipertension y la proteinuria se presentan tanto en la
ERC como la preeclampsia es dificil de diagnosticar en mujeres embarazadas
con ERC subyacente (11, 12, 17, 32). Aunque la causa de la preeclampsia ain
es desconocida, la evidencia acumulada sugiere que existe un desequilibrio
entre los factores pro y anti angiogénicos que finalmente llevan al dafio vascular
endotelial a nivel sistémico de la madre y por lo tanto a las manifestaciones

clinicas de la enfermedad (33, 34).

Pregnancy with CKD Pregnancy without CKD

Study ID Events  total Events  total ~ Weight% Odds Ratio (95% Cl)
1

Farwell2013 50 125 14560 502081 15.56 i —— 22,32 (15.60, 31.94)
1

Young2011 7 11 2 32 4.497 —:Q—) 26.25 (3.98, 173.11)
1
1

Jensen2010 34 84 92 762 14.58 — 4.95 (3,04, 8.06)
1
1

Nielsen2009 3 17 7 125 6.92 ——‘—:— 3.61 (0.84, 15.58)
1
1

Trevisan2004 10 25 3 50 7.19 —f— 10.44 {2.54, 43.00)
1
1

Ekbom2001 18 37 12 203 11.20 —T%+—— 15.08(6.32, 35.97)
1
1

Fink1298 55 169 K1l 506 14.59 — 7.39 (4.55, 12.01)
i

Miodovnik1996 30 46 12 136 11.38 P 19.38 (8.30, 45.24)
1
1

Combs1993 47 107 20 204 13.61 ¢ : 7.21(3.96,13.12)

total 254 621 14739 504079 100 @ 10.36 (6.28, 17.09)
1
i

Overall (l-squared = 77.2%, P =0.00) .
MOTE: Weights are from random effects analysis T T |l 1
05 1 5 10 50
CKD better MNon-CKD better

lustracion 3. Cocientes de probabilidades globales de la asociacién de ERC con
preeclampsia. 1C del 95%, intervalo de confianza del 95% (18)
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Se ha reportado que usualmente las mujeres que tienten preeclampsia al
momento del diagnostico tienen altas concentraciones de proteinas
antiangiogénicos como la tirosin cinasa fms-1 soluble (sFlt-1) y la Endoglina
soluble (SEng); y bajas concentraciones de proteinas proangiogénicas como el
factor de crecimiento placentario (PIGF); asi como una alta relacion sFIt-1:
PIGF. Asimismo, estos hallazgos se asocian con un riesgo incrementado de
desarrollar preeclampsia u otros eventos adversos en mujeres sin ERC (35-40).
Asimismo, se ha reportado que los factores angiogénicos como marcadores
séricos como son como sFItl y el PIGF pueden ser utiles para establecer el

diagndstico definitivo de la preeclampsia en estas mujeres (26).

La preeclamsia sobreagregada en mujeres con ERC se define como el inicio o
empeoramiento de la hipertension y/o proteinuria. Esto es una elevacion
persistente de la presion sanguinea a niveles iguales o mayores de 140 mm Hg
(sistolica) o0 90 mm Hg (diastolica) en dos ocasiones con varias horas de
diferencia y / o proteinuria (> 300 mg / dia). La preeclampsia sobreagregada
grave o severa se define como hipertension grave (presion arterial sistolica igual
0 mayor de 160 mm Hg o presion arterial diastélica igual o mayor de 110 mm
Hg). Asimismo, se establece el diagndstico de la preeclampsia en estas mujeres
es por el deterioro de la funcion renal, la trombocitopenia, el dafio a otro érgano
blanco o el incremento de la proteinuria basal, lo que comunmente se conoce

como criterios de severidad (41).
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Fisiopatologia de la preeclampsia.

La preeclampsia es un trastorno multisistémico y especifico del embarazo
caracterizado por la aparicion de hipertension arterial y proteinuria que se
desarrollan después de las 20 semanas de gestacion en mujeres previamente
normotensas 0 que se superponen a la hipertension o proteinuria preexistentes.
Esta afecta a varios 6rganos, incluidos los rifiones, el higado y el cerebro, y es
la principal causa de morbilidad y mortalidad materna y perinatal (42). Ademas,
la evidencia reciente ha revelado que la preeclampsia es un factor de riesgo
significativo para futuras enfermedades cardiovasculares (43). Ocurre en
aproximadamente el 5% de todos los embarazos y da como resultado una

morbilidad y mortalidad maternas y neonatales sustanciales (42, 44).

Cada vez hay mas evidencia que indica que el desequilibrio en los factores pro
y anti angiogenicos maternos producidos por la placenta desempefian un papel
central en la disfuncion vascular sistémica de la preeclampsia (38, 39, 43, 45-
47). La gravedad del estado anti-angiogénico materno se correlaciona
estrechamente con los resultados maternos y perinatales (48). Por esta razon, la
evaluacion del desequilibrio angiogénico a través de diversas pruebas de
funcidn vascular también ha surgido como una forma de detectar disfuncion
vascular sistémica durante el embarazo(43). El crecimiento vascular anormal y
la funcidn endotelial alterada en la placenta son el resultado de la invasion
trofoblastica inadecuada de las arterias espirales maternas durante la gestacion
temprana (49), llustracion 4. El desarrollo placentario defectuoso puede
reflejarse en la circulacion materna y puede detectarse como alteraciones en las
concentraciones de marcadores bioldgicos, incluido el factor de crecimiento

endotelial vascular y el factor de crecimiento transformante B (49) . En
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consecuencia, se producen factores derivados de la placenta que podrian ser

parcialmente responsables de la preeclampsia.

El resultado es una disfuncidn endotelial generalizada que se manifiesta por
hipertensidn, proteinuria y microangiopatia trombotica. Las mujeres con
enfermedad renal cronica son menos capaces de realizar las adaptaciones
renales necesarias para un embarazo saludable y reflejan esta disfuncion
endotelial con niveles elevados de sFlt-1 (49). Por lo tanto, un leve desequilibrio
de los factores angiogénicos derivados de la placenta podria causar

preeclampsia en el embarazo asociada con la ERC (41, 50).

La hipertension y la proteinuria son caracteristicas del diagnostico convencional
de preeclampsia. Normalmente, durante el embarazo, la circulacion materna
experimenta notables adaptaciones fisiologicas, incluido un aumento del
volumen intravascular y una resistencia vascular notablemente reducida, dando
como resultado una presion arterial ligeramente por debajo de lo normal y una
tasa de filtracion glomerular aumentada. En la preeclampsia, se cree que el
aumento de sFItl placentario aumenta la resistencia vascular periférica (y, por
lo tanto, la presion arterial) al contrarrestar la relajacion microvascular inducida
por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de
crecimiento placentario (PIGF). La sefalizacion de VEGF también es
importante para el mantenimiento del endotelio fenestrado; la inhibicién de la
sefializacion de VEGF limita la fenestracion endotelial glomerular y causa
endoteliosis capilar glomerular, lo que disminuye la filtracion glomerular y
aumenta la excrecion urinaria de proteinas. La inhibicion de la sefializacion de
VEGF también induce una disfuncion de podocitos que puede contribuir a la

endoteliosis capilar glomerular y la microangiopatia trombdtica renal (43) .
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Por otra parte, también se ha descrito que las mujeres que presentan
complicaciones graves del embarazo como la preeclampsia pueden tener
asociado un dafio renal subyacente. Esto se identifico en un estudio en donde
las mujeres con preeclampsia severa o proteinuria gestacional severa antes de
30 semanas de gestacion, tenian mas probabilidades de haber tenido enfermedad

una renal subyacente no diagnosticada previa al embarazo (51).
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llustracién 4. Placentacién anormal en la preeclampsia. En el desarrollo placentario
normal, los citotrofoblastos invasores de origen fetal invaden las arterias espirales
maternas, transformandolos de vasos de resistencia de pequefio calibre a vasos de
capacidad alta y de alto calibre capaces de proporcionar una perfusion placentaria
adecuada para sostener el feto en crecimiento. Durante el proceso de invasion vascular,
los citotrofoblastos se diferencian de un fenotipo epitelial a un fenotipo endotelial, en un
proceso denominado "'pseudovasculogénesis' o "'mimetismo vascular' (panel superior).
En la preeclampsia, los citotrofoblastos no logran adoptar un fenotipo endotelial
invasivo. En cambio, la invasion de las arterias espirales es poco profunda, y siguen
siendo vasos de alta resistencia de pequefio calibre (panel inferior)(52)
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Factores pro y anti angiogénicos.

Angiogénesis.

La angiogénesis o formacion de los vasos sanguineos es un proceso celular

mediado por la interaccion entre factores estimulantes de la formacion de los

Vasos sanguineos y sus receptores ubicados en la membrana celular. El receptor

FIt-1 esta presente en la membrana celular de la célula endotelial al unirse a su

ligando que es el factor de crecimiento placentario provoca la sefializacion

celular que finalmente formara un nuevo vaso sanguineo (53).

Pasa algo similar con la Endoglina, que es un receptor de la membrana celular

que al unirse a su ligando el factor de crecimiento transformante Beta 1 (TGF

B1), desencadena la formacion de vasos sanguineos. Esto es algo que sucede

normalmente durante la formacion de la placenta o en algunas patologias como

en el cancer.(38)

VEGF

@
l

Flk1

@

PIGF

®
|

Flt1

l

angiogenesis

EC

llustracion 5. La angiogénesis es mediada por VEGF y PIGF asimismo a través de Flk-1

y Flt-1, ambos presentes en las células endoteliales (53).
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La tirosin cinasa fms-1 soluble (sFlt-1).

La tirosin cinasa fms-1 soluble (sFlt-1) o también conocida como el receptor
soluble del factor de crecimiento endotelial vascular-1 (SVEGFR-1) es una
proteina tirosin cinasa con propiedades antiangiogénicas y es producida por una
gran variedad de tejidos. Esta es una variante de empalme no asociada a la
membrana celular, de ahi proviene la denominacion soluble, la sFlt-1 se une a
los factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o el factor de crecimiento placentario (PIGF), reduciendo la formacion
de los vasos sanguineos mediante la reduccion de las concentraciones de VEGF
libre y PIGF libre (54), llustracion 6. En los seres humanos, sFlt-1 es importante
en la regulacion de la formacion de vasos sanguineos en diversos tejidos,
incluidos los rifiones, la corneay el utero(55). Se han reportado concentraciones
altas de sFlt-1en la preeclampsia (43, 45, 47, 56). La investigacion de las
concentraciones séricas de sFlt-1 en vena uterina despues de la cesarea en la
preeclampsia ha sugerido su produccién placentaria (33). El hecho de que haya
una rapida caida en las concentraciones circulantes de sFlt-1 dentro de las 48
horas posteriores a la interrupcion del embarazo, es consistente con este
concepto. También se han identificado fuentes extra placentarias, que incluyen
las células endoteliales, los monocitos y las células mononucleares de sangre
periferica (22, 57).

En otras palabras, la proteina sFlt-1 es una forma truncada del receptor de
membrana VEGF (FIt-1). Aunque sFlt-1 contiene un dominio extracelular
idéntico al de Flt-1, carece de los dominios transmembrana e intercelulares
presentes en Flt-1. En su lugar, sFlt-1 contiene una nueva secuencia C-terminal

de 31 aminoacidos (38, 45). La sFlt-1 esta compuesta de 6 dominios similares
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a las inmunoglobulinas, con un sitio de union para VEGF y PIGF dentro del
segundo dominio desde el extremo N (58). La sFlt-1 tiene un punto isoeléctrico
de 9.51, lo que le da a la proteina una carga positiva a pH fisiologico (59)

Ilustracion 6.

Debido a que sFlt-1 carece del dominio transmembrana que tipicamente
incorpora receptores de tirosina quinasa en la membrana celular, sFlt-1 viaja
libremente en la circulacidon sanguinea y, por lo tanto, puede viajar desde el
tejido en el que se secreta originalmente a otras areas del cuerpo (45). Como
contiene el mismo dominio extracelular que Flt-1, sFlt-1 compite con Flt-1 para
unirse a VEGF y PIGF, reduciendo efectivamente las concentraciones séricas
de estos dos factores de crecimiento angiogénico (45), Aunque sFlt-1 puede
dimerizar efectivamente, su falta de un dominio de quinasa significa que no se
produce fosforilacion de tirosina en la unién del ligando (59). Como resultado,
sFIt-1 secuestra eficazmente a los agonistas de Flt-1, y se ha implicado como

un regulador de este receptor en el rifidn, el higado y el cerebro (60).

La participacion de sFlt-1 en la patogenia de la preeclampsia puede explicar
varias tendencias demogréaficas en la incidencia de la enfermedad. EI gen
humano Flt-1/sFlt-1 esta ubicado en 13g12; La asociacién de la trisomia fetal-
13 con tasas mas altas de preeclampsia podria explicarse teéricamente por la
copia adicional del gen. Ademas, las mujeres primiparas tienen niveles mas
altos de sFlt-1, una tendencia que podria explicar la mayor incidencia de
preeclampsia entre las madres primerizas (45). Los cambios de sFlt-1 son los
més predictivos de la preeclampsia de inicio temprano; los casos de
preeclampsia incidentes al final del embarazo generalmente estan acompafados

solo por pequefias disminuciones de PIGF (47).
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lustracién 6. Se ilustra la estructura de Flt-1y sFlt-1. Flt-1 tiene 7 dominios
inmunoglobulina (1gG), los cuales se unen a VEGF y a PIGF. La proteina sFlt-tiene una
Gnica region C-terminal de 31 aminoéacidos derivada de un empalme alternativo y carece
de los dominios transmembrana y citoplasmatico (45).

Endoglina Soluble (sEnq).

La Endoglina humana es una glicoproteina integral de la membrana celular,
compuesta de un polipéptido de 658 aminoacidos con una sefial N-terminal.
Tiene un dominio huérfano, un dominio de la zona pelicida, una regién
yuxtamembrana, una region transmembrana y un dominio citoplasmico corto.
Se encuentra en la superficie celular y es altamente expresada en las células

endoteliales y del sincitiotrofoblasto (61, 62).

La sEng es la forma soluble de endoglina que se encuentra en el suero, pesa 80
kDa y es generada por un corte proteolitico de la endoglina de membrana,
producido por la metaloproteasa MMP14 (MT1-MMP). La sEng solo contiene
el dominio extracelular. La MMP14 se expresa en las mujeres con preeclampsia

y podria escindir endoglina del sincitiotrofoblasto, produciendo la sEng,
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llustracion 7 e llustracidn 8. Su nivel aumenta en la circulacidn de pacientes con
tumores angiogénicos, en la neovascularizacion, en neoplasias mieloides y en
las mujeres embarazadas (54). Esta forma soluble de endoglina es capaz de unir
y antagonizar los efectos proangiogénicos de los miembros de la familia del
factor de crecimiento transformante . La forma soluble de endoglina esta
presente en mayores cantidades en el suero de mujeres con preeclampsia, por lo
que se ha implicado en la patogénesis de la preeclampsia. Comienza a aumentar
de 8 a 10 semanas antes del inicio de la preeclampsia y se correlaciona bien con

la gravedad de la enfermedad, incluso mejor que el sFIt-1(62).

