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IV. RESUMEN

Titulo.

Expresion de TREM1 en la respuesta inflamatoria sistémica de pacientes con

preeclampsia severa, embarazos normales y no embarazadas.

Marco tedrico

La preeclampsia es la enfermedad hipertensiva asociada al embarazo mas
frecuente. Sus complicaciones se encuentran dentro de las tres primeras
causas de muerte materna y de parto pretérmino inducido. La preeclampsia es
de aparicion subita y no necesariamente secuencial, lo cual dificulta en extremo
el diagnéstico oportuno y manejo, ademas de propiciar que se sumen
complicaciones. Hasta el momento se desconoce la causa, aunque se ha
detectado que tanto la imposibilidad de generar la placentacién adecuada como
una activacion anormal del sistema inmunolégico materno estan involucrados.
De hecho se ha propuesto que la preeclampsia es la exacerbacion anormal del
estado proinflamatorio que se propone ocurre durante el embarazo
normoevolutivo.

Asi, los niveles de algunas moléculas proinflamatorias como IL-6, procalcitonina
y acido urico se han tratado de asociar tanto con el diagnéstico temprano como
pronoéstico de preeclampsia, sin embargo hasta el momento no se cuenta con
herramientas efectivas para el seguimiento de pacientes con preeclampsia.
TREM1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 1) amplifica la
respuesta inflamatoria, al aumentar la expresién de algunos receptores tipo Toll
(TLRs) en monocitos y macrofagos. Se ha reportado que TREM1 se encuentra
incrementado, ya sea en su forma de superficie o soluble, ante eventos

proinflamatorios infecciosos y no infecciosos.



Objetivo general

Caracterizar la expresion de TREM-1 de superficie, asi como de IL-6, IL-10 y
TNF-a en pacientes con preeclampsia, embarazos normoevolutivos y mujeres
no embarazadas.

Objetivos particulares

» Determinar y comparar la expresion de TREM-1 en monocitos de sangre
periférica mediante citometria de flujo en pacientes con preeclampsia y
embarazos normoevolutivos, asi como en mujeres no embarazadas.

« Cuantificar y comparar la concentracion sérica de IL1b, IL-6, IL-10, IL-8, IL-
12 y TNF-a de pacientes con preeclampsia y embarazos normoevolutivos
mayores a 34 semanas y mujeres no embarazadas.

Material y métodos:

Se traté de un estudio observacional transversal analitico comparativo de
muestras sanguineas de mujeres con preeclampsia severa, embarazadas
normales y no embarazadas. Se obtuvieron por venopuncion 5 ml de sangre
periférica y se determind la expresion de TREML1 en la superficie de monocitos
y se cuantific6 en plasma la concentracion de IL1b, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12 vy
TNF-a.

El analisis estadistico inferencial se realizé mediante pruebas no paramétricas
dada la distribucibn no normal de los resultados. Se compararon medianas
mediante Kruskal Wallis para comparaciones entre grupos y Mann Whithney
para comparacion entre dos grupos.

Resultados:

Se incluyeron 33 mujeres, 10 no embarazadas, 15 embarazadas normales y 8

con preeclampsia severa. La expresion de TREM1 en embarazadas normales
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fue homogénea en comparacion con las mujeres no embarazadas Yy
preeclampsia. La concentracion de todas las citocinas estudiadas fue mayor en
el grupo de preeclampsia severa comparada con los otros grupos. Asi mismo se
observo una correlacion positiva entre los niveles de TREM1 y las
concentraciones de citocinas, siendo en el grupo de preeclampsia mayor que en
los otros dos grupos.

Conclusiones

La expresion de TREM1 en monocitos es mayor en mujeres con preeclampsia
gue en embarazadas normotensas.

Los niveles de TREM1 se asocian a niveles de sobreexpresion de citocinas
inflamatorias, aun mas que en pacientes no embarazadas.

La relacion de TREM1 y la expresion de citocinas en embarazadas

normotensas es diferente a embarazadas con preeclampsia y no embarazadas.



