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DESCRIPCION CLINICA E IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO DE LOS
GENES DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE 1 Y DE
TNF a EN PACIENTES CON PREECLAMPSIA LEVE Y SEVERA

RESUMEN

JUSTIFICACION: Durante el desarrollo fisiologico del embarazo se encuentra elevacién
en los niveles de citocinas promnflamatorias en especial del factor de necrosis tumoral alfa

('INF a ), cuya hiperproduccion  se ha asociado con el desarrollo de Preeclampsia. 1234

HIPOTESIS: En pacientes con preeclampsia leve y severa existen algunos de los alelos del
gen HLA-DRB1 y del gen de TNF, ambos ubicados dentro del Complejo Principal de

Histocompatibilidad (MHC), clase II;

OBJETIVOS: Describir los polimorfismos del gen HLA-DRB1 y del TNF o, en
pacientes con preeclampsia comparado con un grupo control. DISENO: Se utilizard un
estudio de casos y controles. POBLACION Y MUESTRA: Se estudiaran 100 pacientes
embarazadas, de las cuales, 50 cursan con embarazo normal, { control}, y, 50 pacientes

cursarin con preeclampsia { casos ). VARIABLES POR ANALIZAR: Preeclampsia

leve, preeclampsia severa, TNF a.

PROCEDIMIENTOQ. Se interrogard a Ia paciente con relacion a sintomas de vasoespasmo
(cefalea, actifenos, fosfenos, edema, asi como la toma de la presion arterial y la toma de

bililabstix) Bxtraccién de DNA gendémico a partir de células mononucleares de sangre



periférica, mediante la técnica de expulsién salina (Salting out). ANALISIS DE
RESULTADOS: Tipificacion de los alelos del gen HLA-DRB1 , mediante
oligonucleétidos especificos de alelo (ASO), posterior a la amplificacién mediante la
reaccién de polimerasa en cadena (PCR). los polimorfismes se enfocaran en la region

promotora del gen en particular en la posicién 308.

ANALISIS ESTADISTICO® Para analizar las diferencias entre los casos y controles, se
analizaron pruebas de estadistica no paramétrica tales como Chi cuadrada vy exacta de
Fischer, estableciendo el nesgo relativo (RR) como razoén de minomios (OR) y
corrigiendo el valor de "p" por el niimero de comparaciones (Método de Bonferroni).

Todo ello usando el paquete estadistico EPIINFO.



HISTORIA

La Preeclampsia en sus micios no fue diferenciada de la epilepsia durante 16 siglos. Celsio
(siglo 1 dic. ), Aecio (siglo VI) y Pablo de Egina ( siglo VI 9), escribieron que las

convulsiones y la inconciencia eran malos signos en la mujer embarazada.

En 1596, Gabelchoverus atribuyo la epilepsia a la asociacién de algunos sintomas

(cefalea, dolor en epigastrio } y el dtero gravido.

En 1694, Mauriceaun, adjudicd las convulsiones de la mujer embarazada asociado con la

irritacion del cuello uterino.

En 1739, De Sauvages, difrencid la epilepsia de las convulsiones por causas agudas, 2 las
cuales denoniind eclampsia, en 1759, definid diversos tipos de eclampsia, en relacion con

causas agudas como dolor en epigastrio, hemorragia severa.

El descubrimiento de Lever, en 1843, reconocid que la proteinuria eclamptica degaparecia

ripidamente después del parto y que por ende la eclampsia era diferente de la neftitis

cronica

Se pensaba que la preeclampsia era causada por una toxina, por io que recibio el nombre

de toxemia.



Alibutt en 1896, diferencid la Hipertension primaria 6 esencial, de la Hipertension renal

denominandola “Plétora senil”. ¥

El concepto de que la Preeclampsia puede ser un {rastorno inmunitario fue propuesto por
primera vez en 1902, y desde entonces, muchos informes surgieron en relacidn a que es
producida por una respuesta inmunitaria anormal al reto antigénico por el aloinyerto

fetoplacentario ©



EPIDEMIOLOGIA

La Preeclampsia -~ Eclampsia, signe constifuyendo una de las principales causas de

morbilidad ¥ muerte materna en todo el mundo.

En México la situacion, es igualmente problematica. En los liltumos afios, la Preeclampsia
se ha instituido como la principal causa de muerte materna, responsable de mas de la
tercera parte de las defunciones de este tipo en el Sistema Nacional de Satud ’

La Preeclampsia ocurre entre ¢l 6 y 10 % de todas las mujeres gestantes

En México durante 19935, las causas mas frecuentes de egresos hospitalarios en la poblacion
de 15 a 44 afios de edad, fueron las complicaciones del embarazo, el parto y el pusrperio,
en ese periodo se produjeron 1454 muertes maternas de las que el 87.1% se debieron a

causas obstétricas, de las cuales 28% se debid a Preeclampsia y sus complicaciones &



CLASIFICACION

La enfermedad hipertensiva durante el embarazo abarca un espectro clinico muy amplio,

que va desde formas leves y asintomaticas hasta manifestaciones muy severas que pueden

Hevar con el iempo el deceso del feto y de la madre. De acuerdo a 1a AMGO (Asociacion

Mexicana de Ginecologia v Obstetricia). La enfermedad hipertensiva asociada al embarazo

se clasifica en: Preeclampsia leve v Preeclampsia severa, Siendo los criterios para su

estudio los siguientes: *

Preeclampsia Leve: Se caracteriza cuando después de la semana 20 de gestacion, aparecen

dos 0 mas de los siguientes signos.

L J

Presién sistélica mayor ¢ igual a 140 mmHg ¢ elevacién de 30 mmHg sobre la
presion  habitual.

Presion diastdlica mayor 6 igual a 90 mmHg 6 elevacion de 15 mmiHg sobre la
presion habitoal.

Presion media mayor 6 igual a 106 mmHg,

Proteinuria menor de 3grs en orina de 24hss.

Edema persistente de extremidades ¢ cara,

Preeclampsia severa’

Presion sistélica mayor 6 1gual a 160 mmHg.



e Presion diatSlica mayor 6 1gual a 110 mmHg,

¢ Presion arterial media mayor a 126 mmHg.

¢ Proteinuria mayor a 3grs en orina de 24hrs.
O uno de los signos de Preeclampsia Leve asociados a Sindrome Vasculoespasmédico
(alteraciones visuales, dolor epigéstrico 6 en hipocondrio derecho, cefalea, trastornos del

estado de conciencia 6 hiperreflexia generalizada).

Inminencia de Eclampsia:
»  Presion sistdlica mayor de 185 mmHg con presién diastolica mayor de 115 mmHg.
s Proteinuria mayor a 10grs en corina de 24hrs.
« Estupor.
+  Pérdida total 6 parcial de Ia vision.
» Dolor en barra epigéstrico.

s Hiperreflexia generalizada.

Sindrome de HELLP.
Cuando una paciente tiene una enfermedad hipertensiva inducida por el embarazo se le

agrega hemolisis, elevacion de enzimas hepéticas y disminucion de Ia cuenta plaquetaria

Eclampsia:

Se presentan convulsiones 6 estado de coma acompafiado de hipertension arterial, edema 6

proteinuria. o



La hipertensidn, es el signo mas importante de la preeclampsia, ya que refleja la gravedad
de la enfermedad. La proteinuria, tiene un gran valor prondstico en la preeclampsta, la
monitorizacién frecuente de la cantidad de proteinas excretadas en la orina forma parte de
la evalyacion de éstas pacientes un aumento significativo de la proteinura indica un

empeoramiento de la enfermedad,

La presencia de vasoespasmo, se4 valora clinicamente mediante examen oftalmolégico que
forma parte de la evaluacién inicial de toda paciente con preeclampsia Los hallazgos mas
frecuentes con preeclampsia severa es el aumento en la relacion vena / arteria {cuyo valor
normal es de 4/3 ). Las pacientes con preeclampsia leve suelen tener un fondo de ojo

normal,

Ofros signos y sintomas de Preeclampsia son:

EDEMA: Actualmente ya no es un sintoma significativo, ya que algunas pacientes cursan
con unt edema fisiolégico durante el embarazo.

CEFALEA: Suelen estar presentes en las formas severas puede estar localizada en regidn
frontal u occipital, pulsatil 6 continua, es intensa cuando precede a la aparicién de
convulsiones.

DOLOR EN EPIGASTRIO: en forma de barra (signo de Chaussier), es frecuente en la
preeclampsia severa, la aparicién de éste sintoma precede a convulsiones y se acompafia
con frecuencia de alteraciones en los niveles de TGO (transaminasa oxalacética), TGP
(transaminasa del glutamato-piruvato) y DHL {deshidrogenasa lactato).

VISION. Fl sintoma visual més frecuente son los escotomas, 6 la percepcion de manchas,

fosfenos, éstos sintomas pueden progresar y desarrollarse a vision borrosa, ceguera total.



HIPERREFLEXIA OSTEOTENDINOSA: Se debe a la imritabilidad de} Sistema Nervioso
Central.

LABORATORIO- Las alteraciones del rifion, higado, unidad fetoplacentana, pardmetros
hematoplégicos.

Funcién renal alterada: aumento de los niveles de creatinina, nitrégeno ureico (BUN),
acido drico y proteinuria,

Funcidn hepética: aumento de TGO, TGP, DHL.

Funcién hematoldgica: aumento de Hemoglobina, hematocrito, debido 2 la disminucion del
volumen plasmaético, irombocitopenia, TP alargado. Aumento de fibronectina,

Funcién fetoplacentaria: Es frecuente registrar dimensiones fetales correspondientes a una
edad entre dos y cuatro semanas menor de Ia esperada que sugieren la presencia de un
retardo en el crecimiento intrauterino.

