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IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DEL
COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN
FAMILIAS MEXICANAS CON PREECLAMPSIA Y FISIOPATOGENIA
DE LA ENFERMEDAD.

RESUMEN

JUSTIFICACION: Varios estudios muestran que el Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC) participa en la ﬁsuopatogema de la hipertension arterial
inducida por el embarazo

HIPOTESIS: Existen marcadores genétlcos dentro del MHC que_predicen el
desarroll6 de preeclampsla : : RN R

OBJETIVO: Determinar los’ haplotxpos del Mlin‘én mp}é(és Vnyhlje‘égla'fﬁpsia‘ al

igual que en sus esposos Yy hermanas. Des
enfermedad

familiares.

PROCEDIMIENTOS: Reclutar

especificos de alelo (ASO),

cadena de la pollmerasa(F’CR)." .
AN/LISIS ESTADISTICO: Paré 'analizar ‘las - d|ferenClas entre fos casos y
controles, se analizaron pruebas de’ estadistnca no parametnca tales como Chi
cuadrada y exacta de Fisher, estableciendo e!,ne.sgo,_r_e,lat . (RR)_como_razon de




momios (OR) y corrigiendo el valor de “p” por el numero de comparaciones
(meétodo de Bonferroni) todo ello usando el paquete estadistico EPIINFO.

INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enfermedad exclusiva de la gestacion humana, que
lleva a morbimortalidad perinatal elevada y que se caracteriza por el aumento de
la presion arterial y proteinuria durante la segunda mitad de la gestacion. Se
presenta'en todas las poblaciones con una incidencia general que varia entre el §
y 7%:; sin embargo, diferencias geograficas, socioecondémicas y raciales hacen que
la incidencia en algunas areas sea hasta tres veces mayor.

El diagndstico actual de PE se basa en criterios clinicos y de laboratorio, segun el
reporte de la National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy.(1) Se deﬁne como preeclampsia a ia presencia
de una presion arterial sistélica 2 a 140 mmHg o présién arterial diastdlica =z a 90
mmHg, asociada a proteinuria, considef’ad’a‘_ como. una excrecion = 0.3g de
i n' 'avlolv"rzsomgldl (= 1 + por tira
n s'errdetectados a partir de

proteinas en orina de 24 horas, que equijval

rear tiva) en una muestra al azar. Estos h

la semana 20 de gestacidén en una mu;er prev e sana.

La PE se ha definido como la enfermed ad ultlples teorias, dado que

ninguna de ellas ha podido! expllcar enla to alidad su orlgen y desarrolio. Hay
algunos hallazgos. comunes y constant” ; klas pamentes que desarrollan PE,
tales como invasion superf‘c:al del cntrotofoblasto endovascular en las arterias
espirales, una exagerada respuesta mflamatorla y una inapropiada activacion de

las células endoteliales. (2) Pero los mecamsmos detras de de estos hallazgos son




desconocidos. Estudios previos han mostrade que la presencia de bajo consumo
de calcio en la dieta previo a la gestacion, primigravides, incremento en la edad
materna, hiperntension arterial cronica, obesidad, raza negra, diabetes gestacional,
nivel socio-econdmico bajo, antecedente personal de PE y gestacion multiple son
factores de riesgo para el desarrollo de la PE. Recientemente se ha sugerido
como factores de riesgo para presentar esta entidad el incremento de triglicéridos
y colesterol LDL, la disminucion del colesterol HDL, hiperhomocisteinemia,
infecciones del tracto genitourinario y mala adaptacién inmune; (3,4) sin embargo,
en conjunto ellos no explican el desarrollo de Ia enfermedad.

GENETICA Y PREECLAMPSIA

Aunque la mayoria de casos de PE. son esporadlcos, se acepta que factores
genéticos juegan un papel importante en eI desarrollo de esta enfermedad sin
embiargo, la forma de herencia no stgue Ios modelos clésxcos de herencna
Mendeliana. Estudios en familias han determmado que

s fam lares en prlmer

grado de consanguinidad de una mujer con PE tl veces mayor rlesgo de

presentar la enfermedad. lgualmente las fammares en segundo grado tlenen un

riesgo incrementado de 2 a 3 veces, comparado con aquellas mu;eres en cuyas
familias no hay historia de PE. (5,6) Este tlpO de predlsposmlén famlllar a la
definicion de la PE como una enfermedad comple;a donde los factores geneticos

que contribuyen a su origen suelen ser miultiples,’ mter_actuando dos o mas genes
entre si, herencia poligénica, o al interactuar dos o mas genes con diferentes
factores medio-ambientales, herencia multifactorial, .donde heterogeneidad
gen :tica del individuo determina diferentes respuestas a un factor externo.
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PATOGENIA DE LA PREECLAMPSIA
INSUFICIENCIA PLACENTARIA

Debido a que la preeclampsia s6lo se presenta durante el embarazo vy,
aparentemente, requiere de la presencia de la placenta para iniciarse, la mayoria
de las evidencias sefialan como punto de partida de la enfermedad la insuficiencia
placentaria. Una pobre perfusidn placentaria puede presentarse por implantacion
anormal (mediada genética y/o inmunoldgicamente), enfermedad microvascular
y/o aumento de tamano placentario.




LOON ANDORMAL

Cuando ocurre el proceso de implantacion embrionaria en el ser humano, las
célu'as trofoblasticas desplazan, disocian y sustituyen a las células epiteliales de
ila decidua materna, siguiendo con invasion de la membrana basal y del estroma
subyacente hasta finalizar en cambios en la estructura vascular uterina. Para ello,
se producen una serie de cambios: durante los estadios tempranos del embarazo,
se presentan cambios histoldgicos en las arterias terminales espirales, situadas en
la decidua materna, que se caracterizan por desintegracién de la lamina elastica
interna, por lo que sélo permanece una delgada capa de membrana basal entre el
endotelio y la capa muscular . El siguiente cambio ocurre entre laé semanas 6y 12
de la gestacion, periodo en el cual las arterias espirales son invadidas por tejido
trofoblastico extraembrionario, que sustituye a las ceélulas endoteliales y permite su
dilatacion. Posteriormente, la invasion alcanza las arterias radiales del miometrio,
durante las semanas 14 a 20 de la gestacién. Los cambios descritos en la
estructura vascular. permiten que se dilaten estas arterias, disminuyendo asi la
resistencia L'Jtero-placentéria y,. con ello, aumentando el flujo a través de las
mismas. Sin embargo, en la preeclampsia la irrupcion trofoblastica no alcanza a
las aneriésrrérdia}e»s.'. por lo que se produce un aumento en la resistencia vascuiar,

lo cual se traduce en una disminucion de la circulacion Utero-placentaria.

FACTOCRES INMUNOLGCGICOS

Diversos estudios han reportado que la preeclaf'npsia aparece con mas frecuencia
durante el prlmer embarazo, es mayor su lncudencla cuando ocurre cambio de
paternidad y, disminuye su mcndem:la mientras mayor sea la actividad sexual que
antecede a la con}cepc!én. VEstos hechos. se. compag:nan con la idea de la
existencia de fneéaniSmos inmunes ihvdlucrédbs'éh e! proceso, por lo que algunos
mvestlgadores han propuesto que el reconocnmlemo mmunolognco en el embarazo
es esencial para el éxito del mismo, pues ademas de permitir prevenir el rechazo
del hemlalom]erto (la 'mitad de la carga genética es paterna), faculta el estimulo
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para la descarga de citoquinas y factores de crecimiento, los cuales promueven la
progresion y desarrollo del producto de la concepcion .

En la preeclampsia se han encontrado diferentes alteraciones inmunologicas. Con
relacion al compromiso de la inmunidad humoral, se ha reportado disminuciéon en
ios niveles circulantes de inmunoglobulinas (1gG e IgM), de anticuerpos
bloqueadores y de las fracciones del complemento C3 y C4. En la preeélampsia .
existe, en contraste con embarazos normales, una respuesta inadecuada de
anticuerpos maternos, donde el sistema reticulo endotelial no elimina los
antigenos fetales que pasan a su circulacién. con lo que se forman complejos
inmunes, que causan dafo vascular y activacidn del sistema de la coagulaciéon. En
referencia a la inmunidad celular, se sabe que los antigenos fetales inducen
reacciones de inmunidad mediada por células. Por otra parté, se sabe que la
decidua media el reconocimiento inmunologico del trofoblasto. Ademas, se ha
identificado 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 esta en
relacion con el reconocimiento y mantenimiento del embarazo. También, se ha
hallado en la preeclampsia una mayor actividad de neutrdfilos, lo que contribuye a
la lesion vascular por liberacion diferentes agentes. ’

PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacidon lipidica es un proceso que ocurre normalmente a bajos niveles en
todas las células vy tejidos. Involucra la conversion oxidativa de acidos grasos
insaturados a productos primarios conocidos como hidroperdxidos, 1o cual surge
de un proceso de ataque por radicales libres. La reaccidn se inicia. cuando el
radicai libre le quita un atomo de hidrogeno a una cadena latera! de un acido graso
poliinsaturado, o cual deja un electrén desapareado sobre un atomo de carbono.
A su vez, el radical carbono asi formado reacciona con el oxigeno, con 10 cual se
crea el radical perdxilo. que es altamente reactivo y puede unirse a proteinas de
membrana o a cadenas laterales de acidos grasos adyacentes, originandose con




todo ello una reaccion en cadena. El proceso cuimina cuando se agota el sustrato
y se produce la liberacion de quantos de luz.