Soluble Endoglin
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llustracion 7. Endoglina unida a la membrana celular y la forma soluble de endoglina.
Dos diferentes isoformas unidas a la membrana son generadas por empalme alternativo,
S-endoglina y L-endoglina. Se diferencian entre si en la longitud y composicién de sus
colas citoplasmicas. Se indican las secuencias de aminoacidos de colas citoplasmicas
cortas (S)-endoglina y largas (L)-endoglina. Las secuencias que difieren entre las
isoformas L y S estan en azul. El lugar de unién a PDZ en L-endoglina esta subrayado.
El procesamiento proteolitico de la endoglina unida a la membrana genera una
endoglina soluble que se regula al alza en el cancer y en la preeclampsia. La
metaloproteasa MMP-14, una de las principales proteasas que desprenden endoglinas,
actua sobre la region yuxtamembrana que conduce a la secrecion del gran ectodominio
de endoglina (61) .
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Los cambios en la concentracion de las proteinas pro- y anti- angiogénicas
pueden ser Utiles para establecer el diagndstico de preeclampsia en casos
desafiantes, ambiguos o atipicos. Por ejemplo, estos biomarcadores pueden
discriminar la preeclampsia de otras causas de hipertension en el embarazo,
como en pacientes con enfermedad renal preexistente, otras causas de
trombocitopenia gestacional como la purpura trombocitopénica idiopatica, o en
casos de hipertension o proteinuria gestacional antes de las 20 semanas de

gestacion.

Placenta generated soluble Eng monomer

Orphan domain ZP domain

357 -406
Membrane protein monomer
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15? :35 .;'*-'f b B 6:3

llustracion 8. Representacion esquematica de la endoglina de membranay de la endoglina
soluble (s-Eng). La endoglina de membrana es un polipéptido de 658 aminoacidos y la
sEng es de 406. La sEng es el producto del corte proteolitico de la endoglina de membrana
por la metaloproteasa MMP14 y esta presente en el suero en mayores cantidades en las
mujeres con preeclampsia incluso hasta 10 semanas antes del inicio de los sintomas
clinicos de la enfermedad (62).

Factor de crecimiento placentario (PIGF).

El factor de crecimiento placentario es una proteina que en los humanos esta
codificada por el gen PIGF, es un miembro de la subfamilia VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), es una molécula clave en la angiogénesis (53)
y la vasculogénesis, en particular durante la embriogénesis. La principal fuente
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de PIGF durante el embarazo es el trofoblasto placentario (63). EI PIGF también
se expresa en muchos otros tejidos, incluido el trofoblasto velloso.
Especificamente, el PIGF desempefia un papel en el crecimiento y
diferenciacion del trofoblasto. Las células trofoblasticas, especificamente las
celulas trofoblasticas extra vellosas que son las responsables de invadir las
arterias espirales maternas en el utero. El desarrollo adecuado de los vasos
sanguineos en la placenta es crucial para el desarrollo embrionario. En
condiciones fisioldgicas normales, el PIGF también se expresa en un nivel bajo
en otros organos, como el corazon, los pulmones, la tiroides y el musculo

esquelético (60).

El factor de crecimiento placentario es el segundo miembro de la familia VEGF
descubierto. EI nombre hace referencia a la placenta ya que se clono a partir de
una biblioteca de ADNc placentario humano. El gen PIGF humano se encuentra
en el cromosoma 14q24, El gen esta formado por siete exones que abarcan 13.7
kb en humanos y excluyendo las secuencias reguladoras ascendentes y

descendentes (64).

Los niveles séricos de PIGF y sFlt-1 estan alterados en mujeres con
que presentan preeclampsia tanto temprana como tardia, los niveles séricos
maternos de sFlt-1 son mas altos y los del PIGF son mas bajos. Ademas, los
niveles placentarios de sFIt-1 aumentan significativamente y los de PIGF
disminuyen en mujeres con preeclampsia en comparacion con aquellas con

concentraciones placentarias de sFlt-1 y PIGF se reflejan en los cambios del
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suero materno. Esto es consistente con la opinion de que la placenta es la

principal fuente de sFlt-1 y PIGF durante el embarazo.

PIGF es un biomarcador potencial para la preeclampsia, una condicion en la
cual los vasos sanguineos en la placenta son demasiado estrechos, lo que resulta
en hipertension arterial. Como se mencion0 anteriormente, las células
trofoblasticas extra vellosas invaden las arterias maternas. La diferenciacion
inadecuada puede dar lugar a una hipo-invasion de estas arterias espirales
maternas y, por lo tanto, no ampliar lo suficiente los vasos sanguineos. En
diversos estudios han sido reportados niveles bajos de PIGF en mujeres que

fueron diagnosticadas con preeclampsia durante su embarazo (60).

Los factores angiogénicos como predictores de Preeclampsia en
la ERC.

Las mujeres con enfermedad renal cronica son menos capaces de realizar las
adaptaciones renales necesarias para un embarazo saludable y presentan una
disfuncién endotelial con un nivel elevado de sFlt-1(57). Por lo tanto, un leve
desequilibrio de los factores angiogénicos derivados de la placenta podria

causar preeclampsia en el embarazo asociado a la ERC (41).

Se sabe que los factores anti-angiogénicos y pro-angiogénicos juegan un papel
importante en la fisiopatologia de la preeclampsia (38, 39) , llustracién 9 e
llustracion 10. Los estudios de los niveles séricos maternos de estos factores
han demostrado que endoglina soluble (SEng) y tirosina quinasa 1 similar a fms
soluble (sFlt-1), estan elevadas en mujeres que presentan preeclampsia mientras
que el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y factor de crecimiento

placentario (PIGF) estan disminuidos (41). Algunos de estos cambios pueden
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ser detectados varias semanas antes de la aparicion de sintomas clinicos de la
enfermedad (54).

Las concentraciones de PIGF y sFlt-1 medidas por inmunoensayo en sangre
materna mejoran las posibilidades de prondstico en la preeclampsia, que
generalmente se diagnostica tnicamente sobre la base de los sintomas clinicos,
proteinuria y velocimetria Doppler de la arteria uterina (68, 69). En particular,
el aumento en la concentracion de sFlt-1 y la endoglina soluble junto con la
disminucidn en la concentracion de PIGF y VEGF se pueden detectar al menos
cinco semanas antes del inicio de los sintomas de la preeclampsia, lo que
posiblemente facilitaria el diagndstico y tratamiento temprano y oportuno (35,
38, 39).

Las mujeres embarazadas con ERC subyacente tienen un riesgo mayor de
presentar complicaciones obstétricas como son la preeclampsia sobreagregada
factores asociados a un resultado perinatal adverso son el desarrollo de

hipertension, la proteinuria y la etapa de la ERC (41).

Aungue la causa principal de la preeclamsia no esta clara, la evidencia sugiere
que esta enfermedad se debe a un desequilibrio entre los factores
proangiogénicos placentarios y antiangiogénicos que dafian el endotelio

vascular materno y esto conduce a las manifestaciones clinicas tardias de esta

Las concentraciones elevadas de sFlt1 y sEng, y bajas de PIGF en embarazadas
de alto riesgo que desarrollan preeclampsia en comparacion con las que no

desarrollan esta condicidn, puede ser util en la prediccion de esta complicacion,
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antes de que se presenten las manifestaciones clinicas de la enfermedad como

son la hipertension y la proteinuria (46).

Excessive sFIt1 in women with preeclampsia
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lustracion 9. Tirosin cinasa fmd 1 soluble (sFIt1) en mujeres con preeclampsia. El
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento placentario
(PIGF) se unen al receptor 1 de VEGF (VEGFRL1: también conocido como Fltl) e
inducen la angiogénesis que es esencial para un embarazo normal (a). En la
preeclampsia, la placenta hipoperfundida produce una forma soluble en exceso de
VEGFRL1 (sFltl) que antagoniza el VEGF y el PIGF en el suero materno y altera la
angiogénesis (b) (43).

Por otra parte, en diversos estudios se ha demostrado que las mujeres con
Preeclampsia presentan una elevacion de las proteinas antiangiogénicas como
son la sFlt-1 y la sEng y una disminucion de los factores angiogénicos como

son el PIGF y el factor de crecimiento vascular endotelial (48).

La formacion anormal de la placenta es parte de la fisiopatologia de la
preeclampsia en las mujeres que desarrollan esta enfermedad y esto puede ser

consecuencia del desajuste en el balance de los factores pro y anti angiogénicos
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(56). En diversos estudios se ha encontrado que al momento del diagndstico

clinico de la Preeclampsia se puede documentar este desequilibrio (35, 73).

Normal Preeclampsia
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lustracion 10. Los factores antiangiogénicos, sFItl y sEng causan disfuncion endotelial
al antagonizar la sefalizacion de VEGF y TGF-g1. Existe una creciente evidencia de que
VEGF y TGF-f1 son necesarios para mantener la salud endotelial en varios tejidos,
incluido el rifién y quizés la placenta. Durante el embarazo normal, la homeostasis
vascular se mantiene por los niveles fisioldgicos de sefializacion de VEGF y TGF-g1 en
la vasculatura. En la preeclampsia, el exceso de secrecion placentaria de sFItl y sEng
(dos proteinas antiangiogénicos circulantes endégenas) inhibe la sefializacién de VEGF
y TGF-g1, respectivamente, en la vasculatura. Esto da lugar a disfuncion de las células
endoteliales, incluida la disminucion de la produccidn de prostaciclina y 6xido nitrico, y
la liberacién de proteinas procoagulantes (60)

Asimismo, en un estudio en donde se incluyeron 501 mujeres mexicanas con
preeclampsia, se reportd que un aumento en la relacion sFlt 1/PIGF y una mayor
cantidad sEng en el suero de las mujeres durante la gestacion que se asocié con
mayor riesgo de resultados adversos maternos combinados como la preeclamsia

(36). En estudios transversales se ha demostrado que las concentraciones de los
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factores pro y anti-angiogénicos son diferentes en las mujeres con ERC que
desarrollaron Preeclamsia en comparacion con aquellas con solo presentan
ERC, del mismo modo se ha informado que hay diferencias en la determinacién
sFlt-1 y PIGF en mujeres embrazadas con ERC que presentaron preeclampsiay

las que no la presentaron (41).

Por otra parte, existe evidencia de que los cambios en las concentraciones de
PIGF, sFIt-1 y la relacion sFIt-1/PIGF preceden la presentacion de la
preeclampsia en mujeres con embarazos de bajo riesgo (35). Algunos estudios
han evaluado la utilidad en la prediccion de preeclampsia en embarazos de alto
riesgo, sin embargo, no existe alguno que la evalte la utilidad predictiva en

pacientes con ERC.

En la actualidad no existen reportes que evallen la utilidad de los factores pro
y anti angiogénicos para la prediccion de la preeclampsia en mujeres con ERC.
Es necesaria la investigacion en busca de marcadores para poder identificar
tempranamente a las mujeres embarazadas con ERC subyacente con mayor
riesgo de presentar preeclampsia que es el evento adverso mas comdn. La
identificacion de mujeres con mayor riesgo es un proposito importante debido
a la necesidad de adecuar la atencién prenatal con el fin de detectar

oportunamente las complicaciones y dar un tratamiento adecuado y oportuno.
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Justificacion.

A nivel mundial ha surgido el interés por detectar y tratar adecuadamente la
ERC para reducir su progresion hacia ERC terminal (1, 74). Se ha declarado en
diversos estudios que la ERC es un problema de salud publica que se ha
incrementado en los Ultimos afios y que se espera que siga aumentando en

proyecciones a futuro (2).

Se estima que el 3% de las mujeres embarazadas presentan algun grado de ERC.
Asimismo, las pacientes con ERC y embarazo representan un reto
multidisciplinario ya que el embarazo afecta a la funcion renal y viceversa (8).
Las mujeres con ERC y embarazo por lo general presentan complicaciones
graves como la preeclampsia, el bajo peso al nacer de sus hijos y la prematuréz.
Esto implica un gran impacto social y econémico al incrementarse la morbilidad
y la mortalidad materna y perinatal (75, 76), originando que los servicios de
salud sean insuficientes. Por estas razones es de gran importancia poder
diagnosticarla y tratarla en forma oportuna durante el embarazo. El punto clave
es la identificacion temprana de los factores que se asocian con un peor

prongstico (76).

Los factores angiogénicos, como el factor de crecimiento placentario (PIGF) y
el factor de crecimiento vascular endotelial son reguladores importantes en la
formacion normal de la placenta humana y se han observado concentraciones
reducidas de PIGF libre en mujeres con preeclampsia clinica. Ademas, los
informes recientes han indicado que los niveles de sFlt-1 y de endoglina soluble
(sEng) se incrementan en la placentay el suero de las mujeres con preeclampsia.

El sFIt-1 y la sEng actian mediante el secuestro de PIGF libre y VEGF libre,
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evitando asi la interaccidn entre los receptores endoteliales y estos factores en

la superficie celular e induciendo con ello la disfuncion de las células

Se ha demostrado que el nivel de sFIt-1 aumenta significativamente y que el
nivel de PIGF se reduce en pacientes con preeclampsia sobreagregada en
mujeres con ERC en comparacion con controles normales. Esto sugiere que los
factores angiogénicos tienen un papel importante en la patogénesis de la
preeclampsia y que los factores angiogénicos podrian ser marcadores
potenciales que ayuden a establecer el diagnéstico diferencial entre la
preeclampsia y la ERC y también podrian ser utiles como una herramienta para
establecer el prondstico de desarrollar preeclampsia, ya que el desequilibrio de
los factores angiogenicos se presenta hasta cinco semanas antes de que se

presentes los sintomas clinicos de la enfermedad (41).

Las mujeres en todas las etapas de la ERC pueden beneficiarse de un
asesoramiento cuidadoso durante el embarazo mediante la estratificacion del
riesgo, asimismo pueden beneficiarse de una cuidadosa consejeria, evaluacion

y seguimiento durante el cuidado prenatal y en el puerperio (24).
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Planteamiento del problema.

En diversos estudios se ha demostrado que las mujeres con preeclampsia
presentan una elevacion de las proteinas anti - angiogénicos como son la sFlt-1
y la sEng y una disminucion de las proteinas pro - angiogénicos como son el
PIGF (48). La formacion anormal de la placenta es parte de la fisiopatologia de
la preeclampsia en las mujeres que desarrollan esta enfermedad y esto tiene
como consecuencia un desajuste en el balance de los factores pro y anti

angiogénicos (15).