La hemorragia infracraneal es la principal causa de muerte materna relacionada con la

Preeclampsia '

Se ha concluido que hay una predisposicién genética de la preeclampsia y se ha demostrado
que la susceptibilidad heredilaria esti asociada con el HLA-DR4. Esta susceptibilidad
probablemente depende de una combinacion entre los genotipos fetales y maternos y se ha

demostrado que se desarrolla un inico gen recesivo comprendido entre la madre v ¢l feto, 2

También se ha encontrado la distribucién del genotipo DRBI-04 con la posible existencia
de un factor inmumogenético en comiin enfre la preeclampsia, refardo del crecimiento

intrauterino, aborto espontineo, asi mismo se ha visto dicho genofipo en pacientes con



preeclampsia con anticuerpos cardiolipina positives, »*

La enfermedad es causada por una respuesta inmunologica madecuada en el primer
embarazo, posiblemente la inmunizacion antes del embarazo (tal vez con el antigeno

paterno), puede tener un efecto protector de la patologia *

DEFINICION DE PREECL.AMPSIA

La preeclampsia es un conjunto bien definido de signos clinicos, cuya etiologia aiin no se
ha identificado con claridad. * El principal signo de la enfermedad es la hipertensién,
acompafiado de proteinuria, edema 6 ambos. Un diagndstico de hipertensién requiere
elevacién de la presién arterial sistélica de 30mmHg o mas, & un aumento de la cifia
diastolica de 15mmHg 6 mds con respecto a cifras previas antes de las 21 semanas de

gestacién, '°

10



FISIOPATOLOGIA

Se acepta que la placenta juega un papel importante en la génesis de la Preeclampsia. En un
embarazo normal se produce entre la semana 10 y 16 una primera etapa de migracion
trofoblastica, con el objetivo de proveer al feto en lo sucesivo de una mayor irrigacion

sanguinea,

Las paredes musculares y el endotelio de la pared decidual de las arterias espiraladas son

reemplazados por eritroblasto.

Entre la semana 16 y 22, ocurre una segunda etapa de migracidn, en la cual el trofoblasto

invade Ja capa muscular de las arterias espiraladas.

En las mujeres con Precclampsia, ésta segunda etapa de migracion trofoblastica no se lleva
a cabo, lo cual produce una anormal placentacidon, lo que seria el efecto micial de la

Preeclampsta.

Las arterias espiraladas, conservan su capa ruscular con su inervacion adrendrgica,
Hevando esto a una disminucidn en la perfusidon ltere - placentaria , esta hipoperfusion
lievaria a causar dafio endotelial, es por ello que cuando hay una disfuncién endotelial hay
sustancias que activan células de Ia respuesta inflamatoria, en el caso de la Preeclampsia,
tanto grapulocitos y monocilos son activados, también hay mcremento de citocinas, factor

de necrosis tumoral alfa ( TNF « ), interleucina 6 y fosfolipasa A2, Lo que provoca un

3



cambio en el microambiente endotelial basado en la presencia de moléculas

promnflamatorias y la produccion de radicales libres de oxigeno que llevan a un stress

oxidativo tal, que ocasiona alteraciones en Ia permeabilidad vascular, >4

Esta hipoperfusion causa un dafio endotelial, produce una disminucion en la produccion por
la placenta de prostaciclina, la cual es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion

plaquetaria y de la contractilidad uterina. La prostaciclina incrementa sus niveles durante el

embarazo normal.

Espacso interveiioso
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Figura 1, Artenas uteroplacentarias en pacientes normotensas y preeclampticas (modificado de Brooens [A,
Riesgo elevado obstétrico, Luis Cabero ).
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Cuando el equilibrio entre prostacichna y tromboxano (eucosanoides), se altera por
disminucion en la sintesis de prostaciclina con un aumento relativo en la produccion de
tromboxano. Se produce vasocosntriccidn y aumento de la agregacidn plaquetaria, lo cual
disminuye la perfusion uterina y aumenta la sensibilidad al efecto presor de la angiotensina
1, &sta es la manifestacidn mas temparana de la Preeclampsia alin semanas antes de que

aparezca la sintomatologia clinica.

El imbalance entre prostaciclina y troboxano Heva a un incremento en la coagulacidn
intravascular diseminada (CID), y depdsitos de fibrina. Esta situacion produciria en la
placenta trombos plaguetarios que serian fos responsables del Retfardo en el crecimiento
intrauterino (RCTU), y del Desprendumiento prematuro de placenta normalmente insertada

{DPPNI)

Fn nuestro organismo hay una gran variedad de sistemas antioxidativos para controlar,
aunque no eliminar este proceso, entre los cuales estin las enzimas superéxido dismutasa,
catalasa v glutatién peroxidasa, asi como otros sistemas no enziméticos que incluyen a

vitamina C, tocoferol y ceruloplasmina, entre otros .

Se produce un esirés oxidativo cuando la accién de los mecanismos antioxidantes es
sobrepasada por el proceso de oxidacién, siendo la peroxidacién lipidica una mportante
manifestacion del mismo. Aungue el estrés oxidativo afecta muchos componentes
celulares, involuera principalmente a los 4cidos grasos poliinsaturados y a los grupos tioles

de las proteinas . Un proceso descontrolado de peroxidacion lipidica es capaz de ocasionar
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De las proteinas. Un proceso descontrolado de peroxidacion lipidica es capaz de ocasionar
cambios en la composicion quimica y deterioro en la organizacién ultraestructural de las
membranas celulares (ver Figura 2) , lo que se puede traducir en disminucidn de fluidez ,
cambios de permeabilidad ¢ inactivacién de receptores y enzimas unidas a las mismas . El
estrés oxidativo también puede causar dafios en la estructura de las enzimas, a través de la
oxidacion de grupos suifidrilos (-SH) de los centros actives de las mismas, por

modificacién de la estructura de los aminocidos o mediante la formacién de bases de

Schiff.
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Figura 2
Reprasentacién esquematica de dafios causados por
radwcales dbres a diferentes estructuras de la membrana plasmatca

En Ios embarazos normales se producen incrementos en el grado de peroxidacién lipidica y
en ¢l total de lipidos circulantes en sangre, aunque también aumenta la actividad de los

sistemas antioxidantes. Sin embargo, el proceso de isquemia placentaria que se produce en
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enconfiados en embarazos normales, haciendo insuficiente la accion de los mecanismos

antioxidativos

Otro mecanismo que contribuye al incremento de la peroxidacidn hpidica, en la
preeclampsia, es el de la activacion de neutrifilos, con lo que se aumenta la secrecidn de
sustancias como eclastasas, proteasas y radicales libres, las cuales pueden causar dafio
tisular, al promover peroxidacién lipidica, lisis de células endoteliales, disrupeidn del

endotelio e incremento de la permeabilidad vascular .

En el sistema sanguineo se presentara entonces unma coagulacidn por consumo, En el
Sistema Nervioso central (SNC), un vasoespasmo y trombos plaquetarios con microinfartos
seran los responsables de las convulsiones. En el higado se producia necrosis responsable
del incremento en las enzimas hepaticas. En los rifiones se producira una endoteliosis
glomerular, causante de la proteinuria y el edema gque ademds puede Hevar a una

insuficiencia renal aguda,

La prostaciclina disminuye con incremento del tromboxano, provoca ademds
vasoconstriccidn arterial y venosa produciendose Hipertension arterial con disminucion en
la secresion de renina lo cual a su vez disminuye Ia produccion de aldosterona. Esta junto

con la vasoconstriccidn son los responsables de la hipovolemia, **
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Figuea . 3, Fisiopatologia de la Preeclampsia, (Cifuentes)
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ETIOLOGIA

Se trata de una enfermedad que se presenta lnicamente en el ser humano, cuya etiologia
ahn no ha sido dilucidada. Descrita clasicamente como la enfermedad de las teorias. La
Enfermedad hipertensiva del embarazo es una forma reversible de hipertension que

complica entre 6 -8 % de todos los embarazos mayores de 20 semanas.

Se han descrito las 10 siguientes etiologias:

1) Desequilibrio entre prostacichna y tromboxano.

2) Suceptibilidad genética

3) Causas inmunologicas por produccion insuficiente de anticuerpos bloqueadores.
4) Alteraciones en la reactividad vascular.

5) Alteraciones en el riego sanguineo.

6} Disminucion en el volumen intravascular.

7) Disminucion en el filtrado glomerular con retencion de sal y agua.

8) Aumento en la irritabilidad en el SNC.

9 CiD.

10) Isquemia del misculo uterino,

Solo se mencionaran los tres primeros, porque son los que mejor se adaptan al

conocimiento actual de la preeclampsia-
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1.- Desequilibrio entre prostaciclina y tromboxano.

Para que la segunda fase de migracidon trofoblastica se produzca es necesario que exista un
balance entre prostacichna y tromboxano, la prostaciclina es sintetizada por el endotelo
vascular y la corteza renal, es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaguetaria. El tromboxano, es producido por las plaquetas y es un potente vasoconstrictor

y agregados plaquetario,

Las células endoteliales se encuentran en Intima relacién con la sangre, lo cual las expone a
una elevada presidn parcial de oxigeno, creandose asf un ambiente muy vulnerable y
susceptible para gue se establezca un proceso de peroxidacion lipidica . Elevados niveles de
perdxidacidn lipidica conducirian a disfuncién endotelial, por induccidn de constriccion del
misculo liso vascular; incremento a las respuestas presoras de la angiotensina U y
alteracion en la actividad de enzimas responsables de importantes reacciones bioquimicas .
Entre éstas Gltimas tenemos: la prostaglandina endoperéxido sintetasa, la cual cataliza fa
conversion del dcido araquidonico a prostaglandina Hy; (PGHy); la prostaciclina sintetasa,
que cataliza la conversién de PGH; a prostaciclina (PGL); y la TXA; smtetasa, que cataliza
ia conversién de PGH, a TXA; . Numerosos estudios, muestran que la ciclooxigenasa
funciona adecuadamente a bajos niveles de peroxidacién lipidica, siendo niveles elevados
de peréxidos lipidicos inhibitorios para la enzima Por otro lado, altos niveles de peroxidos
lipidicos no inhiben la actividad de la TXA; sintetasa . Estos hallazgos expiican el

desbalance de Ia relacion PGIy/ TXA; a favor de éste dltimo que se produce durante la
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preeclampsia, y explican los eventos de vasoconsiriccidén general y aumento de la

agregacion plaquctana caracteristicos del sindrome.

2.- Susceptibilidad genética.

Chesley en 1986, menciond un posible factor familiar a Ja etiologia de 1a Preeclampsia.

La etiologia genética de la enfermedad se ha ido reportando desde hace varios afios. De
estos estudjos, la mayoria de los autores han establecido una herencia de tipo autosdmica
recesiva; no obstanie, no han podido excluir la herencia dominante o multifactorial . En la
practica, algunos autores han encontrado que la incidencia de preeclampsia es de 37% en
hermanas, 26% en hijas v, 16% en nietas; en contraste con un 6% en nueras . Por otra parte,
como se comentd previamente, estudios de biologia molecular muestran asocracién entre

genes dei sistema del antigeno leucocitario humano y Ia preeclampsia.