En nuestro organismo hay una gran variedad de sistemas antioxidativos para
controlar, aunque no eliminar este proceso, entre los cuales estan las enzimas
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, asi como otros sistemas no
enzimaticos que incluyen a vitamina C, tocofero! y ceruloplasmina, entre otros .

Se produce un estrés oxidativo cuando la accidon de los mecanismos antioxidantes
es sobrepasada por el proceso de oxidacion, siendo la peroxidacion lipidica una
importante manifestacion del mismo. Aunque el estrés oxidativo afecta muchos
componentes celulares, involucra principalmente a los acidos grasos
poliinsaturados y a los grupos tioles de las proteinas. Un proceso descontrolado
de peroxidacion lipidica es capaz de ocasionar cambios en ia composicion quimica
y deterioro en la organizacion ultraestructural de las membranas celulares lo que
se puede traducir en disminucion de fiuidez, cambios de permeabilidad e
inactivacion de receptores y enzimas unidas a las mismas. E| estrés oxidativo
también puede causar dafios en la estructura de las enzimas, a travées de la
oxidacion de grupos sulfidrilos (-SH) de los centros activos de las mismas, por
modificacion de la estructura de los aminoacidos o mediante la formacion de
bases de Schiff.
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En los embarazos normales se producen incrementos en el grado de peroxidacion
lipidica y en el 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 la preeclampsia se traduce en mayores niveles de
radicales libres e hidroperoxidos que los encontrados en embarazos normaies,
haciendo insuficiente la acciéon de los mecanismos antioxidativos.

Otro mecanismo que contribuye al incremento de la peroxidacion lipidica, en la
preeclampsia, es el de la activacion de neutrdfilos, con lo que se aumenta la
secrecion de sustancias como elastasas, proteasas y radicales libres. las cuales
pueden causar dafno tisular, al promover peroxidacion lipidica, lisis de células
endoteliales, disrupcion del endotelio e incremento de la permeabilidad vascular.

DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular es una barrera fisica y metabdlica que regula el transporte
capilar, controla el contenido de lipidos del plasma, participa en procesos de
hemostasis y modula la reactividad del musculo liso vascular en respuesta a

distintos estimulos vasoactivos. Las funciones relacionadas con la prevencidén de
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la coagulacién, y la modulacién del tono vascular, tienen especial relevancia en el
caso de la preeclampsia.

Cuando se dafa al endotelio, éste pierde su resistencia natural a la formacion de
trombos. iniciandose el proceso de coagulacién sanguinea a través de las vias
intrinseca (se activa por contacto) y extrinseca (por factores tisulares). Por otro
lado. las plaquetas activas se adhieren a la monocapa de células endoteliales
cuando existe dafno en estas ultimas, lo cual permite la agregacion plaquetaria y la
liberacion. de tromboxano Az (TXA:2). Por consiguiente, al establecerse la
disfuncion del endotelio, no sorprende que en la preeclampsia se observe una
mayor sensibilidad vascular a las substancias vasoactivas. Existen muchos
trabajos que evidencian el desbalance entre las substancias vasodilatadoras
(prostaciclinas. prostaglandina Ez y o&xido nitrico) y las wvasoconstrictoras
(angiotensina I, TXA;, endotelina y serotonina). La misma placenta produce
factores que alteran al endotelio, ya sea en forma directa o indirecta. a través de la
liberacion de citocinas. fragmentos de trofoblastos circulantes y radicales libres,
entre otros factores.

CAMBIOS EN EL SISTEMA DE COAGULACION .

Diferentes estudios han demostrado que en la preeclampsia ocurre una activacion

de la coagulacion. Por ejemplo, el principal anticoagulante fisioldgico, la

antitrombina I, esta disminuido en este proceso, lo cual se relaciona con su

consumo y la severidad de la enfermedad. Mas aun, hay menor actividad

fibrinolitica, probablemente, como consecuencia del aumento del inhibidor del

activador del plasmindgeno tipo 1 (PAl-1). El PAI-2, de origen placentario, esta _
disminuido y el activador tisular del plasmindgeno endotelial (t-PA) se halla

elevado. Inclusive. en la preeclampsia se ha demostrado la aparicion de

trombocitopenia e incremento de la activacion plaquetaria.
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DESBALANCE EN LA RELACION PROSTACICLINA TROMBOXANO

Las células endoteliales se encuentran en intima relacidon con la sangre, lo cual las
expone a una elevada presion parcial de oxigeno, creandose asi un ambiente muy
vuinerable y susceptible para que se establezca un proceso de peroxidacion
lipidica. Elevados niveles de perdxidacion lipidica conducirian a disfuncion
endotelial. por induccién de constriccion del muscule liso vascular: incremento a
las respuestas presoras de la angiotensina Il y alteracion en la actividad de
enzimas responsables de importantes reacciones bioquimicas. Entre éstas ultimas
tenemos: la prostaglandina endoperoxido sintetasa. la cual cataliza la conversion
del acido araquiddnico a prostaglandina H» (PGH:): la prostaciclina sintetasa. que
cataliza la conversion de PGH; a prostaciclina (PGlz): vy la TXA; sintetasa, que
cataliza la conversion de PGH2 a TXA; . Numerosos estudios. muestran que la
ciclooxigenasa funciona adecuadamente a bajos niveles de peroxidacion lipidica.
siendo niveles elevados de perdxidos lipidicos inhibitorios para la enzima. Por otro
lado. altos niveles de perdxidos lipidicos no inhiben la actividad de la TXA:
sintetasa. Estos hallazgos explican el desbalance de la relacion PGiyx/ TXA; a favor
de éste ultimo que se produce durante la preeclampsia, y explican los eventos de
vasoconstriccion general y aumento de la agregacion plaguetaria caracteristicos
del sindrome.

ELEVACION DEL CALCIO INTRACELULAR

En la preeclampsia se presentan alteraciones en el metabolismo del lon calcio.
Varios estudios han reportado un aumento de! contenido de calcio idnico
intracelular en eritrocitos, linfocitos, plaguetas y tejido placentario y, ademas, las
concentraciones de calcio en las células endoteliales del corddn umbilical
presentan notables oscilaciones con la enfermedad. A diferencia de los embarazos
normales. en la preeclampsia los niveles de la hormona paratiroidea se
encuentran significativamente elevados y los de la 1,25-dihidroxivitamina Das,
bajos. Estas circunstancias pudieran explicar la menor excrecion de calcio urinario
y la reduccion en la absorcidon intestinal de Ca®" que se presentan en la
preeclampsia. todo ello traducido en un menor contenido de Ca?” libre en e! suero.




Un incremento en los niveles intracelulares de calcio bien pudiera explicar algunos
eventos fisiopatologicos de la preeclampsia. Por ejemplo, el aumento de calcio
intracelular en ta musculatura lisa de las arteriolas podria aumentar el tono
vascular y la resistencia vascular periférica, con la consiguiente apariciéon de
hipertension arterial diastélica, casi siempre presente en la enfermedgd. También,
un incremento en el contenido de caicio plagquetario podria favorecer su activacion,
agregacién y formacion de microtrombos, consumo de fibrinogeno y el estado de -
coagulacién intravascular diseminada presente en la forma severa de la
preeclampsia.

FACTORES GENETICOS

La eticlogia genética de la enfermedad se ha ido reportando desde hace varios
afos. De estos estudios, la mayoria de los autores han establecido una herencia
de tipo autosdmica recesiva; no obstante, 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 y, 16% en
nietas: en contraste con un 6% en nueras. Por otra parte. como se comentd
previamente. estudios de biologia molecular muestran asociacién entre genes del
sistema del antigeno leucocitario humano y la preeclampsia. ’

Variantes moleculares del gen del angiotensindgeno han sido relacionadas con ia
HTA esencial y. por consiguiente, se ha postulado una implicacion parecida para
las pacientes preeclampticas. En este sentido, se ha certificado una asociacion de
la variedad M235T del gen angiotensindégeno y la preeclampsia.