Actualmente no se ha reportado la utilidad de la determinacion de los factores
pro y antiangiogenicos como predictor del desarrollo de preeclampsia en
mujeres con embarazadas con ERC subyacente. La evidencia sugiere que podria
existir una fuerte asociacion entre la probabilidad de desarrollar preeclampsia y
la concentracion sérica de los factores pro y antiangiogénicos hasta 5 semanas
antes de que haya manifestaciones clinicas de la preeclampsia. Con base a lo

anterior, el estudio se dirige a contestar la siguiente pregunta:

Pregunta de Investigacion:

En mujeres embarazadas con enfermedad renal crénica:

¢Cual es la fuerza de asociacion entre el grado de desequilibrio angiogénico
evaluado mediante determinacion de las concentraciones séricas de los factores
pro y anti angiogénicos (SEng, sFlt-1 y PLGF, medidos con la técnica de
ELISA, R & D Systems, Minneapolis, MN) y el desarrollo de Preeclampsia

Sobreagregada?
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Hipotesis.

En mujeres embarazadas con enfermedad renal crénica:

El grado de desequilibrio angiogénico evaluado mediante las concentraciones
séricas elevadas de sFlt-1 y sEng y disminuidas del PIGF se asocian con el

desarrollo de preeclamsia sobreagregada.

Objetivo general.

En mujeres embarazadas con enfermedad renal crénica:

Determinar la fuerza de asociacion entre el grado de desequilibrio angiogénico
evaluado mediante la determinacion sérica de los factores pro y anti
angiogénicos (SeEng, sFlt-1 y PLGF, medidos con la técnica de ELISA) y el

desarrollo de preeclampsia sobreagregada.

Objetivos especificos.

1. Conocer las concentraciones séricas de sFlt-1, PIGF y sEng, en mujeres
embarazadas con enfermedad renal cronica desde el inicio de su
embarazo y hasta el término de la gestacion.

2. Conocer cudl es la fuerza de asociacion entre el grado de desequilibrio
angiogenico medido mediante la relacion sFlt-1 / PIGF el desarrollo
preeclampsia sobreagregada en mujeres con enfermedad renal crénica.

3. Conocer cuél es la fuerza de asociacion entre los niveles séricos de sEng
y el desarrollo preeclampsia sobreagregada en mujeres con enfermedad
renal cronica.
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Material y métodos.

Universo de trabajo:

e Poblacion Diana: Mujeres embarazadas con ERC.

e Poblacion accesible: Mujeres derechohabientes, embarazadas con ERC,
que acudan a la UMAE Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 "Luis
Castelazo Ayala™ del Instituto Mexicano del Seguro Social.

e Muestra: Mujeres embarazadas con diagnostico de ERC preexistente 0
que se le detecte por primera vez durante el embarazo, cualquiera que sea
la causa (glomerulopatias primarias o secundarias).

e Tipo de muestreo: No probabilistico de casos consecutivos. Se tomaran
a todas las mujeres con ERC y embarazo que se capten consecutivamente
de la poblacion accesible.

e Periodo de reclutamiento: Del 1 de enero del 2019 al 30 de agosto de

2022 o hasta alcanzar el tamario de la muestra propuesto.

Criterios de inclusion para la muestra.

1. Mujeres embarazadas mayores de 18 afios, que decidan aceptar colaborar
en el estudio, con un feto unico vivo de cualquier edad gestacional.

2. Con diagnéstico de ERC preexistente al embarazo o que se detecte por
primera vez durante el embarazo de cualquier causa segun los criterios
de la NFK. Se considerara a cualquier mujer embarazada con el
diagndstico previo o inicial de una enfermedad glomerular primaria o
secundaria sin el antecedente de proteinuria, 0 que se detecte una

proteinuria significativa (mayor de 300 mg/24hr) persistente por méas de
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tres meses durante el embarazo actual y que se descarte preeclampsia al
momento del reclutamiento. El estadio de la ERC durante el embarazo se
basara en la tasa estimada de filtracion glomerular con la formula CKD-
EPI previa a la gestacion, de acuerdo con la guia de la NFK (77).

3. Que sean atendidas en la UMAE Hospital de Ginecologia y Obstetricia

No. 4 "Luis Castelazo Ayala" del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Criterios de no inclusion.

1. Mujeres embarazadas que al momento del diagndstico de la ERC
presenten preeclampsia de acuerdo a los criterios vigentes del Colegio

Americano de Ginecologia y Obstetricia (78).

Criterios de eliminacion.

2. Mujeres en las que no pudo obtenerse en forma completa la informacion

clinica o los resultados de las pruebas de laboratorio.

Lugar donde se desarrollo el estudio:

La investigacion se realizo en el Laboratorio G de la Unidad de Investigacion
Médica en Medicina Reproductiva, ubicada en el Sexto Piso, Seccién Sur de la
Unidad Medica de Alta Especialidad Hospital de Ginecologia y Obstetricia No.
4 “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano del Seguro Social, Delegacion

3 Suroeste.
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Direccion:

Avenida Rio Magdalena #289. Colonia Tizapan San Angel. Delegacion Alvaro
Obregon. México, Distrito Federal. Cédigo Postal: 01090. Teléfono: 55 50 64

22. Extension 28003.
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Descripcion general del estudio.

Caracteristicas del estudio:

1.  Tipo de disefio: Transversal analitico.

2. Por el control de la maniobra experimental por el investigador:

Observacional.

3. Por la captacion de la informaciéon: Prolectivo.

4, Por la medicién del fendmeno en el tiempo: Transversal.
5. Por la presencia de un grupo control: Comparativo.

6. Direccion: De la causa al efecto.

7. Por el tipo de muestreo: No probabilistico (por conveniencia, de casos

consecutivos).

8. Por el tipo de comparacion: Concurrente (los dos brazos corren en

forma paralela para hacer las comparaciones).
Q. Por la busqueda de inferencias: Analitico.

10. Por el espectro de la enfermedad en la poblacion: Heterodémica

(contempla todo el espectro de la enfermedad).

Procedimientos.

Se realiz6 un estudio de casos y controles anidado en una cohorte. La cohorte

la integraron mujeres embarazadas con ERC subyacente en cualquier estadio de
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acuerdo con la clasificacion y plan de accion de la ERC de las guias de la
National Kidney Foundation (77) que acudieron a atencion médica al Hospital
de Ginecologia y Obstetricia No. 4 del IMSS. Se solicito la aprobacién del
presente estudio al Comité Local de Investigacion en Salud Numero 3606 del
Instituto Mexicano del Seguro Social con nimero de registro 17 CI 09010 024
ante  COFEPRIS y numero de registro 09 CEI 026 2016121 ante
CONBIOETICA. Se obtuvo el dictamen de aprobacion por dicho comité el 21
de enero de 2019 con numero de registro R-2019-3606-006. Posteriormente se
invitd a las pacientes a participar en el estudio a través de una entrevista. Las
pacientes que aceptaron colaborar en el estudio en forma voluntaria a través de

consentimiento informado.

Al reclutamiento se realizdé una historia clinica completa, se les tomd una
muestra de sangre periférica y se les pidié la recoleccion de orina en 24 horas.
Posteriormente se citd a las pacientes en intervalos de 4 semanas hasta el
término de la gestacion. Los casos fueron aquellas mujeres embarazadas con
ERC que desarrollaron preeclampsia de acuerdo con las guias emitidas por el
Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia (78). Los controles fueron
aquellas mujeres con ERC que no desarrollaron esta patologia durante el
embarazo. Todas las pacientes fueron reclutadas antes de la sospecha clinica o

diagndstico de la preeclampsia.

Los niveles séricos de sFIt-1 y PIGF y sEng se determinaran mediante un
inmuno ensayo enzimatico (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante
(R & D Systems, Inc., Minneapolis, Min., EE. UU.). Todas muestras se
examinaron por duplicado y la media de determinacion en el suero de cada

mujer se utilizo para el analisis estadistico.
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Procesamiento de los datos.

Se realiz0 la captura de los datos clinicos y de laboratorio de las pacientes, al
reclutamiento y durante el seguimiento de las pacientes hasta la octava semana
del puerperio. La construccidén de la base de datos se realiz6 mediante la

elaboracion de una “Hoja de captura” en el programa EPI info 7.
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Definicidon de las variables.

Variable independiente: Desequilibrio angiogenico

Definicién conceptual:

1. PIGF: Factor de crecimiento placentario. Polipéptido presente en el
suero humano, con tres isoformas cuyo efecto bioldgico se realiza a
través de su union con los receptores VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2.
Posee actividad mitogénica en las células endoteliales. Tiene un efecto
pro-angiogeénico.

2. sFIt-1: La tirosin cinasa fms-1 soluble, proteina soluble presente en el
suero humano que resulta del empalme alternativo del gen Flt-1. Se
produce en el trofoblasto, tiene un efecto anti-antiogénico.

3. sEng: Endoglina soluble, es una glicoproteina homodimérica presente
en el suero humano, resultado de la actividad de una enzima
metaloproteinasa que actla sobre la endoglina considerada como el
correceptor funcional para el factor de crecimiento transformante (TGF)-
Bl y TGF-B3.

4. Relacion sFIt-1 / PIGF, se determin6 mediante la division aritmética de
la concentracion sérica de sFIt-1 en pg/ml entre la concentracion sérica
de PIGF en pg/ml.

Los puntos de corte utilizados para la clasificacion de los grupos fueron
extraidos de estudios previos (40, 67).
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Definicion operativa:

Determinacion sérica de la concentracion de los factores angiogénicos
circulantes en el suero (sFlt-1, sEng y PIGF). Las mediciones en suero de sFlt-
1, PIGF y sEng fue realizada por duplicado mediante un inmuno ensayo
enzimatico (ELISA) sensible y especifico empleando estuches comerciales
siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Minneapolis, Minn,
USA). Los limites mas bajos de deteccidn para sFlt-1, PIGF y sEng reportados
son 3.5, 7.0y 7.0 pg/ml, respectivamente. Se determinaron los coeficientes de
variacion intraensayo y solo se consideraron aquellas en donde fue menor al
10%.

La determinacion de la concentracién sérica de sFlt-1 y PIGF se realiz6 en una

muestra de suero utilizando el equipo Elecsys assays (Roche Diagnostics) (35).
Escala de medicion: Nominal

Unidad de medicidon: 3 categorias, de acuerdo con la determinacion de la
relacion sFlt-1 / PIGF

Sin desequilibrio angiogénico (< 38)
Con desequilibrio angiogénico moderado (>38 y < 85)

Con desequilibrio angiogénico severo (> 38)
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Variable dependiente: Preeclampsia Sobreagregada.

Definicidén conceptual:

La preeclampsia es un sindrome especifico del embarazo, caracterizado por
hipertension y proteinuria, que también puede asociarse con multiples signos y
sintomas, como edema, alteraciones visuales, cefalea, dolor en epigastrio. El
diagnostico de preeclampsia se basa en los criterios del Colegio Americano de
Obstetricia y Ginecologia (ACOG) (78) . Se considera que una paciente tuvo
preeclampsia sin criterios de severidad cuando sin el antecedente de
hipertension arterial sistemica desarrollé hipertension arterial y proteinuria
significativa despues de la semana 20 de gestacion. La hipertension arterial se
define como una presion arterial >140/90 mmHg en dos ocasiones con 6 horas
de diferencia y la proteinuria por una relacion proteina : creatinina > 0.3 (72) 0

>300 mg en la recoleccion de orina de 24 horas.

Se consideré como preeclampsia sobreagregada con criterios de severidad al
presentar al menos uno o mas de los siguientes hallazgos: una TA sistélica >160
mmHg y/o una TA diastélica de >110 mmHg sin historia de hipertension
arterial, con duplicacion de proteinuria basal, la presencia de cefalea persistente,
sintomas visuales, dolor epigastrico, elevacion de la enzimas hepaticas por
arriba de dos veces el valor maximo de referencia, trombocitopenia, sindrome
de HELLP (hemdlisis, elevacion de enzimas hepaticas y trombocitopenia). Asi
como también si la hipertension arterial y la proteinuria regresaron a sus valores
iniciales posterior al parto (<12 semanas). La eclampsia se definio por la

presencia de crisis convulsivas.
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Para el diagndstico de preeclampsia sobreagregada se utilizaron los criterios del

“Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy” (79) que son:

1. En mujeres con hipertension y sin proteinuria antes de las 20 SDG, cuando
se le detecta la presencia de proteinuria significativa (=300 mg en orina de 24

horas).

2. En mujeres con hipertension y proteinuria antes de las 20 SDG, cuando se
presenta cualquiera de las siguientes condiciones: (a) Incremento subito de la
proteinuria (al menos dos veces al del valor basal), (b) Incremento subito en la
presion arterial en mujeres cuya hipertension previamente estaba bien
controlada, (c) Trombocitopenia (<100,000/mm3), (d) Incremento en las
transaminasas (AST o ALT, al menos dos veces por arriba del valor maximo
normal), (e) eclampsia, sindrome de HELLP, epigastralgia, cefalea persistente

y/o alteraciones visuales o0 edema agudo de pulmon.

Definicidon operativa:

La preeclampsia sobreagregada en mujeres con ERC se definio de acuerdo con
lo estipulado en la definicion conceptual, como el inicio reciente 0 un

empeoramiento de la hipertensién y/o proteinuria.
Escala de medicion: Nominal

Categoria de las variables: 1. Con Preeclampsia sobreagregada; 2. Sin

preeclampsia sobreagregada.
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Variables confusoras:

Nombre de la variable: Edad materna.

Definicion conceptual: La edad de la madre en el embarazo. (Definicién
conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Edad de la madre en afios en el momento del

reclutamiento de la paciente.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua, de razon.
Escala de medicion: Numero de afios.

Nombre de la variable: Tabaquismo.

Definicion conceptual: Inhalar y exhalar el humo de la combustion del tabaco.
(Definicion conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Accién de inhalar y exhalar el humo de la combustién

del tabaco durante el embarazo.
Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.
Categorias: 0= Ausente; 1= Presente.

Nombre de la variable: Hipertension arterial cronica.

Definicion conceptual: Presion arterial sistémica persistentemente alta. Sobre la

base de maltiples lecturas (determinacion de la presion arterial), la hipertension
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se define actualmente como cuando la presién sistdlica es consistentemente
mayor que 140 mm Hg o cuando la presion diastolica es siempre de 90 mm Hg
0 mas. (Definicion conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible

en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Presion arterial mayor o igual de 140/90, en dos tomas

separadas con un intervalo mayor de 4 horas al momento del reclutamiento.
Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.
Categorias: 0= Ausente; 1= Presente.

Nombre de la variable: Diabetes Mellitus.