Variantes moleculares del gen del angiotensinégeno han sido relacionados con la HTA
esencial v, por consiguiente, se ha postulado una implicacidn parecida para las pacientes
preeclimpticas. En este sentido, se ha certificado una asociacion de ia variedad M235T del

gen angiotensindgeno y la preeclampsia .

Se ha reportado una correlacién muy alta entre una historia previa de preeclampsia y la
presencia de la mutacién conmocida como factor V de Leiden. Esta correlacion es
sumamente importante, ya que el factor V de Leiden estd asociado con resistencia a la

proteina C activada y, consecuentemente, con la aparicién de trombosis venosas .
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Sin embargo a pesar de los estudios realizados, evidenciando la posible etiologia genética,
la interaccidn entre genotipo fetal ( Ia preclampsia es frecuentes en los fetos masculinos), y

el genotipo materno no explica claramente todas las manifestaciones de &sta enfermedad.

3.-Causa inmunologica.

Diversos estudios han reportado que la preeclampsia aparece con mas frecuencia durante el
primer embarazo; es mayor su incidencia cuando ocurre cambio de paternidad v, disminuye
su incidencia mientras mayor sea la actividad sexual gue antecede a la concepcion . Estos
hechos se compaginan con la idea de la existencia de mecanismos inmunes involucrados en
¢l proceso, por lo que algunos investigadores han propuesto que el reconocimiemnto
mmunologico en el embarazo es esencial para el éxito del mismo, pues ademds de permutir
prevenir el rechazo del hemialoinjerto (la mitad de la carga genética es paterna), faculta el
estimulo para la descarga de citoquinas y factores de crecimiento, los cuales promueven la

progresién y desarrollo del producto de la concepeion .

En Ja preeclampsia se han encontrado diferentes alteraciones inmunolégicas. Con relacion
al compromiso de la inmunidad humoral, se ha reportado disminucion en los niveles
circulantes de inmunoglobulinas (JgG e IgM), de anticuerpos bloqueadores y de las
fracciones del complemento C3 y C4 . En la preeclampsia existe, en contraste con
embarazos normales, una respuesta inadecuada de anticuerpos maternos, donde el sistema
retfculo endotelial no elimina los antigenos fetales que pasan a su circulacién, con lo que se

forman complejos inmunes, que causan dafio vascular y activacién del sistema de la

20



coagulacién. En referencia a la inmunidad celular, se sabe que los antigenos fetales inducen
reacciones de inmunidad mediada por células. Por otra parte, se sabe que Ia decidua media
el reconocimiento inmunolégico del trofoblasto. Ademds, se ha identificade un antigeno del
sistema mayor de histocompatibilidad con escasa heterogeneidad (pocos epitopes) conocido
como HLA-G, que se encuentra expresado casi exclusivamente a nivel del citotrofoblasto, y
que se piensa estd en relacién con el reconocimiento y mantenimiento del embarazo .
Tambén, se¢ ha hallado en la preeclampsia una mayor actividad de neutréfilos, lo que

contribuye a la lesidén vascular por liberacion diferentes agentes .

La falla en la segunda etapa de migracién del trofoblasto, es posible que sea causado
porque la media posee ¢l antigeno HLA-DR, ¢l cual ha sido asociado con la génesis de la
preeclampsia. Igualmente se reporta como en ésta patologia los niveles de inmunoglobulina
G son bajos y existen complejos inmunes, asi como depésitos de inmunoglobulina y
componentes del complejo en su circulacidn, sin embargoe éstos cambios han sido descritos

también en pacientes embarazadas normales.
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EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) Y LAS

MOLECULAS HLA

Los seres humanos son heterogéneos con respecto a la susceptibilidad a la enfermedad, lo
cual puede tener sustento genético. Dicha susceptibilhidad genética estd influenciada por fas
moléculas HLA que unen péptidos e interachian con el receptor de los linfocitos T (1987).

Este descubrimiento se considera fundamental en la inmunologia. *>*

Las moléculas HLA se codifican en el cromosoma 6 y son parte del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC). Y es considerado la regidén mas polimorfica del genoma
humano, lo que ha conducide a un detallado mapeo molecular de esta regién y se han

dentificado hasta el afio 2000 mas de 300 genes, cada uno con una gran cantidad de alelos.

El complejo principal de histocompatibilidad, esta constituido por 4 millones de pares de
bases (Mb), de DNA vy corresponde al 0.1% del genoma. Se ubica dentro del brazo corfo
del cromosoma 6 en la region Gp 21, 3, aproximadamente el 10% de éstos tienen
funciones relacionadas con el sistema inmune clasicamente el MHC se divide en clase I, I,

[T, segin el producto de los genes.

Los declase ] (HLA A, By (), codifican una cadena de 44 kilodaltons, los de clase II
(HLA-DR, DP y DQ), un dimero alfa de 32kd y beta de 88 kd. Los de laregién clase I
contiene un grupo heterogeneo de al menos 56 genes. Estos genes codifican para una

vanedad de proteinas importantes en la inmunidad como son los componentes del
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complemento (C2, C4A, C4B, y Bf), los factores de necrosis tumoral { TNF o« y TNF ),
las ‘proteinas de choque térmico (HSP-70 y GP), la enzima 21-hidroxilasa, franscritos,

asociados 2 HLA-B y NOTCH & 192021

Dentro del cromosoma se ubican cerca del centrdmero los de clase Iy I vy del

telomero los de clase L.

6p213

CLASE It CLASE it CLASE |

Figura 4, Organizacton de genes del MEBC
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GENES HLA CLASE L

Se localizan en un segmento de 2000 Kb. de DNA en el extremo telomérico del MHC

humano, los cuales incluyen a HLA-A, B;CE,F,G;H.

Los antigenos HLA-A, B, C  son glucoproteinas de membrana que se expresan sobre todas
las células nucleares del organismo y ademas codifican para los principales antigenos de

diferenciacion muy importantes en el desarrollo y la maduracion fetales,

Estas moléculas clase I, funcionan como elementos de restriccidn, esenciales para el
reconocimiento de los antigenos intracelulares ( pdptidos, derivados pricipalmente de
proteinas intracelulares de virus o neoplasias), por Jos linfocitos T citotéxicos que expresan
el marcader CD&+. Las moléculas de clase I forman heterodimeros con la beta 2

microglobulina que esta codificada en el cromosoma 15,

GENES HLA CLASE IL

Se localizan en el exfremo centromérico del brazo corto del cromosoma 6, esta region
incluye a los loci HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, y cada uno de éstos genes contiene A y
B que codifican para una cadena alfa de 33Kd y otra beta de 28Kd, que dan jugar a la
expresion de una glucoproteina dimérica llamada antigeno clase . Estos antigenos se
expresan solo en macrdfagos, linfocitos T activades pero no en los que estan en reposo, T

cooperadores, hinfocitos B y células dendriticas, epiteliales y endoteliales,
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Cada una de las moléculas clase TI, presentan cadenas alfa 1 y alfa 2, beta 1 ybeta 2. La
cadena beta es la mas polimorfa. Amabas cadenas se hallan insertadas en la membrana
celular mediante un dominio transmembranal y tiene también una region

miracitoplasmatica.

Los loci HLA-DRA1, v HLA-DRBI, codifican para los polipéptidos alfa y beta
respectivamente, los cuales forman una molécula madura de HLA-DR clase 1. De manera
similar los productos de los loci DQA1 y DQB1 forman la molécula DQ 'y los loci DPAL
y DPBI, codifican para la molécula DP. Una segunda molécula expresada de DR se
codifica en la mayoria de los haplotipos mediante los loci DRA y DRB3 o los asociados

con DRB4 o DRB3S .
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Figura 5, Representactdn esquematica del MHC humano {HLA) con Ia reg1on HLA-DR expandida
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GENES HLA CLASE ML

Estos se encuentran ubicados en una porcion del 120 Kb entre los genes clase I y clase I,
dentro del MHC, que se hereda como una unidad genética a Ia que se le conoce como
complotipo ( por haplotipo del complemento). Cada complotipo codifica la sintesis de los
factores del complemento C2, C4A, C4B de la via clasica y el factor B de la via alterna,
intercalados entre los genes C4A y C4B  se localizan dos genes que codifican para la
expresién de la enzima 21 hidroxilasa (21 —OH), la cual hidroxila al carbono 21 en la

biosintesis del cortisol.

En esta region clase III, existen ofros genes con funciones immunoldgicas que al parecer
participan en algunos pasos de la fisiopatogenia de las enfermedades autoinmunes Hacia
el centrodmero junto a la regién clase II, se encuentran los genes TAP 1 y TAP 2 asi como
el gen de la coldgena, mientras que los HSP 70, el del Factor de Necrosis Tumoral alfa y

beta se encuentran cerca de los de clase 1. 2°

ASOCIACION DE LOS GENES HLA CON ENFERMEDAD

Var1os estudios genéticos demuestran o indican que los genes dentro del MRC confribuyen
a un gran nimero de trastornos inmunes, relacionados por ejemplo: Diabetes Melhius
Insulinodependiente (DMID), Artritis reurnatoide (AR) espondilitis anquilosante (EA)

Hay asociaciones entre varias enfermedades y los alelos de los genes de la regidn clase II
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GENES HLA CLASE ML
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del MHC. Otros genes susceptibles de enfermedad residen dentro de las regiones clase [ y

m *

Genes dentro o cerca del MHC también se han involucrado en algunas enfermedades no
relacionadas inmunologicamente, fales como la hemocromatosis y la hiperplasia

supratrenal congénita.

Dada su intervencion en la respuesta immunitaria, muchos antigenos HLA se han
relacionado con predisposicion a determinadas enfermedades; entre esios  antigenos
predominan los de clase IL La magnitud de esta relacién se cuantifica por el riesgo relativo,
Aunque se conoce muy poco acerca de la efiologfa o la patogenia de las enfermedades
asocizdas con HLA, se han propuesto varios modelos para explicar los mecamsmos
causales. Estudios recientes indican que cambios en un solo aminoécido en regiones criticas
de una molécula de HLA, pueden alterar la predisposicion a una enfermedad y se ha
encontrado también que regiones idénticas en su secuencia de aminoacidos (epitopos) en

moléculas distintas HLA pueden causarla,

Las enfermedades relacionadas con los antigenos HLA tienen caracteristicas comunes en
general:

No tienen causa conocida y no se han descifrado sus mecanismos fistopatologicos.
Muestran un patrén hereditario autosomico recesivo, de penetracion débil y por lo tanto, no
hay una relacidn absoluta con un antigeno HLA especifico.

Se relacionan con anormalidades inmunitarias.