V. MARCO TEORICO

De las enfermedades hipertensivas asociadas al embarazo, que incluyen a la
hipertension gestacional, hipertension cronica, preeclampsia sobreagregada a
hipertension croénica, la preeclampsia es la mas frecuente, ya que complica a
entre el 7 al 10% de las mujeres gestantes [1]. Esta enfermedad multisistémica
(también conocida como sindrome preeclampsia/eclampsia) se distingue de los
otros trastornos hipertensivos del embarazo, por presentar elevacion de la
tension arterial y proteinuria, manifiestas a partir de la vigésima semana de
edad gestacional (SEG). Estos signos suelen desaparecer al interrumpirse el
embarazo o en el puerperio mediato (hasta dos semanas postparto) (2, 3).

De acuerdo a la gravedad del cuadro clinico y compromiso de los diferentes
sistemas maternos, esta enfermedad se clasifica en leve (con hipertension y/o
proteinuria) o severa (con hipertensién y/o proteinuria y algin dato de disfuncion
renal, hepética o neuroldgica) (2). La hipertensiéon o elevacion de la presion
arterial en el embarazo se define como presion arterial sistdlica mayor a 140
mmHg o diastélica mayor a 90 mmHg (anexo 3). La proteinuria se define como:
excrecion urinaria de 0.3 g 0 mas de proteina en coleccidén de 24 horas; lo que
correlaciona con concentraciones de 30 mg/dL 6 la marca correspondiente a (+)
de una tira reactiva en pacientes sin evidencia de infeccién de vias urinarias. El
indice urinario de proteina/creatinina menor a 30 mg/mmol es un punto de corte
para descartar proteinuria y se sugiere su uso como equivalente a una
coleccion de orina de 24 horas (4, 5 ,6). Aun cuando la proteinuria es un dato
util para la clasificacion de la preeclampsia, sus niveles no se relacionan

directamente con el curso de la enfermedad (7).



La preeclampsia es un importante problema de salud reproductiva a nivel
mundial que complica entre 3 a 14% de los embarazos. Tres cuartas parte de
los casos suelen corresponder a preeclampsia leve a moderada y el 25%
restante a casos de preeclampsia grave (8). La tasa de mortalidad oscila del 10
al 15% y es independiente si se trata de paises en vias de desarrollo o
industrializados(9). En México, en el periodo de 1995-1997, la preeclampsia
constituy6 la principal causa de mortalidad materna, causando 31.9% de las
muertes maternas (3). Adicionalmente, la preeclampsia es la principal causa de
parto pretérmino inducido, lo que se impacta directamente en aumento de la
morbi-mortalidad neonatal(10).

Se desconoce la causa directa de la preeclampsia y se propone que dentro de
la fisiopatologia de este sindrome puede haber factores genéticos e
inmunoldgicos que desequilibran la biologia materno-fetal. Se ha propuesto que
uno de los eventos claves en el desarrollo de la preeclampsia es la placentacion
defectuosa (11). Se hipotetiza que esta placentacion deficiente se desarrolla por
dos factores: 1) la incapacidad de los trofoblastos para migrar y reestructurar a
las arterias espirales y 2) la disminucion en la tolerancia materna frente a los
antigenos fetales (menor expresion de antigenos HLA-G en trofoblastos), que
pueden inhibir su capacidad migratoria, o incluso destruir a los trofoblastos
(12,13, 14). La placentacion defectuosa deriva en hipoperfusion placentaria, que
trae en consecuencia restriccion en el crecimiento fetal y liberacion a la
circulacion sistémica de mediadores de respuesta a hipoxia, como los agentes
vasoconstrictores como mecanismo compensador. Dado que en el tercio final

del embarazo es cuando realmente se incrementa el gasto placentario, se
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propone que se agudiza este estado que desencadena la activacion endotelial
asociada a la aparicién del cuadro clinico de la preeclampsia (15).