Definicion conceptual: Un grupo heterogeneo de trastornos caracterizados por
la hiperglucemia y la intolerancia a la glucosa. (Definicion conceptual tomada
de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Presencia de cualquier trastorno metabdlico que se
caracterice por hiperglucemia e intolerancia a la glucosa de acuerdo con los
criterios de las Guias de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) 2014:
diagnostico y tratamiento American Diabetes Asociation. Se incluye a la

diabetes gestacional y pregestacional.
Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.

Categorias: 0= Ausente, 1= Presente.
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Nombre de la variable: Paridad.

Definicion conceptual: EIl nimero de hijos de una mujer ha dado. Se pone en
contraste con la gravidez, que se refiere al ndmero de embarazos,
independientemente del resultado. (Definicion conceptual tomada de Medline.

Teérminos MeSH. Disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Numero de hijos que una mujer ha tenido mayores de

24 semanas.
Tipo de variable: Cualitativa, dicotdmica.

Categorias:1. Primipara (el embarazo actual es primer embarazo de la
mujer en su vida); 2. Multipara (la mujer ya ha tenido embarazos que se han

resuelto con el nacimiento de sus hijos después de las 24 semanas)

Nombre de la variable: Edad gestacional.

Definicion conceptual: La edad del feto o embrion, a partir del momento de la
fecundacion. En obstetricia clinica, la edad gestacional se calcula a menudo
como el tiempo desde el ultimo dia de la dltima menstruacion, que es
aproximadamente 2 semanas antes de la ovulacion y la fertilizacion. La edad
gestacional se expresa en semanas y dias completos (Perinatologia definiciones

y conceptos.).

Definicion operacional: Duracion del embarazo en semanas calculado desde el

primer dia de la tltima menstruacion normal hasta el nacimiento.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua, de razon.

Escala de medicion: NUmero de semanas.
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Nombre de la variable: Etapa de la ERC.

Definicion conceptual: La condicion en que los rifiones realizan su funcion por
debajo del nivel normal durante mas de tres meses. La insuficiencia renal
cronica se clasifica en cinco etapas de acuerdo con la disminucién de la tasa de
filtracion glomerular y al grado de dafio renal (medida por el nivel de

proteinuria). La forma mas severa es la enfermedad renal en etapa terminal (77).

Definicion operacional: Se utilizo la definicion y clasificacion de las 5 etapas
de la pérdida progresiva e irreversible de la funcion renal por 3 meses o mas de
acuerdo con la “Kidney Disease: Improving Global Outcomes” (KDIGO), cuyo
grado de afeccion se determina con tasa de filtracion glomerular, basados en los
criterios de la National Kidney Foundation en las guias para la evaluacion,

clasificacion y estratificacion de la ERC.
Tipo de variable: Cualitativa, ordinal.
Categorias: Etapa 1, 2, 3, 4, 5.

Nombre de la variable: Proteinuria en orina de 24 horas.

Definicion conceptual: La presencia de proteinas en la orina, un indicador de

enfermedades renales. (Términos MeSH. / pubmed.)

Definicion operacional: Cuantificacion de proteinas en la orina recolectada
durante 24 horas al inicio del reclutamiento, determinado mediante el Método
de Bradford.

Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion: Miligramos (mg/volumen de orina en 24 horas)
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Variables descriptoras:

Nombre de la variable: Peso corporal de la madre.

Definicion conceptual: La masa o cantidad de pesadez de un individuo. Se
expresa en unidades de libras o kilogramos (Definicion conceptual tomada de
Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.).

Definicion operacional: La cantidad de pesadez de un individuo expresada en

unidades de kilogramos al momento del reclutamiento.
Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.
Escala de medicion. Namero de Kilogramos (Kg).

Nombre de la variable: Talla de la madre.

Definicidn conceptual: La distancia desde la base a la corona de la cabeza con
el cuerpo de pie sobre una superficie plana y totalmente extendida (Definicion
conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.).

Definicion operacional: La distancia desde la base a la corona de la cabeza con
el cuerpo de pie sobre una superficie plana y totalmente extendida, determinada

en el momento del reclutamiento.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion. Nimero de metros (m).
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Nombre de la variable: indice de masa corporal (IMC).

Definicién conceptual: Un indicador de la densidad del cuerpo segun lo
determinado por la relacion de peso del cuerpo a la talla. IMC = peso (kg) / talla
al cuadrado (m2). IMC se correlaciona con la grasa corporal (tejido adiposo).
Su relacion varia con la edad y el género. Para los adultos, el IMC se divide en
estas categorias: por debajo de 18.5 (bajo peso); 18,5-24,9 (normal); 25,0 2 29,9
(sobrepeso); 30,0 y por encima (obeso). (Centro Nacional para Estadisticas de
Salud, Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades) (Definicidn
conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Un indicador de la densidad del cuerpo segun lo
determinado por la relacion de peso del cuerpo a la talla. IMC = peso (kg) / talla

al cuadrado (m?), determinado al momento del reclutamiento.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.
Escala de medicion. Continua.

Nombre de la variable: Tasa estimada de filtraciéon glomerular. (eTFG)

Definicion conceptual:

El volumen de agua filtrada de plasma a través de las paredes capilares
glomerulares en capsulas de Bowman por unidad de tiempo. Se considera que
es equivalente al aclaramiento de inulina. (Definicion conceptual tomada de
Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)
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Definicién operacional:

Debido a la falta de un consenso internacional para determinar cual es el mejor
marcador de la funcion renal durante el embarazo, la tasa de filtrado glomerular
(TFG) fue calculada utilizando la férmula de la colaboracién epidemioldgica de
la Enfermedad Renal Crénica (CKD-EPI), tomando lo valores de la
determinacion serica de Creatinina antedes de la concepcion del embarazo
actual o aquella registrada en los resultados de los exdmenes de laboratorio de

la primera consulta del control prenatal (80).
Tipo de variable:

Cuantitativa, continua.

Escala de medicion.

Mililitros/minuto/metros cuadrados de superficie corporal. (ml/min/1.73 m?).

Nombre de la variable: Doppler de las arterias uterinas.

Definicion conceptual: Determinacion del indice de pulsatilidad mediante

ultrasonido Doppler de las arterias uterinas (81).

Definicion operacional: Determinacion del indice de pulsatilidad de las arterias

uterinas > percentil 95, para la edad gestacional segun las tablas de referencia.
Tipo de variable: Nominal, categorica, binominal.

Escala de medicion:1 = Normal; 2 = Anormal.
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Nombre de la variable: Creatinina Sérica.

Definicién conceptual: Determinacion de la cantidad de creatinina en el suero.
(Medline).

Definicién operacional: Determinacion de la Creatinina Sérica mediante un

ensayo clororimétrico directo.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion: Unidades en mg/dL

Nombre de la variable: Creatinina Urinaria.

Definicion conceptual: Determinacion de la cantidad creatinina en la orina de
24 horas. (Medline).

Definicion operacional: Determinacion de la Creatinina Urinaria mediante un

ensayo colorimétrico directo.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion: Unidades en mg/dL

Nombre de la variable: Via de resolucién del embarazo.

Definicién conceptual: Entrega del feto y la placenta bajo el cuidado de un
obstetra o un trabajador de salud. Las entregas obstétricas pueden implicar

intervenciones fisicas, psicoldgicas, médicas o quirlrgicas. (Definicién

o1



conceptual tomada de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicion operacional: Tipo de nacimiento del feto en la resolucion del

embarazo.
Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.
Categorias: 0= Parto; 1= Cesarea.

Nombre de la variable: Calificacion de Apgar.

Definicion conceptual: Un método, desarrollado por la Dra. Virginia Apgar,
para evaluar la adaptacion de un recién nacido a la vida extrauterina. Se evallan
cinco elementos: la frecuencia cardiaca, el esfuerzo respiratorio, tono muscular,
irritabilidad refleja y el color. La determinacion se realiza a los 60 segundos
después de su nacimiento y de nuevo cinco minutos, en una escala de 0-2, donde
0 es el mas bajo, 2 siendo normal. Los cinco numeros se suman para la
puntuacion de Apgar. Una puntuacion de 0-3 representa la asfixia severa, 4-7
indica asfixia moderada, y una puntuacion de 7-10 predice la ausencia de
dificultades para adaptarse a la vida extrauterina. Afio de introduccion: 1973
(1971) (Definicion conceptual tomada de Medline. Términos MeSH.

Disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)

Definicidn operacional: Calificacion de la escala de Apgar al minuto y a los 5

minutos después del nacimiento.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion: Numero: 0-10
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Nombre de la variable: Peso al nacer.

Definicién conceptual: La masa o cantidad de pesadez de un individuo al nacer.
Se expresa en unidades de libras o kilogramos. (Definicion conceptual tomada
de Medline. Términos MeSH. Disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.)
Definicion operacional: Peso al nacer del recién nacido expresado en gramos.
Tipo de variable: Cuantitativa, continua.

Escala de medicion:Unidades en gramos.
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Analisis estadistico.

Andlisis Exploratorio.

Consistio en el analisis inicial de los datos obtenidos. La informacion de los
sujetos de investigacion se concentré en una base de datos creada con el
software SPSS version 21. Se ordend la base de datos y se buscd
intencionalmente errores en la captura, como son valores no plausibles,

perdidos o0 no ingresados en la base.

Analisis Descriptivo.

El segundo paso fue realizar un analisis de las variables descriptoras de la
poblacion estudiada en el total de poblacion y en cada grupo estudiado (mujeres
con ERC que presentaron preeclampsia y mujeres que no la presentaron), de
acuerdo con el tipo de distribucion y al tipo de cada variable, con medidas de
resumen y de dispersion apropiadas para cada caso. Posteriormente se realizo
un andlisis bivariado en donde se determind si existe una diferencia de medias
de las variables aleatorias continuas entre los dos grupos con la prueba t student
para muestras no relacionadas o con la prueba U de Mann-Whitney (segln el
tipo de distribucion de los datos). Las diferencias ente variables categoricas se
determinaron o con la prueba de Chi cuadrada con la correccion de continuidad
de Yates, con la prueba exacta de Fisher para muestras pequefias (o0 con la
prueba de Chi cuadrada de Mantel y Haenszel con tendencia lineal para las
variables con mas de dos categorias). Las diferencias entre variables continuas
entre tres 0 mas grupos se determinaron mediante el anlisis de varianza de una

via (ANOVA) seguido de procedimientos post-hoc (Prueba Schefft) o por la
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prueba de Kruskal-Wallis de una via seguido de la prueba de U Mann-Whitney
para las variables que no tuvieron una distribucion normal. Para determinar la

magnitud de las diferencias encontradas se utilizo la prueba D de Cohen.

Analisis Inferencial.

Se realiz6 un analisis de supervivencia entre tiempo entre la toma de la muestra
inicial y el desarrollo de preeclampsia sobreagregada, en tres categorias de
acuerdo con el grado de desequilibrio angiogénico determinado por los puntos
de corte propuestos de la relacion sFlt-1 / PIGF utilizando curvas de Kaplan-
Meier. Se consider6 que hubo diferencias estadisticamente significativas

cunado el valor de p fue menor de 0.05 a dos colas.

Se determin0 la fuerza de asociacion entre los valores de la determinacion de la
sEng y la ocurrencia o no de preeclampsia por medio del calculo de la Razon
de Momios e intervalos de confianza del 95%. Se compardé el cuartil mas alto
con los niveles de la concentracion sérica SEng versus los 3 mas bajos para

obtener la razdn de monios.

Tamano de la muestra.

El tamafio de muestra se calcul6 para encontrar una diferencia de proporciones
en la ocurrencia de preeclampsia de al menos el 30% entre los casos y los
controles, para encontrar la fuerza de asociacion entre dos variables categoricas
dicotomicas (concetracion alta o baja de sFlt-1, sEng y PIGF) para el cual se
calculara una Razén de Momios (RM) a través de una tabla de contingencia de

2x2 para cada caso, tomando en cuenta el supuesto de que la minima prevalencia
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esperada de la concentracion alta de sFIt-1y sEng en los controles sera del 10%.

Asimismo, la prevalencia de PIGF alta en los controles sera del 10%

Preeclampsia sobreagregada Total

Casos+ Controles -

Altat 40(a) | 10(b)
(concentracion
en el cuarto

[SFItL cuartil)
S Ty

sEng, PIGF]

Baja| 60(c ) | 90 (d)
(concentracion
del primer al
cuarto cuartil)

Total Gran Total

Las determinaciones [sFlt-1, SEng, PIGF] se agruparan en cuartiles, se espera
que las mujeres cuyas concentraciones de que se encuentren en el cuartil mas
alto presenten una mayor frecuencia de preeclampsia (+) en comparacion con
aquellas que estén en los tres cuartiles mas bajos, con una diferencia esperada
del 30% aproximadamente (magnitud del efecto). Entonces, se estima que un
10% de los controles sin preeclampsia estén en el cuartil 4y el 90% en los
cuartiles 1 a 3, en cambio en las mujeres con preeclampsia (casos) esperamos
al menos un 40% de las determinaciones se encuentren en el cuartil 4 y 60% en
los cuartiles del 1 a 3. Para este calculo también asumimos un nivel de
significancia del 95% (alfa de 0.5) y un poder del estudio 0.8 (beta de 0.2).
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N

Alfa: 0.05 Proporcionl: .4
Beta: 0.2 Proporcién2: .1
Potencia: 0.8 P: .25
Z Alfa: 1.64
Z Beta: 0.84

Férmula para calcular el tamafio de la muestra.

{zZio J2PA=P) + 2,5 [PT(A = P1) + P2 (1 — P2)} ?

(P1 — P2)?

Sustitucién de los valores.

N {1.64v2 % 025 % 0.75 + 0.84/0.4 % 0.6 + 0.1 = 0.9}2
N 0.09

g [164%129+084~ 057}2

0.09
2.57}?

N = {2.57}
0.09

N = 6.06
"~ 0.09

N = 73 pacientes + 19 pacientes (posibles pérdidas) =
92 pacientes (46 por grupo)
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Aspectos éticos.

Apego a las normas éticas.

El presente estudio se realizo en estricto apego a las normas éticas nacionales e
internaciones de investigacion en salud como son el Codigo de Nuremberg, la
Declaracion de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, al informe Belmont, a la Ley
General de Salud (LGS), al Reglamento de la LGS en materia de investigacion
para la salud, y a la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que
establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la
salud en seres humanos asi como a los codigos y normas internacionales

vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica.

El desarrollo del presente protocolo se realizd siempre salvaguardando el
respeto a las personas, la justicia, la beneficencia, la no maleficencia, la
dignidad y la integridad de cada una de las mujeres que decidieron participar
voluntariamente en el estudio. Asimismo, los investigadores involucrados en la
realizacion del presente trabajo declaramos que no existe conflicto de intereses
que ponga en riesgo a los sujetos que participaran en el desarrollo del proyecto

de investigacion.