Se ha reportado una correlacidn muy alta entre una historia previa de
preeciampsia y la presencia de la mutacién conocida como factor V de Leiden.
Esta correlacion es sumamente importante, ya que el factor V de Leiden esta
asociado con resistencia a la proteina C activada y, consecuentemente, con la
aparicion de trombosis venosas.
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ENFERMEDADES MATERNAS PREDISPONENTES

Existen ciertas enfermedades que predisponen a la aparicion de la preeclampsia,
como son la HTA cronica, las enfermedades wvasculares del colageno y la
diabetes, entre otras. Asi, por ejempio, el incremento en los niveles de lipidos y de
radicales libres en el suero, medidos en |la diabetes y en |la obesidad, podrian
incrementar la peroxidacion lipidica a nivel de membrana celular y predisponer a
dafno endotelial. Por su parte, la HTA cronica puede causar dano a los capilares
glomerulares, !o cual produce proteinuria e insuficiencia renal progresiva y ejerce.
al menos en parte. efectos sistémicos por dafo endotelial.

La preeclampsia se presenta en alrededor del 7% de los embarazos que no
terminan en abortos de | trimestre. Seria muy util identificar las mujeres en riesgo.
No existe una verdadera paciente tipica. Sin embargo, hay ciertos rasgos mas
caracteristicos en mujeres que desarrollan preeclampsia. El mas importante es la
nuliparidad. La preeclampsia es una enfermedad el primer embarazo. Al menos
dos tercios de los casos ocurren en él 85% Primigestas. Se cree que la
preeclampsia es mas comun en mujeres de estrato socioecondédmico bajo. Sin
embargo. no ha podido confirmarse en estudios poblacionales. La eclampsia, por
el contrario, esta fuertemente ligada a estratos bajos. Por esto, la falta de cuidados
obstétricos adecuados en las mujeres indigentes es un factor importante en la alta
incidencia de eclampsia. Hay relacidon entre los extremos de la edad feéertil y el
desarroiloc de preeciampsia-eclampsia. La mayor incidencia en jovenes esta
asociada al hecho que también es su primer embarazo. Sin embargo, la mayor
incidencia en mujeres mayores es independiente de la paridad.

Desde el punto de vista de la raza, los negros tendrian mayor incidencia. Sin
embargo. no ha podido establecerse con claridad.

Una caracteristica a la que frecuentemente no se da importancia es el hecho que
la incidencia es mayor en hijas y hermanas de mujeres preeclampticas. En el
estudio de Aberdeen. Escocia. se encontré una incidencia 4 veces mayor de
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preeclampsia en la hermanas de mujeres con antecedentes de haber hecho ia
enfermedad. Chesley y Cooper (1986) evaluaron preeclampsia en hermanas,
hijas, nietas y nueras de mujeres que habian presentado eclampsia. La incidencia
de preeclampsia fue: hermanas 37%, hijas 26%, nietas 16%, nueras 6%. Aunque
la informacidon genética disponible sobre preeclampsia es controversial, pareciera
que ciertos tipos de HLA son mas comunes en madres y fetos de embarazos con
la enfermedad.

Otras patologias predisponen a preeclampsia. La diabetes se complica
frecuentemente con preeclampsia, con incidencias reportadas de hasta un 50%.
La preeclampsia también es mas frecuente en mujeres hipertensas crénicas. En
varios estudios la incidencia ha alcanzado un 20%.

Algunas condiciones del embarazo también aumentan el riesgo. La incidencia es
de alrededor de un 30% en embarazos gemelares. La preeclampsia puede
presentarse hasta en un 70% de las pacientes que cursan embarazos molares y
se presenta mas precozmente en la gestacion. De hecho, en casos de aparicion
de preeclampsia antes de las 24 semanas, debe descartarse embarazo molar.
Una variante interesante de preeclampsia se ve en hidrops fetales, ya sea
inmunologico © no inmunolégico. Esta situacion puede darse precozmente en la
gestacion, con signos y sintomas de preeclampsia severa. Hay proteinuria masiva
y marcado edema y alza tensional. A pesar de esta severidad, en estos casos la
eclampsia es una complicacion rara.
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RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA.,

LLa concentracion de los componentes de este sistema estan incrementados en el
embarazo normal, y reducidos en la PEE por la menor liberacién de renina renal

en estas pacientes.

En la PEE la aldosterona, All, y renina estan en concentraciones disminuidas con
una ratio aldosterona/renina aumentada., aunque existe una reactividad
aumentada a la respuesta adrenal con All.

Se ha encontrado que la infusion de ACTH en bajas dosis estimula la aldosterona
en mujeres con embarazo normal, pero esta respuesta es considerablemente
menor en la PEE, asi la ACTH no parece que pudiera estar implicada en la
produccion de altos valores de la ratio aldosterona / renina que existen en la PEE.
En resumen en la mujer con PEE hay una sensibilidad aumentada a este sistema,
ya sea por aumento de otras sustancias vasoconstrictoras, por deficiencia de
factores vasodilatadores, o por cambios en las estructuras vasculares. Queda
claro que la All, juega un papel importante en la regulacion del flujo sanguineo

placentario.




En resumen podriamos concluir, que existe una susceptibilidad genética y unos
factores inmunoloégicos, o una mala adaptacion inmunitaria entre el aloinjerto fetal
(paterno) y el tejido materno que causarian una alteracion en la implantacion
uterina del trofoblasto. Esta alteracion de la implantacion. condicionaria un cambio
en la estructura vascular, resultando una disminucion en el flujo feto-placentario, io
que originaria una alteracion sistémica provocada por dano endotelial. sustentado
por factores de liberacion celular. produciendo cambios bioguimicos. entre los que
se incluyen: activacion de l|a cascada de coagulacion., incremento de la
sensibilidad de factores presores como la All, incremento en la relacion TBX/PGI2,
lo cual da lugar a fenomenos de vasoconstriccidon e incremento de la activacién
plaquetaria. liberacion de endotelial, etc... El efecto de ia vasoconstriccion sobre
los distintos érganos. originaria las alteraciones a esos niveles, por defecto de flujo
sanguineo. aparte de la formacion de trombos que causa la CID. que aumentaria
las alteraciones del flujo sanguineo a estos organos.

Aungue aun no se ha establecido el papel preciso de! dafo endotelial como
suceso que inicia la patogenia de esta enigmatica enfermedad, hay suficientes
claves como para considerar a la PEE como enfermedad multisistémica con
disfuncion endotelial como via final en su éausa y patogenia

La presion arterial media, el gasto cardlaco Y. la res:stencla vascular son las
variables que describen el tlpo de riego sanguine en 1a c Iacnon snstemlca.

Los determinantes del volumén plasmatico y‘r‘iemoc_ﬁn‘é:r‘hica' son:

*Retencion o excrecion de Na'y agua

~Salida de agua transcabilér..

Llenado cardiaco'y funcion ventricular.

*Resistencias vasculares




Para comprender la hemodinamica que caracteriza a la PEE es necesario conocer
fos cambios y caracteristicas del embarazo normal.

HEMODINAMICA EN EL EMBARAZO NORMAL

Las cifras de tension arterial disminuyen en el principio del primer trimestre, y
alcanza la maxima disminucion a la mitad del embarazo. La tension arterial
diastdlica disminuye mas dque la tensidn arterial sistdlica, creando asi un
incremento en la onda del pulso. La frecuencia cardiaca aumenta en el transcurso
dei embarazo. El gasto cardiaco aumenta casi un 40%, alcanzando el maximo a
las 32 semanas de gestacidn, permaneciendo mas o menos constante o
disminuyendo hasta el final del embarazo.

Las resistencias vasculares disminuyen durante la primera mitad del gmbarazo, lo
que se traduce en un aumento del gasto cardiaco. Cerca del embarazo a término
estas resistencias se elevan.

Asi en el embarazo normal, existe un volumen plasmatico elevado, acompanado
de vasodilatacion periférica, retencion’ gradual-de Na-y agua, e incremento .del
gasto cardiaco. : s :

HEMODINAMICA EN PEE:

La hemodinamica de la PEE se caracteriza por un auméi‘itb dye lés' resisiéncias
vasculares. hipertension arterial, disminucion de la perfusidn pél;'ifé:ryiéa y'del gasto
cardiaco. El volumen plasmatico esta - disminuido . en -la  PEE. Estudios
ecocardiograficos concluyen, que la reduccion del GC esta intimamente ligada al
incremento de la postcarga, y a una reduccion de la precarga. '




MODIFICACIONES DEL VOLUMEN INTRAVASCULAR

La retencion renal de Na y agua en la PEE, no esta presente en la 12 mitad del
embarazo, y probablemente ocurre cuando comienza la clinica. Esto podria ser
secundario a la disminucién de la filtracidn glomerular, mediada por el aumento de
la sensibilidad a la All.