También se ha propuesto que la activacion endotelial crénica favorece el
desarrollo de preeclampsia. De alli que las mujeres con hipertension esencial,
diabetes o sindrome metabdlico desarrollen preeclampsia con mayor frecuencia
(16, 17). Moléculas asociadas a vasoconstriccion y activacion endotelial como
angiotensina Il y bradicinina se expresan mas en pacientes con preeclampsia
y también en estas pacientes se ha detectado que incrementos en la expresion
del receptor tipo 1 a bradicinina, potencia el efecto vasoconstrictor sistémico de
la angiotensina Il (18). En estudios ex vivo, los miocitos derivados de
vasculatura de mujeres sin preeclampsia expuestos a suero de mujeres con
preeclampsia, muestran menor capacidad de relajacion ante bradicinina (18).
En modelos de raton, se ha sugerido que la presencia de autoanticuerpos
agonistas para los receptores de angiotensia Il puede generar un cuadro tipo
preeclampsia (19).

Otro factor relacionado con la activacién endotelial, es el estrés oxidativo (20),
este se asocia con el incremento en el gasto placentario al final del embarazo
(21,22). En las pacientes con preeclampsia severa los niveles plasméticos de
hidroperdxidos lipidicos son mayores que en embarazads normotensas. Estos
lipidos oxidados, se relacionan con dafio endotelial y activacion del mismo, al
elevar los niveles séricos de la molécula de adhesion al endotelio vascular 1
(VCAM-1) (22). Las células endoteliales activadas son capaces de producir IL-6
(23), que al ser reconocida por neutrdfilos, induce la generacion de especies
reactivas de oxigeno que perpertuan la activacion de las células endoteliales

(24). Se propone también que la activacion endotelial se relaciona directamente
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con la concentracion sérica elevada de IL-6, TNFa y especies reactivas del
acido tiobarbiturico, todas las cuales se elevan en pacientes con preeclampsia
(25-27).

Multiples enfermedades multisistémicas como lupus eritematosos sistémico,
psoriasis, asma, artritis reumatoide, diabetes y sindrome metabdlico, se
relacionan con elevacion de citocinas proinflamatorias (28-31). En el caso de las
entidades obstétricas, se han reportado incrementos locales y/o sistémicos de
IL-1B, IL-2, IL-12, IL-8 y TNFa que se asocian con parto pretérmino (32), ruptura
prematura de membranas (33) abortos recurrentes (34) y preeclampsia (35). En
preeclampsia, comparado con embarazos normoevolutivos, se incrementan los
niveles séricos de IL-1, IL-6 e IL-8 en el tercer trimestre del embarazo (36). La
fuente de esta citocinas pueden ser células de estirpe inmunoldgica, endotelial
o epitelial. Se han reportado que interferon gamma (IFNy) puede ser producido
por células de la decidua (37). En raton, la sobre expresion de IFNy y su
receptor tipo 2 puede polarizar el perfil de citocinas hacia uno de tipo Thl (38).
Este perfil tipo Thl, caracterizado por la presencia de citocinas como IL-2, IL-6,
IL-12, IL-1b, IL-8 y TNFa ademés del INFy resulta desfavorable para el
embarazo (39). La infeccidon con Leishmania sp, que induce respuesta Thl en
modelos de ratones BalbC, con incrementos en la concentracion sérica de INFy,
TNF y disminucién de IL-10, aumenta la tasa de reabsorcion fetal y aborto, (40).
En mujeres embarazadas se ha detectado disminucion en las concentraciones
séricas de IL-4 (citocina con actividad antiinflamatoria) en mujeres con
preeclampsia respecto a embarazadas sin patologia (41).