El presente protocolo investigacion cuenta con la aprobacion y registro R-2019-
3606-006 del Comité Local de Investigacion en Salud y Etica de la UMAE
HGO 4 namero 3606. Asimismo, el reclutamiento, la implementacion y el
desarrollo de este, se realizd hasta después de haber obtenido la aprobacién por
dicho Comité. El presente estudio utiliz6 muestras bioldgicas (sangre)
provenientes de mujeres embarazadas con el diagnéstico de ERC. Todas las

pacientes fueron atendidas en la UMAE Hospital de Ginecologia y Obstetricia
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No. 4 “Luis Castelazo Ayala del IMSS. En todos los casos las muestras fueron
colectadas con estricto apego a las normas éticas vigentes y con la aceptacion
de los sujetos a participar en el estudio manifestada mediante un consentimiento

informado.

Riesgo del estudio.

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion, el riesgo de este proyecto es minimo en poblacion
vulnerable (mujeres embarazadas). Se trata de un estudio que emplea
procedimientos comunes en exdmenes de diagnostico rutinarios, que, en este
caso particular, son la toma de muestra de sangre y orina, como métodos para
la prediccion de preeclampsia. Asimismo, aunque esta investigacion se realizé
en mujeres embarazadas no existe riesgo de vulnerar a este tipo de poblacion
particular ya que estos procedimientos son parte del protocolo habitual de

atencion.

Consentimiento informado.

Todas las mujeres embarazadas incluidas en el protocolo manifestaron su
voluntad de participar en el estudio mediante la firma de aceptacion plasmada
en una carta de consentimiento informado (Anexo 1), documento que fue
entregado a cada una de las participantes. En dicha carta, se emplea un lenguaje
sencillo y accesible para las participantes, poniendo de manifiesto su libre
decision de participar o permanecer en el estudio sin que esto afecte o demerite

la atencidn que reciben en el IMSS.

59



Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y

para la sociedad.

La participacion de las mujeres embarazadas en este estudio no generd ningln
beneficio econdmico para las participantes. Como la intencion del protocolo es
saber si las pruebas que aqui se proponen son utiles en la ERC durante el
embarazo, es probable que no tenga una utilidad inmediata para el diagndstico
0 manejo médico de la paciente. Sin embargo, se ha manifestado que la
participacion en el estudio sera de gran utilidad en el avance del conocimiento
cientifico y contribuir de esta manera a que en corto o mediano plazo se puedan
utilizar como métodos de prediccion para establecer mejores planes en el

manejo médico en este tipo de pacientes.

Balance riesgo/beneficio.

Es importante sefialar que la obtencidn de las muestras para este estudio no
represento riesgo alguno a su salud, ya que las tomas de muestra de sangre y
orina son procedimientos que se hacen rutinariamente para apoyar el
diagndstico o la toma de decisiones en el manejo de las mujeres con ERC en el
embarazo. El beneficio de participar en este estudio sera importante ya que
podréa contribuir en la posibilidad de predecir la preeclampsia, que puede poner
en riesgo la vida de estas mujeres y de sus hijos en el embarazo de mujeres con
ERC.

Confidencialidad.

Los datos de las mujeres embarazadas que aceptaron participar en el estudio son

mantenidos en total confidencialidad. A cada participante se le asigné un codigo
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unico y especifico con el cual puede ser identificada cada muestra. Los datos
completos so6lo son accesibles al investigador responsable del protocolo, quien

tiene la obligacion de no revelar la identidad de los participantes.

Obtencion del consentimiento informado.

La carta de consentimiento informado de todas las mujeres embarazadas con
ERC fue obtenida por cualquiera de los investigadores participantes en el
protocolo. El documento se obtuvo antes de la toma de muestra de sangre y
orina en la que los médicos explicaran los objetivos del protocolo a cada uno de
los posibles participantes. Los investigadores involucrados en el protocolo se
han comprometido con la realizacidon de este y cabe sefialar que tienen una
amplia experiencia en sus areas de especialidad. No existe dependencia o
ascendencia o subordinacion de las participantes al investigador principal
debido a que los investigadores de este proyecto no forman parte de los médicos

tratantes de estas pacientes.

Seleccion de participantes.

Las participantes fueron identificadas en Hospitalizacion y Consulta Externa de
los servicios embarazo de alto riesgo de la UMAE HGO4 Luis Castelazo Ayala.
Las participantes en el estudio fueron identificadas por los médicos tratantes
quienes notificaran de cada caso al grupo de investigacion. Las pacientes fueron
reclutadas por los médicos tratantes y los miembros del grupo de investigacion,
previa aceptacion y firma del consentimiento informado. En todos los casos la
seleccion de las mujeres embarazadas fue imparcial, sin sesgo social, racial,
preferencia sexual y cultural, respetando en todo momento la libertad y

confidencialidad de las participantes.
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Beneficios al final del estudio.

Los beneficios de este estudio tienen un caracter estrictamente cientifico y en
ningln momento se persiguen beneficios lucrativos para ninguno de los

participantes.
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Resultados.

Descripcion General de la Poblacion.

Se incluyeron un total de 171 casos consecutivos de mujeres embarazadas, con
un feto Unico de 20 semanas 0 mas, con ERC subyacente con la sospecha de
preeclampsia sobreagregada las cuales fueron ingresadas a Hospitalizacion de
la UMA HGO 4 Luis Castelazo Ayala. Las manifestaciones clinicas para
sospechar de preeclampsia sobreagregada incluyeron, tension arterial elevada,
proteinuria de novo o incremento de los niveles basales de la proteinuria
existente, o cualquier sintoma asociado a la preeclampsia como la cefalea,

alteraciones visuales do dolor en el cuadrante superior derecho del abdomen.

Estas mujeres fueron clasificadas en tres grupos de acuerdo con el grado de
desequilibrio angiogénico. Hubo 102 (59.6%) mujeres sin desequilibrio
angiogénico, 18 (10.5%) con un desequilibrio angiogénico moderado vy
51(29.8%) con un desequilibrio angiogénico severo. No hubo diferencias
significativas entre los grupos en la edad materna, paridad, abortos, antecedente
de preeclampsia, tabaquismo, edad gestacional al reclutamiento, tasa estimada
de filtracion glomerular, creatinina sérica, prevalencia de hipertension crénica,
diabetes pregestacional, hipotiroidismo y estadios de la ERC (Tabla 1). Las
pacientes sin desequilibrio angiogénico tuvieron menor indice de masa
corporal, un mayor numero de gestaciones previas y una menor prevalencia de
anormalidades en las determinaciones del ultrasonido Doppler de las arterias
uterinas en comparacion con aquellas que tuvieron un desequilibrio
angiogenico moderado o severo. Las pacientes con un desequilibrio

angiogénico severo tuvieron una presion arterial sistolica y diastdlica en
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comparacion con aquellas que no tuvieron evidencia de desequilibrio
angiogenico. Las mujeres con un desequilibrio angiogénico severo tuvieron una
mayor proporcion de mujeres con nefritis lupica y niveles de &cido urico mas
altos en comparacién con aquejas mujeres con un desequilibrio moderado o
nulo. Solo una minoria de mujeres con ERC tuvo una nefropatia
tubulointersticial y en ninguna de estas pacientes se pudo documentar la
presencia de desequilibrio angiogénico. Ocho pacientes requirieron
hemodidlisis. En las seis pacientes en etapa 5 de la ERC fue necesaria la
hemodialisis y en 2 que estaban en etapa 4 al momento de ser referidas a la
unidad. Se observo una tendencia hacia el aumento en las concentraciones

séricas de sEng al aumentar el grado de desequilibrio angiogénico.

Frecuencia con la que se descartdé o confirmo el diagnostico de
preeclampsia sobreagregada y el desarrollo subsecuente de
preeclampsia de acuerdo con el grado de desequilibrio

angiogenico.

De las 171 mujeres con ERC incluidas en el estudio, en 39 (22.8%) se confirmd
el diagndstico de preeclampsia sobreagregada. El diagndstico de preeclampsia
sobreagregada se asocid significativamente con el grado de desequilibrio
angiogénico: sin desequilibrio angiogénico, 0/102; desequilibrio angiogénico
moderado 3/18 (16.7%, en estas tres pacientes la relacion sFlt-1 / PIGF fue >
81.6), y con desequilibrio angiogénico severo 36/51 (70.6%), Tabla 2. Las
caracteristicas demogréaficas, clinicas y de laboratorio de las mujeres
embarazadas con ERC de desarrollaron preeclampsia y de las que no
desarrollaron esta complicacion se muestran en la Tabla 3. Las pacientes sin

preeclampsia sobreagregada tuvieron un indice de masa corporal mas alto.
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Hubo una mayor proporcion de estas pacientes con hipertension crénica y
diabetes pregestacional. Estas pacientes tuvieron una menor tension arterial
sistdlica y diastdlica, una proteinuria inicial al momento de tomar la muestra,
creatinina sérica, acido Urico. También tuvieron una menor frecuencia de
anormalidades detectadas en el ultrasonido Doppler de las arterias uterinas,
nefropatia lUpica, duplicacion de la proteinuria, asi como una tasa estimada de

filtracion glomerular mas alta.

Hubo una mayor proporcion de casos confirmados de preeclampsia
sobreagregada a medida de progresaba la etapa de la ERC. En la etapa 1 de la
ERC hubo 15/87 (17.2%) de casos confirmados; en etapa 2 de la ERC hubo
3/27 (11.1%); en etapa 3 hubo 18/45 (40%); en etapa 4, 3/6 (50.0%) (p = 0.002).
El lapso en dias desde que se tomo la muestra hasta la resolucion del embarazo
fue mas corto en las pacientes con preeclampsia sobreagregada, en las cuales el
parto se presentd antes de 14 dias en todos los casos (Tabla 3, Figura 1), a una
menor edad gestacional al momento del nacimiento y con un menor peso de los

recién nacidos.

En suma, las tasas de parto pretérmino fueron mayores en las pacientes en las
pacientes que presentaron preeclampsia sobreagregada en comparacion con las
mujeres embarazadas con ERC que no presentaron esta complicacion.
Asimismo, la concentracion sérica de sFlt-1, sEng y la relacion sFit-1 / PIGF
fue mayor y la concentracion sérica de PIGF fue menor en las mujeres con ERC
que desarrollaron preeclampsia sobreagregada en comparacién con las mujeres
que no desarrollaron esta complicacion (p<0.001). En las 132 pacientes en las
cuales el diagnostico de preeclampsia se descartd en el momento de tomar la

muestra, la progresion acumulada de preeclampsia sobreagregada fue de 27.3%
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(36 casos). La frecuencia y el lapso en el que las mujeres desarrollaron
preeclampsia sobreagregada de acuerdo con el grado de desequilibrio
angiogénico se muestran en la Tabla 2y Figura 2. El desarrollo de preeclampsia
sobreagregada se correlaciond con el grado de desequilibrio angiogénico: sin
desequilibrio angiogénico, 12/102 (11.8%); desequilibrio angiogénico
moderado, 9/15 (60.0%), y desequilibrio angiogénico severo, 15/15 (100%).

Desequilibrio angiogénico y las indicaciones para la interrupcion

de la gestacion.

En las pacientes con un desequilibrio antigénico moderado y severo, la
hipertension arterial severa a menudo no respondia al tratamiento y esta fue la
indicacién para la interrupcidn de la gestacion. En contraste las mujeres sin
desequilibrio angiogénico, no fue clara la indicacidn para la interrupcién de la
gestacion y la segunda indicacion para la resolucion del embarazo fue la edad
gestacional > 37 semanas sin considerar si tenian o no trabajo de parto (Tabla
4).

Relacion entre el grado de desequilibrio angiogénico y los

resultados perinatales.

El lapso entre el momento que se incluyd a las pacientes y la interrupcion de la
gestacion fue mayor en as pacientes sin desequilibrio o con desequilibrio
angiogenico moderado en comparacion con aquellas con un desequilibrio
angiogénico severo (Tabla 3 y Figura 3). Los pacientes con un desequilibrio
angiogenico severo presentaron una edad gestacional menor al momento de la

resolucion del embarazo, asi como también tuvieron infantes pequefios para la

66



edad gestacional, con restriccion del crecimiento, admitidos a la unidad de
cuidados intensivos neonatales y muertes perinatales. Veintisiete pacientes
presentaron al menos uno 0 mas eventos adversos asociados a la preeclampsia
y todas estas pacientes estaban en el grupo de mujeres con un desequilibrio
angiogénico severo (Tabla 2). La lesién renal aguda se presentd en 2 mujeres
con ERC en el grupo de pacientes sin desequilibrio angiogénico y esta fue
debido a la nefritis lupica. No hubo muertes maternas entre las mujeres incluidas

en este estudio.
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Tablas de resultados.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, demogréaficas y de laboratorio de las mujeres con ERC subyacente con
sospecha de preeclampsia sobre agregada de acuerdo con el grado de desequilibrio angiogénico.