Si el volumen plasmatico estuviese disminuido funcionalmente, seria de esperar
el haltazgo de cifras reducidas de este factor, que provocaria la retencion de sal y
agua. Estos datos contradictorios produjeron controversias en cuanto a la
naturaleza de la PEE.

- .Se ha demostrado que en la PEE el volumen plasmatico esta reducido, pudiendo
llegar a cifras de 30-40% de reduccién, y la distribucion de volumen corporal total
esta alterado. debido a una redistribucion del volumen plasmatico al espacio
extravascular, probablemente debida al aumento de permeabilidad capilar, por
rotura endotelial, y quizas por disminucion de la presidn oncodtica. lo cual
provocaria fendmenos de hemoconcentracién. Esta limitacion a la expansion de
volumen quizas esté entorpecida por la vasoconstriccion de los lechos de
capacitancia. sin embargo esta vasoconstriccion puede ser también la causa y no
la consecuencia de la pérdida de volumen intravascular. .

El edema pulmonar puede deberse a esta depresidon miocardica, pero la causa
mas importante es debida a extravasacién de fluidos por el aumento de la
permeabilidad capilar, y a la disminucion de la presion oncdética. .

HIPERTENSION ARTERIAL

La tensidn arterial tiene una enorme variabilidad durante el dia, la tensién arterial
sistolica puede variar hasta 40 mm Hg en dos tomas distintas, y |a tension arterial
diastolica hasta 30 mm Hg. Este factor habra que tenerilo en cuenta a la hora de
valorar las cifras tensionales.
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Uno de los hechos de la PEE es la pérdida del ritmo circadiano fisiolégico de la
tension arterial. En las gestantes normales y en las hipertensiones cronicas. las
cifras tensionales se presentan mas elevadas durante la mafana, descendiendo a
lo largo de la tarde hasta alcanzar su punto mas bajo por la noche. En la PEE las
cifras mas alitas se observan durante la noche, o cual hay que tenerlo en cuenta a
la hora del tratamiento.

Conocido es. que la hipertensidn arterial no suelen ser de aparicion aguda sino
gue son progresivas. La evolucion tensional a lo largo del embarazo no patoldgico
presenta un descenso en el 2° trimestre con discreta elevacion posterior. En la
PEE la tension arterial se eleva a partir de la semana 22. Esto explica la
conveniencia de un control lo mas precoz posible en el embarazo tanto desde el
punto de vista diagnostico como terapeéutico.

EDEMAS

La presencia de edemas no condiciona el diagnostico de PEE, a pesar de su
frecuencia. Su localizacion mas frecuente es en la cara y en ias manos, con
caracter persistente a pesar de reposo, y la gravedad del cuadro pueden hacerlo
generalizados. En el grado mas extremo pueden generar edema pulmonar.

En un embarazo normal el volumen corporal se incrementa en 2-3 litros, mientras
que la PEE puede llegar a 20 litros. Unos de los controles que mejor indica este
aumento del volumen corporal es la medida del peso corporal. Se considera como
normal una ganancia de 500 gr. cada semana . Si el incremento del peso cambia
de manera aguda, o las cifras aumentan mas de lo expuesto anteriormente
deberia pensarse en el cuadro de retencidon hidrica., que puede no manifestarse
todavia como edemas. No se ha comprobado correlacidn entre la gravedad de la
hipertension arterial y |la cantidad de edemas. Tampoco se ha podido demostrar un
peor pronostico fetal en gestantes que desarrollaron edemas sin hipertensidon
arterial.




PROTEINURIA

La eliminacidon de proteinas en la orina en el curso de un embarazo normal no es
infrecuente, y no tiene por qué tener un significado patolégico. En la PEE es un
signo de gran importancia, aunque nco es de aparicion obligatoria, es una
consecuencia de la vasoconstriccion renal, o bien de las alteraciones morfolégicas
que suceden en el giomérulo, siendo la proteina que mas se pierde; la 'albuminaA
Se considera anormal la eliminacién de mas de 3 g. de proteinas por la orina en

24 horas, o de mas de 0,5 mgr. en una muestra Unica.

La proteinuria debe cuantificarse en 24 horas, ya que no existe una uniformidad en
la eliminacidén de proteinas por orina a lo largo del dia. Normalmente la proteinuria
aparece en una fase posterior al incremento de peso y al inicio de la hipertension

arterial.

Existe una gran correlacion entre el grado de proteinuria y la gravedad del cuadro, ’
al igual que sucede con el prondstico fetal, lo cual concede a este fendmeno un

indudable valor prondstico.
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Una nulipara joven, con HTA, proteinuria, hiperuricemia, edemas e historia familiar
de toxemia representa el ejemplo de PEE tipica. Del mismo modo, una gestante
obesa. con antecedentes familiares de HTA, mayor de 35 afcs y presion arterial
mayor de 140/80 mm Hg antes del embarazo. constituye un caso evidente de HTA
cronica. Sin embargo. en la practica clinica habitual, probablemente mas del 50%
de los casos de hipertensién del embarazo no se ajustan a ninguno de estos
patrones.

LLa PEE leve frecuentemente se confunde con la HTA transitoria o gestacional. En
ausencia de proteinuria franca, quiza no deba aceptarse el diagnostico de PEE. La
forma mas precisa de medirla es cuantificarla en orina de 24 horas y comprobar
que es > 0.5 g. La proteinuria se produce de forma caracteristica en ausencia de
otras alteraciones de tipo nefritico (hematuria. cilindros hematicos) o nefroético
(lipidos birrefringentes. cilindros céreos) en el sedimento. Asi en la PEE el
sedimento es irrelevante y casi siempre muestra abundante cilindros’ granulosos.
La presencia de un sedimento de tipo nefritico o nefrotico debe hacer sospechar la
posibilidad de enfermedad renal subyacente. El edema es un signo inespecifico:
pueden presentarlo hasta el 30-40% de las embarazadas normotensas o pueden
asociarse a una HTA transitoria sin que el hecho tenga mayor relevancia. Los
edemas periféricos en manos, cara son frecuentes en el embarazo normal, vy la
incidencia es similar en las pacientes con PEE y en las que no o presentan.

El examen del fondo del ojo es importante, asi la presencia de hemorragias,
exudados o cambios arteriolares proliferativos indican ia existencia de hipertension
cronica. El edema papilar no es un hallazgo frecuente en |la PEE y sugiere la
posibitidad de un tumor cerebral que produzca bhipertension intracraneal o
hipertensién arterial sistémica. El sintoma visuatl mas frecuente son los escotomas,
estos pueden progresar hasta desarrollarse una incapacidad para enfocar. vision
borrosa y en ocasiones ceguera, en la exploracion oftalmologica solo se aprecia
vasoespasmo. Las pacientes que desarrollan ceguera recobran la vision
rapidamente después del parto.
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Las cefaleas sueien estar presentes en las formas moderadas o graves de la PEE.
El dolor puede ser frontal u occipital, pulsatil o continuo, puede acompanarse de
sintomas visuales y suele llegar a ser muy intenso, sobre todo cuando precede a
la aparicion de convulsiones. El dolor en epigastrio 0 en el cuadrante superior
derecho junto a la presencia de nauseas y vomitos son frecuentes en las formas
graves de la enfermedad y suele comenzar antes de que aparezcan otros
sintomas. A veces su presencia suele atribuirse a indigestion, patologia gastrica o
biliar. La aparicién de este tipo de dolor en pacientes con hipertension grave suele
preceder a la presentacidn de convulsiones. La exaltacidn de los refiejos
osteotendinosos es frecuente y se debe a la irritabilidad del sistema nervioso
central.

Debemos tener en cuentan otras patologias, como lupus eritematoso sistémico,
pUrpura trombocitopenica trombotica, enfermedades renales, hepatitis,
enfermedades de la vesicula biliar, anemia hemolitica idiopatica o epilepsia. Si
bien en ocasiones el diagnostico es dificil, debemos tener en cuenta las siguientes
directrices: 1) La PEE grave no es frecuente en las pacientes multiparas, si estas
presentan hipertension grave, se debe sospechar la existencia de HTA crénica o
una enfermedad renal subyacente y deben ser sometidas a un protocolo minimo
que incluya la determinacion de anticuerpos antinucleares (ANA), anticardiolipina y
en ocasiones realizar una pielografia intravenosa, 2) Cuanto mas precoz sea la
aparicion de la HTA mayor sera la posibilidad de que esta se deba a o.tra patologia
diferente a la PEE, 3) La HTA es el elemento clave en el diagnostico diferencial de
la PEE. |la hepatitis, colecistolitiasis, la purpura trombocitopénica idiopatica. la
epilepsia y otras muchas patologias que pueden aparecer durante la gestacion no
se manifiestan con hipertensidén. Asi ante cualquier cuadro clinico confuso que se
presente durante la gestacion habra que sospechar siempre PEE. si éste se
acompana de HTA.




