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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

DPPNI Desprendimiento prematura de placenta

Normoinserta

EAP Edema agudo de pulmon

GH Hormona del crecimiento

hPL lactégeno placentario humano

HG Hipertension gestacional

PE Preeclampsia

PRL Prolactina

RCIU Restriccion del crecimiento intrauterino

SDG Semanas de gestacion



RESUMEN

Titulo. Significancia clinica de la prolactina urinaria en la enfermedad
hipertensiva del embarazo

Objetivos. 1) Determinar la concentracion de prolactina (PRL) urinaria en
mujeres embarazadas sanas y con enfermedad hipertensiva del embarazo y 2)
determinar el rendimiento diagndéstico de la PRL urinaria en la preeclampsia
(PE) y si su concentracion se asocia con la severidad de la PE, el curso
clinico, complicaciones y resultado perinatal.

Pacientes y Meétodos. Bajo un estudio comparativo y transversal, la
concentracion de PRL urinaria fue determinada en 207 mujeres embarazadas
sanas y en 339 pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo (124 con
hipertension gestacional, 48 con PE leve y 167 con PE severa). La
concentracion de PRL urinaria fue normalizada a la concentracion de creatinina
urinaria. Se determiné el mejor punto de corte de la PRL urinaria, por medio de
curvas caracteristicas operantes del receptor COR, para determinar su utilidad
diagndstico en la PE leve y severa. Se compararon las concentraciones de PRL
urinaria entre las pacientes con PE y sin PE, asi como el curso clinico,
severidad y resultado perinatal.

Resultados. La concentracion de PRL urinaria fue mayor en las mujeres con
PE que en las mujeres embarazadas sanas o con hipertension gestacional
(p<0.001). En adicion, la concentracion de PRL urinaria fue méas alta en las
mujeres con PE severa que en las mujeres con PE leve (p<0.001). De entre las
pacientes con PE severa, aquellas que cursaron con sindrome de HELLP y/o
eclampsia, asi como las que presentaron desprendimiento prematuro de

placenta normoinserta (DPPNI), insuficiencia renal aguda o edema agudo de



pulmoén (EAP) tuvieron concentraciones de PRL urinaria mas elevados que las
qgue no presentaron dichas complicaciones (p<0.028). La concentracién de PRL
urinaria normalizada a un punto de corte >0.994 tuvo una sensibilidad del 100%
y una especificidad del 100% para identificar a las mujeres con PE leve o
severa, y a un punto de corte >3.94 tuvo una sensibilidad de 97% y una
especificidad de 97.9% para identificar a las pacientes con PE severa. El
analisis por Western blot de las muestras urinarias mostro que la principal
isoforma de la PRL fue la PRL monomérica de 23 kDa (PRL no glicosilada) y la
de 25 kDa (PRL glicosilada), ademas otras dos bandas de menor peso
molecular (14 y 16 kDa) solo fueron detectadas en algunas pacientes con PE
severa, principalmente en aquellas que cursaron con sindrome de HELLP y/o
eclampsia (p<0.001). En contraste, en el suero de las mujeres embarazadas
sanas como en las pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo sélo
fue detectada la PRL no glicosilada de 23 kDa y en mucha menor frecuencia la
PRL glicosilada de 25kDa.

Conclusiones. La PE esta asociada a un incremento en la excrecion de PRL
urinaria. La prolactinuria es un método rapido y no invasivo para
identificar a las mujeres con PE, asi como de su severidad. La presencia
de la PRL urinaria de 14 y/o 16 kDa se asoci6 a la PE severay algunas
manifestaciones clinicas y de laboratorio mas graves dentro del espectro
clinico de la PE severa. Estos hallazgos noveles sugieren que la elevada
concentracion de PRL urinariay sus isoformas son marcadores del grado
de dafio endotelial y pueden tener importantes implicaciones

diagnosticas y pronosticas. Finalmente, las diferentes isoformas de la



PRL en las mujeres con PE pueden jugar un papel patogénico o regulador

en la enfermedad



INTRODUCCION

Los desordenes hipertensivos son la complicacion médica mas frecuente
durante el embarazo, constituyen un problema grave de morbi-mortalidad
perinatal y se presentan en 6-8% de todos los embarazos (1). Pueden tener
un curso clinico variado, desde un trastorno leve hasta llegar a ser una
enfermedad mortal. De acuerdo al National High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (2) se clasifican
en los siguientes grupos: a) Hipertension gestacional, b) Preeclampsia /
Eclampsia, c) Preeclampsia sobreimpuesta a hipertension crénica y d)
Hipertension cronica.

La preeclampsia (PE) es un sindrome especifico del embarazo
caracterizado por la disminucidon de la perfusion de los 6rganos secundaria a
disfuncion endotelial (3). La hipertension arterial después de la semana 20 de
gestacion y la proteinuria son los criterios minimos necesarios para el
diagnéstico de PE (2,4). La frecuencia de PE se estima en 5-8% de todos los
embarazos y puede poner en riesgo la vida del binomio materno-fetal (5,6).
Las complicaciones potencialmente mortales tanto a nivel materno o fetal
ocurren generalmente cuando la PE es severa y se presenta antes de las 35
semanas de gestacion (SDG) (7,8). La PE es responsable de 200,000 muertes
maternas a nivel mundial (9). En EUA provoca el 15% de las muertes maternas
y es la segunda causa de muerte materna (2,7). En México, el Instituto
Mexicano del Seguro Social reportd que en el periodo de 1987-1996 ocurrieron
1,033 muertes maternas y el 25% de las muertes fueron atribuidas a la PE-
eclampsia, siendo las tres principales causas de defuncidon la hemorragia

cerebral (46.2%), sindrome de HELLP (12.7%) y la coagulacion intravascular



diseminadas (10.7%) (10). Desde el punto de vista perinatal, la PE es
responsable del 20-25% de todas las muertes, con una tasa de mortalidad
perinatal de 134 por 1000. Los principales riesgos fetales asociados a la PE
son debidos fundamentalmente a insuficiencia uteroplacentaria, ya sea por
alteraciones agudas o cronicas de la funcion placentaria. Estos fetos tienen
riesgo de desarrollar restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU),
oligohidramnios, desprendimiento prematuro de placenta normoinserta
(DPPNI), asfixia crénica y muerte fetal (2,7).

La etiologia de la preeclampsia se desconoce, sin embargo su
patogénesis involucra factores genéticos, endocrinoldgicos, nutricionales,
vasculares y autoinmunes (11). La preeclampsia es un estado de marcada
vasoconstriccion generalizada, secundario a una disfuncion del endotelio,
activacion de la cascada de la coagulacion y diversas sustancias que provoca
isquemia y disfuncion y dafio multisistémico; durante los ultimos afios se han
propuesto diversas teorias para explicar los eventos fisiopatologicos que llevan
a su desarrollo, las mas importantes son: una mala adaptacion inmunoldgica de
la invasion del citotrofoblasto a las arterias espirales (intolerancia inmunologica
al aloinjerto fetal), falta de remodelacion de las arterias y activacion de
fendmenos inflamatorios que incrementan la formacion de radicales libres y la
peroxidacion de lipidos, desequilibrio en la produccidon de sustancias presoras
(tromboxano) y vasodilatadores asi como perdida de la refractariedad vascular
a sustancias presoras. Varias publicaciones recientes han sugerido que la PE
puede ser causada por un imbalance de factores angiogénicos lo cual provoca
disfuncion endotelial. Estos estudios han concluido que el exceso de fms-

tirosina cinasa like soluble (sFlt-1), también conocido como sVEGFR1 (receptor



1 del factor de crecimiento vascular endotelial soluble) producido por placentas
de mujeres con PE, es una proteina anti-angiogénica que es capaz de unir
factores pro-angiogénicos, tales como VEGF y al factor de crecimiento
placentario (P/GF), inhibiendo su interaccién con los receptores de las células
endoteliales y ocasionando una disminucién de VEGF y P|GF, creando un
estado anti-angiogénico y los signos caracteristicos del sindrome materno de la
PE, es decir la hipertension y la proteinuria (12—16).

La PE ocurre solo en presencia de placenta con o sin feto, como en la
mola hidatidiforme (8). Los factores de riesgo para desarrollar PE son:
Nuliparidad, edad materna >35 afios, PE en embarazo previo, primipaternidad,
hipertension cronica, enfermedad renal, diabetes mellitus, obesidad, familiares
directos con antecedente de PE, embarazo mudltiple, infecciones maternas,
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, trombofilias, lupus eritematoso
sistémico, entre otros (17, 18).

El Unico tratamiento curativo conocido para la PE es la remocion de la
placenta mediante la interrupcion del embarazo. Sin embargo, si los signos y
sintomas de la PE se desarrollan antes de que el feto logre su maduracion, el
riesgo de morbi-mortalidad neonatal debido al parto prematuro esta
marcadamente incrementado.

Una gran variedad de marcadores bioquimicos han sido estudiados con
el fin de diagnosticar y/o predecir la PE. Los intentos para identificar
marcadores tempranos de defectos en la placentacion, reduccién en la
perfusion placentaria, disfuncion endotelial, activacion de la coagulacion, entre
otros han dado resultados con baja sensibilidad para el diagnostico y/o

prediccion de la PE, o en aquellos con utilidad clinica adecuada pero debido a



sus altos costos hace que su implementacion en la practica clinica diaria sea
limitada, por lo tanto, hasta hoy ninguna prueba de escrutinio para la PE es
costo-efectiva (18-21).

Debido a lo anterior, un abordaje diferente y un método no invasivo
puede enfocarse al estudio de las proteinas en orina (protedémica urinaria).

En condiciones normales, la pared capilar glomerular limita el filtrado de
las proteinas plasmaticas en relacibn a su tamafio molecular y su carga
eléctrica, el estado hemodinamico también influye en la filtracion. Las proteinas
de gran tamafio practicamente no aparecen en el filtrado glomerular o lo hacen
en minima cantidad. La filtracion de la albumina esta muy limitada por su
tamafio mediano y su carga anionica. Las proteinas de bajo peso molecular se
filtran con mayor facilidad y para algunas de las proteinas de este grupo
heterogéneo, la concentracion en el filtrado es superior al 50% de la
concentracion plasmatica. La carga protéica filtrada total es importante pero
s6lo una minima fraccién aparece en orina, ya que la mayor parte se reabsorbe
en el tabulo proximal por procesos endociticos y degradacion lisosomal (22).

En ciertas situaciones pude aparecer proteinuria que no indica patologia
glomerular, sino condiciones especiales de filtracion, tal es el caso del
embarazo y esto esta determinado por los diversos cambios anatémicos y
funcionales que se desarrollan en la gestacion (4).

Debido a todos los cambios fisioldgicos durante la gestacion, la
proteinuria durante el embarazo debe ser evaluada de modo diferente y
considerar otros parametros de normalidad. Se considera normal en la mujer
embarazada una excrecion total de proteinas de <300mg en 24 horas. Cuando

hay una alteracion de la reabsorcion tubular en el embarazo se puede evaluar



midiendo la excrecién urinaria de moléculas de bajo peso que tengan
concentraciones idénticas en mujeres no embarazadas y embarazadas sanas y
gue se filtren libremente por el glomérulo (22).