Sin embargo, aunque de inicio se pensd que esta activacion de la respuesta

inflamatoria era exclusiva de las mujeres con preeclampsia, se han encontrado
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multiples evidencias que en comparacion del estado sin embarazo, durante la
gestacion, las mujeres presentan datos compatibles con un estado sistémico
proinflamatorio. En el tercer trimestre de la gestacion, los linfocitos y monocitos
circulantes de mujeres embarazadas, presentan marcadores de activacién en
mayor proporcion que mujeres no embarazadas (42). En comparacion también
con mujeres no embarazadas, los monocitos de mujeres embarazadas
sobreexpresan la molécula conocida como Tim-3 (T cell lg and mucin domain)
gue favorece la respuesta inflamatoria, necesaria, aparentemente, para
proteger a la madre de infecciones (43). Por otro lado, se sabe que la expresion
de IFNy en el endometrio es indispensable para que ocurra la implantaciéon y
permanencia del embarazo (44). De la misma manera, parece que el
incremento de citocinas como TNFa, IL-6 e IL-8 son necesarias para el trabajo
de parto (35,36). Con estas y otras evidencias es que se ha sugerido que el
embarazo normal desencadena una estado inflamatorio sistémico (45), que en
el caso de preeclampsia es exacerbado (46,47), pudiéndose manifestar con
concentraciones mayores de citocinas proinflamatorias y/o activacion de células
NK ante la presencia del producto de la concepcion (48).

Por ello se piensa que los marcadores relacionados con inflamacién podrian
servir para el diagnostico y/o seguimiento de la preeclampsia. Por analisis
protedmicos, se encontré que el componente C4 beta, del sistema de
complemento se eleva significativamente en el suero de pacientes con
preeclampsia, probablemente por la respuesta del sistema inmune materno a

debris placentario, producido exacerbadamente en la preeclampsia.
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En embarazos con preeclampsia, citocinas como IL-10, IL-8 y el receptor
soluble de IL4 estdn significativamente méas elevados respecto a
embarazaradas normotensas (49).

Sin embargo, hasta el momento no se han podido establecer como
metodologias Utiles en la clinica, en parte, por la vida media y estabilidad de
estos mediadores. Una alternativa en la busqueda de biomarcadores son
moléculas con mayor estabilidad en su expresién, como son las moléculas
asociadas a activacion de células inflamatorias. Tal es el caso de TREM1 que
se expresa en células como monocitos y neutrdfilos.

TREM1 es un receptor que suele expresarse en la superficie de monocitos y
neutrofilos activados; el lipopolisacarido (LPS), componente habitual de
bacterias, es uno de los estimulos mas estudiados que inducen la expresion de
esta molécula en la superficie de monocitos (50). Existe una forma soluble del
receptor que, o se forma por medio del RNA mensajero de TREM-1 que al
pasar por splicing alternativo o es la misma isoforma de membrana que se
escinde, y da lugar a una proteina de 30kDa que conserva la regidén extracelular
de TREM-1 de superficie, pero sin el dominio transmembranal (STREM-1) (51).
Se ha propuesto que la forma soluble sirva para inhibir la sefializacion inducida
por el receptor de superficie al secuestrar al ligando de este receptor (52).

La activacion de TREM-1 incrementa en monocitos la produccion del factor de
TNF-a, IL-18 e IL-8; y en polimorfonucleares, la fagocitosis y el estallido
respiratorio, asi como disminuye la produccién de IL-10 (53). Esta activacion de
TREML1 se hace utilizando anticuerpos anti-TREM1 ante el desconocimiento del

ligando de este receptor, aunque se propone que debe estar relacionado con
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moléculas asociadas con la activacion de la respuesta inmune innata, como las
proteinas de choque térmico 60 (heat shock protein, HSP60) y 70 (51).

Estudios realizados por nuestro laboratorio y otros grupos, tanto en humanos
como en ratones, asocian la elevacién de TREM-1 y de sTREM-1 con estados
inflamatorios sistémicos, tanto asociados a infecciones como la sepsis (54) o no
infecciosos como la pancreatitis (55,56), la enfermedad intestinal inflamatoria o
la gota (57,58,59).

TREM-1, tanto en su forma de membrana y soluble, se ha mostrado como
predictor de supervivencia en pacientes con cancer de pulmoéon (RR= 2.72,
IC95% 1.33-5.57, p=0.006) (60). También en su forma soluble se ha estudiado
como marcador prondéstico en pacientes con neumonia adquirida en la
comunidad, identificandose como un factor prondstico independiente de
supervivencia (OR = 0.74, IC95% 0.064-0.083). Mientras que en procesos no
infecciosos se ha encontrado que la forma soluble se encuentra incrementada
en comparacion con sujetos sanos, como en los pacientes con la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (61).