En los ultimos afos el diagnostico de HTA gestacional es cada vez mas frecuente.
Esta circunstancia puede estar relacionada por una mayor precision en el
diagnostico. y con el seguimiento prenatal de las embarazadas mas riguroso que
permite evitar el deterioro proteinurico. No hay que olvidar ei hecho de que en los
paises avanzados esta aumentando la edad media de las embarazadas.

T e T T RTA T THTA
DATOS PREECLAMPSIA |
{CRONICA 'GESTACIONAL

Hermoconcentracion
Trombopenia .
Proteinuria (>3 g/24h o .
>2++)

-+
Hiperuncemia(>6 mag/d})

+
Creatinina (> 1 mg/d?l)

+ [ -
AST . ALT.LDH :

-+ . -
Hipertension (<20

- R -
semana)

- i+ -
Antecedentes

Famihares

E! objetivo ultimo de la prevencion de la PEE exige tanto la identificacidn precoz
de la enfermedades las pacientes en situacion de riesgo como las est.rategias que
prevengan o eliminen la enfermedad. Se han utilizado los antecedentes familiares.
la nuliparidad y la prueba con cambio de posicidon (positiva si aumenta la TAD en
20 mm Hg al pasar de decubito lateral a supino), pero su valor predictivo es




escaso. Del mismo modo, ni el valor medio de la tension arterial durante e!
segundo trimestre ni la elevacion por encima del limite en el tercer trimestre fueron
significativos para poder predecir la aparicion de PEE. Con fines cientificos, se ha
utilizado con éxito la prueba de sensibilidad a la angiotensina (cantidad de
angiotensina Il infundida por kilo y minuto necesaria para elevar la presiéon arterial
diastolica 20 mm Hg) para identificar a las mujeres con riesgo elevado de
desarrollar PEE.
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COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Introduccién: Definicion y Nomenclatura:

El CMH, o Complejo (o sistema) Mayor de Histocompatibilidad es una region.
multigénica, altamente polimaorfica, ubicada en el ser humano en el brazo corto del
cromosoma 6. Esta presente en todos los vertebrados, y sus productos se
expresan en una variedad de células del organismo. Se habla de Complejo,
porque los genes estan estrechamente unidos y se heredan en bloque. como una
unidad. es decir, como un “complejo supergénico “o haplotipo._Un haplotipo es la
combinacion de genes en un complejo génico © en un cromosoma. £En este caso,
es la combinacion de alelos CMH presentes en los loci de un solo cromosoma. Por
ejemplo. un individuo podria tener el haplotipo HLA A2-B5-CW2-DR3-DQwZ2a-
DPWa4. Los homocigotos tienen dos haplotipos iguales en ambos cro}*nosomas 8,
mientras que los heterocigotos tienen 2 haplotipos diferentes. La region
cromosomica contiene mas de 40 genes y pseudogenes y ocupa un largo
segmento de DNA, con una extension de 3.500 —4000 kilo bases. Los productos
de estos genes se expresan en la membrar;a celular como heterodimeros
potipeptidicos de tipo globulinas. Son moléculas integrales de los complejos
reconocidos por los LT (linfocitos T). Por eso se dice que son moléculas de
reconocimientoc de antigeno, necesarias para iniciar una respuesta, junto con el
TCR del LT y la slg del LB. Entonces, el complejo HLA es un conjunto de genes
que controlan la expresion de moléculas que juegan un papel fundamental en la
regulacion de diversos aspectos de ia respuesta inmune.

En el hombre, el sistema lleva el nombre “HLA"” por Human Leukocyte Antigens,
va que se descubrid en los leucocitos. En el ratén, especie donde ha sido mas
estudiado, se llama sistema H-2 y se encuentra en ef cromoso.ma 17. Se
encuentran sistemas asi en todos los vertebrados, por lo menos hasta los anfibios,
pero no estan aun bien estudiados. T
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El CMH fue descrito por primera vez en 1936 por Peter Gorer en el raton, como
un’ locus genético que controlaba la expresion de diferentes antigenos en los
globulos rojos. Fue descubierto como tal en 1940, en el inicio de |la era de los
transplantes de érganos, a través del descubrimiento de que individuos de la
misma especie que compartian ciertas caracteristicas de los leucocitos no
rechazaban los injertos, es decir, eran histocompatibles, mientras que si no los
compartian, se producian violentos rechazos. Por eso el sistema se llamo “"de
histo-compatibilidad”. bautizado asi por George Snell en 1948. En el afio 1954
Dausset fue el primero en publicar que el suerc de pacientes politransfundidos
contenia anticuerpos que aglutinaban los leucocitos de ciertas personas y no de
otras. En 1958 definid el primer antigeno leucocitario. al que llamdé “Mac”
(corresponde al HLA-A2). El mismo ano, Rood y Payne detectaron anticuerpos
similares en el suero de embarazadas multiparas. A traves de muchos estudios,
liderados principalmente por grupos como el de Dausset en Francia y el de Snell
y Gorer, y después el de Terasaki y Opelz en EEUU, se llego a la caracterizacion
de los loci que actualmente se conocen : Locus A, Locus B y Locus CW ( se
designa CW para diferenciar de los componentes del complemento). cuyos
productos se detectan por anticuerpos. La "W" después de "A” o “B" indica que es
una especificidad HLA “provisoria” (aun no esta claramente definida, puede quye se
trate de un antigeno realmente. o de mas de un antigeno., o de una modificacion
de uno ya conocido). Por ejemplo BW 47. .
A fines de los aros 60 se describid otra region del sistema, cuyos productos no
siempre se pueden detectar por anticuerpos y requiere de reacciones de linfocitos
T ( técnica conocida como cultivo mixto de linfocitos) a la que, en el ratén, se
Itamo region la (1 = immune a = associated )por su asociacidon con caracteristicas
inmunologicas y cuyo homdlogo humano se conocid® como la-like, hasta que. en
1972, se identificd lo que primero se considero el locus D, el cual pronto se definid

como una region, que actualmente tiene por lo menos 3 loci conocidos: DR, DP y
DQ.




Organizacidon gendmica del CMH

Tras muchos estudios inmunogenéticos, y actualmente gracias a !a biologia
molecular, se han identificado tres regiones diferentes dentro del CMH, que
codifican productos diferentes en cuanto a su estructura quimica, distribucion y
funcion:
Clase |I: Corresponden a los loci A, B y C, (la biologia molecular recientemente ha
permitido determinar ademas los loci G y E, cuya funcion aun no esta clara) los
que codifican la expresion de los antigenos clase |, es decir, HLA-A. HLA-B y HLA-
C. Los loci comprenden una extension de aproximadamente 2000 Kb y estan
separados entre si por largas fibras de DNA. El| papel fisioldgico de estos
antigenos es la restriccion del reconocimiento antigénico por los LT CD8 (+),
citotoxico/supresor.
Clase Il: Comprende los loci de la region D, que codifican para los antigenos clase
i HLA-DR (A y By DQAyB)y Di’ (A y B). Hay otros loci que estan aun menos
estudiados. Los genes de la region D son los llamados hasta hace poco "genes IR”
(de respuesta inmune). responsables de los llamados “antigenos la". Participan en
la inducciéon de repuesta del LT CD4 (+) helper/ inductor.
Clase Ill: Corresponden a genes contenidos dentro de la regién, pero cuyos
productos no son estrictamente antigenos HLA. Originalmente se definieron comeo
genes para algunos componentes del complemento (C2. C4, BF). Actualmente se
sabe gue contiene una cantidad de diversos genes, como el de la 21- hidroxilasa y
otras enzimas involucradas en la sintesis de esteroides, u otros.
El hecho de gue estos genes estén dentro de la region cromosdmica HLA no esta
aclarado aun. pensandose en probables ventajas evolutivas.

Papel fisiologico del CMH

1) Conservacion de la especie: Los antigenos de histocompatibilidad se
descubrieron por:su participacion en el'rechazo de injertos. La capacidad de
distinguir lo propio de lo extrario es una caracteristica de tod

s.los _organismos
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2)

3)

4)

5)

pluricelulares, apareciendo ya en los tunicados y celenterados (pepinos de mar
y estrellas de mar) cOmo un mecanismo de mantener la identidad de la
especie. Se va haciendo cada vez mas sofisticado, hasta aparecer estos
sistemas genéticos en los anfibios y probablemente ya en los peces. Es el
mecanismo para destruir lo ajeno sin danar lo propio y lo fundamental para eso
es el gran polimorfismo de los sistemas genéticos (lo que permite la alta
variabilidad interindividual dentro de una misma especie) lo que asegura un
adecuado sistema de unidades de reconocimiento sobre las céiulas propias.