Variables Grado de Desequilibrio Angiogénico

Sin desequilibrio Moderado Severo Valor de p

(<38) n=102 (>38 a <85)n=18 (>85) n=51

Edad materna, afios, mediaxDE 29.2+6.3 27.3%2.7 28.0+4.6 0.27
indice de Masa Corporal, media+DE 26.0+2.3 29.545.4* 28.31£5.6* <0.001
Primigestas, n (%) 30 (29.4) 15 (83.3) 18 (35.3) 0.23
NUmero de embarazos, mediana (RIQ) 2 (1-3) 1(1-1)* 2 (1-2)* 0.001
Abortos, mediana (RIQ) 0 (0-1) 0 (0-1) 0(0-1) 0.19
Antecedente de preeclampsia, n (%) 21 (20.6) 3(16.7) 15 (29.4) 0.25
Tabaquismo, n (%) 3(2.9) 1(5.6) 2 (3.9 0.71
Semanas de gestacion al reclutamiento, mediatDE 27.2+4.1 27.9+4.8 28.8+4.6 0.92
Hipertension crénica, n (%) 90 (88.2) 15 (83.3) 42 (82.4) 0.31
Diabetes pregestacional, n (%) 15 (14.7) 3(16.7) 3(5.9 0.14
Hipotiroidismo, n (%) 18 (17.6) 3(16.7) 9 (17.6) 0.99
Anormalidad del Doppler de arterias uterinas, n (%) 15 (14.7) 12 (66.7)* 39 (76.5)* <0.001
Méxima tension arterial sistolica, mediaxDE 148+20 152+21 159+18* 0.006
Maxima tension arterial diastolica, mediatDE 98+13 102+16 106+10* 0.002
Etapa de la ERC(KDIGO)
1 48 (47.1) 12 (66.7) 27 (52.9) 0.29
2 18 (17.6) 6 (33.3) 13 (25.5) 0.85
3 27 (26.5) 0(0.0) 18 (35.3) 0.39
4 3(2.9) 0 (0.0) 3.9 0.41
5 6 (5.9) 0(0.0) 0(0.0) 0.06
Tipo de Enfermedad Renal
Glomerulonefritis, n (%) 54 (52.9) 12 (66.7) 24 (47.1) 0.59
Nefropatia Lupica, n (%) 18 (17.6) 3(16.7) 24 (47.1)*,1 <0.001
Nefropatia Diabética, n (%) 15 (14.7) 3(16.7) 3(5.9) 0.14
Nefropatia Tubulointersticial, n (%) 15 (14.7) 0 (0.0) 0 (0.0)* 0.002
eTFG, CKD-EPI, ml/min/1.73 m2, mediatDE 83.1+40.8 108.7£23.0 82.9+39.3 0.05
Proteinuria basal, g/24 h, mediana (RIQ) 1.23 (0.55-3.02) 0.55 (0.38-0.84)* 1.16 (0.84-1.45)F 0.003
Proteinuria al momento de tomar la muestra, g/24h, 1.74 (0.68-5.33) 1.04 (0.85-1.15)* 4.71 (1.25-5.66)*,+ <0.001
mediana (RIQ)
Creatinina sérica, mg/dL, mediana (RIQ) 0.93 (0.63-1.43) 0.70 (0.61-0.90) 0.87 (0.71-1.57) 0.07
Acido urico sérico, mg/dL, mediatDE 5.9+2.7 5.5+1.3 7.4+1.8% % 0.001
sFIt-1, pg/ml, mediana (RIQ) 2359 (1611-3367) 4,431 (2218-6456)* 9,676 (5,863-13,937)*,} <0.001
PIGF, pg/ml, mediana (RIQ) 228 (148-384) 94 (49-141)* 28 (23-43)*,t <0.001
Relacion sFlt-1/PIGF , mediana (RIQ) 11.4 (4.5-19.9) 42.6 (41.3-45.6) * 318.0 (218.8-517.6)*,1 <0.001
SEng, ng/ml, mediatDE 6.3+2.2 9.8+6.1* 16.8+£3.9%,F <0.001

Pudo haber mas de una comorbilidad, RIQ quiere decir rango intercuartilico; DE, desviaciéon estandar, PIGF, factor de crecimiento placentario; sFlt-
1, tirosin cinasa fms-1soluble; sEng, Endoglina soluble; eTFG, tasa estimada de filtracion glomerular utilizando la formula CKD-EPI. *vs mujeres
sin desequilibrio angiogénico ot vs pacientes con desequilibrio angiogénico moderado después de aplicar la prueba estadistica apropiada,
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Tabla 2. Resultado del embarazo de las mujeres con enfermedad renal cronica con sospecha de preeclampsia

sobreagregada de acuerdo con el grado de desequilibrio angiogénico.

Valor de p
Variables Grado de Desequilibrio Angiogénico
Sin desequilibrio Moderado Severo
(<38) n=102 (>38 a <85) (>85)
n=18 n=51
Edad gestacional al parto, semanas, mediatDE 33.2+4.2 33.3+14 30.4+4.5%,F <0.001
Peso al nacer de los infantes, g, mediatDE 18564671 17044301 1200+ 682, i
Parto <34 semanas, n (%) 39 (38.2) 9 (50.0) 33 (64.7)* 0.002
Parto <37 semanas, n (%) 84 (82.4) 15 (83.3) 51 (100)*,+ 0.002
Parto antes de 14 dias, n (%) 36 (35.3) 6 (33.3) 42 (82.4)*,F <0.001
Parto por cesarea, n (%) 93 (91.2) 18 (100) 45 (88.2) 0.66
Resultado perinatal
Apgar al minutol, mediana (RIQ) 7 (7-8) 7 (7-8) 7 (7-8) 0.44
Apgar al minute 5, mediana (RIQ) 8 (8-9) 8 (8-9) 8 (8-9) 0.13
Infante pequefio para la edad gestacional, n (%) 13 (12.7) 6 (33.3) 36 (70.6)*,1 <0.001
Restriccion de crecimiento fetal, n (%) 11 (10.8) 4 (22.2) 36 (70.6)*, il
Ingreso a la UCIN, n (%) 48 (47.1) 8 (44.4) 45 (88.2)*,F <0.001
Muertes perinatales, n (%) 12 (11.8) 0(0.0) 15 (29.4)*F 0.01
Resultados Maternos:
Elevacion de las enzimas hepéticas, n (%) 0 (0.0 0 (0.0 6 (11.8) *
Trombocitopenia, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 12 (23.5)*t <0.001
Sindrome HELLP, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 5(9.8)* 0.001
Dafio renal agudo, n (%) 2 (2.0 0 (0.0 8 (15.7)* 0.001
Muerte materna, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1.00
Resultado perinatal adverso combinado, n (%) 2 (2.0) 0(0.0) 27 (52.9)*,1 <0.001
Diagnéstico confirmado de PES al momento de tomar la 0(0.0) 3(16.7)* 36 (70.6)*,1 <0.001
muestra, n (%)
Sin PES al momento de tomar la muestra, n 102 15 15
Evolucién a PES, n (%) 12 (11.8) 9 (60.0)* 15 (100)*,1 <0.001
En la siguiente semana, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1.00
En las siguientes 2 semanas, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 6 (40.0)*,1 <0.001
En las siguientes 4 semanas, n (%) 0(0.0) 3(20.0)* 9 (60.0)*,1 <0.001
En las siguientes 8 semanas, n (%) 3(2.9) 6 (40.0)* 15 (100)*,+ <0.001

Pudo haber mas de un resultado adverso materno o perinatal, todos los nacimientos menores de 37 semanas fueron inducidos, RIQ quiere decir

rango intercuartilico; DE, desviacion estandar; HELLP hemolisis, elevacion de enzimas hepaticas y trombocitopenia; PES, preeclampsia sobre

agregada *vs mujeres sin desequilibrio angiogénico o} vs pacientes con desequilibrio angiogénico moderado después de aplicar la prueba

estadistica apropiada,
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas, demograficas y de laboratorio de las mujeres embrazadas con ERC de
acuerdo con el diagnostico confirmado de preeclampsia sobreagregada al momento de tomar la muestra de

Suero.

Variables Preeclampsia sobreagregada Valor de p
No (n=132) Si (n=39)

Edad materna, afios, mediatDE 29.045.7 27.2+4.8 0.73
indice de Masa Corporal, mediaxDE 27.5+4.1 25.5+4.0 0.009
Primigestas, n (%) 48 (36.4) 15 (38.5) 0.96
Ndmero de embarazos, mediana (RIQ) 2(1-3) 2(1-2) 0.39
Abortos, mediana (RIQ) 0(0-1) 0 (0-1) 0.74
Antecedente de preeclampsia, n (%) 27 (20.5) 12(30.8) 0.29
Tabaquismo, n (%) 4(3.0) 2(5.1) 0.90
Semanas de gestacién al reclutamiento, mediaxDE 27.3+4.1 29.2+4.9 0.16
Hipertensidn croénica, n (%) 120 (90.9) 27 (69.2) 0.002
Diabetes pregestacional, n (%) 21 (15.9) 0(0.0) 0.004
Hipotiroidismo, n (%) 24 (18.2) 6 (15.4) 0.87
Anormalidad del Doppler de arterias uterinas, n (%) 39 (29.5) 27 (69.2) <0.001
Maéxima tension arterial sistélica, mediatDE 148+20 165+14 <0.001
Maxima tension arterial diastélica, mediatDE 98+13 11048 <0.001
Tipo de Enfermedad Renal
Glomerulonefritis, n (%) 78 (59.1) 12 (30.8) 0.003
Nefropatia Lupica, n (%) 18 (11.1) 27 (69.2) <0.001
Nefropatia Diabética, n (%) 21(15.9) 0(0.0) 0.004
Nefropatia Tubulointersticial, n (%) 15(11.4) 0(0.0) 0.02
eTFG, CKD-EPI, ml/min/1.73 m2, mediaxDE 90.0+£39.3 71.4£37.0 0.009
Proteinuria basal, g/24 h, mediana (RIQ) 0.85 (0.66-1.16) 1.20(0.73-2.50) <0.001
Proteinuria al momento de tomar la muestra, g/24h, mediana (RIQ) 1.01(0.78-2.95) 5.49 (4.62-6.47) <0.001
Duplicacion de la proteinuria, n (%) 33 (25.0) 33 (84.6) <0.001
Creatinina sérica, mg/dL, mediana (RIQ) 0.78 (0.62-1.28) 1.30 (0.75-1.61) 0.005
Acido urico sérico, mg/dL, mediaxDE 5924 7.9+1.6 <0.001
sFlt-1, pg/ml, mediana (RIQ) 2562 (1810-4369) 12,206 (8529-15,001)  <0.001
PIGF, pg/ml, mediana (RIQ) 166 (86-340) 33 (25-46) <0.001
SFlt-1/PIGF ratio, mediana (RIQ) 16.2 (6.1-31.3) 318.0 (218.8-595.4) <0.001
sEng, ng/ml, mediatDE 7.3+3.3 18.3+4.0 <0.001
Resultados perinatales
Latencia, dias, median (RIQ) 31 (6-63) 3(2-6) <0.001
Edad gestacional al parto, semanas, mediatDE 33138 29.9+5.0 <0.001
Peso al nacer de los infantes, g, mediatDE 17954630 11354722 <0.001
Parto <34 semanas, n (%) 54 (40.9) 27 (69.2) 0.003
Parto <37 semanas, n (%) 114 (86.4) 39 (100) 0.01
Parto antes de 14 dias, n (%) 45 (34.1) 39 (100) <0.001
Infante pequefio para la edad gestacional, n (%) 26 (19.7) 36 (92.3) <0.001
Restriccion de crecimiento fetal, n (%) 17(12.9) 36 (92.3) <0.001
Ingreso a la UCIN, n (%) 54 (40.9) 24 (61.5) 0.04
Muerte fetal o perinatal, n (%) 12(9.1) 15 (38.5) <0.001

RIQ significa rango intercuartilico; PIGF, factor de crecimiento placentario; sFlt-1 tirosin quinasa soluble fms-1; sEng, Endoglina

soluble; UCIN, unidad de cuidados intensivos neonatales.
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Tabla 4. Indicaciones para interrupcion de la gestacion en las mujeres con ERC con la
sospecha de preeclampsia sobreagregada de acuerdo con el grado de desequilibrio

angiogénico.

Variable Grado de Desequilibrio Angiogénico
Valor de
Sin desequilibrio (l;/lsc;d:rigg) Severo g
(<38) n=102 =18 (>85) n=51

Hipertension severa 11 (10.8) 10 (55.6)* 46 (90.2)*, <0.001

Sin respuesta a tratamiento, n (%) 1(1.0) 7 (38.9)* 40 (78.4)*,} <0.001
Elevacion de las enzimas hepaticas, n (%) 0(0.0) 0 (0.0 6 (11.8)* <0.001
Trombocitopenia, n (%) 0(0.0) 0(0.0) 12 (23.5)*,F <0.001
Cefalea, n (%) 0 (0.0 7(38.9)* 12 (23.5)* <0.001
Sindrome HELLP, n (%) 0 (0.0 0 (0.0 5 (9.8)* 0.001
Dolor epigéstrico en el cuadrante superior 0(0.0) 0(0.0) 6 (11.8)* <0.001
derecho, n (%)
Alteraciones visuales o cerebrales, n (%) 0 (0.0 0 (0.0 3(5.9* 0.02
Incremento en la creatinina sérica, n (%) 6 (5.9) 0 (0.0 9 (17.6)t 0.06
Estado fetal no alentador, n (%) 3(2.9) 0(0.0) 9 (17.6)* 0.001
Ruptura premature de membranas, n (%) 3(2.9) 3 (16.7) 0 (0.0) 0.57
Edad gestacional al TDP >37 semanas, n (%) 18 (17.6) 3(16.7) 0 (0.0)*,+ 0.002
Parto inducido, n (%) 16 (15.7) 1(5.6) 0 (0.0)* 0.002
Parto espontaneo, n (%) 2(1.9) 2(11.1) 0 (0.0) 0.65
Sin confirmacion diagnostica, n (%) 63 (61.8) 0 (0.0)* 0 (0.0)* <0.001

Pudo haber mas de una indicacion para la interrupcion de la gestacion; HELLP significa hemolisis, elevacion de

enzimas hepéticas y trombocitopenia; TDP, trabajo de parto; * vs mujeres sin desequilibrio angiogénico ot vs

pacientes con desequilibrio angiogénico moderado después de aplicar la prueba estadistica apropiada para cada caso.
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Figuras.
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Figura 1. Curvas de Kaplan—Meier del lapso entre la toma de la muestra hasta la
resolucion del embarazo en mujeres con ERC con el diagnéstico confirmado de
preeclampsia de acuerdo con el grado de desequilibrio angiogénico evaluado mediante la
relacion de la concentracion sérica de sFlt-1 / PIGF y la proporcion de mujeres sin
preeclampsia.
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Figura 2. Curvas de Kaplan—Meier del lapso entre la toma de la muestra y la resolucion
del embarazo de las 132 pacientes en las cuales el diagndstico de preeclampsia fue
descartado al momento de tomar la muestra de acuerdo con el grado de desequilibrio
angiogénico evaluado mediante la relacién entre la concentracién sérica de sFlt-1y
PIGF (p<0.001 para todas las comparaciones), * y + representan datos censurados.
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Proporcion de pacientes embarazadas.
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Figura 3. Curvas de Kaplan—Meier del lapso entre la toma de la muestra y la resolucién
de la gestacion de mujeres embarazadas con ERC con la sospecha de preeclampsia
sobreagregada de acuerdo con el grado de desequilibrio angiogénico evaluado mediante
la relacion entre la concentracion sérica de sFIt-1 y PIGF
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Discusion.

El presente trabajo examina prospectivamente la cuantificacion de la relacién
entre la concentracion sérica de sFlt-1 entre la concentracion sérica del PIGF
como biomarcadores para confirmar el diagndstico de preeclampsia
sobreagregada, asi como la probabilidad de progresién de la enfermedad hacia
la preeclampsia sobreagregada en mujeres con enfermedad renal cronica
subyacente. Incluimos un gran numero de mujeres embarazadas con
enfermedad renal cronica abarracando todo el espectro de la severidad de la
enfermedad renal con un estricto criterio diagnostico para definir a la
preeclampsia sobreagregada. Encontramos que el 70.6% de los pacientes con
un desequilibrio angiogénico severo tuvieron el diagnostico confirmado de
preeclampsia sobreagregada, mientras que el resto de los pacientes tenian altas
probabilidad de desarrollar esta complicacion. Nuestros resultados confirman y
dan soporte a otras observaciones en los cuales se incluyeron mujeres con ERC
indicando que el desequilibrio de los factores angiogénicos se asocia con la
preeclampsia sobreagregada (41, 50). Asimismo, encontramos que las mujeres
con un desequilibrio angiogenico severo tenian un lapso menor (principalmente
en los 14 dias siguientes) desde el momento en que se tomo la muestra y la
resolucion de la gestacidon, también tuvieron una mayor frecuencia de
nacimientos pretérmino y otras complicaciones maternas y perinatales

asociadas a la preeclampsia.