En cuanto a embarazo, existe un antecedente en el que se estudiaron
moléculas relacionadas con inflamacion en un modelo de prediccién de parto
pretérmino. STREML1 sérico se encontré elevado en pacientes con antecedente
de parto pretérmino, aunque los analisis multivariados no resultaron
estadisticamente significativo (62).

Ahora bien, si la preeclampsia es efectivamente un estado inflamatorio
sistémico mayor al que ocurre durante la gestacion, es factible que TREM-1, se
encuentre elevado en pacientes con preeclampsia respecto a embarazadas

normotensas, aun antes de la presentacion clinica del sindrome. Ya que es de
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esperarse que la elevacién del TREM1 de membrana anteceda la produccion

exacerbada de citocinas que también se asocia con preeclampsia.

16



VIl.  JUSTIFICACION

La preeclampsia una de las primeras causas de morbilidad y mortalidad
materno-infantil aun en paises desarrollados y/o con las unidades de atencion
mejor equipadas (3). Varias son las causas que dificultan el control y
seguimiento de las pacientes con preeclampsia: el desconocimiento de la
etiologia precisa, lo subito de la aparicion del cuadro clinico y la posibilidad de
presentar formas severas de la enfermedad sin antecedente patoldgico alguno
(las pacientes pueden debutar con preeclampsia severa o eclampsia sin haber
presentado preeclampsia leve). En este contexto, se han buscado varios
biomarcadores que permitan identificar los embarazos que se complicaran con
preeclmapisa o bien con valor prondstico en las pacientes con preeclampsia.

Se propone que la preeclampsia se asocia con estados inflamatorios
sistémicos. En estos estados se ha reportado que los leucocitos sistémicos se
encuentran activados, por lo que en su superficie se expresan diferencialmente
moléculas como receptores a quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento o
co-estimuladoras, las cuales facilitan la migracién, fagocitosis, citotoxicidad y/o
secrecion de citocinas. Asi, la capacidad inflamatoria de monocitos, se asocia
con incrementos en la expresion TREM-1 en su superficie. Es factible que en la
preeclampsia, esta molécula se encuentre elevada respecto a embarazos
normoevolutivos y que incluso se relacione con el prondstico, si es que su
expresion se relaciona con mayor respuesta inflamatoria en las pacientes.
Como un primer paso para determinar el valor como biomarcador, nos
proponemos establecer los niveles de expresion de TREML1 en la superficie de
monocitos de mujeres en el tercer trimestre del embarazo, que padezcan

preeclampsia o cursen con embarazo normoevolutivo, asi mismo se incluird un
17



grupo de mujeres no embarazadas. Al mismo tiempo, en un acercamiento al
papel que TREML1 juega en la fisiopatologia de la preeclampsia estableceremos
Si su presencia correlaciona con las concentraciones séricas de varias citocinas

inflamatorias que ya se han reportado elevadas en preeclampsia.
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VIIl.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preeclampsia es una de las principales complicaciones del embarazo, ya
que es la primera causa de muerte materna en México y segunda a nivel
mundial. Se considera en la actualidad que en el embarazo existe un estado
inflamatorio (35, 36, 42, 43, 44, 45) y que durante la preeclampsia este estado
se incrementa (46, 47) .

En procesos inflamatorios sistémicos, infecciosos y no infecciosos, el TREM-1
tanto en su forma soluble como de membrana se encuentra activado y, como
consecuencia, la concentracion sérica de interleucinas proinflamatorias se
encuentra aumentada y la concentracion de las antiinflamatorias disminuida
(54, 55, 56).