Existen grandes cambios a nivel renal en las pacientes con PE. Con el
desarrollo de esta patologia, se reduce la perfusion renal y la filtracion
glomerular, esto parece ser el resultado del menor volumen plasmatico que
conduce a valores de creatinina plasmatica elevados. Es probable que esto
pueda ser secundario a cambios renales intrinsecos causados por
vasoespasmo grave. Comunmente se encuentran en el riiobn cambios
identificables mediante microscopia electronica; se observan glomérulos
agrandados, asas capilares dilatadas y con contraccion variable. Las células
endoteliales del capilar glomerular se encuentran tumefactas y se depositan
fibrillas (material protéico) dentro y debajo de ellas a lo que se le llama
endoteliosis del capilar glomerular (Spargo). Las células endoteliales a menudo
estan tan tumefactas que bloquean total o parcialmente las células capilares.
Se observan depodsito homogéneos de una sustancia electrodensa entre la
lamina basal y las células endoteliales y dentro de las células propiamente
dichas. (23)

Como sucede con cualquier otra glomerulapatia, hay mayor
permeabilidad a la mayoria de las proteinas de gran peso molecular; por lo
tanto la excrecién anormal de albumina se acompafa de otras proteinas, como
hemoglobina, globulinas y transferrina. Normalmente, estas moléculas no son
filtradas por el glomérulo y su aparicibn en la orina significa un proceso
glomerulopatico. Estos cambios morfolégicos observados en el glomérulo de la

mujer con PE se empiezan a resolver a partir de las 48 horas posteriores al



parto y tienen una resolucion completa cominmente entre 4 a 6 semanas
postparto (23).

En principio, los cambios en la tasa de excrecidn urinaria de proteinas
especificas pueden tener un valor diagndstico y/o predictivo en el campo clinico
de la PE, esto es, en el diagndstico temprano de la enfermedad, en la
clasificacion o severidad de la enfermedad e incluso de utilidad clinica en la
toma de decisiones para dar un manejo conservador o definitivo de la PE. Este
abordaje es razonable debido a que la PE es una enfermedad sistémica en
donde debido a la repercusion renal (endoteliosis renal y defectos tubulares)
muchas proteinas de mediano y bajo peso molecular pueden pasar al filtrado
glomerular. Ademas, debido a que el embarazo se acomparfa de un estado de
hiperprolactinemia fisiolégica, pensamos que la prolactina (PRL) puede ser un
candidato potencial como biomarcador urinario de PE.

PROLACTINA

La PRL fue descubierta en 1928 en la hipofisis de vaca y es
considerada filogenéticamente, la hormona mas antigua del reino animal. Ha
sido detectada en insectos, anfibios, peces y mamiferos, también se le conocia
como hormona lactotrofica. En un principio fue dificil su aislamiento pues su
estructura es semejante (en un 16%) a la hormona de crecimiento (GH) y
ambas se localizan en la hipdfisis, solamente que la GH en mayor
concentracion. (24). La PRL guarda alta homologia estructural con la GH y la
hormona lactégeno placentario (hPL), comparten una estructura tridimensional
comun de cuatro alfa-hélices caracterizada por estar en forma anti-paralela. El

gen de la PRL se localiza en el cromosoma 6 y se piensa que fue derivado de



un gen precursor comun somatomamotrofico (h\GH-hPRL-hPL) hace unos 300
millones de afios.

La PRL es una hormona polipeptidica constituida por 198 aminoacidos,
con una leucina NH; terminal, tres puentes disulfuro y un peso molecular de 23
000 daltons. Es sintetizada por los lactotropos en la hipéfisis anterior en todos
los vertebrados, pero otros 6rganos y tejidos también la producen, coma la
placenta, algunas areas del cerebro y en forma ocasional, en ciertos tejidos
malignos. Las células productoras de PRL son facilmente distinguibles por
inmunohistoquimica y a la microscopia electronica, son alargadas y con
granulos densos. Estos constituyen hasta el 40-50% de las células del 16bulo
anterior de la hipdfisis. La transcripcion del gen de la prolactina da como
resultado la produccion de RNA mensajero, y luego es sintetizada en el reticulo
endoplasmico rugoso como un péptido precursor mas grande. Luego es clivada
y almacenada en granulos. Hay pools de depdsito como pools de PRL
neosintetizada. Los lactotropos contienen iones de calcio. Ciertos cambios en
la membrana celular dan como resultado el aumento del calcio ionizado libre
dentro de las células, lo cual activa la exocitosis, dando como resultado la
expulsion de los granulos de PRL (25- 27)

Los niveles séricos de PRL tiene variaciones diarias y circadianas, su
secrecion es pulsétil, como lo describié Sassin JF y colaboradores (28). Hay
una secrecion continua de PRL, a la cual se superpone una secrecion
episodica, pulsatil (cada 8-10 minutos) durante todo el dia, mas marcada luego
de la ingestion de alimentos y aumentos o picos secretorios durante la etapa de
suefo, iniciando entre los 10 minutos y poco mas de 1 hora de iniciado el

suefio y alcanzando los valores mas altos principalmente en las etapas mas



profundas. Dichos valores no descienden sino hasta una o dos horas después
de haber despertado y poco a poco disminuyen hacia el final de la tarde (el
nivel antes de las 8 a.m. puede ser un 20% mas elevado que mas tarde
durante el dia, alcanzando el maximo entre las 3 y las 5 a.m.) sin una
tendencia a repetirse en el mismo sujeto en dias posteriores. Una vez en
circulacion la vida media de la prolactina se estima en 10 a 14 minutos. Al
parecer las variaciones por horario y durante el suefio se deben a que el
estimulo dopaminérgico del hipotalamo se va modificando (28).

Varias isoformas de la PRL han sido identificadas en suero y otros
liquidos biologicos. La mayor isoforma circulante es un polipéptido de una sola
cadena conocida como prolactina monomérica (littte PRL) con un peso
molecular de 23 KDa que corresponde alrededor del 85% del total de PRL en el
suero de sujetos normales y en la mayoria de los pacientes con
hiperprolactinemia, incluyendo las mujeres embarazadas. Ademas existen otras
dos isoformas con alto peso molecular, la big PRL (45-50 kDa), y la big big
PRL o macroprolactina (>100 kDa) las cuales se originan por agregados de
PRL monomérica o por su union a otras proteinas; otras isoformas de la PRL
con menor peso molecular (14 y 16 kDa) también se han descrito, las cuales
son el resultado del rompimiento proteolitico de la PRL monomeérica (29,30).
Hay ademas una forma de PRL glicosilada (PRL nativa) con un peso molecular
de 25 KDa. Estas modificaciones de la PRL pueden afectar sus propiedades

bioldgicas independientemente de la inmunoreactividad.

Se encuentra PRL en la sangre del feto humano hacia la semana 12 y su

nivel aumenta en forma marcada a partir de la semana 25 hasta el término.



Disminuye a los niveles prepuberales hacia el segundo mes de vida. Durante la
pubertad, los niveles séricos de la hormona aumentan en las nifias en
asociacion con el aumento del estradiol. Por tanto, las mujeres tienen niveles
mas elevados que los hombres. Durante el ciclo menstrual, los niveles mas
elevados son en fase ovulatoria y lutea. En el embarazo, los niveles séricos de
PRL aumentan desde el primer mes de la gestacion hasta el término, en
paralelo con el aumento del estradiol sérico y la hiperplasia continua de los
lactotropos del I6bulo anterior de la hipdfisis. Durante el embarazo y la
lactancia, el contenido de PRL puede aumentar 10 a 20 veces y los lactotropos
pueden corresponder al 70% de las células en la glandula. La hipofisis en el
embarazo avanzado aumenta dos veces su tamafo normal, debido a
hiperplasia e hipertrofia de lactotropos, con gran actividad secretora. Los
niveles de PRL caen después del parto, retornando a valores basales pre-
embarazo aproximadamente en 3 semanas en mujeres no lactantes; en las
mujeres lactantes disminuyen en un lapso de 3 meses a un afio. La hiperplasia
de los lactotropos desaparece varios meses después del parto (22,31,32).

Las variaciones de las formas circulantes de la PRL y de su secrecion
episodica durante todo el dia dan como resultado un espectro de niveles
séricos que tienen una distribucidon no gaussiana en la poblacién normal. Si no
se toma en cuenta esto pueden hallarse niveles séricos elevados de prolactina
en el 5 al 8% de las mujeres, lo cual da como resultado sobrediagndstico (33).

La frecuencia secretora de PRL es de aproximadamente 400 pg/dia. La
hormona se depura a través del higado (75%) y del rifidn (25%) y su vida
media plasmatica es de alrededor de 50 min. Los valores basales de PRL en

adultos varian considerablemente, con un promedio de 13 ng/ml en mujuresy 5



ng /ml en varones. El valor superior normal en la mayor parte de los
laboratorios es de 20 a 22 ng/ml. No hay acuerdo sobre cual es el nivel superior
normal de la hormona. Las discrepancias entre los laboratorios se han debido a
diferencias no solo de la interpretacion sino también de los métodos de ensayo
(34). Los limites de referencia también cambian de acuerdo a la poblacion
estudiada presentando variaciones individuales muy marcadas, incluso por
grupos de edad y sexo donde la media reportada va desde 8 ng/ml en varones
prepuberes, hasta 10 ng/ml en varones puberes y 13 ng/ml en varones adultos.
De forma semejante en el sexo femenino se ha observado un incremento
desde los 7 ng/ml en la etapa prepuber y los 13 ng/ml en la pubertad. En las
mujeres fértiles los niveles denotan una ligera elevacion durante la ovulacion y
la fase luteinica, con respecto a la fase folicular, correspondiendo con los
niveles de estrogenos endogenos liberados por el ovario (26). En mujeres
posmenopausicas y hombres de edad avanzada, los niveles descienden, no
estda claro si por deficiencia hipofisiaria o por insuficiencia gonadal,
demostrando cierto papel en la funciéon gonadal y del envejecimiento.

La presencia de diferentes estimulos inespecificos, como pueden ser el
coito, el ejercicio, situaciones de estrés como una cirugia, curso de
hipoglucemia insulinica, etc. provocan variaciones en la secrecion de PRL,
pudiendo ser algunas de naturaleza adaptativa como la ocurrida en
hipoglucemia (26).

El control de la secrecion de prolactina es complejo e involucra diversos
factores inhibidores y estimuladores. El sistema nervioso central es el que
regula la secrecion de prolactina mediante un mecanismo de inhibicion, via

conexiones hipotalamo-hipdfisis. El hipotdlamo ejerce una funcion importante



inhibitoria para establecer el nivel normal de secrecion de prolactina, a través
de un factor no identificado llamado factor PIF (Prolactin Inhibitor Factor) su
efecto tdnico inhibitorio es predominante, y cuando se presenta una
desconexion hipotalamo-adenohipofisiaria por seccién del tallo hipotalamico o
por lesiones destructivas hipotalamicas lleva consigo una hipersecrecion de
PRL (35).