No tienen efecto sobre la reproduccién o éste es minimo,
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Los avances en el campo de la genética y la biologia molecular de los genes clase I y clase
H, han generado un desarrollo notable en el area de la asociacién de enfermedades
autoinmmunes y genes HLA, primordialmente por el papel que desempefian en Ia regulacién

de Ia respuesta inmune,

La asociacién de los genes del MHC con una enfermedad, sé demostrd primero en ratones
en el afio 1964; en aquella ocasidn un tipo de leucemia inducida por virus resulto estar
asociada con el genotipo H2 (equivalente murino del MHC), de una capa especial de
ratones. Esta asociacién de un marcador genético con una enfermedad levd entonces a

buscar asociaciones entre los fepotipos HLA y las enfermedades en seres humanos.

En 1973, se informo la asociacién entre la espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-

B27, desde entonces numerosas enfermedades se han relacionado con los genes del MHC.

Antes de 1980, Iz mayoria de los estudios de asociaciones de HLA y enfermedades se
correlacionaban con la presencia de especificidades serologicas asociadas a pelimorfismos
de los antigenos HLA y son mas frecuentes en pacienfes que en confroles. Estudios
recientes han utilizado técnicas moleculares a nivel del DNA para la identificacién de

haplotipos o genes especificos probables responsables de las enfermedades autoinmunes.

28,29,30
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Los antigenos del sistema HLA varnan de una poblacidn a otra, por ejemplo el antigeno
HEA-A30 predomina en la raza negra 28%, en la blanca en 5% v esta augente en orientales:
La frecuencia de los haplotipos también varia de una poblacion a otra, En los individuos de
raza blanca son frecuentes los haplotipos HLA-Al, B8, DR3. DW4. Hay ocasiones en que
los alelos de dos o mdas loci aparecen juntos en el mismo hapletipo con una frecuencia
mayor & Jo que sé esperaria si se combinara al azar, &ste fendmeno se conoce como
“desequilibrio genético™, en mexicanos se caracferiza por los haplotipos HLA-A2, B35,

DR4 y A9 B39-DR4, A28, B40 DRS.

Los genes HLA se heredan siguiendo la primera ley de Mendel, en forma codominante de
modo que en cada haplotipo (mitad de la informacién genética que se porta en cada
cromosoma) se manifiesta un antigeno de cada locus y en cada individuo se expresan los
dos haplotipos. Asi el genotipo estd constituido por dos genes de cada locus y cada

individuo es portador de un haplotipo materno y otre paterno.

El Desequilibrio genélico, es una caracteristica particular del MHC y consiste en la
combinacion preferencial de antigenos de los diferentes loci en un mismo individuo, en
proporcidn mayor a lo esperado al azar, por lo que son marcadores distintivos de las
poblaciones humanas. Es muy probable que los haplotipos que aparecen en el desequilibrio
confieran ventajas selectivas, debido a que fueron seleccionados a través de la evolucion, al
enfrentarse a los agentes infecciosos, algunos de &stos en apariencia inducen una respuesta
humoral eficaz, contra patdgenos extracelulares y a la vez son marcadores de suceptibilidad

en las enfermedades autoinmunes,
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La principal caracteristica de los genes HLA asoctados con enfermedad, es el

polimorfismo estructural que identifica al alelo asociado con dicha enfermedad.

Cuando se consideran mecanismos asociados entre el HLA y las enfermedades debemos

recordar que los ajustes genéticos del HLA son complejos y pueden ser heterogeneos.

Finalmente debe hacerse énfasis en que las contribuciones genéticas en la predisposicidn a
enfermedades autoinmunes, no son suficientes por si mismas para la expresion del
padecimiento va que existen factores como el ambiental e infeccioso que intervienen en el

desarrolio de alguna de ellas.

Si individuos con diferentes antigenos HLA fienen riesgos variables de enfermedad,
entonces esa diferencia debe ser tomada en cuenta en la distribucion de fenotipos de HLA
entre pacientes y controles sanos. El objetivo de los estudios de asociacidn es compayar la
frecuencia de antigenos especificos HLA en un grupo de pacientes con la que se presenta
en un grupo control, Se considera que lo mas importante es seleceionar cuidadosamente a
tste Mtbmo, conviene recordar gue la presencia de una asociacidn estadisticamente

significativa puede tener varias interpretaciones biologicas.

La refacion de una enfermedad determinada con un antigeno HLA particular se cuantifica
mediante el calculo del “Riesgo Relativo®™ (RR), éste puede definirse como la
probabilidad que tiene un sujeto con un antigeno HLA en particular, de desarrollar alguna

enfermedad, comparada con la de un individuo que carece de dicho antigeno
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Esto se calcnla usando la siguente formula,

RR=p+xce-/p-xct

Donde: P+ =nimero de enfermos que poseen e} antigeno HLA particular

C - =Niunero de controles de carecer de antigeno HLA particular,

P - =Nimero de enfermos que carecen de antigeno HLA particular.

C + = Nimero de confroles que “poseen ¢l antigeno HLA particular.

Mientras mas elevado ( mayor de 1), el resgo relativo, mayor es la frecuencia de que el

antigeno este dentro de la poblacidn de enfermos.

Muchos padecimientos se han relacionado con antigenos clase I, y esta asociacién refleja

la funcidn de dichas moléculas en la presentacidn antigénica a linfocitos T €D4 v a los

macrofagos,

Es interesanie observar que varias enfermedades de origen autoinmune muestran asociacion

con el antigeno HLA-DR3. Se han anunciado varias hipdtesis para exphcar ésta relacion.

Cuatro de éstas se aplican por igual 2 antigenos HLA clase I y clase Il y una aplicable solo

a moléculas clase IT.
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Las cualro primeras hipdtesis se ilustran con el egjemplo de espondilitis anquilosante y el
HLA-B27. Desde luego se subraya que éstos ejemplos son especulativos y que excepto

donde se indique, no hay pruebas que respalden tal especulacidn, >

A.- Las meléculas de HLA son receptores de agentes etiologicos.

Moléculas HLA especificas pueden actuar como receptores para agentes etioldgicos como
virus, foxinas u otras sustancias extrafias, El respaldo para ésta teoria proviene de Ia
observacidn de que otras moléculas de la superficie celular actlian como receptores para
virus; por gjemplo CD4 sirve como receptor para el virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV). St por gjemplo, el HLA-B27 es recepior para un virus que causa epondilitis
anquilosante, los individuos B27 positivos tendran un riesgo mayor de adquirir el trastorno,

pero solo desarrollaran la enfermedad si se exponen al virus.

B.- HLA es selective para antigenos peptidicos.

La hendidura de fijacidon de antigeno de moléculas HLA particulares puede aceptar
tinicamente el fragmento peptidico antigénico procesade, que en tltuma instancia causa
enfermedad. Si el HL.A-B27 es la Unica molécula clase I que puede aceptar un péptido
etioldgico particular para presentatlo a hnfocitos T CDS, selo individuos que poseen B-27

estardn predispuestos a la enfermedad
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El receptor de la célula T es de hecho, responsable de la predisposicion al padecimiento,
pero debido a que el reconocimiento de la célula T esta restringido por una melécula HLA,

se observa una relacion aparente entre la espondilitis anquilosante y HLLA-B27.

C.~ Los agentes causales semejan a las moléculas HILA.

El antigeno HLA relacionado con enfermedad se comporta inmunitariamente igual al
agente causal de la enfermedad. Esta hipbtesis de semejanza molecular tiene dos
alternativas, la primera sostiene que debido a Ia semejanza del agente causal y el antigeno
HLA, el primero se considera como propio, no Se genera una respuesta inmunitaria y la
enfermedad se desarrolla sin interferencia del sisterna inmymitario del huésped; la segunda
altemnativa sugiere que el agente cansal es extrafio, y por lo tanto se desarrolla una respuesta
vigorosa contra 2l. Debido a la semejanza entre ¢ agente causal y el HLA, la respuesta
inmunitaria se vuelve contra el antigeno HLA y &ste proceso “autoinmunitario”™ causa el
trastorno. Esta teorfa ha logrado aceptacion por las observaciones siguientes; HLA-B27 se
relaciona con la enfermedad de Reiter ademas con la espondilitis anqulosante. En
individuos B-27 positivos, ia enfermedad de Reiter se presenta despuds de brotes de
disenteriz causados por ciertas cepas de Shigella flexneri, dstas cepas contiene un plasmido
que codifica a una proteina con un segmento de cinco aminodcidos. Idéntico a otro también
de 5 aminoacidos en el HLA-B27 debido 2 que solo personas positivas B-27 comparten &sta
semejanza estructural e immunitaria con el microorganismo etiologico, en consecuencia son

los timcos predispuestos a la enfermedad.,
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D.- La expresion de molécuias MHC clase I es aberrante.

Esta hipotesis relaciona solo enfermedades asociadas com las moléculas HLA clase II,
postula que la induccion de moléculas clase II, que normalmente no se expresan en la
superficie celular, causa la enfermedad. Las moléculas especificas de tepdos de la
superficie celular estin en recambio y degradacidn constante. Si las células no expresan
moléculas clase II, la degradacion de antigenos a péptidos adecuados no tiene
consecuencias. Sin embargo si las células blanco son inducidas a expresar moléculas clase
II, la degradacidn de &stas sustancias especificas de teyido “conduciria 2 procesamiento™ del
antigeno. Un fragmento peptidico de la molécula especifica de tejido, se uniria al sitio
fijador del antigeno en el receptor clase II, formando asi un complejo inmunogénico que

iniciaria una respuesta del huésped contra la molécula especifica de tejido.

Si solo ciertas moléculas clase II (por gyempio HLA-DR3) pueden retener estos fragmentos
moleculares especificos de tejido, entonces podran observarse asociaciones entre HLA y
enfermedad. Este escenario se ha montado para la forma de hipertiroidismo conocida como
enfermedad de Graves, donde existen anticuerpos dingidos contra el receptor para la

hormona estimulante de tiroides, definiendo por Jo tanto una relacion con ¢l HLA-DR3.

El HLA-DR4 esta en desequilibrio de enlace con el alelo DQB1*0302 y HLA-DR3 lo esta
con el DQB1*0201, DE esta manera gran parte de los heterocigotos HL.A-DR3/DR4 serén
también heterocigotos para HLA DQB1*0302 / DQB1*0201, debido a que las dos cadenas

DQ alfa y beta son polimorfas, los heterocigotos DQB170302 / DQBR1#020% poseeran dos
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moléculas hibridas ( DQB¥201 o« DQB1*0201 B/ DQBI*0302 o. / DQB1*0201 B ), no
detectables en otros sujetos, Es posible que Ja predisposicion a la enfermedad se deba a una

de éstas moléculas hibridas.