Ontogenia del Linfocito T: En la etapa de diferenciacion intratimica, los LT
“~aprenden” a reconocer los antigenos extrafios en el contexto de lo propio,
segun si van a ser CD4 (Clase I1) o CD8 (clase 1). Ahi se produce la selecciéon
positiva. y el linfocito que no tiene la capacidad de reconocer | o Il va a la
apoptosis.

induccidén y regulacion de la respuesta inmune : Por lo ya explicado, los
antigenos CMH son indispensables para la induccion de la respuesta, ya que el
{. T no reconoce, o reconoce muy pobremente al antigeno que llega en forma
soluble, y requiere del contexto CMH en |la membrana de la célula
presentadora. Por eso, la expresion de estos antigenos regula en cierta forma
la respuesta, ya que determina qué va a ser reconocido y como.

Presentacion de antigeno y regulacion de fase efectora de la
citotoxicidad dependiente del LT: También se desprende de lo anterior. A
nivel intracelular, los antigenos MHC en Ia célula presentadora participan en el
procesamiento del antigeno y, como ya se ha dicho, son criticos en la
presentacion antigénica.

Funciones no inmunolégicas: Se ha asociadeo al CMH con fendmenos
como el peso corporal en los ratones, la capacidad de poner huevos en las
gallinas y otros hechos que estan bajo control hormonatl, no descartandose que

puedan participar de alguna manera en receptores para hormonas.




Biosintesis y expresion de los antigenos HLA

Al hablar de expresion de‘antigenos HLA, se entiende que esto seg refiere a la
presencia de moléculas clase | o clase |l en la membrana de diferentes células

Las antigenos CMH son_traducidcﬁs desde el  mRNA en los ribosomas unidos a la
membrana. e insertados en la membrana. La transcripcion de los genes y la
expresion de los antigenos esta regulada coordinadamente.

Hay citoquinas que modulan la expresidon de jas moléculas clase | y clase |l en
diferentes tipos celulares.

Antigenos clase |: Se encuentran en todas las células nucleadas del organismo.
Su presencia es nula en el gldbulo rojo. Su expresidn es intensa en las células
linfoides, menos intensa en higado, rindn y pulmoén y escasa en cerebro, musculo
esquelético y trofoblasto velloso. Su expresidon es coordinada: A, B y C se
expresan al mismo tiempo en la superficie celular. .

Antigenos clase Il: Su expresion es mas limitada. Aparecen en las células que
participan en la respuesta inmune, en especial el monocito, macrofago, células de
Langerhans y otras CPA (célula presentadora de antigeno). LB, células
progenitoras hematopoyéticas y LT en algunas etapas de su activacion. Pueden
expresarse en células endoteliales y epiteliales bajo la accidn de algunas
citoguinas, como el interferon gamma .También, igual que los clase |, se expresan
siempre los productos de todos los loci D.

El sistema HLA desde el punto de vista genético es codominante: ambos alelos
se expresan en el fenotipo. Tienden a heredarse en bloque y la recombinacion
intra-sistema HLA es poco frecuente. Por eso, se habla de herencia de haplotipos
y no de alelos. Al ser codominantes, en una progenie humana, entre hermanos
existe una probabilidad de 50% de compartir un hapiotipo, 25% de compartir
ambos y 25% de no compartir ninguno.




Polimorfismo del CMH

A diferencia de las inmunoglobulinas, en que la enorme variabilidad se consigue
en el mismo individuo a través de un sistema multigénico, en el CMH ia
variabilidad interindividual se desarrolld en base a un numero muy grande de
alelos. Es el sistema mas polimodrfico del organismo. A medida que progresan las
técnicas de estudio, en especial las de biologia molecular, se van conociendo
mas y mas alelos. Actualmente se sabe que hay por lo menos 83 alelos A, 187 B.
41 C,7 G y 5 E. En la regidon D, los loci ademas se han subdividido en alfa y beta.
Asi. se conocen 2 antigenos (alelos) DR alfa; 186 DR beta-1: 11 DR beta-3; 9 DR
beta-4: 12 DR beta-5; 18 DQ alfa-1: 31 DQ beta-1; 10 DP alfa-1 y 77 DP beta-1.
De éstos. soélo una parte es estudiada de rutina para transplante.

Estructura de las moléculas MHC

Clase I: Son heterodimeros formados por una cadena polipeptidica glicosilada. la
cadena pesada o alfa, de 43 a 45 Kd, unida no covalentemente a un péptido
pequefo. no polimérfico (es .igual en todos) de 11 a 12 Kd, la beta-2-
microglobulina (beta-2 por su movilidad electroforética, micro por su pequefo
tamano y globulina por su caracter de solubilidad) que es la cadena liviana del
antigeno HLA clase |. La beta-2 micro circula libremente en el plasma y se une no
covalentemente a alfa-3, el tercer dominio de la cadena pesada. No penetra en la
membrana.

La cadena pesada tiene tres dominios globulares, alfa1, 2 y 3, que protruyen hacia
fuera de la membrana, una porcién transmembrana, que ancla a la molécula, y
una pequena cola intracitoplasmatica en elyextremo C-terminal.

Para analizar la estructura de la molécula se la puede considerar como formada

por cuatro regiones: . ’
Region citoplasmatica: corresponde ‘al extremo C-terminal de la cadena, con
alrededor de 50 residuos aminoacidicos, de los cuales la mitad mas o menos
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corresponde a amino acidos polares, como serina y otros. Tendria un papel en la
regulacidn de las interacciones de la molécula de antigeno HLA con otras
proteinas de membrana o con proteinas del citoesqueleto.

Region transmembrana: Corresponde a unos 25 aminoacidos. que-forman una
alfa hélice. Se cree que pasa entre las porciones hidrofobicas de los fosfolipidos, y
ancla a la molécula en la membrana. .

Regién extracelular irmunoglobulina - simil : Corresponde al dominio alfa.
3.formado por unos 90 residuos aminoacidicos que van desde la region
transmembrana hasta el extremo C-terminal de alfa 2. Es un segmento altamente
conservado (igual en todos). con una estructura similar a las inmunoglobulinas.
Forma un “loop” con puentes S-S. Aqui se une la cadena beta del antigeno, es
decir. la beta-2-microglobulina. .

Region aminoterminal (sitio de unidén a los péptidos). Son las regiones alfa-1 y
alfa-2. que incluyen alrededor de 180 residuos. Las dos regiones forman una
verdadera plataforma en la que se contiene el "bolsillo” donde se va a alojar el
antigeno a presentar. Esta region de la molécula es variable y en ella reside el
potimorfismo. el ; .

Ciase IlI: también son heteyqdimero's de cadenas glicoproteicas, pero. a
diferencia de los clase |, tanto la cadené pesada alfa como la liviana beta tienen
una porcidon transmembrana, y en ambas existe variacién. No hay una cadena
constante como la beta 2 micro en los clase | y la diferencia de tamano entre
ambas cadenas es menor. Alfa pesa 30 a 34 Kd y beta 26 a 32 Kd. En ambas se
distinguen dominios alfa 1, alfa2, beta 1 y beta 2
Region citoplasmartica y transmembrana: Se sabe menos que en los clase |. La
region C-terminal de las cadenas alfa y beta se extiende a través de la membrana,
con unos 25 residuos intraceiulares. Se sabe que de alguna manera estas
regiones determinan la movilidad de estas moléculas y su interaccidon con otras
proteinas celulares.
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Regién extracelular inmunogiobulina - simil: Ambas cadenas tienen regiones
gue son homologas a las inmunogiobulinas y contienen enlaces S-S internos.
Aungque hay poca variabilidad, pueden haber diferencias entre los diferentes loci
geneéticos.

Region amino terminal de union al péptido: Formada por unos 90 residuos, es
altamente polimorfica y, a diferencia de los clase |, ambas cadenas participan en la
formacion del bolsillo.

Métodos para la deteccién de los antigenos HLA en clinica

Basicamente son de 4 tipos:
1.- Serologica: basada en la microlinfocitotoxicidad complemento
dependiente. Corresponde a la técnica estandar. Se utilizan anticuerpos contra
los diferentes antigenos, los que se distribuyen, de a uno, en pocillos en unas
placas especiales (placas Terasaki). Se agregan linfocitos vivos del paciente en
estudio. se incuba (se permite que los anticuerpos se fijen si el antigeno esta
presente) y se agrega complemento. En un microscopio especia! (fase invertida)
se observa donde hubo muerte de los linfocitos a través de la incorporacion de un
colorante supra-vital.