La L-Dopa es el precursor de la formacion en grandes cantidades de
dopamina, a esta ultima se le atribuye ser el verdadero factor PIF fisioldgico
(26), ya que presenta un control importante inhibiendo la liberacion de la PRL,
por la presencia de un tracto tuberoinfundibular-intrahipotalamico
dopaminérgico, que lleva dopamina a las regiones pericapilares de la zona
externa de la eminencia media. Al igual que la dopamina, la apomorfina y
bromoergocriptina, otras drogas agonistas que utilizan las vias dopaminérgicas,
tienen control inhibitorio sobre la PRL.

Por otro lado las catecolaminas y los alcaloides muestran su efecto
inhibidor tanto in vitro como in vivo (29), actuando directamente sobre la
hipofisis por las vias catecolaminérgicas aumentando el contenido hipotalamico
de PIF.

En otros reportes sobre el factor liberador de PRL (PRF) que es
producido por el hipotalamo, en ellos se presupone que puede ser la Hormona
liberadora de tirotropina (TRH), ya que en situaciones con hipersecrecion de
tripéptido TRH (hipotiroidismo primario) se manifiesta en forma conjunta una
secrecion aumentada de PRL. De igual forma se hace mencion de varias
sustancias que han presentado la funcién de PRF como el Polipéptido Intestinal

Vasoactivo (VIP), presente en el hipotdlamo y en la sangre del tallo hiposifiario,



el acido gamma-hidroxi-butirico (metabolito del GABA, acido gamma
aminobutirico), la prostaglandina E,, la serotonina, los estrogenos y algunos
extractos de la glandula pineal (26,27,35).

Algunas sustancias que bloquean a los receptores dopaminérgicos
aumentan la secrecion de prolactina, como sucede cuando bajan las
catecolaminas por efecto de medicamentos como pueden ser las fenotiazinas,
reserpina, metil-Dopa, el triptofano, clorpromacina, y el sulpiride que es un anti-
psicotico (36).

Existe la probabilidad de una retroalimentacion negativa (feedback) en lo
que podriamos llamar un circuito cerrado hipofiso-hipotalamico, a través de la
misma hormona, llegando al hipotalamo por conexiones vasculares o por flujo
axonal retrogrado, es probable que su accion repercuta con un aumento de la
secrecion del PIF hacia los vasos portales inhibiendo asi su propia secrecion
(26).

Algunos casos por efectos de medicamentos como neurolépticos,
diversos esteroides, pentobarbital sédico (durante la anestesia) producen una
disminucién del contenido hipotalamico del factor inhibidor de prolactina (PIF)
por via serotoninérgica, estimulando la secrecion de la hormona.

Acciones de la Prolactina

La principal accion de la PRL es sobre el desarrollo mamario y
secrecion lactea. Sin embargo se han descrito mas de 300 acciones biologicas
diferentes para PRL (27). La PRL en la mujer estimula y mantiene la lactancia,
accion directa sobre las células acidofilicas conocidas como lactotrofas de la
glandula mamaria. Para que aumente el sistema ductal se requiere también de

estrogenos, hormona del crecimiento, corticoides y lactégeno placentario. Para



el desarrollo del sistema lo6bulo alveolar se requiere de estrogenos,
progesterona y PRL. En especifico en la glandula mamaria la PRL estimula las
células secretoras alveolares induciendo la sintesis y secrecion de leche, pero
también se requiere de insulina e hidrocortisona para que las hormonas
corticoesteroides trabajen sinérgicamente estimulando el sistema lactosa-
sintetasa (37). Las cinasas protéicas dependientes del AMP ciclico inducen la
sintesis de caseina por produccion de RNA mensajero especifico. A la PRL se
le relaciona también con la regulacion del ciclo reproductivo, el mantenimiento
del embarazo y el crecimiento fetal, mediante un efecto sobre el metabolismo
materno actuando sobre diferentes Organos efectores para facilitar sus
funciones por sinergia con otras hormonas o bien por inhibicion de ellas
(27,32), también se ha relacionado con efectos sobre estructuras ectodérmicas
y sinergia con hormonas estroides. Durante la gestacion los niveles de PRL en
el liquido amnidtico llegan hasta 1000 ng/mL., mayor concentracion que en
cualquier otro fluido organico, esto sucede entre la 152 y 20% semana de
gestacion y desciende poco a poco hasta el final del embarazo a 450 ng/mL.
Se presupone que es producida por la hipofisis fetal y la materna asi como la
decidua placentaria, con una posible funcion de osmorregulacion del feto, para
la supervivencia en el medio acuatico intrauterino, ayudando contribuyendo asi
a la maduracion pulmonar con aumento en el contenido de fosfolipidos y
cambios en la relacion lecitina-esfingomielina. También se le asocia con una
funcién osmorreguladora, evitando las pérdidas urinarias de agua y electrolitos,
con posible relacion con el sindrome de tension premenstrual (27). En el ser
humano las otras funciones atribuidas se presentan en sinergismo con las

hormonas esteroideas gonadales, como es la permanencia de la estructura del



cuerpo luteo y su produccion de progesterona, con accién en los procesos
reproductivos, cediéndole parte de la funcién progestogénica; que entre otras
funciones estimula la formacion de receptores de membrana para la hormona
foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) para el crecimiento del foliculo y
la sintesis de estradiol. En los foliculos antrales pequefios se demostré una
concentracion de PRL casi de 6 veces mayor que en circulacion, cuando el
foliculo alcanza los 6 a 8 mm de diametro los niveles descienden,
aproximandose a los niveles sanguineos basales cerca de la ovulacion (27). Se
han reportado funciones secundarias o de menor potencia, relacionandola con
la androgenesis que se lleva a cabo en la zona reticular de la corteza
suprarrenal, pues se han encontrado receptores especificos para PRL, la uniéon
con dichos receptores estimula la secrecion de dehidroepiandrosterona y su
sulfato.
Niveles de prolactina durante el embarazo

Durante la gestacion las concentraciones de PRL aumentan
gradualmente a partir de la implantacion y siguen en ascenso casi lineal hasta
el parto. Preparando a la glandula mamaria para la lactancia. Las células
lactotrofas se ven aumentadas en nimero y tamafo considerablemente, tal vez
inducidas por el aumento de estrégenos hasta 10 veces mas que en la etapa
pregestacional. El mayor estimulo para su produccion refleja es la succion y
estimulacion del pezén, efectuada por las vias neurales desde la mama hasta
los centros cerebrales (38).

Durante la gestacion normal en el primer, segundo y tercer trimestre los
niveles estan alrededor de 75, 116 y 216 ng/mL. respectivamente. EIl nivel

maximo lo alcanza en la semana 25 y empieza a disminuir hacia la 382



semana. El ritmo circadiano y su secrecion por pulsos se mantiene durante
todo el embarazo.

Observaciones en animales se ha detectado secrecion lactea en los
alvéolos mamarios durante el embarazo, cuando la PRL aun no ha alcanzado
sus maximos niveles, asumiendo el efecto lactogénico a hormonas
placentarias. En contraparte cuando una mujer en el tercer trimestre de
embarazo tiene la PRL elevada mas no esta secretando realmente leche, lo
que sucede es que hay un bloqueo de la lactacion por accion inhibitoria
periférica de los esteroides sexuales, actuando sobre el epitelio mamario mas
que inhibiendo la secrecion de PRL, como pueden ser los andrégenos, que
compiten por los receptores de PRL del epitelio alveolar. En el trabajo de parto,
sus niveles descienden un poco para volver a elevarse inmediatamente
después del nacimiento. La lactacion se inicia de 1 a 5 dias después del parto
una vez que los esteroides sexuales han vuelto a sus valores pregestacionales
(22,26).

La lactacion continuara durante el puerperio a pesar de que la PRL
vuelve a niveles basales considerados normales durante las 3 a 6 semanas del
posparto, la succidn provocara aumento en la secrecion de PRL que puede ser
de 6 a 20 veces el valor basal entre la segunda y sexta semana,
aproximadamente como a la doceava semana no se percibe elevacion durante
la succion del pezon, aunque la lactacion continua, la galactopoyesis se
mantiene por el efecto succién-vaciamiento de la glandula mamaria (38).

La secrecion continua de la PRL pos-parto depende por completo del
estimulo de succidn en los pezones, la inervacion de éstos conduce el estimulo

a la médula espinal y al tallo cerebral hasta llegar al hipotalamo, donde se



inhibe la liberacion en la eminencia media del Factor Inhibidor de la Prolactina

(PIF).

Debido a su bajo peso molecular, la PRL monomérica puede ser filtrada
libremente a través de la membrana basal de los glomérulos renales y ser
reabsorbida por las células del tubulo proximal, como ha sido descrito para la
al-microglobulina, una proteina con un peso molecular semejante a la PRL
monomerica (39). La PRL se ha detectado en varios liquidos biolégicos,
incluyendo liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, leche y liquido de ascitis.
Pocos estudios se han enfocado a determinar la concentracion de PRL urinaria,
con resultados que van desde la ausencia de PRL en orina (40), hasta
concentraciones de 2.4-4.08 ng/24 horas (en muestras de orina concentrada
40 veces) en sujetos sanos o0 con prolactinomas, pero sin enfermedad renal
(41). En niflos con glomerulonefritis, la PRL urinaria se ha reportado de
0.0034-10.9 ng/ml (42) y en adultos con nefropatia lupica de 0.23-0.90 ng/ml
(43). Al momento actual no hay estudios reportados de la concentracion de
PRL urinaria en el embarazo normal ni en los trastornos hipertensivos del

embarazo.



JUSTIFICACION

La PE es un desorden especifico del embarazo que representa un
problema importante de salud para las madres y sus productos. Esta condicion
se presenta aproximadamente en el 5-8% de todos los embarazos. La
importancia de la PE es relevante debido a que esta dentro de las causas mas
comunes de morbi-mortalidad materna y perinatal. Por consiguiente, la

necesidad de mayor investigacion en esta area es mas que necesaria.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al momento actual se han estudiado varios marcadores bioquimicos y
biofisicos para el diagndstico o prediccion de la PE, sin embargo, ninguno de
ellos ha mostrado tener un alto valor diagndstico o predictivo en la PE, por lo
tanto, con poca utilidad clinica.

Durante el embarazo ocurre un estado fisioldgico de hiperprolactinemia
debido a un aumento de secrecibn de PRL mondmerica tanto por fuentes
maternas (adenohipdfisis anterior) como de la unidad feto-placentaria como ya
se expuso previamente en la introduccién. La activacion endotelial que ocurre
en la PE provoca dafio endotelial sistémico, de hecho, tanto la hipertensién y la
proteinuria son el reflejo del dafio endotelial. A nivel renal, se producen
alteraciones glomerulares (tumefaccion endotelial del capilar glomerular y
deposito subendotelial de material proteico) las cuales son conocidas como
endoteliosis renal. El dafio renal provoca incremento de la permeabilidad
capilar glomerular, permitiendo el paso masivo de proteinas de alto peso
molecular como la albumina, asi como de otras proteinas, como globulinas y
transferrina entre otras. Normalmente, estas proteinas de alto peso molecular
no son filtradas por el glomérulo, por lo tanto, su presencia en la orina significa
un proceso glomerulopético. De igual forma, otras proteinas de bajo peso
molecular que normalmente son filtradas pero reabsorbidas por los tubulos
también estan presentes en la orina en grandes cantidades. La albumina es la
proteina mas abundante presente en la orina de las mujeres con PE, asi como
de los pacientes con otras glomerulopatias. La albimina tiene un peso
molecular de 66 kDa, es decir, casi tres veces el tamafio de la PRL

monomeérica (23 kDa).