Otros datos muestran que cadenas DQ beta encontradas en otros haplotipos con relacion
positiva a ese tipo de diabetes, carecen de Acido aspartico en posicidn 57, en tanto que
cadenas DQ} beta en haplotipos no relacionados con la enfermedad contienen ese dcido
aspartico, Por lo tanto al parecer un solo aminoécido es critico en la predisposicidn a ese
tipo de diabetes. Datos semejantes pueden anliciparse respecto a otras enfermedades,

aunque pueden diferir de un grupo &tnico a otro.

Sin embargo debe enfatizarse que las enfermedades relacionadas con el HLA son
heterogéneas y que en trastornos distintos con esta asociacidn pueden operatr mecanismos
diferentes y también en un mismo padecimiento operen mas de un mecanismo en forma

simultanea, “%3

PREECLAMPSIA Y SU RELACION CON EL HLA

Un aspecto interesante en la Preeclampsia es la descripcidon de los posibles factores
etioldgicos, Se cree que la aparicion de una tolerancia inmunolégica mutua ocurre en el
primet {rimestre y es causa de importantes cambios morfolégicos y bioquimicos en la

cx e s s . 2
cireulacion sistémica y uteroplacentaria materna.
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El sitio esencial en la fisiopatologia de Ia Preeclampsia es el endotelio, &ste se encarga de
regular multiples funciones para asegurar un estado metabdlico aerobic en las mejores
condiciones es por ello que cuando hay una disfuncién endotelial hay sustancias que
activan células de la respuesta inflamatoria, en el caso de la  preeclampsia, tanto
granulocifos y monocitos son activados, también hay incremento de citocinas, factor de
necrosis tumoral ( ITNF o ), interleucina 6 y fosfolipasa A2. Lo que provoca un cambio
en el microambiente endotelial basado en la presencia de moléculas proinflamatorias y la
produccion de radicales hibres de oxigeno que llevan a un stress oxidativo, tal que ocasiona

alteraciones en la permeabilidad vascular. >>*

Los factores inmunitarios pueden tener participacidn importante en la aparicién de la
preeclampsia y son fendmenos que incluyen ausencia de anticuerpos bloqueadores,
disminucién de la reaccién inmunitaria mediada por células, activacién de neutrdfilos y
participacion de citocinas. ©  Se inicia una reaccién inmunitaria aberrante en la primera
exposicién a los antigenos patemos y fetales extrafios de la placenta. La incidencia de la

preeclampsia aumenta al cambiar de compatiero sexual. **

Se enconitd vinculo entre marcadores genéticos para el estado de la HLA y la

17 La decidua es el tejido donde con toda seguridad se hace el

preeclampsia.
reconocimiento  del trofoblasto  inmunitario, sé identificd un antigeno de
histocompatibilidad clase 1, polimodrfico, HLA-G, que se expresa en ¢l citotrofoblasto, y

proteja la placenta del rechazo, #1929
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La region clase il contiene un grupo heterogéneo de al menos 56 genes. Estos genes
codifican para una variedad de proteinas importantes en la inmunidad como son los
componentes del complemento (C2, C4A, C4B, y Bf), los factores de necrosis tumoral

(INF o y TNF P ), las ‘proteinas de choque térmico (HSP-70 y GP),la enzima 21-

hidroxilasa, transcritos, asociados a HLA-B y NOTCH, wat,

Los locus de TNF se localiza en 7kb, 32. En una regién mtermedia entre el MHC clase I
(HLA B) yII (HLA DR), el locus del TNF produce dos citocinas pleiotropicas el TNF o
y el TNF . Algunos estudios reportan que han encontrado un aumento en los niveles de
TNF alfa  en la preeclampsia. Hay dos receptores especificos TNF o de 75 y 35 peso
molecular, M2

E! generado por los genss de TNF es un potente inmunorregulador y un mediador esencial
en la respuesta inflamatoria  La vida media del TNF o es de pocos minutos y no estd
constanternente en la circulacion. El locus de TNF se encuentra en desequilibrio genéticos

con el HLA, por lo que se asocia a diferentes haplotipos. >

El TNF o, aumenta la relacion de sustancias vasoactivas como la endotelina y el factor de
crecimiento plaquetano, ambos se incrementan en pacientes con preeclampsia. El TNF o
juega un papel importante en la medicién de la disfuncién endotelial en preeclampsia. Ei

resultado indica que la elevacién del RNAm del TNF @ puede estar asoctado con

polimorfismo genético sugiriendo que el desorden de TNF o puede contribuir en la
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patogenesis de la preeclampsia 34,3336

Varios estudios han implicado al complejo principal de msptocompatibilidad en Ia génesis
de la hipertension inducida por ¢l embarazo, encontrando una alta frecuencia de HLA-DR4

en pacientes con preeclampsia. >’

I.as mujeres con preeclampsia, tienen cambios inmunoldgicos y vasculares que pueden
resultar de una disfuncidn de la respuesta inmune materna, fetal o factor trofoblastico,
Bajos niveles de anticuerpos paternos han sido encontrados en pacientes preeclampticas

comparado con mujeres normotensas.

Las pacientes preeclampticas tienen una disminucion de la actividad linfocitaria in vitro,
bajos niveles de linfocitos T en plasma y elevacion de complejos inmunes e
inmunoglobulinas en el glomerulo y vasos placentarios. Incrementos de HL.A patemo, y

materno-fetal has sido asociados con prevalencia elevada de Preeclampsia.
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PROTOCOLO DE ESTUBIO

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFECACION.

La Preeclampsia  se asocia com alelos ckase II del Complejo principal de

histocompatibilidad (HLA-DR), en pacientes mestizos mexicanos.

HIPOTESIS

En pacientes con preeclampsia leve y s¢vera s¢ encucnira una frecuencia elevada de Jos
alelos del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC), clase II; del subtipo
DRB 1, asociados con la hiperproduccidn del Factor de necrosis tumoral alfa ( TNF o ),
asi como la frecuencia elevada del pohmorfismo de la region promotora del TNF g,

asociado a la hiperproduccion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Deseripcidn de la presencia o ausencia de asociacién de los polimorfismos del TNFa y

los haplotipos del MHC clase II en las pacientes con preeclampsia leve y severa en

comparacién con el grupo control de mujeres embarazadas sin preeclampsia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS,

1. Descripeion clinica de Ia preeclampsia leve y severa en las pacientes que acudan al

servicio de Ginecologia y Obstetricia en el periodo propuesto.

2.-Tipificacién del MHC clase II subtipo DRRB 1, de las pacientes con diagnéstico de

preeclampsia y en las pacientes sanas del grupo control,

3. Identificacion de los polimorfismos de la region promotora del TNF o en las pacientes

con dagnéstico de preeclampsia y en las pacientes sanas del grupo control.
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PISENO Y DURACION

Se utilizard un estudio de casos v controles, con una duracién de 4 meses, que comprenden

del mes de Agosto al mes de Noviembre del 2001.

1. Aprobacion del protocolo de investigacion,

2. Diagndstico clinico de preeclampsia, en las pacientes que acuden al secrvicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital General de México.

3. Realizar ¢l diagnostico clinico diferencial entre preeclampsia leve y severa,

4, Identificacién del grupo control

5. Aplicacién del cuestionario para obtener informacion sobre sintomatologia, edad
gestacional, antecedenies de importancia y consentimiento de la paciente.

6. Obtencion de muestra de sangre periférica de las pacientes con preeclampsia leve y
severa, asi como del grupo conirol.

7. Extraccidn del DNA. y tipificaci6n del MHC clase I, asi como la identificacion de los
polimorfismos dei TNF o .

8. Andlisis estadistico de los datos obtenidos y comparacion del grupo control con los de
preeclampsia leve y severa.

9 Conclusidn del estudio.
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METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

Se reahizd un estudio de casos y controles

POBLACION EN ESTUDIO

Se mcluyeron a pacientes mexicanas que acudieron de Agosto a Noviembre del 2001, al

servicio de Ginecologia y Obstetricia en el Hospital General de México con embarazo

normoevolutivo, v, pacientes con diagndstico de Preeclampsia {44) que cumplieron con los

criterios sigujentes:

CRITERIOS DE INCLUSION

¢ Mnujeres que acuden al Hospital General de México que cursan con embarazo de 32
G méas semanas de  gestacion. {SDG).

» Pacientes de cualguier edad, que aceptaron participar en el estudio previa
autorizaciom firmnada por ellas mismas.

o Diagndstico de preeclampsia leve & severa,
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CRITERIOS DE EXCLUSION.

* Mujeres embarazadas que cursan con menos de 32 SDG.

+ Mujeres que presenten alguna enfermedad crénica subyacente 6 alguna ofra
patologia, (Diabetes Melhtus, Hipertension cronica, enfermedad autoinmune etc.).

¢ Pacjentes con tratamiento antihipertensivo previo a su ingreso, que modifique la

evolucion de la preeclampsia,

CRITERIOS DE ELIMINACION,

¢ Pacientes que presente alguna alteracién metabdlica durante su  estancia en el
Hospital.

e Pacientes que una vez disgnosticadas, presenten hipertension transitoria,

DEFINICION DE VARIABLES.

VARIABLE INDEPENDIENTE
Alelos del MHC clase 1.
Alelos de los penes del HLA-DR.

Resultado de 1a tipificacion del polimorfismo de 1a regidn promotera del TNF a.
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VARIABLE DEPENDIENTE Preeclampsia leve, severa paciente sano.

Preeclampsia leve. TAS : > &= 140mmHg. TAD: > 6 =90mmHg.
Preeclampsia severa. TAS: > 6 =160mmHg. TAD:>d=110mmHg.
proteinaria  >3gr en orina de 24hrs. Edema, sintomatologia
vasoespasmodica (cefalea, fosfenos, acufenos).,
Paciente sano. Mujeres que acuden al Hospital General de Miéxico que cursan
con embarazo de 32 6 mas semanas de gestacidon, (SDG),
que no cumplan con el diagndstico de Preeclampsia leve o
severa, y que no cumplan con ningln criterio de exclusion o

eliminacion.

MATERIAL Y METODOS

ACTIVIDADES Y PROCEDIMIENTOS

Durante el periode comprendido de Agosto a Noviembre del 2001, se reclutaron de acuerdo
a los criterios de inclusion a 44 paciente con diagnostico de preeclampsia, que ingresaron al
servicio de Ginecologia y Obstetricia, obteniendose de ellas aspectos clinicos-
epidemiologicos ¥ una muestra de sangre que se colocd en tubos de ensaye con

etilendraminotetroacitico (EDTA)} al 2% para la determinacidn de los alelos clase II
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(HLA-DR).