Alun cuando se ha determinado que las interleucinas TNF-a e IL6 se
encuentran elevadas en la preeclampsia, hasta el momento no se han
realizado estudios donde se haya descrito el comportamiento de TREM-1. Por
lo que el conocer si TREM-1 vy las interleucinas relacionadas estan asociadas
al evento inflamatorio de la preeclampsia apoyaria la hipotesis fisiopatolégica
inflamatoria de la preeclampsia y permitira saber si TREM1 puede ser

propuesto como un marcador diagndstico/prondstico de la enfermedad.
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IX. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cuél es la expresion de TREM-1 en monocitos y neutrofilos de
pacientes con preeclampsia severa, embarazos normoevolutivos y
mujeres no embarazadas?

2. ¢Cuales son las concentraciones séricas de IL1p, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12
y TNF-a en pacientes con preeclampsia severa, embarazos
normoevolutivos y mujeres no embarazadas?

3. ¢Existe diferencia en la expresion de TREM1 en monocitos y neutrofilos

de pacientes con preeclampsia severa y embarazos normoevolutivos?
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X. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la expresiéon de TREM-1 asi como de IL14, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12 y

TNF-a en pacientes con preeclampsia, embarazos normoevolutivos y mujeres

no embarazadas.

Objetivos especificos

1. Determinar la expresion de TREM-1 en la superficie de monocitos y
neutréfilos de sangre periférica mediante citometria de flujo en pacientes
con preeclampsia severa, embarazos normoevolutivos, y mujeres no
embarazadas.

2. Determinar la concentracion sérica de IL1p, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12 y
TNF-a de pacientes con preeclampsia severa Yy embarazos
normoevolutivos.

3. Comparar los valores de TREML1 e interleucinas entre las mujeres con

preeclampsia severa y embarazos normoevolutivos.
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Xl.  HIPOTESIS

1) La expresion de TREM-1 en monocitos y neutréfilos de mujeres con
preeclampsia severa sera mayor que en embarazadas normales y mayor
gue en las mujeres no embarazadas.

2) Con respecto a las concentraciones séricas de interleucinas, las
pacientes con preeclampsia severa:

a) IL1p, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a estaran aumentadas en comparacion
con las embarazadas normales y no embarazadas
b) IL-10 se encontrara disminuida en comparacion con las embarazadas

normales y no embarazadas.
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Xll.  MATERIAL Y METODOS

[X.1 Disefio

Estudio observacional, transversal, comparativo y prolectivo.

IX.2 Lugar de realizacion del estudio
1) Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ) de la UMAE

Hospital de Especialidades, del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

2) Hospital Juarez de México. Servicio de Ginecologia y Obstetricia.

IX.3 Periodo
Comprende de febrero del 2009 a febrero del 2011

Poblacion de estudio

Mujeres de edad reproductiva que acudieron a recibir atencion obstétrica
al Hospital Juarez de México, familiares y personal del hospital no

embarazadas dentro del mismo grupo de edad.

IX.4.1 Criterios de seleccion

Mujeres con preeclampsia

Inclusién

1. Mujeres de entre 18 y 35 afos

2. Embarazo de mas de 34 semanas de gestacion, de acuerdo con la fecha
del inicio de la dltima menstruacion corroborada con ultrasonido del
primer o segundo trimestre.

3. Con diagnostico de preeclampsia severa siguiendo los criterios del

lineamiento técnico de la Secretaria de Salud (4) en concordancia con el
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Report of the National High Blood Pressure Education Program Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy (2).
a. Presién arterial sistdlica mayor a 140 o diastélica mayor a 90 en
dos tomas separadas al menos 6 horas entre si.
b. Proteinuria de al menos 0.3 g en una coleccién de orina de 24
horas 6 indice proteina/creatinina en orina mayor a 30mg/mmol.

4. Con uno o mas de los siguientes:

a. Creatinina sérica > a 1.2 mg/dl
b. Trombocitopenia < 150 000 cel/mm?®
C. Incremento de la deshidrogenasa lactica = 600 Ul

d. Elevacion al doble de los valores de TGO/AST o TGP/ALT
e. Cefalea, alteraciones visuales o auditivas

f. Epigastralgia

g. Oliguria = 500 ml en 24 hrs

h. Edema agudo de pulmén

I. Dolor en hipocondrio derecho

J- Restriccion del crecimiento

k. Oligohidramnios

5. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento

informado.