Dada la presencia de hiperprolactinemia en el embarazo, como del bajo
peso molecular de la PRL monomérica en relacion al alto peso molecular de la
albumina, nos hizo pensar que la concentracion de PRL urinaria puede ser un
marcador de la PE, incluso debido a su bajo peso molecular su presencia
puede preceder a la aparicion de la proteinuria francamente anormal, dada por
proteinas de mayor peso molecular como la albumina (criterio para establecer
el diagnostico de PE), por lo tanto el grado de prolactinuria puede servir como
un marcador diagnéstico temprano de PE.

Al momento actual, no existe ningun estudio publicado sobre la
concentracion de PRL urinaria en el embarazo y en la PE, por lo tanto, no se
conoce si la prolactinuria puede ser un marcador Util en el diagnéstico o
prediccion de PE, motivo por el cual es importante determinar la utilidad clinica
de la prolactinuria en la PE. El propdsito de esta investigacion fue determinar la
prolactinuria en el embarazo normal y en la PE.

Con base a lo anterior el estudio se dirigid a contestar las siguientes
preguntas:

1. ¢Cual es el rendimiento diagnéstico de la PRL urinaria en la

preeclampsia?

2. ¢Cudl es la utllidad de la PRL urinaria en la severidad de la

preeclampsia?



HIPOTESIS

1. El rendimiento diagndstico de la PRL urinaria en PE tiene una sensibilidad y
especificidad mayor a 80%.

2. La concentracion de PRL urinaria es un marcador de severidad en PE,

encontrandose concentraciones mas elevadas en pacientes con PE severa.

OBJETIVOS
Objetivo General
Determinar el rendimiento diagnoéstico y la utilidad de la PRL urinaria en la

preeclampsia y su severidad.

Objetivos Especificos
1. Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y

negativos de la concentracién de PRL urinaria en la PE.

2. Determinar si la concentraciobn de PRL urinaria en pacientes con PE
ademas de ser en marcador diagnostico, se asocia a la severidad, asi

como alas diversas complicaciones y al resultado perinatal.



PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

1. Lugar donde se realiz6 el estudio.
El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina
Reproductiva y en el Servicio de Complicaciones Hipertensivas del Embarazo
del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”’ del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

2. Disefio de la Investigacion.
Tipo de estudio
a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional
b) Por la captacion de la informacion: Prolectivo.
c¢) Por la medicion del fenémeno en el tiempo: transversal
d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo.
e) Por la direccién del analisis: Sin direccion.
f) Por la ceguedad en la aplicacion y evaluacién de las maniobras: Ciego
Disefio:
Estudio transversal comparativo para evaluar una prueba diagnéstica

3. Disefio de la muestra
3.1 Poblacion de estudio. Mujeres embarazadas atendidas en el Hospital de
Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano
del Seguro Social.
3.2 Muestra. Mujeres embarazadas sin o con preeclampsia consecutivas
(muestreo no aleatorio) que fueron atendidas en el periodo comprendido entre

julio de 2006 a julio de 2007.



Grupo de estudio. A partir de la muestra se identificaron a dos grupos,

uno sin preeclampsia y otro con preeclampsia.

3.4. Criterios de seleccion

a) Criterios de inclusion para la muestra.

1. Mujeres embarazadas con o sin preeclampsia.

2. Derechohabiente al Instituto Mexicano del Seguro Social.

3. Haber aceptado colaborar en el estudio previo consentimiento informado.

4. Embarazo de 20 semanas de gestacion o mas

b) Criterios de eliminacion.

1. No haber obtenido en forma completa la informacion clinica y los resultados
de las pruebas de laboratorio y gabinete.

2. Contaminacioén con sangre de la muestra de orina.

TAMANO DE LA MUESTRA
Se estudiaron un total de 546 pacientes (207 mujeres embarazadas sanas y

339 mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo).

DEFINICION DE LAS VARIABLES.

1. Pacientes con preeclampsia (Estandar de Oro)



Definicion operacional: La clasificacion de enfermedad hipertensiva del
embarazo se hizo de acuerdo a los criterios establecidos por el Colegio
Americano de Ginecologia y Obstetricia (ACOG) (2,44).

La PE fue definida como el inicio reciente de hipertension en la segunda mitad
del embarazo (>20 SDG) con una presion diastolica de >90 mmHg o una
sistélica >140 mmHg en por lo menos dos ocasiones con 6 horas de diferencia
y una proteinuria >300 mg/24 hrs o una relacién proteina/creatinina urinaria
>0.3 en una muestra de orina al azar (45). Se clasifica en preeclampsia leve y
severa de acuerdo a sus manifestaciones clinicas y al dafio sistémico
manifiesto.

La preeclampsia leve se define como presion arterial sistélica mayor a 140
mmHg pero menor a 159 mmHg y presién arterial diastélica mayor a 90mmHg
pero menor a 109 mmHg, y proteinuria >300mg pero menor de 5 gr en 24
horas (2,44).

La PE severa fue definida como una presion arterial diastélica >110 mmHg o
una sistélica >160 mmHg en por lo menos dos ocasiones con 6 horas de
diferencia o por proteinuria severa >5 g/24 hrs o una relacion
proteina/creatinina urinaria >3.87 (45). Otros criterios de PE severa incluyeron
sindrome de HELLP (hemodlisis, elevacion de enzimas hepaticas vy
trombocitopenia), RCIU (peso menor a la percentila 10 de acuerdo a las SDG),
oligohidramnios, cefalea o alteraciones visuales persistentes, epigastralgia,
edema agudo de pulmon (EAP), oliguria (<500 ml/24 hrs), creatinina sérica >1
mg/dL, enzimas hepaticas elevadas (mayor de dos veces lo normal),

trombocitopenia <100,000/ul y eclampsia (crisis convulsivas).



2. Pacientes con Hipertension Gestacional: Es cuando se presenta después
de las 20 semanas de gestacion hipertension arterial (presion arterial sistolica
mayor a 140 mmHg y/o presion arterial diastélica mayor a 90mmHg) al menos
en dos ocasiones tomadas en un periodo separado de 6 horas y hasta 7 dias

de separacion, en ausencia de proteinuria (2).

3. Pacientes con Hipertension cronica: Es cuando la hipertension arterial
esta presente o diagnosticada antes del inicio del embarazo o se establece su
diagnoéstico antes de las 20 semanas de gestacion o persiste después del
nacimiento. Esta puede ser esencial o primaria (cuando es idiopatica) o
secundaria (cuando es consecuencia de alguna alteracion anatomica o
funcional conocida, por ejemplo a nivel renal, suprarrenales, hipertiroidismo,

etc.)

4. Pacientes con Preeclampsia sobreimpuesta a hipertension crénica: es
cuando en pacientes con diagnéstico de hipertension crénica en las cuales se
exacerba la hipertension, hay dafo renal (incremento de la proteinuria previa al
embarazo o aparicion en novo de la misma), asi como manifestaciones
sistémicas de severidad y deterioro multisistémico.
Para fines de este estudio las pacientes con Hipertension crénica e
Hipertensiobn gestacional se incluirAdn en el grupo de pacientes sin
preeclampsia.
Escala de medicién: Nominal

Categorias de la variable: 1. Con preeclampsia

2. Sin preeclampsia



5. Niveles de Prolactina urinaria

Se tomd una muestra de orina que no estuviera contaminada de sangre, y se
guardo a -80° C hasta su procesamiento en tubos conteniendo albimina sérica
bovina y azida de sodio a una concentracion final de 0.1%. Con fines de
normalizar los resultados de acuerdo a las concentraciones de creatinina, se
determind la concentracion de creatinina urinaria y se tomd una muestra de
sangre para determinar la PRL sérica. La concentracion de PRL sérica y
urinaria se determinaron por un ensayo inmunoenzimatico ultrasensible
desarrollado en nuestro laboratorio el cual ha sido previamente descrito (46).
La cantidad minima detectada por este ensayo es de 18 pg/ml (0.018 ng/ml) y
los coeficientes de variacion intra- e interensayo fueron de 4.5% y 6.8%,
respectivamente. La PRL urinaria no normalizada fue expresada en pg/ml y su
concentracion normalizada a la concentracion de creatinina urinaria fue
expresada como una relacion (ng de PRL/mg de creatinina). Debido a que la
creatinina es excretada en la orina a una tasa relativamente constante, permite
ser usada para normalizar la excrecion urinaria de una particular proteina en
lugar de su medicién por algun periodo de tiempo dado. La concentracion de
creatinina seérica y urinaria fue determinada por la reaccion cinética modificada
de Jaffe. La fraccion excretada de PRL (FE PRL) fue calculada usando la
siguiente formula: ([OprL] X [Sc]) / ([Oc] X [Spri]) X 100 (%), en donde O se
refiere a la concentracion en orina y S a la concentracién en suero. La fraccién
excretada de una substancia representa la proporcibn de la substancia

excretada en la orina, comparada con la filtrada por el glomérulo y es



generalmente reportada relativa a la depuraciéon de creatinina porque esta
sustancia no se reabsorbe ni se secreta significativamente.

Escala de medicién: cuantitativa continua.

Analisis de la PRL urinaria y sérica por Western blot. El procedimiento
utilizado fue similar al reportado previamente en suero (47,48). Brevemente, la
PRL de las muestras de orina (600 pl) en 100 pl de PBS con 1.4% de azida de
sodio fueron inmunoprecipitadas con antisuero de conejo anti-hPRL (anti-
hPRL-IC-5, National Hormone and Pituitary Program of the NIDDK, Harbor—
UCLA Medical Center) a una dilucién final de 1:250 por 72 horas a 4 °C en
agitacion continua y posteriormente con antisuero de cabra anti-
gammaglobulinas de conejo (DAKO, Carpinteria, CA) por 24 horas mas a 4 °C
en agitacion continua. El suero de conejo normal sin PRL humana fue usado
como control negativo. Los precipitados fueron resuspendidos y solubilizados
en buffer de Laemnli y calentadas a 95 °C por 5 minutos. Las muestras fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 15% con SDS bajo condiciones
reductoras. Después de la electroforesis, las proteinas fueron
electrotransferidas a una membrana de PVDF. La membrana fue blogueada
con amortiguador de fosfatos salino, pH 7.4/5% de leche descremada por una
hora a 37 °C y después incubada la membrana toda la noche a 4 °C con el
mismo anti-hPRL usado en la inmunoprecipitacion a una dilucion final de
1:1,000, luego la membrana fue lavada con PBS/0.05% Tween 20 e incubada
con una dilucién final 1:2,000 de antisuero de cabra anti-gammaglobulinas de

conejo conjugado a peroxidasa (DAKO). Los inmunocomplejos fueron



detectados con el ECL Western Blotting Substrate (Pierce) en una pelicula

radiogréafica ulrasensible (Kodak).



ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron expresados como media + DE o mediana (amplitud). La
significancia de la diferencia entre dos variables continuas fue determinada con
la prueba t de student no pareada (o la prueba de U de Mann-Whitney para
variables con distribuciéon no normal). La significancia de la diferencia entre
variables categéricas fue determinada con la prueba de x? con correccién de
continuidad de Yates (o con la prueba exacta de Fisher para muestras
pequefias). Las diferencias entre >3 grupos para variables continuas fueron
comparadas con el andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por el
procedimiento de comparacién multiple (método de Scheffe para muestras no
pareadas) o por la prueba de Kruskal-Wallis para variables sin distribucién
normal (usando la prueba de U de Mann-Whitney para comparaciones
multiples). La relacion lineal entre variables continuas fue evaluada con el
coeficiente de correlacion de Pearson. Una p<0.05 a dos colas fue considerado
estadisticamente significativo. Para determinar la independencia de la
concentracion de PRL urinaria con otras variables se hizo un analisis de
regresion multiple logistico. Se construyeron curvas caracteristicas operantes
del receptor (COR) para estimar el mejor punto de corte de la concentracion de
PRL urinaria en el diagnostico de PE para determinar la sensibilidad,

especificidad y valores predictivos positivos y negativos



RESULTADOS

Descripcién general. Se estudiaron un total de 546 pacientes (207 mujeres
embarazadas sanas y 339 mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo).
De las 339 mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo, 124 tenian HG,
48 PE leve y 167 PE severa. En comparacion a las mujeres embarazadas sanas,
las mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo tuvieron significativamente
mayor edad, mayor frecuencia de antecedentes de PE en embarazos anteriores,
mayor indice de masa corporal, mayor presion arterial sistolica y diastélica y un
gran proporcion de sus embarazos fueron de pretérmino. De forma similar, entre
las mujeres con enfermedad hipertensiva del embarazo, las mujeres con PE
severa tuvieron mayor presion arterial sistélica y diastélica (p<0.001), menor edad
gestacional al parto (p<0.001), mayor porcentaje de partos pretérmino, de RCIU,
de oligohidramnios y de pérdidas maternas (9 muertes in Utero y 9 muertes poco
después del nacimiento [p<0.001]). Otros eventos graves que ocurrieron solo en
mujeres con PE severa, incluyeron DPPNI (5.4%), ruptura hepatica (1.2%),
insuficiencia renal aguda (IRA, 11.4%), EAP (4.2%) y una muerte materna
(eclampsia con hemorragia cerebral, 0.6%). Todo lo anterior y otros detalles mas
estan resumidos en la Tabla 1. Los hallazgos de laboratorio en cada grupo de

estudio se muestran en la Tabla 2.



Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas clinicas y demograficas entre las mujeres
embarazadas sanas y con enfermedad hipertensiva del embarazo.

Embarazadas  Hipertensién Preeclampsia  Preeclampsia
Variable sanas Gestacional Leve Severa Valor de p
(n=207) (n=124) (n=48) (n=167)

Edad en afios (media + DE) 26.4+55° 295+6.2 275+6.8 28.7+6.0 <0.001 *
Gestas, mediana (amplitud) 2(1-5) 2(1-5) 2(1-5) 2(1-7) 0.895 **
Nulipara (%) 85 (41.7) 52 (41.9%) 23 (47.9%) 74 (44.3%) 0.45 ***
Abortos, mediana (amplitud) 0(0-3) 0(0-4) 0(0-3) 0(0-3) 0.126 **
Antecedente de PE (%) 5 (2.4%) " 18 (14.5%) 11 (22.9%) 23 (13.8%) < 0.001 ***
Peso materno, Kg (media + DE) 70.3+12.1¢ 81.3+15.0° 76.6 £12.3 7201124 <0.001*
IMC (media + DE) 2879+ 4.41° 33.00+£6.23° 31.34+£5.23 29.97 £ 4.60 <0.001 *
SDG al reclutamiento (media + DE) 316+3.2¢° 341+40°F 36.0+3.89 32.2+4.4 <0.001*
SDG al parto (media + DE) 388+1.1" 372+20°¢ 36.7+24°9 325+43 <0.001 *
Peso al nacer, g (media + DE) 3,140 + 337" 2,783 £ 443° 2,704 +522° 1,629 + 769 <0.001 *
Parto pretérmino < 37 SDG (%) 2 (1.0%) ¢ 31 (25%) ' 18 (37.5%) 138 (82.6%) <0.001 ***
Parto pretérmino < 34 SDG (%) 0 (0.0%) ! 8 (6.5%) 5 (10.4%) ! 96 (57.5%) < 0.001 ***
RCIU (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 102 (61.1%) ™  <0.001 ***
Oligohidramnios (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 26 (15.6%) " < 0.001 ***
DPPNI (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (5.4%) " < 0.001 ***
Ruptura hepatica (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (1.2%) 0.059 ***
Insuficiencia renal aguda (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 19 (11.4%) °P < 0.001 ***
Edema agudo de pulmén (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 7(4.2%)" <0.001 ***
Muerte materna (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.6%) 0.183 ***
Pérdidas maternas (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 18 (10.8%) °P+ < 0.001 **=*
TA sistélica mmHg (media + DE) 106.6 +9.5° 143.9+12.1 1431+85 164.1+20.59 <0.001*
TA diastolica mmHg (media + DE) 69.4+6.4° 97.7+8.2 96.8+4.9 109.3+1259 <0.001*

IMC = Indice de masa corporal. SDG = semanas de gestacion. DPPNI = Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta.
*ANOVA, ** Kruskal-Wallis, *** Chi cuadrada de tendencia lineal.

#p<0.002 vs. Hipertension gestacional y PE severa. Prueba de Scheffe
®'p<0.001 vs. Hipertension gestacional y PE severa. Chi cuadrada con correccion de Yates

¢ p<0.001 vs. PE leve. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)

4 p<0.027 vs. Hipertension gestacional y PE leve. Prueba de Scheffe
¢ p<0.001 vs. PE severa. Prueba de Scheffe
p<0.043 vs. PE leve y severa. Prueba de Scheffe
9p<0.001 vs. PE severa. Prueba de Scheffe

_“ p<0.001 vs. Hipertensién gestacional, PE leve y severa. Prueba de Scheffe
' p<0.001 vs. PE severa. Chi cuadrada con correccion de Yates

1<0.001 vs. PE severa. Chi cuadrada con correccion de Yates

Kp<0.001 vs. Hipertension gestacional y PE leve. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)
' p<0.001 vs. PE severa. Chi cuadrada con correccion de Yates
™ p<0.007 vs. Sanas, Hipertension gestacional y PE leve. Chi cuadrada con correccion de Yates
" p<0.021 vs. Sanas e Hipertension gestacional. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)

°p<0.001 vs. Sanas e Hipertension gestacional. Chi cuadrada con correccion de Yates

P p<0.015 vs. PE leve. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)

9p<0.001 vs. Hipertension gestacional y PE leve. Prueba de Scheffe

T 9 muertes in Utero y 9 muertes en el postparto inmediato



Tabla 2. Comparacion de los estudios de laboratorio entre las mujeres embarazadas sanas y con enfermedad hipertensiva del

embarazo.

Variable

Embarazadas sanas Hipertension Preeclampsia leve Preeclampsia severa

Valor de p

Relacion proteina/creatinina urinaria (mg/mg),
mediana (amplitud)

Plaquetas, pl (media + DE)

AST UJ/L, mediana (amplitud)

ALT U/L, mediana (amplitud)

DHL U/L, mediana (amplitud)
Acido Urico, mg/dL (media = DE)

0.18 (0-0.29)
210,427 + 57,382

0.15 (0.05 - 0.28) ®
194,223 + 69,846

0.79(0.30-4.7)°
186,234 + 42,398

1.48 (0.31 - 22.78)
149,342 + 70,458 ¢
38 (5-1,445) ¢
23 85—1,430) ¢
274 (80 - 5,140) f

221 (81 - 479) 249 (107 - 577)

<0.001*
<0.001 **
<0.001*
<0.001*

<0.001*
< 0.001 **

ND = No determinado
* Kruskal-Wallis, ** ANOVA de una via

& p<0.007 vs. Hipertension gestacional, PE leve y severa. Prueba de U de Mann-Whitney
b p<0.001 vs. PE leve y severa. Prueba de U de Mann-Whitney

¢ p<0.001 vs. PE severa. Prueba de U de Mann-Whitney

9 p<0.037 vs. Sanas, Hipertension gestacional y PE leve. Prueba de Scheffe

¢p<0.003 vs. Hipertension gestacional y PE leve. Prueba de U de Mann-Whitney
fp<0.001 vs. Hipertension gestacional. Prueba de U de Mann-Whitney

9p<0.003 vs. PE leve y severa. Prueba de Scheffe

" p<0.001 vs. PE severa. Prueba de Scheffe



La determinacion de la relacién proteina/creatinina urinaria confirmo la
adecuada clasificacion de las pacientes, siendo la relacion proteina/creatinina
urinaria mayor en las pacientes con PE leve que en las mujeres sanas y con HG
(p<0.007) y aun mayor para las pacientes con PE severa que en los tres grupos
antes mencionados (p<0.007). Aunque la relacion proteina/creatinina urinaria fue
significativamente mayor en las pacientes con HG comparada con las sanas,
ninguna tuvo un valor >0.3, lo que indica que en ninguna de ellas tenia una
proteinuria mayor a 300 mg/dia. El conteo plaquetario fue menor en las pacientes
con PE severa que en las mujeres sanas, con HG y PE leve (p<0.003), en
contraste, los niveles de AST, ALT y DHL fueron mayores (p<0.003). La
concentracion de acido urico fue mas alta en las mujeres con PE leve y severa

que en las mujeres sanas y con HG (p<0.003).