GRUPO DE CONTROLES SANOS

Integrado por 22 pacientes, a quienes se les extrajeron 5mi de sangre total colocados en

tubo de ensaye con EDTA al 2%

Una vez que se tuvieron todas las muestras se procesaron y tipificaron de acuerdo a las

sigufentes técnicas: .

OBTENCION DE DNA.

Por 1a técnica de expulsion salina (Salting Out), se hizo la extraccidn de DNA, siguiendo

los pasos que a continuacidon: se enumeran.

Agregar 40m] de buffer de lisis a 5mi de sangre con EDTA en un fubo de 50ml. Mezclar
gentilmente durante un minuto. Centrifugar 2 2300 RPM durante 10 minutos a temperatura

aimbiente.

Decantar el sobrenadante; resuspender el botdn con una pipeta Pasteur en 20ml. De buffer

de lisis, mezolar gentil
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Decantar el sobrenadante, colocar los tubos boca arriba durante uwn minuto para quitar el
exceso de liquido. Resuspender el botdn con una pipeta Pasteur en 160ml de buffer de
proteinaza K 5x, 40ml de proteinaza K 40 ml de SDS y 300 ml de H20 transferir a un tubo

de .5ml

Incubar a rotacion lenta a 37° durante toda la noche o a 55° durante dos horas. En este

tltimo caso agregar 20ml de proteinaza K después de una hora de incubacion.

Agregar 240ml de NaClZ 6M, agitar vigorosamente durante 15 a 30 segundos, centrifugar
para que precipiten las proteinas a 13 000 RPM durante 10 minutos, decantar o aspirar el
sobrenadante con pipeta y transferirlo a un tube de 1.5ml y centrifugar a 13 000 RPM
durante 10 minutos, transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5ml y centrifugar a 13 000

RPM durante 5 minutos.

Dividir ¢l sobrenadante en dos tubos de 1.5mi (aproximadamente 450ml en cada tubo )
Agregar 900ml de etanol al 99.5% dejar que el DNA precipite. Transferir los dos DNA
precipitados en un tubo de 1.5mli con etanol al 70% helado, centrifugar para precipitar el
DNA a 13 000 RPM durante 5 minutos. Decantar o pipetear el sobrenadante y dejar que el
DNA se seque con el aire {colocado boca arriba sobre un papel). Disolver el DNA en

1000m! de solucion de rehuidratacion
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TIPIFICACION DE GENES CLASE II DEL MHC POR PCR-SSOP (79)

Determinacion genética de alelos HLA-DR.. Se determinaron utilizando la técnica de “do
blot” reverso, cada DNA se amplificd por PCR con iniciadores genéricos para la region
HLA-DR previamente marcados con biotina. La reaccion de PCR se realizd preparando una
mezcla de 1 microgramo de DNA, 1pmol.microhtros de cada miciador, 20mM de cada
deoxidonucledtido trifosfato (ANTP), 2mM de cloruro de magnesio, 1x de amortiguador de
reaccion y una unidad de la enzima Taq polimerasa en un volumen total de 50 microlitros.
La mezcla anterior se sometid a 35 ciclos de amplificado y cada ciclo consta de tres

terperaturas que sot

La inicial de desnaturalizacidn a 95°C durante un minuto, la segunda de alineamuento de
80°C durante un minuto v la tercera de extension a 72°C durante dos minutos. Desputs de
la amplificacidn , cada muestra serd corrida en un gel de agarosa al 2%, con el fin de
corroborar dicha amplificacidn; los amplificados se desnaturalizaron con una solucidon de
hidréxide de sodio vy se hibridan con sondas especificas de alelo ancladas a membranas de
nylon. El proceso de revelado incluyd un conjugado de estreptavidina-peroxidasa asi como

el sustrato colorido correspondiente,
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ANALISIS DE DATOS,

En las vanables clinico-epidemioldgicas se determino promedios distribucion de
frecuencias simples y valores minimos y maximos para determinar la asociacidn entre
Preeclampsia y HLA-DR, se caloulo Iz frecuencia génica, el riesgo relativo y las pruebas no
paramétricas en particular las de Chi cuadrada y exacta de Fischer, a partir de tablas de
contingencia de 2x2 con un infervalo de confianza de 95% y un nivel de significancia igual

o menor a 0.03 de probabilidad.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.

Las pacientes serdn informadas de la molestia derivada de la puncidn venosa en el brazo
como tnico inconveniente. Y como aceptacion de dicho procedimiento habra upa carta de

consentimiento informado.

RELEVANCIA Y EXPECTATIVAS.

Sc establecerd el papel de los genes del MHC, en la suceptibilidad genética al desarrollo de
preeclampsia v con ello entender mejor Ia fisiopatogenia y en consecuencia sugerir nuevos

miétodos terapéuticos.
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RECURSQOS DISPONIBLES.

El costo fue compartido entre el Hospital General de México, el Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chévez y el Institute Naciopal de Ciencias Médicas Nutricién
Saivador Zubirdn. con recursos propios de cada institucion,

El estudio se reahzd en el HGM bajo la asesonia del Dr. Arture Ortiz, y en coordinacién

con el Dr. Julio Granados integrante del laboratorio de Inmnologia del INNSZ.

MATERIAL UTILIZADO

Tubo de ensayo tipo vacutainer, con EDTA al 2%

Reactivos para determinacion de HLA.

1. HLA-DRB typing KIT MCA DYNAL RELI SSO.
Includes: HLA-DRB master mix. Control DNA
HLA-DRB typing STRIPS, MgCl solution. HLA-DRB

Overlay, HLA-DRB scoresheet.
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RESULTADOS

Para conoce Ia asociacion de Preeclampsia en las moléculas del MHC clase I, (HLA-DR),

estudiamos durante ¢l periodo comprendido de agosto a noviembre de! 2001 a 44 pacientes

coxi diagndstico de Preeclampsia, el cual se confirmé por clinica y laboratorio cuyas

caracteristicas se listan a continuacion,

TABLA L Caracteristicas clinicas del grupo en estudio.

Cefalea 37 84%
Fosfenos 14 31.8%
Aciifenos 17 38.6%

Epigastralgia 3 6.8%

Fdema 27 61.3%

Convulsion 1 2.2%

Fuente. Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HGM

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN |
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Encontrando ¢l mayor porcedntaje de 84% al sintoma de cefalea.

GRAFICA 1. Caracteristicas clinicas

Sintomatologia

o883

@Asmtoméuca i Cefalea 0l Fosfenos
@ Acifenos i Epigasiraigia @ Edema
@Comlslén

Fuente. Servicio de Ginecologfa y Obstefricia del HGM.
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PROTEINURIA

TABLA 2 Por laboratorio la cantidad de proteinas registrada,

0 5

30 18

100 - 499 4
5001900 5
Mayor de 2000 12

Fuente. Servicie de Ginecologia y Obstetricia de] HGM

GRAFICA 2

Proteinuria

20

et ———

No. DE PAGIENTES

@0 330
3100 ~ 499 B 500 ~ 1900
EMayor de 2000
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TENSION ARTERIAL.

El promedio de cifras tensionales se encontré con un 38.6% a la cifra de 130/90 en
segundo lugar 140/160 con con 20.4%, y en menor porcentaje la cifra de 150/110 conun

2%.

TABLA 3

140/90 4 9.09%
130/100 2 4.5%
146/100 9 20.4%
150/100 7 15.9%
1506/110 i 22%
160/110 2 4.5%
176/110 2 4.5%

Fuente. Servicio de Ginecologia y Obstetricia det HGM.
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EDAD

Cin respecto a la edad, el 47.7% de las pacientes se encuentran entre los 20-24 afios de
edad, el 25% corresponde a pacientes entre 15-19%. El menor porcentaje correspondit a la

cuarts decada de Ia vida,

TABLA 4. Frecuencia por grupos de edad.

Menore de 14 afios
15 — 19 afios 11 25%
20 - 24 aitos 21 47.7%
25— 29 afios 5 16.3%
30— 34 aftos 2 4.5%
35 - 39 afios 5 11.3%
Mayor de 40 afios 0 0%
TOTAL 44 100%

Fuente. Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HGM
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GRAFICA 3 EDAD.

RANGOS POR GRUPQ DE EDAD

8 Menorede 14afos B 15— 19 aflos
B8 20 - 24 afos B 25 - 29 afos
B 30 - 34 afios B 35 — 39 afios
A Mayor de 40 aflos @ TOTAL

No. DE PACIENTES %

EDAD GESTACIONAL
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EDAD GESTACIONAL

En relacion a a edad gestacional se encontré una edad promedio de 38 semanas, la edad

gestacional minima encontrada es de 31 y una maxima de 41 semanas,

TABLA 5.

32 3 6.8%
33 2 4.5%
34 0 0%
35 4 9.09%
36 5 11.3%
37 7 15.9%
38 8 18.1%
39 4 9.09%
40 7 15.9%
43 3 6.8%

Fuente. Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HGM.
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NUMERO DE EMBARAZOS

En relacién al nimero de embarazos se encontraron los siguientes datos.

TABLA 6.

Primer embarazo 28 63.6%
Segundo embarazo 8 18.1%
Tercer embarazo 5 11.3%
Mayor de cuatro embarazos 3 6.8%
Fuente, Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HGM

GRAFICA 4

' N6. DE EMBARAZO
1% 7%

oy
18% 64%

# Primer embarazo
& Segundo embarazo
) ® Tercer embarazo
Mayor de cuatro embarazos
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La entidad Clinica mds frecuentemente encontrada fue la Preeclampsia Leve conun 54.5%,
tenierddo la Preeclampsia severa un porcentaje de 34% como segundo ligar, y en menor

porcentaje fue Ia Eclampsia con 2.2%

TABLA 7. Entidad clinica

PREECLAMPSIA SEVERA 15 34%
SX. DE HELLP 2 4.5%
INMINENCIA DE ECLAMPSIA i 2.2%
ECLAMPSIA 2 4.5%
TOTAL 44 100%
Fuente. Servicio de Ginecologla y Obstetricia del HGM.

GRAFICA 5

& PREECLAMPS |
ALEVE

W PREECLAMPSI
A BEVERA

| SX DE HELLP

INMINENCIA DE
ECLAMPSIA

8 ECLAMPSIA
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VIA DE RESOLUCION

En Jo referente a la via de resolucion del embarazo en las pacientes con preeclampsia, se

encontraron los siguientes datos.