Consistente con nuestros hallazgos, dos estudios previos en mujeres sin
enfermedad renal cronica han demostrado que una alta relacion sFtl-1 / PIGF se
asocia con un resultado adverso dentro de las siguientes dos semanas. Se reportd

que en el 86% de las mujeres con una relacién sFlt-1 / PIGF >85 (40), la
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resolucion del embarazo ocurri6 en las siguientes dos semanas, mientras que las
mujeres con el diagndstico clinico de preeclampsia con la misma relacion sFtl-
1 / PIGF tuvieron una alta frecuencia de resultados adversos de la gestacion
(47% al 53%) (82, 83). Las mujeres embarazadas con enfermedad renal cronica
deben ser consideradas como gestantes con alto riesgo de desarrollar
preeclampsia sobreagregada y los principales factores de riesgo incluyen las el
grado de disfuncion renal, el grado de proteinuria, la presencia de hipertension
arterial y de enfermedades sistémicas (17, 18, 25); en congruencia con estas
afirmaciones encontramos que el mayor grado de dafio en la funcién renal, una
proteinuria mayor, y la presencia de nefritis lipica se asocian con el desarrollo

de preeclampsia sobreagregada confirmada.

Tanto la preeclampsia como la restriccion del crecimiento fetal se asocian a una
disfuncion endotelial causada por un defecto en la perfusion placentaria (84).
De acuerdo con esto, encontramos que eran mas frecuentes los hallazgos de
anormales en las arterias uterinas determinadas mediante el ultrasonido Doppler
en pacientes con diagnostico de preeclampsia sobreagregada y restriccion del
crecimiento fetal. Asimismo, las pacientes con el diagnostico confirmado de
preeclampsia sobreagregad presentaron mayores concentraciones séricas de
SEng en comparacidn con mujeres que no presentaron esta complicacion, lo que
resalta el hecho fisiopatoldgico de que existe una disfuncion endotelial

generalizada.

Las mujeres sin desequilibrio angiogénico (67, 83) tuvieron una menor
probabilidad de desarrollar una preeclampsia sobreagregada, una menor

frecuencia de presentar eventos adversos relacionados a la preeclampsia o
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progresion a la preeclampsia sobreagregada, asimismo una menor frecuencia de

eventos adversos perinatales como la prematuréz.

Es posible que un desequilibrio angiogénico moderado represente una etapa
temprana en el proceso de desarrollar preeclampsia y que eventualmente
progresarian hacia un desequilibrio angiogénico severo en un lapso de algunos
dias. De acuerdo con esto hallazgos, se ha reportado que en las mujeres sin ERC
con una presentacion temprana de la restriccion del crecimiento fetal y con una
relacion sFlt-1 / PIGF por encima de 38, la relacion de sFtl-1/ PIGF se
incrementa progresivamente desde 28 y hasta 2 dias antes de la resolucion de la
gestacion. Esta relacion de sFlt-1 / PIGF se incrementa aln mas en mujeres que
desarrollan preeclampsia cuando se comparan con aquellas que solo desarrollan

restriccion del crecimiento fetal (85).

Es de especial interés el hecho de que la concentracion sérica de SEng se
correlaciona con el grado de desequilibrio angiogénico determinado por la
relacion de sFlt-1 / PIGF. Estudios previos han reportado que la SEng tiene altas
tasa de deteccion de eventos adversos en mujeres sin ERC cuando se sospecha
0 se confirma la preeclampsia en comparacion con diferentes combinaciones de
otros parametros de laboratorio (86, 87). Los mismos estudios han encontrado
que el desemperio de la determinacion sérica de SEng en comparable con el de
la relacion sFlt-1 / PIGF para la prediccion de eventos adversos (87)y que las
concentraciones séricas de la sEng también se asocian con la severidad de la

preeclampsia (86).

En el analisis de seguimiento en las pacientes en las cuales la preeclampsia
sobreagregada fue descartada al momento de tomar la muestra, encontramos

que la frecuencia de desarrollar preeclampsia sobreagregada fue de 11.8%, 60%

77



y 100% en mujeres sin desequilibrio angiogénico, desequilibrio moderado y
desequilibrio severo respectivamente. De acuerdo con los puntos de corte que
proponemos en este estudio, encontramos que las tasas para predecir el
desarrollo de preeclampsia son similares a aquellas reportadas en mujeres sin
ERC (17, 67, 88).

Los hallazgos del presente estudio subrayan la ventaja potencial de la aplicacién
clinica de la determinacién de los niveles de sFlt-1, PIGF y sEng en la

estratificacion del riesgo de presentar resultados adversos del embarazo en las

Las fortalezas de este estudio incluyen una poblacion bien definida de mujeres
embarazadas con ERC las cuales tuvieron un seguimiento con el mismo
protocolo estandarizado y el hecho de que los meédicos responsables de la
atencion medica de las pacientes no conocieron los resultados de la relacion
sFIt-1 / PLGF o de las concentraciones séricas de sEng. Sin embargo,
reconocemos las limitaciones del estudio como son el nimero limitado de
mujeres incluidas en el estudio y la falta de determinaciones seriadas de sFlt-1
IPIGF, a pesar de ello el presente estudio contiene la serie mas larga de casos
con mujeres embarazadas con ERC y preeclampsia sobreagregada estudiadas

en forma prospectiva.
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Conclusion.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la concentracion sérica de
sEng, sFlt-1, PIGF y la relacion sFlt-1 / PIGF permiten una mejor clasificacion
y manejo de las mujeres embarazadas con ERC subyacente con sospecha de
preeclampsia sobreagregada. La relacion sFlt-1 / PIGF se asocia fuertemente
con la ocurrencia de preeclampsia sobreagregada, otros eventos adversos
relacionados a la misma como la prematuréz o la restriccion del crecimiento
fetal y con la progresion a preeclampsia sobreagregada en mujeres con ERC
subyacente. Es deseable que en un futuro de realicen estudios clinicos
prospectivos longitudinales para evaluar el papel que puede tener el grado de
desequilibrio angiogénico en la toma de decisiones en el manejo clinico de las

mujeres con ERC con sospecha de preeclampsia sobreagregada.
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Anexos.

Anexo 1. Carta de consentimiento informado:

ng INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS

EN SALUD.

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA
PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION.

Nombre del estudio:

Patrocinador externo:

Lugar:

Fecha:

Numero de registro:

Utilidad de la sEng, sFlt-1 y PLGF para la
prediccion de preeclampsia sobreagregada en
embarazos complicados con enfermedad renal

cronica subyacente.

Ninguno.

Unidad de Investigacion Médica en Medicina

Reproductiva, Ciudad de México.

dd/mm/aaaa.

F-2019-3606-1
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Justificacion y objetivo Le estamos invitando a participar en un estudio de

del estudio:

investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica en Medicina Reproductiva de
la Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital
de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo
Ayala” del Instituto Mexicano del Seguro Social. El
estudio tiene como proposito medir los niveles en su
sangre de las proteinas seng, sFlt-1 y PLGF
conocidas como factores pro y anti angiogénicos.
Estas proteinas participan en el funcionamiento y la
formacién de nuevos vasos sanguineos en la
placenta y pueden estar presentes en diferentes
concentraciones en la sangre, dependiendo de las
manifestaciones clinicas, es decir los sintomas o
dolencias relacionadas con la enfermedad. La
Enfermedad Renal Crénica en el embarazo se asocia
con complicaciones graves como la preeclamsia,
gue pueden poner en peligro la vida de la madre y
del bebé. EIl realizar la medicion de sustancias
Ilamadas factores angiogénicos presentes en la
sangre puede ser util en la prediccion de
complicaciones graves en mujeres embarazadas con
enfermedad renal crénica. Usted ha sido invitada a
participar en este estudio por que de acuerdo con su

historial médico pensamos que es un buen
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Procedimientos:

candidato. Al igual que usted, 150 mujeres
embarazadas con enfermedad renal cronica seran
invitadas a participar en este estudio. Por favor lea
la informacion que le proporcionamos y haga las
preguntas que quiera antes de decidir si desea 0 no

participar

Si usted acepta participar en el estudio ocurrira lo

siguiente

En primer lugar, realizaremos una evaluacion
clinica, qué consiste en la medicién de su peso, talla
y la presion arterial, ademas le pediremos que
responda un cuestionario sobre su historial médico.
Para todo esto nos tardaremos aproximadamente 20
minutos. Posteriormente procederemos a la toma de
muestras bioldgicas (sangre y orina). Para poder
realizar le la toma de muestra de sangre no es
necesario que esté en ayuno, tomaremos una
muestra de sangre venosa de uno de sus brazos
(aproximadamente Y% cuchara sopera, lo cual
equivale a 7 ml), esto con la intencion de realizar la
medicion de los factores angiogénicos. Esto tarda
aproximadamente cinco minutos. Ademas, se le
pedira una muestra de orina, para lo cual es

necesario que orine en un frasco estéril, el cual se le
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Posibles  riesgos vy

molestias:

Posibles beneficios que
recibira al participar en

el estudio:

proporcionara antes de tomar la muestra de sangre.
Esto con la finalidad de medir la cantidad de

proteinas en la orina.

Las molestias o riesgos asociados con los
procedimientos de la evaluacion clinica no
ocasionan dolor, incomodidad o riesgo alguno. Las
molestias durante la toma de muestra de sangre son
minimas. En algunas ocasiones el procedimiento
para tomar la muestra de sangre puede causar dolor
leve o0 una discreta molestia y raramente un moreton

gue desaparece en algunos dias.

No recibira un pago por su participacion en este
estudio, tampoco implica gasto alguno para usted.
No recibira ningin beneficio al participar en este
estudio. Si bien los beneficios directos para usted
pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuiran al avance del conocimiento
para el diagnéstico de la preeclampsia y la
prediccion de complicaciones en  mujeres

embarazadas con enfermedad renal cronica.
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Beneficios al final del

estudio:

Informacién sobre los
resultados y
alternativas de

tratamiento:

Participacion o retiro:

Los resultados de este estudio daran informacion
relevante para un posible mejor manejo de personas

embarazadas con enfermedad renal cronica.

Debido a que no sabemos con certeza si estas
pruebas son utiles para el manejo médico de las
complicaciones en las mujeres con enfermedad
renal cronica, hasta después de finalizar el estudio,
consideramos que es preferible no darle los
resultados de estos estudios ni a usted ni a su médico

tratante.

Su participacion en este estudio es completamente
voluntaria. Si decide no participar, de cualquier
manera, continuara recibiendo atencion medica
habitual en el IMSS y se le ofreceran los
procedimientos establecidos dentro de los servicios
de atencion medica habitual. Es decir que si decide
no participar esto no afectara su relacion con el
IMSS, ni tampoco se afectara su derecho a tener los
servicios de salud que reciben por parte del IMSS.
Si en un principio desea participar y posteriormente
cambia de opinion usted puede abandonar el estudio
en cualquier momento y esto no modificara de

ninguna manera los beneficios que usted tiene cOmo
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Privacidad

Confidencialidad:

derechohabiente del IMSS. Usted puede hacer las
preguntas que desee al inicio y a lo largo del estudio

a las personas encargadas del mismo

La informacidn que se obtenga como parte de este

estudio es estrictamente confidencial.

Su identidad sera protegida y ocultada. Los datos
personales que puedan identificarla como su nombre
y teléfono seran guardados con un cddigo de
seguridad. Para proteger su identidad y toda su
informacion utilizaremos un codigo para identificar
sus datos y usaremos este codigo en lugar de su
nombre en las muestras y las bases de datos
correspondientes. Sélo el equipo de investigacion
tendra acceso a esta informacion. Su medico tratante
y las personas que estan involucradas en el cuidado
de su salud sabran que usted esta participando en
este estudio, sin embargo, nadie méas tendra acceso
a esta informacidn sobre usted o su participacion en
el estudio, a menos de que usted asi lo autorice.
Cuando lo resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias no se dara
informacion que pudiera revelar su identidad.
Guardaremos toda la informacion en bases de datos

seguras que estaran protegidas por una clave de
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acceso. Toda la informacion sera destruida al pasar

cinco anos.

Disponibilidad de En cualquier caso, usted continuara recibiendo la
tratamiento médico en atencion médica habitual en el IMSS y se le
derechohabientes: ofreceran los procedimientos establecidos dentro de

los servicios de su atencion medica habitual.

Por lo anterior (Marque ) No deseo participar y no autorizo que se tomen las

con una X): muestras.

) Deseo participar y si autorizo que se tomen las

muestras solo para este estudio.

) Deseo participar y si autorizo que se tomen las

muestras para este estudio y estudios futuros.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con la investigacion dirigirse a:

Investigador Alfredo Leafios Miranda. Médico Cirujano,
Responsable: Especialista en Medicina Interna, Maestro en
Ciencias, Doctor en Ciencias, Investigador Titular
del IMSS, Miembro del Sistema Nacional de

Investigadores.
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Colaboradores

Unidad de

Adscripcion:

Dudas o aclaraciones
sobre sus derechos

como participante:

Carlos José Molina Pérez. Médico Cirujano,
Especialista en Ginecologia y Obstetricia, Maestro

en Ciencias, Alumno de Doctorado de la UNAM.

Laboratorio G de la Unidad de Investigacion
Médica en Medicina Reproductiva, ubicada en el
Sexto Piso de la Unidad Médica de Alta
Especialidad “Luis Castelazo Ayala” del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Direccion: Rio de la
Magdalena 289 Col. Tizapan San Angel, Alvaro
Obregdn, CP 01090, Ciudad de México Tel 5550-
6422 extension 28003

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos
como participante podra dirigirse a: Comision de
Etica de Investigacion del IMSS ubicada en:
Avenida Cuauhtémoc 330, 4° piso, Bloque “B” de
la Unidad de Congresos, Col. Doctores. Ciudad de
México, CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extension 21230, Correo electronico:

comision.etica@imss.gob.mx
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Nombre completo y firma de la Nombre y firma de quien obtiene el

paciente. consentimiento.

Testigo 1 Testigo 2

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

firma.
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Anexo 2. Manual de Procedimientos.

Unidad donde se realiz este estudio.