2.- Técnica celular: basada en el cultivo mixto de linfocitos. Permite determinar
antigenos para los que no hay anticuerpos. Se utilizan linfocitos de HLA conocido
y se cultivan junto con los en estudio y se determina la respuesta linfocitaria a
través de la incorporacion de timidina tritiada (mide sintesis de DNA, es decir, la
proliferacion) Es compleja y cara y se usa excepcionalmente. )

3.- Citometria de flujo: consiste en el uso de un equipo (citobmetro de flujo) que
permite separar celulas segun el marcador que se utilice. Se usa mucho en
hematologia para separar celulas sanguineas. Permite marcar determinados
antigenos HLA, por ejemplo con un fluorocromo, para determinar si ése antigeno
esta o no presente en las células. Por ejemplo, el HLA B-27 asociado con la
espondilitis anquilosante
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4.- Biologia molecular: En los tltimos 15 afios, el desarrollo de estas técnicas ha
permitido mapear las regiones HLA y avanzar muchisimo en la comprension de
ellas. Son técnicas sofisticadas que no se realizan de rutina en clinica.
Basicamente existen dos tipos: B

- Técnicas que determinan la secuencia génica a través del uso de enzimas de
restriccion

- Técnicas de reaccion de polimerasa en cadena (PCR), amplificando segmentos
de DNA. Tienen el problema de la contaminacion de DNA y la dificuitad de obtener
la secuencia partidora (*primer”) adecuado.

Indicaciones para_utilizar la tipificacion HLA en medicina:

- Estudio receptor y donante para transplante de 6érganos

- Medicina forense (descarte de paternidad, identificacidn de muestras
biologicas, etc) ’

- Asociacion de HLA y enfermedad.

HLA y enfermedad:

Es obvio. dada su funcion. que el repertorio de antigenos HLA de aléuna manera
determina la capacidad de respuesta inmune, y. por lo tanto, participan en_ la
susceptibilidad genética a ciertas enfermedades. '

Se ha descrito la asociacion de muchas patologias con ciertos antigenos o
haplotipo HLA. Durante los afios 70 y mitad de los 80, hubo gran cantidad de
entusiasmo en investigacion al respecto. Aunque claramente la presencia de
ciertos hapiotipos clase |l parece predisponer al desarrollo de enfermedades
autoinmunes, la unica asociacion lo suficientemente fuerte como para ser de
utilidad en el diagnodstico es la del HLA-B27 con la sacroileitis, la espondilitis
anquilosante y el sindrome de Reiter. El antigeno HLA-B27 esta presente en un
alto porcentaje de la poblacion, pero esta asociado en mas del 90% de ios casos
de la enfermedad. Por eso, frente a un cuadro clinico sospechoso, la presencia det
antigeno acerca el diagnostico, mientras que su ausencia lo aleja. aunque no lo
descarta. £ T T e -




También, ciertos alelos HLA parecen ser marcadores de defectos en algunos
genes clase lil, lo que explicaria la asociacion de HLA con patologias hereditarias
del metabolismo, cémo la asociacidon del BW 47 con el deficit de 21 hidroxilasa.

PREECLAMPSIA Y SU RELACION CON EL HLA

Los factores inmunitarios pueden tener participacion importante en la aparicion de
la preeclampsia y son fenomenos que incluyen ausencia de anticuerpos
bloqueadores, disminucion de la reaccidén inmunitaria medida por células,
activacion de neutrofilos y participacion de citocinas. (23) se inicia una reaccion
inmunitaria aberrante en la primera exposicion a los antigenos paternos y fetales
extrafios a la placenta. La incidencia de la preeclampsia aumenta al cambiar de
companero sexual. (33)

Se encontré vinculo entre marcadores genéticos para el estado de HLA y la
preeclampsia. La decidua es el tejido donde con toda seguridad se hace el
reconocimiento del trofoblasto inmunitario, se identifico un antigeno  de
histocompatibilidad clase I, polimorfico, HIA-G, qQque se expresa en el
citotrofoblasto y proteja la placenta del rechazo. (24)

Algunos estudios reportan que han encontrado un aumento en los niveles TNF alfa
en la preeclampsia. (23.24) El TNF alfa aumenta Ia relacidon de sustancias
vasoactivas como la endotelina y el factor de crecimiento plaquetario, ambos se
incrementan en pacientes con preeclampsia. El TNF alfa juega un papel
importante en la medicidon de la disfuncién endotelial en preeclampsia. El resultado
indica que la elevacion del RNAm del TNF alfa puede estar asociado con
polimorfismo genético sugiriendo que el desorden de FNT alfa puede contribuir en
la patogénesis de la preeclampsia. Varios estudios han implicado al complejo
principa! de histocompatibilidad en la génesis de la hipenrensién inducida por el
embarazo, encontrando una alta frecuencia de HLA-DR4 en pacientes con
preeclampsia. (33, 34,35)




Las mujeres con preeclampsia 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 glomérulo y vasos placentarios.

incrementos de HLA
paterno y materno-fetal han sido asociados con prevalencia de preeclampsia.
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PROTOCOLO DE ESTUDIO

PLANTEAMIENTO DEL PR'oBLEMA Y JUSTIFICACION

Varios estudios muestran que el Complejo PrlnC!paI de Hlstocompatlbmdad (MHC)
participa en la fisiopatogenia de la h|pertens:on mducnda por el embarazo Dichos

estudios muestran un alta frecuencla del:alelo HLA-DR4 en pacientes con

preeclampsia. En el estudio previo en’ pacnentes mexncanas se encontré como
factor de riesgo el gen HLA-DRB1 y que alelos de este Iocus junto.con el TNF
parecen determinar la susceptibilidad en el desgrrollo ‘de la enfermedad. Ademas
las mujeres con preeclampsia muestran altera‘c.:iyéné's inmunoldgicas y vasculares
que pueden resultar de una disfunciéh de la”"respuesta inmune, fetal o factor
trofoblastico. Ciertos tipos de HLA son Ena's cbmunes en madres y fetos de
embarazos con la enfermedad. o

Incrementos de HLA paterno y materno fetal Haﬁ sido asociados con prevalencia
de preeclampsia. El objetivo de este trabajo es éstudiar marcadores genéticos de

la enfermedad en pacientes y familiares con antecedente de preeclampsia.




HIPOTESIS

Existen marcadores genéticos dentro del MHC que predicen el desarrollo. de

preeclampsia.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar lés_ haplotipos del s MHC ‘en mujeres con preeclampsia al igual que en

sus esposos ¥ hermanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descnbur la ﬂs:opatogenla de la preeclampsna

2. Determlnar el pa el del MCH enel desarrollo de preeclampsia.

3. Determmar el pollmorfsmo de los genes . del MCH en pacientes con

preeclampsia y su nucleo familiar.




DISENO

Estudio prospectivo, descriptivo en familiares (esposos y hefmanas) y pacientes

con preeclampsia captadas en el servicio de ginecologia y obstetricia del Hospital

General de México.

1.
2.

Aprobacion de ampliaciéon de estudlo prevno

Aplicacion de cuestionario para obtener mformamén y consentlmlento de

las pacientes y sus famlhares

Obtencion de muestra de sangre perlférlca de Ias pamentes y familiares, asi

como de!l grupo control
Extraccion de DNA y tlplf'cacmn del MHC

Analisis estadlstnco de los datcs obtemdos y comparacion del grupo control.

Conclusion del estudlo,

"METODOLOGIA

Estudio descriptivo prospectivo.: Determinando HLA-B, HLA-DR por técnicas de

alta resolucion a nivel de DNA.
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POBLACION EN ESTUDIO

Pacientes con preeclampsia,  asi como sus parejas y hermanas.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacnentes con preecl ps:a eclampsta

Famlhares de Ias pac:entes (esposo y hermanas)

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes'.o.fa on a‘lg'uﬁa_::é’nfe;rm'edad crénica. ‘subyacente (Diabetes

mellitus, Hipertension sistémica cronica, Enfermedad autoinmune) -

VARIABLE INDEF’EN DlENTE

Alelos del MHC

VARIABLE DEPENDIENTE

Pacientes con diagnéstico de preeclampsia y sus familiares.

)
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ACTIVIDADES Y PROCEDIMIENTOS

Reclutar a  pacientes. con preeclampsia y familiares, obteniéndose de ellas
aspectos clinico-epidemiologicos y una muestra de sangre que se coloco en tubos

de ensaye con EDTA para la determinacién de alelos HLA.

OBTENCION DE DNA
Por la técnica de expulsién salina (Salting Out), se. hizo la extraccion de DNA,

siguiendo los pasos que a contmuac:on se enumeran

Agregar 40mi de buffer de lisis ar Sml de sangre EDTA en-un tubo de 50mil.

mezclar gentnlmente durante un mmuto Centrlfugar a 2300 RPM durante 10

minutos a temperatura amblente.

Decantar el sobrenadante; resuspender el boton con. una pl Pasteur en 20ml.

De buffer de lisis, mezclar gentll‘ -
Decantar el sobrenadante, colocar Ios tubos boca arrlba durante un munuto para
quitar el exceso de liquido. Resuspender el boton con p:peta Pasteur en 160mi de
buffer de proteinaza K 5x. 40m! de protemaza de K 40ml de SDS y 300ml de H20

transferir a un tubo de 1.5ml.
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Incubar a rotacién lenta a 37 grados centigrados durante toda la noche o a 55
grados centigrados 2 horas. En este ultimo caso agregar 20ml de proteinaza K

después de una hora de incubacion.