TABLA 8.

PARTO 15 ; 34.0%

CESAREA 29 65.9%

Fuente, Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HGM.

GRAFICA 6

VIA DE RESOLUCION
PARTO
. 34%

CESAREA
66%. .

N PARTO MCESAREA
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SEXO.

De los productos obtenidos 24 fueron del sexo masculino y 20 del sexo femenino

TABLA 9. Sexo del producto

FEMENINO

20

45.4%

MASCULINO

24

54.5%

Fuente, Servicio de Ginecologia y Obstetricia dei HGM.

GRAFICA 7
FEMENINO
1.1 7A
MASCULING .

55%

REXC

& FEMENINO -mscuuno'
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CAPURRO

De acuerdo al capurre otorgado a los productos, se tienen los siguientes datos.

TABLA 10,

2730 4.5%
30.1-326 2 4.5%
33-356 4 P
36376 8 18.1%
38--40.0 %) 38.6%
40.1-42 ¥ 25%

Furtete, Servicio de Ginecologia y Obsstetricia del HGM.

TESIS CON
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PESO.

El peso promedio de los recien nacidos fue de 2700gramos, considerando el rango de peso

tenemos la siguiente tabla.

TABLA i1

Menos DE 1000 2
1000 - 1499 3 6.8%
1500 — 1999 3 6.8%
2000 — 2499 6 13.6%
25002999 9 20.4%
30003999 19 43.1%
Mayor DE 4000 2 4.5%

Fuente. Servicio de Gunecologia y Obstetricia del HGM.

El APGAR promedio fue de 8/9, en primer lugar en 21 casos, quedando en segundo lugar

con 12 casos de 9/9
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TABLA 13.

DRB1 EN PACIENTES CON PREECLAMPSIA

REGISTRO EDAD DX. DIREB1
53222 1o PS 113041327
153026 19 Helip 1604 & 08xx
722763 16 rs 1621 & 14xy
123975 3] PS Gdxx
766696 22 elip 13xx
728092 18 PIL 16 &l4xx
747167 38 EC Axx & Tixx
728105 20 FL 4xx & 1ixx
713492 24 Ps 13w & Edxx
751843 17 P35 Tdux & Tan
728123 23 P 16x% & 13xx
728150 18 PL 4xx
711786 22 PL 4xx
747857 18 PL 1xx & dxx
728140 27 PL 113 & 1dwx
728598 23 PL Odorx & 13x
728134 39 PL Odoox & Bxx
728147 23 PL Qdnx PIux
745923 23 PS 4xx & Bxx
738597 21 PL 11xx
730499 37 PL 16xx & 0813
125847 26 IE Udxx
697370 27 rs 04xx & 14xx
730482 2} PL 4xx
722750 19 Ps 4 & 14xx
730484 22 PL B & 3ux
730534 23 PL dxx & 14ax
129836 as PL Tax & 13xx
588697 37 PS 11xx
SN 14 Pi 1oxx & dxx
131415 23 PS dx
731416 20 PL Axx
SN 19 PL 4ax & 11xx
131409 28 PS 1dxx & 7xx
731093 22 PL Plax & 8xx
T31444 18 P.S Bxx
731429 22 PL Axx
73NLT 24 PS 4xx & Bxx
740022 23 PL 8xx
731745 24 LE 8xx
732107 23 PL 4x%
751895 20 PL AxX & Txx
731778 29 PL 4xx
131461 31 PL Axx

TESIS CON
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DETERMINACION DEL BLA-DR EN EL GRUPO EN ESTUDIO.

Los resultados del HLA_DR obtenidos en cada paciente se listan en la soguiente tabla,

TABLA 13.

DR4 18 0.40509
DRS 7 0.15909
DR14 7 0.15%09
DRI1i 3 0.06818
DR13 3 0.06818
DRI16 3 0.06818
DR7 2 0.04545
DR10 1 0.02273

Fuente. Depariamento de Inmunogenéica del INCMNSZ,
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GRAFICA 8

DETERMINACION DEL HLA- DRB1

DR8

DR14 iR

DRB1

jf R I w
- N O i~ O
b B o B m  ul
¥ o X o
0O o 0 0

No. DE PACIENTES 8 FG

Fuente. Departamento de Inmunogendtica del INCMSZ
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ASOCIACION ENTRE PREECLAMPSIA Y HLA -DR

Para detenmunar ta asociacidm entre Preeclampsia y las moléculas clase IT del MHC (HLA-

DR), se realizaron los siguentes calculos

1.~ Se determind la frecuencia génica en el grupo en estudio.

2.~ Se determino el riesgo relativo a partir de las frecuencias observadas,

3.- Se determinaron los indices de probabilidad para cada uno de los alelos de los

genes HLA-DR encontrados en el grupo en estudio.

La frecuencia génica se determind a partir de los alelos que presentaron los pacientes del

grupo conirol en estudio entre el total de genes.

El Riesgo Relativo, (RR), s¢ determind como razdn de momios, utilizando la siguientes

formula

RR=p+xc-/p~xct

Donder P+ =namero de enfermos que poseen el antigeno LA particular.

C - = Numero de controles de carecer de antigeno HLA particular.

P - = Niimero de enfermos que carecen de antigeno HLA particular,

C + = Nimero de controles que "poseen el antigeno HLA particular,
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Las prucbas mas adecuadas paia contrastar las hipOtesis cstablecidas son del tipo no
paramétricas, la Chi cuadrada y exacta de Fischer. Las cuales determinan un indice a partir
de la tabla de contingencia descrita anteriormente con un intervalo de confianza de 95% , vy

con un nivel de signifcancia igual o menor a 0.05 de probabilidad.

La poblacion caleulada se determino mediante fa formmula exacta de Fischer.

y= (ath) (c+d) (a+c) (b+d)

abecdh

y mediante la Chi cuadrada.

X2=  [(ad)-(bc) 0.5 N1? N

(a+b) (c+d) (at+c) (b+d)

el valor obtenido para el DR4 fue de 2 2 con un intervalo de confianza del 95% y un nivel
de significancia menor de 0.05. Los mismos cilculos se determinaron para cada uno de los

genes clase [T HLA — DR cuyos resultados se hstan en la tabla siguiente.
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FRECUENCIA GENICA DEL HLA-DRBI1

TABLA 18,

DRS 13 o147 |33 0165 | NS
DRI3 10 013 1o 0.050 NS
DRIl 9 0.102 20 0.100 NS
DRI 5 0.102 71 9.105 NS
; 0.025 NS

L R

10 NS

DR3 i 0011 it 0,055 NS

Fuente, Departamento de Investigacidn de] INCMNSZ.,

Fg.  Frecuencia génica.

p. Probabilidad calculada,
IC.  Intervalo de confianza.
OR. Razdn de monios.

NS. Nunguna significanncia estadistica .
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El polimorfismo 308 de la regién promotora del TNF « se detectd por PCR ~ ARMS
(sistema de amplificacion refractario a la mutacibn, los productos de la PCR se analizaron

por electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

La distribucion del polimorfismo de la regién promotora del TNF o tanto como el genotipo

como la frecuencia génica en pacientes mestizos mexicanos con Preeclampsia y del grupo

control se observan en las tablas (16 y 17).

TABLA 16. GENOTIPO

TNF 1/1 13 79.4% 32 94.5% NS
TNF 1/2 2 12.5% 3 5.4% NS
TNF 2/2 1 6.2% 0 0% NS

Fuente. Departamento de Investigacion del INCMSZ

No se encontrd significancia estadistica.

TESIS CON
FALLA DE ORICEN
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TABLA 17. ALELO

ALELO . | PREECLAMPSIA . GRUPO CONTROL .
INF o N f N fg P OR i
TNF 1| 28 0.875 107 0.972

TNF 2 4 0.125 3 0.027 | 0.04 510 | 0.89-30.88

Fuente. Departamento de Investigacion del INCMSZ

Se enconiré como factor de riesgo pacientes que tienen el alelo TNF 2, con wna p= 0.04,

con un intervalo de confianza de 0.89 — 30.88

AERCS DE TN

BINF 1 OTN 2

TESIS CON
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. CONCLUSIONES.

Es la prunera vez que se realiza un estudio de ésta indole en pacientes mestizas mexicanos
con diagndstico de Preeclampsia buscando una asociacidn con los alelos clase IT del MHC.

(HLA-DR)»

La asociacién entre la preeclampsa vy los alelos clase II del MHC, (HLA-DR), sustenta la
idea de que en la patogénesis de la Preeclampsia opera un mecanismo inmunogenético.

Se estudiaron 88 pacientes con precclampsia mestizos mexicanos, donde se encontrd que el
alelo mas frecuente fue el HLA-DR4 ( {fg=0.409 ), que al compararse con Jos coniroles
sanos del mismo grupo étnico se observd una diferencia estadisticamente significativa

p=0.004, RR=2.2, IC95%~12-39).

De la misma manera, se observd disminucién estadisticamente significativa del HLA-DR7
(p=0.034, OR=5.3, 1C95%=1.1 - 33). El resto de los alelos, se distribuyeron de manera

similar en 10s casos y controles.



DISCUSION.

Hasta la fecha no se tiene conocimiento de que se haya realizado algin estudio similar en
pacientes con Preeclampsia en la poblacion mexicana, por éste motivo consideramos que

éste trabajo.constituye practicamente el primero en su tipo.

En el desarrollo fisiologico del embarazo las sintesis y niveles de citocinas aumenta de
manera progresiva en las capas fetales placentarias y maternas (uterinas), en especial los

. ] ‘ ,
niveles de TNF o en las pacientes con preeclampsia *!*?%

Se encuentran elevados los niveles de TNF « con relacidn a las pacientes con embarazo
normal, Io que sugiere su importante participacién en Ia etiologia de la enfermedad

Bn estudios previos se ha descrito la asociacion entre haplotipos, (HLA DR4) y
polimorfismos de la regién promotora del TNF (TNF 1 y TNF 2), con la hiperproduccién
o la hipoproduccion de TNF o lo que sugiere una asociacion enire estos polimorfismos y Ia

presentacion de la enfermedad. >4+1+18

La poblacién mestiza mexicana tiene haplotipos propios y caracteristicos que participan de
manera importante en la regulacién de la respuesta inflamatoria. En México Ia frecuencia

de la enfermedad es det 10% , por lo que se plantea la necesidad de investigar los factores
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etiolégicos de 1a enfermedad en especial describir los haplotipos y polimorfismos del TNF

¢ en pacienies mexicanas.