Mediciones séricas y urinarios de PRL. La concentracién sérica y urinaria de
PRL para los diferentes grupos de estudio son mostrados en la Tabla 3. Las
mujeres con PE leve y severa tuvieron concentraciones seéricas de PRL mas
elevados que las mujeres sanas (p<0.006) y la concentracion de PRL sérica fue
mayor en las mujeres con PE severa que en las mujeres con HG (p<0.001). La
concentracion de PRL urinaria fue significativamente incrementada en las mujeres
con PE leve y severa comparada a la de mujeres sanas y con HG (p<0.001), y la
concentracion de PRL urinaria fue ain mayor en la PE severa que en la PE leve
(p<0.001). Resultados similares a la concentracion de PRL urinaria fueron

obtenidos al comparar la concentracion de PRL urinaria normalizada y la FE PRL.
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Aunque los tres parametros de la PRL urinaria evaluados fueron mas altos en las
mujeres con PE, solamente la concentracion de PRL urinaria normalizada a la
concentracion de creatinina urinaria mostré tener la mayor discriminacion para
identificar claramente a las mujeres con PE de las mujeres sanas y con HG, esto
es, el valor maximo de la PRL urinaria normalizada tanto en mujeres sanas como
con HG fue mucho menor al valor minimo encontrado en las mujeres con PE
(<0.94 vs. >1.97 ng/mg) (Tabla 3). Dado que las diferencias encontradas de la
concentracion de PRL urinaria normalizada en las pacientes con PE pudiera haber
sido influenciada por el grado de proteinuria, la concentracion de PRL sérica y las
SDG a la toma de la muestra hicimos una correlacion entre estas variables y la
concentracion de PRL urinaria normalizada, este analisis mostro que la
concentracion de PRL urinaria normalizada tuvo una correlacion moderada con la
relacion proteina/creatinina urinaria (r=0.452, p<0.001) y una baja correlacion con
los niveles de PRL sérica (r=0.228, p<0.001), pero no con la edad gestacional a la
toma de la muestra (r=-0.024, p=0.572). Finalmente, para determinar si la
concentracion de PRL urinaria normalizada es un marcador de PE en forma
independiente a estas variables que pudieran explicar o estar asociadas a las
diferencias encontradas en la concentracion de PRL urinaria normaliza en las

mujeres con PE, realizamos un analisis de regresiéon multiple logistico (Tabla 4).



Tabla 3. Comparacion de la concentracion sérica de PRL, PRL urinaria no normalizada y normalizada a creatinina urinaria, la fraccion
excretada de PRL y de las isoformas de la PRL de 14 y/ 16 kDa en orina entre mujeres embarazadas sanas y con enfermedad
hipertensiva del embarazo.

Variable Embarazadas sanas Hipertension Preeclampsia leve Preeclampsia severa

(n=207) gestacional (n=48) (n=167) Valor de p

(n=124)

PRL sérica, ng/ml, mediana (amplitud) 139.0 (44.2 - 472.9) ¢ 148.6 (47 — 449.3)° 162.6 (64.8 — 697.1) 190.5 (15.5 -522.9) <0.001*
PRL urinaria, pg/ml, mediana (amplitud) 195.3 (0-2,419.5) 229.1 (0-1,416.2) 1,342.8 (329.0-7,222.0) ¢ 9,830.0 (766.2 — 599, 880.0) ¢ < 0.001*
PRL urinaria, ng/mg de creatinina, 0.20 (0.0 -0.94) 0.19 (0.0 -0.87) 277 (2.1-314)° 21.2 (1.97 - 596.0) ¢ <0.001*
mediana (amplitud)
FE PRL, mediana (amplitud) 0.001 (0.000-0.01)  0.001 (0.000 — 0.007) 0.011 (0.003-0.13) ¢ 0.111 (0.005 — 4.646) ¢ <0.001*
Isoforma de la PRL de 14 y/o 16 kDa en ND 0/124 (0.0%) 0/48 (0%) 12/167 (7.2%) © <0.001 **
orina (%)

FE PRL = Fracci6n excretada de PRL. ND = No determinada.

*Kuskal Wallis, ** Chi cuadrada de tendencia lineal.

& p<0.006 vs. PE leve y severa. Prueba de U de Mann-Whitney

b p<0.001 vs. PE severa. Prueba de U de Mann-Whitney

©p<0.001 vs. Sanas e Hipertension gestacional. Prueba de U de Mann-Whitney
9p<0.001 vs. Sanas, Hipertension gestacional y PE leve. Prueba de U de Mann-Whitney
¢p <0.005 vs. Hipertension gestacional. Prueba de chi cuadrada con correccion de Yates.



Tabla 4. Variables asociadas a preeclampsia (Modelos de regresion logistico).

PREECLAMPSIA LEVE O SEVERA PREECLAMSIA SEVERA
Variable

Coeficiente EE Valor de p Coeficiente EE Valor de p

de regresion de regresion
Constante 14.6465 -0.1003
SDG a la toma -0.8712 0.5097 0.087 -01630 0.0659 0.013
PRL sérica (ng/ml) -0.0058 0.0169 0.731 0.0053 0.0024 0.032
Relacidn proteina/Cr urinaria 9.4874 9.8946 0.338 0.6403 0.2404 0.008
PRL urinaria (ng/mg) 8.0751 3.3573 0.016 0.6916 0.0876 <0.001

EE = Error estandar.
% de casos correctamente clasificados: PE leve o severa 99.82% y para PE severa 96.70%

Este andlisis mostré que la concentracion de PRL urinaria normalizada
mantuvo significancia estadistica una vez que fue ajustada y controlando a las
demas variables incluidas en los modelos multivariados, concluyendo que la
concentracion de PRL urinaria normalizada es una variable asociada tanto a la PE
leve o0 severa y que es independiente a la concentracién de PRL sérica, grado de
proteinuria 0 SDG. En adicion, en el modelo para PE severa, la otras tres variables
incluidas se mantuvieron significativas, esto puede ser explicado en el caso de la
relacion proteina/creatinina urinaria debido a que la mayor intensidad de la
proteinuria es un criterio para clasificar la severidad de la PE, en el caso de las

SDG a la toma de la muestra puede ser explicado porque la media de SDG a la



toma de la muestra fue menor que en los otros grupos de pacientes estudiadas.
Finalmente, la concentracion mas elevada de PRL sérica en las mujeres con PE
severa independientemente a las SDG sugiere una asociacion entre la PRL sérica
y la PE severa, debido a que lo esperado por la menor edad gestacional de estas
pacientes estudiadas era haber encontrado concentraciones de PRL sérica

menores al resto de los grupos.

Concentracion de PRL urinaria normalizada como prueba diagndéstica de
preeclampsia. Para determinar la utilidad diagndstica de la prolactinuria en la PE,
se generaron curvas ROC para la concentracion de PRL urinaria normalizada para
determinar su utilidad diagnéstica para la PE leve o severa, asi como para PE
severa. Este andlisis mostré una area bajo la curva de 0.996 (IC 95% 0.987—
0.999, p<0.001) para identificar a las pacientes con PE leve o severa y de 0.994
(IC 95% 0.983-0.999, p<0.001) para identificar a las pacientes con PE severa. El
punto de corte ideal para el diagndstico de PE leve o severa fue de >0.94 y para el
diagnéstico de PE severa fue de >3.49. La sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivos y negativos se muestran en la Tabla 5. La concentracion de
PRL urinaria normalizada tuvo una sensibilidad de 99.5% y una especificidad de
100% para diagnosticar PE leve o0 severa, y para el diagnoéstico de PE severa la

sensibilidad fue de 97% y especificidad de 97.9%.



Tabla 5. Utilidad diagndstica de la
leve 0 severay en la PE severa

concentracion de PRL urinaria

normalizada en la PE

PE leve o severa

PE severa

Punto de corte (ng/mg) *
Sensibilidad, % (IC 95%)
Especificidad, % (IC 95%)
Valor predictivo positivo
Valor predictivo negativo
Tasa de verosimilitud positiva

Tasa de verosimilitud negativa

> 0.994
100 (97.4-99.9)
100 (98.9 — 100)
100
99.7
3285

0.001

>3.94
97.0 (93.2 - 99.0)
97.9 (95.9 - 99.09)
95.3
95.3
458

0.03

* Una prueba positiva fue definida como tener un valor mayor al punto de corte

Analisis de la PRL urinaria por Western blot. En todas las muestras de orina de

las pacientes con HG y PE leve no se observaron bandas en el Western blot, en

contraste, en 80 pacientes (47.9%) con PE severa se detectaron diferentes

patrones de bandas. En todos los casos se observo una banda constante

representando una proteina de 23 kDa, en adicién otras bandas inconstantes

fueron de 25, 16 y 14 kDa. La banda de 16 y/o 14 kDa se observaron en 12

muestras (Tabla 3). La PRL humana hipofisiaria (NIDDK, la cual no fue

inmunoprecipitada) sélo mostré la banda de 23 y 25 kDa. Las muestras controles

conteniendo suero de conejo normal no mostraron bandas (Figura 1). En

contraste, el suero de todas las pacientes con HG, PE leve y severa se observo la

banda constante de 23 kDa y en el 1-4% otra banda de 25 kDa (Figura 2).
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Figura 1. Analisis por Western blot de la PRL inmunoreactiva en orina. Las muestras de
orina fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo especifico a la PRL humana y sujetas a
electroforesis en gel de poliacrilamida—dodecil sulfato de sodio bajo condiciones
reductoras. Las moléculas de PRL fueron identificadas por andlisis por Western blot. Los
diferentes patrones electroforéticos encontrados en orina son mostrados. A y B: Carril 1.
PRL hipofisiaria humana (NIDDK-hPRL) 200 ng; Carril 2. Suero normal de conejo
(control negativo); Carril 3 al 9. Orinas de mujeres con preeclampsia. C: Carril 1 al 4.
Orinas de mujeres con preeclampsia. La posicion de los marcadores de peso molecular se
muestra a la izquierda. A7 y B8. Negativos; A3, B3, B4, B5, B9 y C4. Presencia exclusiva
de PRL no glicosilada (23 kDa); A4, A6, A8, A9, B7 y C2. Presencia de PRL no
glicosilada y de PRL glicosilada (25 kDa); A5. Presencia de PRL no glicosilada y PRL de
14 kDa; C3. Presencia de PRL de 23, 25 y 14 kDa; B6. Presencia de PRL de 23, 25y 16
kDa; y C1. Presencia de PRL de 23, 25, 16 y 14 kDa. Para mas detalles ver seccion de
resultados.
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Figura 2. Analisis por Western blot de la PRL inmunoreactiva en suero. Las muestras de
suero fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo especifico a la PRL humana y sujetas a
electroforesis en gel de poliacrilamida—dodecil sulfato de sodio bajo condiciones
reductoras. Las moléculas de PRL fueron identificadas por andlisis por Western blot. Los
diferentes patrones electroforéticos encontrados en suero de mujeres embarazadas sanas o
con enfermedad hipertensiva del embarazo son mostrados. Carril 1 al 3 y del 5 al 9.
Presencia exclusiva de PRL no glicosilada (23 kDa); Carril 4. Presencia predominante de
PRL no glicosilada y en menor cantidad de PRL glicosilada (25 kDa). La posicion de los
marcadores de peso molecular se muestra a la izquierda
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Relacion entre la concentracion de PRL urinaria e isoformas de la PRL en la
severidad de la preeclampsia.

Dada la observacién que la excrecion urinaria de PRL esta incrementada
en la PE leve y aun mas en la PE severa procedimos a investigar si la
concentracion de PRL urinaria podria diferenciar la severidad de la PE, para este
propésito, dividimos a las pacientes con PE severa en aquellas que cursaron sin o
con sindrome de HELLP y/o eclampsia. De las 167 mujeres con PE severa, 56
(33.5%) cursaron con sindrome de HELLP y/o eclampsia. Las comparaciones se

muestran en la Tabla 6.