La realizacion del protocolo se llevara a cabo en el IMSS, especificamente en
la UMAE HGO No.4, en el Laboratorio G de la Unidad de Investigacion en

Medicina Reproductiva.

Reclutamiento de los sujetos de investigacion.

Los sujetos de investigacion fueron detectados por los médicos tratantes en la
consulta externa en Hospitalizacion del departamento Clinico de Perinatologia
0 de las Complicaciones Hipertensivas asociadas al embarazo durante su
atencion medica habitual, la deteccion de casos también se realizé mediante el
pase diario de visita o durante la entrega de guardia de los diferentes servicios.
Los médicos tratantes notificaron personalmente o por via telefonica a los
investigadores localizados en la Unidad de Investigacion, de los cuales, alguno
era el encargado de identificar e invitar a las pacientes a participar en el estudio.
En caso de aceptar participar en el estudio, se leyé y compartio la carta de
consentimiento informado. Se realizd un procedimiento similar en caso de

detectar otras pacientes en algin otro servicio de la unidad.

Elegibilidad:

Solo se reclutd a aquellos sujetos de investigacion que cumplieron todos los
requisitos de inclusion especificados en el apartado correspondiente. Un
miembro del equipo de investigacion se encargd de explicar la naturaleza del
estudio, la ausencia de beneficios directos y de dar las citas para el seguimiento

subsecuente.

103



Manejo habitual:

El seguimiento se realizd cada cuatro semanas hasta la resolucién de la
gestacion. En la primera entrevista se realizo una Historia Clinica completa la
cual incluyd los siguientes apartados (Duracion 30 minutos): ficha de
identificacion, interrogatorio de antecedentes heredo familiares, personales no
patoldgicos y patoldgicos, ginecobstétricos y padecimiento actual. En cada
consulta de seguimiento se realiz6 la toma de signos vitales (peso, talla, tension

arterial, pulso, frecuencia respiratoria) y una exploracion fisica completa.

Visitas en relacion con el protocolo de investigacion.

Las mujeres que aceptaron participar en la investigacion acudieron el mismo
dia de su consulta habitual del control prenatal a la unidad de investigacion en
donde se realiz6 un interrogatorio dirigido y se tomaron las muestras de sangre

(10 ml) y se solicitd la recoleccidn de orina de 24 horas para su procesamiento.

Toma y almacenamiento de las muestras:

Se tomO una muestra de sangre venosa por puncion y una muestra de orina
aleatoria de aproximadamente 10 ml y una muestra de la orina recolectada en
durante 24 horas. Una vez tomadas las muestras de sangre y orina fueron
centrifugadas a 3000 revoluciones por minuto a 4° C. De la recoleccion de orina
de 24 horas, se medid y registrd el volumen urinario. Posteriormente se les
asignd un numero de folio para la identificacion de las muestras. Una vez
centrifugadas las muestras se tomo al menos 2 tubos de 2 ml de suero y 2 tubos

2 ml de orina sin sedimento.
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Una vez identificadas, las muestras fueron congeladas en la red fria de la unidad
en el ultra congelador asignado al investigador principal a una temperatura de -
80° C para su conservacion hasta que se sometieron al ensayo. Todas las
muestras se colectaron en el momento de la sospecha de preeclampsia y hasta

que se registro el resultado clinico y de la resolucion del embrazo.
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Anexo 3 Aspectos de bioseguridad.

En este estudio se realizd la manipulacion de muestras bioldgicas (sangre y
orina) las cuales fueron transportadas para su almacenaje al Laboratorio de G,
de la Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva del IMSS, en este

lugar fueron etiquetados y almacenados en congeladores especializados.

El equipo de investigacion tiene conocimiento y cumplira con el reglamento de
la Ley General de Salud en el Titulo Cuarto Capitulo 1, Articulos 78,79 y 83,
asi como La Ley General de Salud en Materia de la Investigacion para la Salud
en el Titulo Segundo “De los aspectos éticos de la investigacion en seres
humanos” y Capitulo Primero, Articulos 13, 14 y del Capitulo Tercero “De la

investigacion en menores de edad o con incapacidades” Articulos 34 a 39.

El laboratorio involucrado en el proyecto cuenta con manuales de
procedimientos para el manejo y control de los residuos peligrosos biologicos
infecciosos y toxico peligrosos. En el Instituto Mexicano del Seguro Social, el
personal del Laboratorio G tiene conocimiento de las actividades para la
identificacion, clasificacion, recoleccion, tratamiento en sitio y transporte
interno hasta el area de almacén temporal de residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, la NOM-052 -
SEMARNAT-2005y a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

La Unidad de Investigacion cuenta con sitios destinados para el confinamiento
controlado de residuos peligrosos previamente estabilizados de acuerdo con los
lineamientos de la NOM-055-SEMARNAT-2003. Asi como de la NOM-058-
ECOL-1993, qué establecen los requisitos para la operacion de un

confinamiento controlado de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
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En este proyecto las muestras de sangre se mantendran en congelacion durante
cinco afios (si el participante asi lo permite), en un ultracongelador del
laboratorio de la Unidad de Investigacion. Las muestras se podran utilizar para
estudios futuros sobre la enfermedad renal cronica y la preeclampsia y el
embarazo de alto riesgo. Los responsables de la custodia de las muestras son El

Doctor Alfredo Leafios Miranda y el Maestro Carlos José Molina Pérez.

La toma de muestra de sangre como la de orina fueron realizadas por los
investigadores participantes de este proyecto o por personal calificado asignado
a laboratorio del investigador Titular. Las muestras de sangre fueron tomadas
con un equipo vacutainer en un tubo con gel de 7 ml, mientras que la muestra
de orina se obtuvo por miccion espontanea de la paciente en un frasco de orina
estéril. La toma de sangre se llevo a cabo en la cama del paciente y para la orina,

se le solicito a la paciente la recoleccion en el bafio asignado a su cama.

El manejo y desecho de las muestras bioldgicas como de las agujas fue realizado
de acuerdo con el “Manual de procedimientos para el manejo de residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos del Instituto Nacional de Perinatologia”, el
cual puede ser encontrado en la siguiente liga:
http://www.inper.mx/descargas/pdf/ManualProcedimientosManejoRPBI.pdf
(hojas, 17,25-27 y 57-67).

Las muestras de sangre para la genotipificacion y expresion de proteinas fue
tomada por personal capacitado del IMSS con experiencia en la toma y
procesamiento de las muestras. El investigador responsable manifiesta que las
instalaciones y equipo de los laboratorios se encuentran en un estado adecuado

de operacion de las actividades involucradas en el proyecto y qué las
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instalaciones y equipos reciben mantenimiento preventivo y correctivo para

garantizar su adecuado funcionamiento.

Asimismo, manifiesta que el personal cuenta con los dispositivos personales de
proteccion y qué los participantes involucrados en el proyecto reciben una

capacitacion previa al inicio del proyecto para el manejo de muestras biologicas.
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Anexo 4. Técnica de ELISA para determinar Endoglina soluble

€en Suero.

Se analizan las muestras en placas de 96 pozos, se utilizaron los primeros 16
pozos para la curva de calibracion, se utilizaron 2 muestras con concentraciones
conocidas como controles positivos. Cada muestra se proceso por duplicado (2

p0zos por muestra), en cada ensayo se analizaron un total de 40 muestras.

Sensibilizacion de la placa.

Se realiza poniendo 100 pl de 1 pg/mL de Anticuerpo policlonal Mab anti s-
Eng (R&D) con amortiguador carbonatos-bicarbonatos 0.1 M (pH 9.5) /0.2%

azida, una horaa 37° C y se guarda a 4° C.
Preparacion del Buffer de dilucion (PBS/0.05%Tween 20/0.1 ASB)

Para preparar el buffer de dilucién de PBS con albumina (PBS- Tween /ABS
1%) se realiza el siguiente procedimiento: Por cada placa se necesitan preparar
50 ml, el frasco de la albumina esta al 10%, por lo que se colocan 5 ml de

albumina + 45 ml de PBS-Tween.
Preparacion del amortiguador carbonatos-bicarbonatos.

Se prepara el amortiguador carbonatos-bicarbonatos 0.1 M (pH 9.5) /0.2% azida
en un frasco de Gerber estéril. Por cada placa se necesitarén 10 ml porque cada
pozo contuvo 100 pl por lo que se multiplica por 96 (pozos) para un total de
9600 pl o 9.6 ml. La solucién de amortiguadores se encuentra a una

concentracion al 1M (en el refrigerador de la unidad) y la concentracion deseada
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es al 0.1M, por lo que se extrae 1 ml y se agregan 9.2 ml de agua destilada. Esta

solucion se utiliza para sensibilizar a la placa de ELISA.

Colocacion del primer anticuerpo o anticuerpo de captura:

Posteriormente se colocé a la solucidn el Anticuerpo rata-anti-s-Eng (R&D) a
una concentracion de 1 pg/ml. La alicuota se encuentra a una concentracion de
2 mg/ml). Se mezclan 5 pl de anticuerpo + 10.2 ml de amortiguador de
carbonatos bicarbonatos por cada placa. Se incubaron por una hora a 37 °C. Se
puede envolver la placa en papel aluminio y posteriormente guardar a 4°C en el

refrigerador o en el cuarto frio de la unidad por 24 horas.
Lavar la placa 3 veces con PBS-Tween 20/al 0.1% ASB

Blogueo de la placa.

Cada pozo de la placa se debe bloguear con 300 pl de PBS-T/Leche al 5%.

Solucién de PBS-Tween 20 0.05%/ Leche al 5%. (Leche Nestle Svelty en
polvo). Preparacion: se van a utilizar 300 ul por cada pozo por lo que para un
total de 96 pozos se utilizaran 28800 ul o 28.8 ml. Se preparan 40 ml por cada
placa. Se agregan 2 gramos de leche +40 ml PBS-T. Posteriormente se agregan
300 pl (2 veces 150 pl en cada pozo). Incubar por una hora a 37 °C (en la parte

inferior de estufa de bacterias).

Lavar la placa 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%.
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Construccion de la curva de calibracion.

En esta parte se deben colocar los estandares de calibracién para la curva, para
ello se utilizan los primeros 16 pozos para la curva de calibracion. 2 por cada
concentracion conocida o estandar. Marcar alicuotas con la dilucion 48.4-24.6-
13.3-6.6-3.7-1.5-0.65-0 (ng/ml). Poner en cada alicuota marcada 200 ul de

buffer de dilucion.(Ya esta estandarizada)

Posteriormente se debe colocar el Calibrador. Para realizar los estandares de la
curva de medicion para la cuantificacion de seng. Del calibrador se debe tomar
1 pl (¢? ng/ul) y diluirlo en 439 pl de PBS/ASB 1% (Buffer de dilucién), dando

una concentracion final de ¢? ng/ml.

El volumen final es de 440 pl. Se colocan los 440 pl en el alicuota marcado con
1000. Hacer 6 diluciones mas 1:2 (De la primera alicuota con el volumen final
se pasan 200 ul al siguiente tubo y posteriormente sucesivamente hasta llegar a

la menor dilucién que es la 0.65.). El estandar 0 es el buffer de dilucién.

Posteriormente se deben poner 20 pl del calibrador+80 de Buffer de dilucion

por pozo.

Colocacion de las muestras en cada pozo.

Poner 10 ul de estandar o suero por pozo + 90 pl de buffer de dilucion.

Nota: En cuanto se termine e poner las muestras en cada fila agregar los 90 pl

del buffer de dilucién, no hacerlo hasta después de poner todas las muestras.

Incubar 1 horaa 37 C.
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Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%.

Colocacion del Sequndo anticuerpo.

Se deben agregar 100 ul a cada pozo con una concentracion de 200 ng/ml de
anticuerpo conjugado a biotina (anti-sEng monoclonal de murino) en buffer de

dilucion

El anticuerpo conjugado a biotina que se encuentra en una alicuota a una
concentracion de 200 mg/ml. De esta se toman 5 pl +10.2 ml de buffer de

dilucion. (Concentracion final 1 pg/ml.). Colocar 100 pl por pozo
Incubar una hora a 37 C.
Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%.

Colocacion del conjugado estreptavidina-HRPO (peroxidasa) a una
dilucion de 1:200

Agregar 100 pl del conjugado estreptavidina-HRPO a una dilucion de 1:200.
Se colocan 10.2 ml de buffer de dilucion + 5 pl del anticuerpo conjugado

estreptavidina-HRPO. (Concentracion ¢7?).
Incubar una hora a 37 C.

Lavar 5 veces con PBS-Tween 20 al 0.15%.
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Colocacion del cromoégeno v lectura de resultados.

Agregar cromdgeno 100 ul (Pesar el polvo OPD 6 mg + 12 ml de citratos pH
5.5+ 10 ul de H202 al 30%, mezclar todo en un frasco oscuro). Incubar por ~
15 a 30 minutos (Vigilar el desarrollo de color) a temperatura ambiente,

protegiendo a la placa de la luz.
Parar la reaccion con 50 pl de &cido sulfurico al 2 N.
Resultados.

La lectura se hace a 490 nm. Poner background, en lugar del estandar O que es
el buffer de dilucion. (Gréafica 4-PL). Tiempo utilizado (1 horas).
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Anexo 5: Técnica de ELISA para la determinacion de sFlt-1.

Sensibilizar cada tubo con 100l de la concentracion de anticuerpo de captura
en buafer de carbonatos/azida (1ug/ml) e incubar a 37°C durante una hora y

guardar los tubos a 4°C. Aspirar y lavar una vez el tubo con 1 ml de PBS/T.
Poner 1 ml de él de leche al 5% /PBS-T e incubar por una hora a 37°C
Aspirar y lavar una vez el tubo con 1 ml de PBS/T

Poner la muestra de suero (50ul) y agregar 150 pl de PBS7T/0.1 ASB e incubar
a temperatura ambiente durante 60 minutos en agitacion continua a 200

revoluciones por minuto.
Aspirar y lavar una vez el tubo con 1 ml de PBS/T

Poner 200 pl del anticuerpo biotilinado utilizado a una concentracion de 25
ng/ml diluido en PBS/T/0.1% ASB e incubar a temperatura ambiente durante

60 minutos en agitacion continua a 200 revoluciones por minuto.
Aspirar y lavar una vez el tubo con 1 ml de PBS/T

Poner 200 pl del conjugado estreptavidina-HRP a una dilucién de 1:1000 en
PBS/T/0.1% ASB e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en la

agitacion continua a 200 revoluciones por minuto.
Aspirar y lavar 3 veces el tubo con 1 ml de PBS/T

Poner 15 pl de luminol y vértexear el tubo brevemente.
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Anexo 6. Produccidn cientifica personal publicada concerniente a

la linea de investigacién sobre los factores angiogénicos, la

preeclampsia, la enfermedad renal cronica y el embarazo de alto

riesgo.
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