Este trabajo muestra que en mujeres mestizas mexicanas el HLA-DR4 parece ser un factor
de riesgo al desarrolio de preeclampsia y también el HLA-DR7 parece ser un factor

protector al desarrollo de preeclampsia en ¢l mismo grupo étnico.

Este protocolo muestra por primera vez un factor de riesgo al desarrollo de preeclampsia

ubicado en el locus HLA-DRBI1, dentro del complejo principal de histocompatibilidad.

Estos datos sugieren la existencia de un locus vecino al HLA-DRBI que pudiera ser el
directamente involucrado en ¢l desarrollo de preeclampsia, por lo que seria importante
estudiar genes locatizados hacia el centrémero de ese locus y ofro més hacia el telémero.

Candidatos a ellos son el locus del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y el HLA-B.

Ademis de lo anterior, ¢l mismo locus HLA-DRB1 pudiera estar directamente mvolucrado,
sin embargo para precisarlo, es necesario reahzar subtipos moleculares del HLA-DR, ya
que es conocido que &ste alelo (DR4) es el més comin en la poblacion normal mexicana

(mestixa e indigena).
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El tener el haplotipo HLA-B-DR-TNF, permitiria en consecuencia detectar el verdadero
gen de suceptibilidad al desarrollo de preeclampsia. Con respecto al papel protector del
DR, seguramente estard mediado por el desequilibrio genétice con alelos correspondientes

del TNF o o del HLA-B.

Fin conclusion, éste trabajo muestra que en la poblacion mestiza mexicana los alelos de
DRBI seran utiles en la deteccidn de factores de riesgo en la suceptibilidad a é&sta

enfermedad tan prevalente en mexicanos.
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ANEXO. 1

CUESTIONARIO PARA RECOLECCION DE DATOS CLINICOS

FECHA '
NOMBRE
EDAD.
EXPEDIENTE

AHF.

AGQ. Menarca IV3A,
G. P. A C
Embarazos anteriores con pre-cclampsia.

Cuadra clinico

DIAGNOSTICO

TA,

Via de Interrupcidn del Embarazo.

Datos del producto  Sexo.
’ Apgar
Peso

Capurro

Labstix

No. Munestra

L Ongen:

Parejas sexuales.
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ANEXC 2
DESCRIPCION CLINICA E IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DEL

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASEII Y TNF o EN PACIENTES
MEXICANAS CON PREECLAMPSIA LEVE Y SEVERA

FORMA DE CONSENTIMIENTO.

Se me explicd que este estudio es de wvestigacion en relacion a Iz enfermedad que estoy presentando en mi
embarazo Presclampsia,

Tambrién se me informd que la muestra de sangre serd utitizada para extracr ef DNA y que este solo serd
empleado para fines de éste protocolo de mvestigacion ¥ que mi parhicipacidn consistird en lo sigmenter

Seré necesario que me tomen una muesta de sangre del brazo exclusivamente.

M historza clinica y la mformacion que se obtenga de éste estudro son confidenciales
No se presentara algin dafie fisico por la toma de la muestra,

Estoy coﬁs:en‘te que al tomar parte en &ste estudio es totalmente voluntario,

Todos los demas estudios reahizados durante nu estancia en el servicio, no formaran parfe
de la mvestigacdn,

Todo fo antersormente expuesto me lo explicaron cuidadosamente y me dieron tiempo para formular
preguntas recibiendo respuestz a todas.

FECHA-
FIRMA DE PACIENTE, FIRMA DEL INVESTIGADOR.
FIRMA DE TESTIGO T FIRMA DE TESTIGO 2,
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CID

DPPNI

DHL

EDTA

HLA

HILA-DR

HSP
HTA
IRA
MHAC
OR
PCR
RCIU

PGI2

GLOSARIO

Coagulacion intravascular diseminada,

Desprendimiento prematuro de placenta normalmente insertada,

Deshidrogenasa lactato.

Etilendiaminotetroacético.

Histocompatibility lencocite antigen, por sus siglas en inglés

Moléculas que se expresan en la superficie de las células y que tienen que

ver con &l autoreconocimiento y rechazo de transplantes.

Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad gue se encuentran en

la regién DR o también lamada clase II que incluye ademaés a los HLA-DP

yDQ.

Proetinas de shock térmico.
Hipertension arterial.

Insuficiencia renal aguda.

Complejo mayor de histocompatibifidad.
Razén de momios

Reaccién de cadena de polimerasa.
Retardo de crecimiento infrauterino.
Prostaciclina.

Riesgo relativo.

TESIS CON
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TGO
TGP

TNF

TXA2

SNC

Grupos sulfidrilos.

Transaminasa glutamico oxalacetico.

Transaminasa glutdmico del pirlivato,

Factor de necrosis tumoral o y B sustancia con propiedad inmunoiégica que

coniribuye en la respuesta inmune del ser humano.

Tromboxano,

Sistema nervioso central.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

78



. BIBLIOGRAFIA.

1.-Gustaaf A. Dekker MD: Etiology and pathogenesis of preeclampsia: Current concepts.

Am. J. Obstet. Gynecol. 1998, 179: 1359-75.

¥

2.-Christopher W:G: Redman M:D. Preeclampsia an excessive maternal inflammatory

response to pregnancy. Am. J, Obstet Gynecel 1999, 180: 499-506

3.-Redman*C.W.G, Sargent LL. Placental debris, oxidative stress and preeclampsia.

Placenta 2000; 21: 597-602.

4.-Gustaff A; Dekker Risk factors for Preeclampsia. Clinical Obstetric and Gynecology.

1999; 42 (3): 422-435.

5.~ G. Chen, R, Wilson Tumor necrosis factor-alpha { TNF o )} gene polymorphism and
expression in preeclampsia. Blackwell Science Lid, Clinical and Experimental Inmmology

1996, 104: 154-159,

6.-Clinicas obstétricas y ginecologicas 1/1991, Interamericana McGraw-Hill. P 27 -33

7.-Vitelo Velasco M. Prevencion y tratamiento de Preeclampsia-Eclampsia. Rev. Med,

IMSS 2000 38(2): 139-147,

o TA TESIE NO SALFR

DE LA BIRLIGTECE 7



18.-Johnston N Moodley J Genetic suscepibility to eclampsia and miscarriage Br J Obstet

Gynaecol 1989: 96.369.

19 -Bouteiller P. Sargent .. HLA class I molecules in the placenta: Which ones, Where

and What for? . Placenta 2000: 21 (supplement A 14 }; 393 - 8 96.

20.-Rukavina D. Vince G. Roles of cytokines and Inmune cells at the interface. Placenta

2000: 21 (supplement A 14); §97-599.

21 -King A. Hiby S.E. Gardner L. Joseph 8. Bowen J.M. Verma S. Burrows T.I). et al.
Recognition of trophoblast HLA class I molecules by decidual NK cells receptors. Placenta

2000 21 (supplement A 14); S-81- S-85.

22 -Kovatz S main EK. Librach C Stubblebine M. Fisher S]. DeMars R.A.class I antigen,

HILA-G expressed in human trophoblast. Science.1990:248.220.
23 -Campbell R D. Trowsdale J. Map of the human NHC Inmunol Today. 1993.14:349

24 -Chen Y. Devis M:M: How alpha and beta, T-cell receptors "see" peptide/MHC

Complexes. Inmunol, Today (1993), 14; 597 - 602.

25 -Vyse I T: Morley B:J: The analysis of genetic suceptibility in HLA in healt and disease

2nd and edited by R. Lechler and A Warrens London UK. Academic press 2000 107 -129

0



26 -Warrans AN: Lechler RI: Mechanismos of HLA and disease 2nd and edited by R.

Lechler and A Warrens London UK Academic press 2000 129 -- 135

27 -Yammamoto Furosho JK Granados J El complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) y las enfermedades autoinmunes, Revista colombiana de reumatologia 1997: 4 (1);

1625

28 -Erlich HA. Polymerase Chain reaction-based methods of HLA typing HLA in health

and disease 2th edited by Lechler and A Warrens London UK. Academic press 451-462

29 -Stites DP  Terr AL Inmunologia humana y basica 7* edicidn, México Manual modemo

1994, 65 -88.

30.-Abbas AK. Lichman AH Pober JS. Tnmunclogia celuar y molecular Sa ed. Madrid

Espafia, McGraw-Hill, 1999; 105 ~122.

31 -Cooke A Regulation of the immune response in; immunology by roitt I. Brostoff' J.

male D. 5th ed; London UK Mosby: 1996; 171 - 78.

32 -Deer A S. Fuggle SU. Fabre ] W. The detalled distribution of MHC class I antigens

in normal human organs. Transplation 1984. 38;293 - 298

33.-Wilson A.G. Vries M N, Pociot F. Giovine F 8. Van der Putte LBA Duff GW. An

{FALLA DB ORIGEN | ol




allelic polymorphism within the human tumor necrosis factor alpha promoter region is

strongly associated with HLA Al, Bg, and DR3 alleles. T BExp. Med 1993;: 177: 557-560

34 -Marzi M; Vigano A; Trabattoni D; Villa ML; Salvaaggio A; Clerici E; et al ;
Characterization of type I and type 2 cytokine production profile in physiologic and

pathologic human pregnancy, Clin Exp Immunol 1996; 106: 127 -133.

35 -Hernandez C:G; Tenorio-Ramos J. Vadillo-Ortega F Arechavaleta F:V. Jimenez-
Zamusio L. Ahued-Ahued J:R. Etal Factor de necrosis tumoral alfa e interleucina I beta
en los compartimentos intravascular materno, fetal y retroplacentario en parto a tdrmino y

pretérmino. Ginec Obst. Mex. 2000; 68: 105-112.

36-Villanneva EL A , Alanis L. Factores prondsticos asociados a la progresion de

preeclampsia a eclampsia. Ginec Obst Mex 2000; 68 : 312-316.

37.-David C Kilpatrick, William A Association between suceptibility to pre-eclampsia

within families and HLA-DR4 The Lancet, november 4, 1989 1063 ~ 1064

38 -Charles Hoft Keith Peevy Matemnal fetal HLA-DR4 relationships and pregnancy —

induced hipertension, Obstetric and Gyneol Vol 80; No 6 december 1992

39 - Leslie Iffy, Obstetricia y Perinatologia. Tomo IL, editorial panamericana P.1276-80

i

yﬁ i uGiZ %
LpALLA DE ORIGEN

— B2