La concentracion de PRL sérica no mostrd diferencia entre los grupos de
pacientes. La concentracion de PRL urinaria sin normalizar y normalizada y la FE
de PRL fueron mayores en las mujeres con PE severa sin sindrome de HELLP y/o
eclampsia que las pacientes con PE leve (p<0.001) y aun mayores en las
pacientes con PE severa con sindrome de HELLP y/o eclampsia que las mujeres
con PE leve y PE severa pero sin sindrome de HELLP y/o eclampsia (p<0.001). La
presencia de la isoforma de la PRL de 14 y/o 16 kDa en orina fue mas frecuente
en las mujeres con PE severa con sindrome de HELLP y/eclampsia que en su

ausencia (17.9% vs. 1.8%, p<0.001).

Por los resultados anteriores, a continuacion comparamos la PRL urinaria
en las pacientes con PE severa que cursaron con sindrome de HELLP o
eclampsia en forma aislada y aquellas que presentaron ambas condiciones. De las

56 mujeres que presentaron estas manifestaciones graves, 42 pacientes solo
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tuvieron sindrome de HELLP, 8 eclampsia y 6 ambas condiciones. Los niveles de
PRL sérica, la concentraciéon de PRL urinaria no normalizada, la FE de PRL y la
presencia de la isoforma de la PRL urinaria de 14 y/o 16 kDa no fueron diferentes,
en cambio, la concentracion de PRL urinaria normalizada fue mucho mayor en las
pacientes que presentaron sindrome de HELLP y eclampsia que en las pacientes

que cursaron solamente con sindrome de HELLP (p=0.021) (Tabla 7).
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Tabla 6. Comparacion de la concentracion sérica de PRL, PRL urinaria no normalizada y normalizada a creatinina urinaria, la
fraccion excretada de PRL y de las isoformas de la PRL de 14 y/o 16 kDa en orina entre mujeres con preeclampsia leve y severa de

acuerdo a la presencia o no de sindrome de HELLP y/o eclampsia.

Variable Preeclampsia leve PE severa sin Sindrome de Preeclampsia severa con

(n=48) HELLP o Eclampsia (n=111) Sindrome de HELLP y/o Valor de p

Eclampsia (n=56)

PRL sérica, ng/ml, mediana (amplitud) 162.6 (64.8 — 697.1) 200.4 (21.6 — 522.9) 161.9 (15.5 - 511.6) 0.053 *
PRL urinaria, pg/ml, mediana (amplitud) 1,342.8 (329.0 — 7,222.0) 7,456.9 (766.2 — 325,390.0) 24,396.7 (3,150.4 — 599,880.0) <0.001*
PRL urinaria, ng/mg de creatinina, mediana (amplitud) 2.77(21-31.4) 12.5(1.97 - 319.0) ® 72.1 (8.42 - 596.0) <0.001*
Fraccién excretada de PRL 0.011 (0.003 - 0.13) 0.06 (0.005 - 3.029) 0.403 (0.034 — 4.646) ° <0.001*
Isoformas de la PRL de 14 y/o 16 kDa en orina (%) 0/48 (0.0%) 2/111 (1.8%) 10/56 (17.9%) © <0.001 **

*Kuskal Wallis, ** Chi cuadrada de tendencia lineal.

#p<0.001 vs. PE leve. Prueba de U de Mann-Whitney

® p<0.001 vs. PE leve y PE severa sin sindrome de HELLP y/o Eclampsia. Prueba de U de Mann-Whitney
©p<0.001 vs. PE leve y PE severa sin sindrome de HELLP y/o Eclampsia. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)



Tabla 7. Comparacion de la concentracion sérica de PRL, PRL urinaria no normalizada y normalizada a creatinina urinaria, la fraccion
excretada de PRL y de las isoformas de la PRL de 14 y/o 16 kDa en orina entre mujeres con preeclampsia severa de acuerdo a la

presencia o no de sindrome de HELLP o eclampsia.

Sindrome de HELLP Eclampsia Sindrome de HELLP mas

Variable (n=42) (n=8) Eclampsia Valor de p
(n=6)

PRL sérica, ng/ml, mediana (amplitud) 176.4 £82.1 180.1 £92.2 238.2+£185.8 0.358 *
PRL urinaria, pg/ml, mediana (amplitud) 23,653.2 (3,150.4 — 599,880.0)  20,251.8 (8,567.9 — 63,873.9)  58,814.2 (7,967.6 — 301,050.0)  0.297 **
PRL urinaria, ng/mg de creatinina, mediana (amplitud) 57.1 (8.42 - 596.0) 85.1(21.42 - 237.2) 259.5 (51.1 - 395.0) * 0.038 **
FE PRL 0.330 (0.034 — 4.646) 0.390 (0.136 — 902.0) 1.175 (0..364 — 3.845) 0.069 **
Isoformas de la PRL de 14 y/o 16 kDa en orina (%) 7/42 (16.7%) 2/8 (25.0%) 1/6 (16.7%) 0.824 ***

* ANOVA de una via, ** Kruskal Wallis, *** Chi cuadrada de tendencia lineal.
#p=0.021 vs. Sindrome de HELLP. Prueba de U de Mann-Whitney
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Relacion entre la concentracion de PRL urinaria normalizada e isoformas de
la PRL en el curso clinico materno y parametros de laboratorio en la
preeclampsia severa.

La concentracion de PRL urinaria con parametros de laboratorio y el curso
clinico en las mujeres con PE severa se muestran en la Tabla 8. La concentracion
de PRL urinaria normalizada fue mayor en las pacientes con trombocitopenia
(<100,000/ul), como en aquellas con transaminasemia (definida como la elevacion
de por lo menos dos veces el valor normal de AST, ALT y DHL) (p<0.001). De las
167 pacientes con PE severa, 9 presentaron DPPNI, 19 desarrollaron insuficiencia
renal aguda y 7 edema agudo de pulmon, en todos estos casos la concentracion
de PRL urinaria fue mayor que en las pacientes que no presentaron estas
complicaciones (p<0.028). En todos los casos, la toma de la muestra de orina se
hizo antes de la sospecha o el diagndstico de estas complicaciones.

La presencia de la isoforma de la PRL de 14 y/o 16 kDa fue mas frecuente en
pacientes con trombocitopenia severa (<50,000/ul), comparada con aquellas con
un conteo plaquetario normal. En las pacientes con transaminasemia, la banda de
14 y/o 16 kDa fue mas frecuente (p<0.001). Aunque la banda de 16 y/o 14 kDa en
orina fue mas frecuente en la pacientes con DPPNI, IRA y EAP no se encontraron

diferencias significativas (p>0.141) (Tabla 9).
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Tabla 8. Relacion de la concentracion de PRL urinaria normalizada con los parametros de laboratorio y curso clinico en mujeres con

preeclampsia severa.

Variable Valor de p
Plaquetas pl x 10° > 150 100 - 149 50 -99 <50
(n=95) (n =26) (n=33) (n=13) <0.001*
12.52 (1.97 - 319.01) 18.84 (4.38 — 596.02) °° 53.10 (8.42 - 120.45 (11.28 -
8 394.98) 528.99)
Si NO
Transaminasemia (n=52) (n=115) <0.001 **
69.72 (8.42-596.02)  12.96 (1.97 - 319.01)
DPPNI (n=9) (n=158) 0.003 **
98.70 (40.94 - 17.55 (1.97 - 596.02)
528.99)
Insuficiencia renal aguda (n=19) (n =148) <0.001 **
127.16 (6.00 — 17.23 (1.97 - 528.99)
596.02)
Edema agudo de pulmén (n=7) (n =160) 0.028 **
225.90 (8.60 — 21.05 (1.97 - 596.02)
500.00)

DPPNI = Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta

* Kruskal Wallis, ** Prueba de U de Mann-Whitney

#p <0.001 vs. 50-99 y < 50. Prueba U de U de Mann-Whitney
®p=0.038 vs. 50-99 y < 50. Prueba U de U de Mann-Whitney
¢p =0.005 vs. <50. Prueba U de U de Mann-Whitney



Tabla 9. Relacion de las isoformas de PRL de 14 y/o 16 kDa con los parametros de

laboratorio y curso clinico en mujeres con preeclampsia severa.

Variable Valor de
p
Plaquetas pl x 10° > 150 100 — 149 50 — 99 <50
(n=095) (n=26) (n=33) (n=13)
3/95 (3.2%)  2/26 (7.7%) 4/33 3/13 0.004 *
(12.1%) (23.1%)*
Sl NO
Transaminasemia (n=52) (n=115)
10/52 2/115 <0.001
(19.2%) (1.7%) *k
DPPNI (n=9) (n=158)
1/9 (11.1%) 11/158 0.498 **
(7.0%)
Insuficiencia renal (n=19) (n=148)
aguda 3/19 9/148 0.141 **
(15.8%) (6.1%)
Edema agudo de pulmén (n=7) (n =160)
1/7 (14.3%) 11/160 0.413 **
(6.9%)

DPPNI = Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta
* Chi cuadrada de tendencia lineal, ** Prueba exacta de Fisher (a dos colas)
%p =0.022 vs. > 150. Prueba exacta de Fisher (a dos colas)
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DISCUSION

Nuestro estudio demostré que la excrecion de PRL urinaria esta
significativamente incrementada en las mujeres con PE. Previamente ha sido
reportado que la PRL en orina es indetectable en sujetos sanos sin
hiperprolactinemia, en cambio, en sujetos con estados hiperprolactinémicos y
funcién renal normal como en el embarazo o con adenomas hipofisiarios
productores de PRL la presencia de PRL en orina es posible detectarla a muy
bajas concentraciones solo después de someter las muestras de orina a
concentracion (40,41). Dos estudios previos en pacientes sin embarazo y con
alteracioén renal, principalmente debido a glomerulonefritis la deteccién de PRL
urinaria también se ha reportado como indetectable o a muy bajas
concentraciones después de haber sido concentrada la orina (42,43). En
contraste, en este estudio usando una prueba ultrasensible fue posible detectar
la presencia de PRL urinaria sin la necesidad de concentrar la orina. Este
estudio demostré6 en un gran numero de mujeres con embarazo normal a
diferentes etapas de la gestacion que la concentracion de PRL en orina esta en
un rango de indetectable a 2,419.5 pg/ml y los valores normalizados van de 0—
0.94 ng/mg de creatinina. Nuestra hipétesis fue que el grado de prolactinuria, la
cual no habia sido estudiada previamente en pacientes con PE podria ser un
marcador de PE y de su severidad. Dentro del espectro clinico de la
enfermedad hipertensiva del embarazo, encontramos que la excrecién de PRL
urinaria en mujeres con HG es semejante a la excretada por mujeres con un
embarazo no complicado con hipertension, en cambio, en la PE leve esta
incrementada y en la PE severa aun es mucho mayor, incluso en algunos

casos la concentracion de PRL urinaria fue mayor a los valores encontrados en



el suero. En adicion, la concentracion de PRL urinaria normalizada puede
discriminar con una alta sensibilidad y especificidad a las pacientes con PE, asi
como su severidad entre PE leve y severa, por consiguiente nuestra hipotesis
de trabajo fue demostrada. Por analisis de regresion multiple logistico,
demostramos que tanto en PE leve o severa como en la PE severa la
concentracion de PRL urinaria normalizada permanecié con significancia
estadistica después de haber sido ajustada al grado de proteinuria, SDG y
concentracion sérica de PRL, sugiriendo que el grado de prolactinuria en la PE
es un reflejo de la intensidad del dafio del endotelio glomerular. Con respecto a
esto, las manifestaciones mas graves de la PE pueden ser el resultado de la
disfuncién y dafio endotelial mas severo o generalizado, en relacion a esto, la
prolactinuria fue mayor en la PE severa que en la PE leve e incluso el mayor
incremento de la prolactinuria entre las pacientes con PE severa fue asociado
con la ocurrencia de complicaciones mas graves dentro del espectro clinico de
la PE severa, tales como el sindrome de HELLP y la eclampsia.