Agregar 240m| de NaCl2 &M, agltar vngorosamente durante 15 a 30 segundos,
centrifugar para que premplten Ias protelnas a 13 000 RPM durante 10 mlnutos.
decantar o aspirar el sobrenadante con plpeta y transferirlo a un tubo de 1.5ml y

centrifugar a 13 000 RPM durante 5 minutos. -

Dividir el sobrenadante en dos tubos de 1‘5ml (ap‘rokimédafhe te 450m[ en cada

tubo). Agregar 800m! de etanol al 99. 5% dejar que el DNA prec:p Tranéferié los
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TIPIFICACION DE GENES DEL MHC POR PCR-SSOP(79)

Determinacion genética de alelos HLA. Se determinaron utilizando la técnica de
“doblot” reverso, cada DNA se amplifico por PCR con iniciadores genéricos para la
region HLA especifica previamente marcados con biotina. La reaccion de PCR se
realizo preparando una mezcla de | microgramo de DNA, 1pmol.microlitos de cada
iniciador, 20mM de cada deoxidonucleotido trifosfato (ANTP), 2mM de cloruro de
magnesio. 1x de amortiguador de reaccidon y una unidad de la enzima Taq
polimerasa en un volumen total de 50microlitos. La mezcla anterior se sometio a

35 ciclos de ampilificado y cada ciclo consta de tres temperaturas que son:

La inicial de desnaturalizacion a 95 grados centigrados durante un minuto, la

segunda de alineamiento de 80 grados centigrados durante un minuto, v la tercera

de extension a 72 grados durante dos m 'nutos' Después de la amplificaciéon, cada

muestra sera corrida en un 'gel'd

garosa ‘al 2% con el fin de corroborar dicha

amplificacion; Ios amphﬁcados se des turahzaron con una solucién de hidréxido

de sodio y se hlbndan con sondas .especificas de alelo ancladas a membranas de

nylon. El proceso de revelad ncluyo un conjugado de estreptavidina-peroxidasa

asi como el sustrato colorldo correspond:ente.
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ANALISIS DE DATOS

Se determino promedios de distribucion de frecuencias simples y valores minimos

y maximos para determinar la asociacidn entre preeclampsia y HLA utilizando:

Estadistica no parametrica.
Tabilas de contingencia de 2x2.
Chi cuadrada

Prueba exacta de Fisher
Determinar razdn de momios

Paquete estadistico EPIINFO

ASPECTOS ETICOS Y. DE BIOSEGURIDAD.

{ as pacientes y famnlares son |nformados de la molestia derivada de la puncién

venosa en el brazo como unca molestla Y como aceptacion de dicho

procedlmlento habra una carta de consentlmlento informado.
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RELEVANCIA Y EXPECTATIVAS

Encontrar marcadores genéticos - de la preeclampsia que nos expliquen mejor su
fisiopatogenia-y..en consecuencia - encontrar Nuevos Métodos terapéuticos y de

prevencion.

RECURSOS DISPONIBLES ;! : °
El costo fue compartldo entre el Hospltal General de Mexlco y el Instituto Nacional
de Ciencias Medlcas Y. Nutncmn Salvador Sublran Con recursos proplos de cada

institucion.
El estudio se realizo . en el HGM bajo asesoria  del’ Dr. “Artlro Ortiz 'y en ~
coordinacion con el.Dr: Julio Granados integrante ‘del laboratorio’ de. inmunologia

del INNSZ.

MATERIAL UTILIZADO

Tubo de ensayo tipo vacutainer, con EDTA al 2%

Reactivos para determinacion de HLA.




RESULTADOS.

Se obtuvo muestra de DNA de 44 pacientes con diagndstico de preeclampsia
leve, severa o eclampsia, captadas en el periodo de junio-septiembre del 2003
internadas en el servicio de ginecologié y obstetricia en el area de embarazo de
alto riesgo y terapia intermedia. que no tuvieran alguna enfermedad previa
(Hipertension Arterial Cronica, Diabetes Mellitus, enfermedad inmunoldgica. etc.)

asi como de los esposos de 23 pacientes y hermanas de 5 pacientes.

TABLA 1. HLA-DRB1 DE PACIENTES CON PREECLAMPSIA

DRST TASOS CONTROLES
(n=88) g (n=198) fo 0 oR
ORa 26 0.309 a7 0.237 G.0048  2.3(1.2-3.9)
DR8 13 0.147 33 0.165 NS -
DR13 10 0.113 10 0.050 NS T
DR11 o 0.102 20 0.100 NS -
DR14 o 0.102 21 0.105 NS -
DR18 6 0.068 5 0.025 . NS -
DR7 2 0.022 22 0.111.  0.034 5.3(1.1-3.3)
DR1 2 0.022 10 0.050 NS -
DR3 1 0.011 11 0.055 NS -
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La tabla 1 muestra las frecuencias génicas de los alelos del gen HLA-DRB1 en las
pécientes con preeclampsia (44 pacientes, 88 alelos) y su comparacion con las
obtenidas en individuos sanos mestizos mexicanos(instituto Nacional de Ciencias
Medicas y Nutricion Salvador Zubiran).

Como se ve el HLA-DR4 esta aumentado en forma significativa en las pacientes
con respecto a los sanos (p=0.004, razén de momios 2.2, intervalo de confianza al
95% de 1.2 a 3.9) De la misma manera se encontrd aumento del HLA-DR13 en los
pacientes con preeclampsia al compararse con los individuos sanos seriados por
etnicidad (p no significativa).

En la misma tabla se muestra la disminucion de HLA-DR7 en los pacientes con
preeclampsia (p=0.03) sugiriendo con ello el papel protector de dicho alelo.

Los resultados en el grupo de esposos mostraron una tendencia a la ocurrencia
de “homocigocia” del HLA-DR, que también se observo en el grupo de pacientes
con preeclampsia. Dicha tendencia a . la homocigocia en los alelos HLA-DR/ al
compararla con los matrimonios control de parejas mestizas mexicanas  sin

preeclampsia (p<0.05)




DISCUSION

En la etiologia de la preeclampsia sabemos de los factores maternos que
intervienen en e! desarrollo de esta, que llevan a un deterioro de los cambios
cardiovasculares-endoteliales normalmente requeridos en el embarazo,
desencadenando una respuesta inflamatoria generalizada vy circulacion
hiperdinamica. En estudios recientes se obtiene mas evidencia de que factores
inmunogeneticos juegan un importante papel en la etiologia de 1a preeclampsia.
donde el factor paterno cada vez se ve mas involucrado (28). En estudios
recientes se sigue encontrando niveles elevados de HLA-DR en pacientes con
preeclampsia (29). Y en estudios que se han hecho en parejas determinando
HLA-DR se ha encontrado exceso de homocigotos en parejas con preeclampsia
respecto los controles, por lo que se podria considerar a la preeclampsia como
una "enfermedad de la pareja” (31-32).

En nuestro estudio como el previo realizado . se muestra una asociacidn
estadisticamente significativa del HLA-DR4 con:la.susceptibilidad . genetica .al
desarrollo de preeclampsia, que también se‘:h'a" eh,cb'nt‘r"ado‘en'otrd;"grupos
etnicos particularmente Europa. o - 7

También mostré el pape! que tiene los alelos HLA-DR presentes en el esposo de
la paciente con preeclampsia y que son herédados por el producto del embarazo.

confirmando con ello la susceptibilidad genética a la enfermedad.
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Para conocer el mecanismo por el cual el HLA participa en la fisiopatogenia de la

preeclampsia requiere un disefio especial que correlacione la estructura con la

funcidén. Una posibilidad es que el verdadero gen de susceptibilidad no sea el HLA

por si mismo, pero si un gen muy cercano al locus HLA-DR y un candidato a ello

es el gen del FNT cuya participacion se esboza en el hecho de que las mujeres

con preeclampsia al final de la gestacién muestran niveles elevados de esta.
citoquina. Si esto es causa efecto podra precisarse en el estudio de correlacién de

estructura con funcién.

En conclusion las mujeres mexicanas conrpreeclampsia tienen haplotipos del

complejo principal de histocompatibilidad que contienen ge}1es que confieren

susceptibilidad al desarrollo de esta enfermedad y a! parecer si, se encuentra

homocigocidad con |la pareja en cuanto a estos haplotipos es mas lé asociacion

con la enfermedad incluso al parecer con su severidad por lo que mas estudios
controlados en el futuro nos podran dar la pauta para determinar la

susceptibilidad genética de la paciente para desarrollar la enfermedad.
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