El analisis por Western blot de la orina de todas las mujeres con HG y PE leve
fue imposible detectar bandas positivas a la PRL, lo cual puede ser explicado
por la baja sensibilidad de nuestra técnica empleada para detectar
concentraciones muy bajas de la PRL inmunoprecipitada en 600 ul de orina. En
contraste, en 80 muestras de orina de pacientes con PE severa con
concentraciones de PRL urinaria no normalizada mayor a 10-15 ng/ml se
detecto la presencia de por lo menos una banda constante de 23 kDa que
corresponde a la PRL monomérica no glicosilada, otra banda inconstante
detectada en el 60% de las muestras positivas fue de 25 kDa que corresponde

a la PRL monomérica glicosilada y otras bandas detectadas en el 15% de las



muestras positivas fueron de 14 y 16 kDa. La PRL monomérica puede
romperse proteoliticamente generando fragmentos de 14 o 16 kDa, este evento
post-transduccional es uno de los mecanismos descritos que dan origen a la
diversidad de las funciones biolégicas de la PRL, dado que la PRL de 14y 16
kDa muestran efectos biologicos diferentes a la molécula que les dio origen.
Los efectos especificos de estos fragmentos incluyen la inhibicion de la
angiogénesis tanto in vitro como in vivo al inhibir el crecimiento endotelial, las
interacciones célula—célula o célula— matriz extracelular, y promoviendo la
apoptosis de las células endoteliales (49-51). Las acciones biologicas sobre el
endotelio de la PRL de 14 y 16 kDa son mediados por un receptor diferente al
receptor de la PRL monomérica (52). En el suero de humanos y principalmente
de ratas se ha detectado la PRL de 16 kDa y se considera que puede tener un
origen hipofisiario o ser generada por proteasas presentes en el suero (53). En
adicion, la actividad de rompimiento de la PRL monomérica se ha demostrado
en varios homogenados titulares, tales como de mama, higado, bazo y rifion
(53,54). Por otro lado, varios tipos celulares extrahipofisiarios expresan el gene
de la PRL (55). Las células endoteliales de vena umbilical humana expresan el
RNAmM de la PRL y producen una PRL de 16 kDa detectada por Western blots
(56). Aunque la PRL de 16 y 14 kDa se han detectado en varias condiciones
fisiologicas y patoldgicas, la identificacion de la(s) enzima(s) proteoliticas para
estas modificaciones post-transduccionales de la PRL aun estan por
determinarse. Sin embargo, varias evidencias sugieren que la catepsina D (una
proteasa aspartil lisosomal) puede ser la principal enzima responsable del
rompimiento de la PRL monomérica que da origen a los fragmentos de 16 y 14

kDa (57). ElI hecho de que las células endoteliales produzcan y liberen PRL



sugiere que las diferentes isoformas de la PRL puedan funcionar como
reguladores autocrinos o paracrinos de la angiogénesis. Interesantemente, en
este estudio demostramos por Western blots que la orina de algunas pacientes
con PE severa contienen PRL de 16 y/o 14 kDa. La fuente de estos fragmentos
de la PRL en la orina no pudo determinarse en este estudio, sin embargo,
debido a que en el analisis por Western blots de la PRL circulante en suero no
detectamos en ningun caso la presencia de la PRL de 16 o 14 kDa, asi como
también al hecho de que la deteccion de PRL glicosilada de 25 kDa en suero
fue mucho menor a la encontrada en orina, nos hizo pensar que tanto la PRL
de 14, 16 y 25 kDa presentes en la orina no proviene de la PRL sérica filtrada
por el glomérulo renal o bien que la PRL monomérica sérica filtrada sufriera
estas modificaciones en la orina o alternativamente que estas isoformas fueran
originadas en el endotelio glomerular y eventualmente escapar a la orina. Con
este razonamiento y debido a que ha sido demostrado que en el sindrome
nefrético experimental en ratas la actividad de catepsina D (la principal
proteasa implicada en la modificaciones post-transduccionales de la PRL)
urinaria se incrementa con el inicio de la proteinuria (58) y dado que el pH
optimo de la actividad enzimética de la catepsina D es &cido como el de la
orina, entonces para determinar si el rompimiento de la PRL monomérica
pudiera suceder en la orina debido o no a la presencia de la actividad de
catepsina D, incubamos muestras de orina procedentes de mujeres con PE
severa con PRL humana hipofisiaria marcada con *?°| (el marcaje de PRL con
25| ha sido descrito previamente, 59) a 37 C por 4 y 24 horas, usando esta
técnica encontramos que la PRL marcada no fue fragmentada (datos no

mostrados), sugiriendo que las modificaciones de la PRL no ocurren en la orina



y que mas bien pueden ser originados en el endotelio glomerular, como ha sido
demostrado en otras células endoteliales humanas (56), en acuerdo a esto
altimo, los niveles séricos de PRL fueron significativamente mas altos en las
mujeres con PE severa independientemente de las SDG, sugiriendo que el
exceso de PRL sérica en PE severa puede ser debido a la contribucion de la
PRL producida por células endoteliales. Finalmente, aunque solo en un grupo
de mujeres con PE severa se detectaron las isoformas de 14 y/o 16 kDa, no
podemos descartar que sea un fendmeno que ocurra con mucha mayor
frecuencia de lo que nosotros encontramos debido a la baja sensibilidad de
nuestro método empleado. Un abordaje para dilucidar esta cuestion seria
concentrar las muestras de orina y/o determinar la actividad anti-angiogénica in
vitro de la orina de mujeres con PE.

Por otro lado, la comparacion de la concentracion de PRL urinaria entre
mujeres con PE severa de acuerdo a la ocurrencia de complicaciones dentro
del espectro de la PE mostraron que las pacientes con trombocitopenia severa,
transaminasemia, DPPNI, IRA, EAP tuvieron altas concentraciones de PRL
urinaria que aquellas que no cursaron con dichas complicaciones graves. En
contraste, la isoformas de la PRL de 16 y/o 14 kDa fue mas frecuente en
mujeres con trombocitopenia severa (<50,000/ul) y transaminasemia, Aunque
la frecuencia de las isoformas de la PRL de 16 y/o 14 kDa fueron mas
frecuentes en las pacientes que tuvieron DPPNI, IRA y EAP no hubo
diferencias debido al reducido tamafo de muestra de las pacientes con dichas
complicaciones.

En conclusién, nuestros resultados basados en un gran niamero de mujeres

embarazadas sanas y con enfermedad hipertensiva del embarazo muestran



que las mujeres con PE tienen un marcado incremento de la concentracion de
PRL urinaria. En adicion, la concentracion de PRL urinaria tiene un alto valor
diagnéstico en diferenciar a las mujeres con PE de las mujeres con HG. La
determinacion de la prolactinuria es un meétodo rapido y no invasivo que puede
ser usado como escrutinio en mujeres con enfermedad hipertensiva del
embarazo para definir el diagnéstico y la severidad de la PE, asi como para
predecir la aparicién o la ocurrencia de complicaciones graves como el DPPNI,
IRA, EAP, sindrome de HELLP y eclampsia. El hallazgo de que la prolactinuria
es un novel biomarcador de dafio endotelial en la PE es de gran importancia
para el obstetra debido a que el monitoreo de la prolactinuria en mujeres con
riesgo puede minimizar la morbilidad materna y perinatal y otros riesgos
asociados a la PE. La PRL de origen endotelial puede contribuir a los niveles
de PRL circulante en mujeres con PE severa. La generacion de fragmentos de
16 y/o 14 kDa (con actividad biolégica anti-angiogénica y pro-apoptética) a
partir de la PRL monomérica por las células endoteliales, ya sea por una
actividad incrementada de la catepsina D o por otros mecanismos puede
contribuir al dafio endotelial y por lo tanto al desarrollo de las manifestaciones
mas severas en el espectro de la PE, las cuales pueden reflejar la intensidad
del dafio endotelial. Finalmente, se requieren mas estudios encaminados a
esclarecer el origen de las diferentes isoformas de la PRL presentes en la
orina, asi como evaluar el papel patogénico de la PRL y de sus isoformas en la

PE y de su contribucion en el espectro de la enfermedad.
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ANEXO

Durante mi rotacién de cuarto afio de la residencia en Ginecologia y
Obstetricia dentro de Ila Unidad de Investigacion en Medicina Reproductiva,
participe en realizacién del articulo titulado: Protein:Creatinine Ratio in
Random Urine Samples Is a Reliable Marker of Increased 24-Hour Protein
Excretion in Hospitalized Women with Hypertensive Disorders of Pregnancy, el
cual fue aceptado en la Revista Internacional Clinical Chemistry, actualmente

se encuentra en imprenta y sera publicado en el mes de septiembre.
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Background: The protein:creatinine ratio in random, untimed urine samples
correlates with 24-h protein excretion in pregnant women with and without
hypertension. Nevertheless, whether this ratio is appropriate as a screening test
for proteinuria is still unclear, in part because of the paucity of large studies.

Methods: We measured protein:creatinine ratios in random urine samples and
protein contents of 24-h urine samples in a cross-sectional study of 927
hospitalized pregnant women at *20-weeks of gestational age and in a 2nd
cohort of 161 pregnant women. In the 2nd group, urine specimens were
obtained before and after completion of the 24-h collections, avoiding 1st-
morning void specimens.

Results: Protein excretion was >300 mg/24 h in 282 patients (30.4%). The urine
protein:creatinine ratio and the 24-h protein excretion were significantly
correlated (r = 0.98, P <0.001). The protein:creatinine ratio as an indicator of
protein excretion >300 mg/24 h was >0.3. The sensitivity and specificity were
98.2% and 98.8%, respectively. Positive and negative predictive values were
97.2% and 99.2%, respectively, and positive and negative likelihood ratios were
79.2 and 0.02, respectively. The diagnostic accuracy of the urinary
protein:creatinine ratio was corroborated in the 2nd cohort of patients, which
also showed no statistically significant difference in protein:creatinine ratio
between samples obtained >24 h apart.

Conclusions: Random urinary protein:creatinine ratio is a reliable indicator of
significant proteinuria (>300 mg/day) in nonambulatory pregnant women,
irrespective of sampling time during the daytime. The protein:creatinine ratio
may be reasonably used as an alternative to the 24-h urine collection method
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