Exclusion
1. Mujeres con antecedentes de diabetes, lupus eritematoso sistémico o

hipertension arterial.
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2. Infeccion clinica en el momento del estudio o quince dias previos. Se
realizard un cuestionario clinico (anexo 1) y determinacion de leucocitos
en la biometria hemética, descartando aquellas pacientes con cuenta
mayor a 15,000.

3. Embarazo multiple.

4. Pacientes en trabajo de parto.

5. Muestras de pacientes que se clasifiquen con hipertensién crénica, esto

es hipertension 12 semanas posteriores a la terminacion del embarazo.

Eliminacién
1. Pacientes cuyas muestras no puedan procesarse en las siguientes 8

horas posteriores a la toma.

Mujeres con embarazo normal

Inclusion:

1. Mujeres de entre 18 y 35 afios.

2. Embarazo de mas de 34 semanas de gestacion, de acuerdo con la fecha
del inicio de la dltima menstruacion corroborada con ultrasonido del
primer o segundo trimestre.

3. Con embarazo normoevolutivo definido por el servicio de Ginecologia del
hospital.

4. Que acepten participar en el estudio, con la firma de carta de

consentimiento informado.
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Exclusién

1. Mujeres con antecedentes de diabetes, lupus eritematoso sistémico o
hipertension arterial.

2. Infeccion clinica en el momento del estudio o quince dias previos. Se
realizard un cuestionario clinico (anexo 1) y determinacion de leucocitos
en la biometria hemética, descartando aquellas pacientes con cuenta
mayor a 15,000.

3. Pacientes en trabajo de parto.

4. Embarazo multiple.

5. Muestras de pacientes que desarrollen preeclampsia posterior a la toma
de la muestra hasta 6 semanas posteriores a la terminacion del
embarazo.

Eliminacién

1. Pacientes cuyas muestras no puedan procesarse en las siguientes 8
horas posteriores a la toma.

No embarazadas

Inclusion

1. Mujeres entre 18 y 35 afios de edad

2. Con prueba de embarazo negativa.

3. Que acepten participar en el estudio, con la firma de carta de
consentimiento informado.

Exclusién

1. Mujeres con antecedentes de diabetes, lupus eritematoso sistémico o

hipertension arterial.

26



2. Infeccion clinica en el momento del estudio o quince dias previos. Se
realizard un cuestionario clinico (anexo I) y determinacion de leucocitos
en la biometria hemética, descartando aquellas pacientes con cuenta

mayor a 15,000.

Eliminacién
1. Pacientes cuyas muestras no puedan procesarse en las siguientes 8

horas posteriores a la toma.

IX 5.4 Definicion de las variables

Variable independiente

Grupos de estudio:

Mujeres con preeclampsia: hipertension y proteinuria de acuerdo a las
definiciones del lineamiento técnico de salud en concordancia con Report of
the National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy (2)

Embarazos normoevolutivos: Mujeres con embarazo no complicado que
sean referidas a la unidad hospitalaria y que sea corroborada la evolucion
del embarazo por el servicio de ginecologia y que se encuentre en control
prenatal.

Mujeres no embarazadas: Mujeres que se descarte embarazo y que no
tengan antecedente de enfermedad crénica o infeccidon sistémica durante o
previo a la toma de muestra

Escala de medicion

Cualitativa, nominal.
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Unidad de medicién

Embarazo normal, preeclampsia y no embarazadas

Variable dependiente

1. Niveles de TREM-1
Identificacion, mediante citometria de flujo del receptor TREM-1 en la
superficie de monocitos de sangre periférica [39]
Escala de medicién
Cuantitativa, continua.
Unidad de medicion

Intensidad media de fluorescencia

2. IL1B, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12 y TNF-a
Identificacion de las moléculas en suero de la muestra mediante citometria
de flujo (48)
Escala de medicion
Cuantitativa, continua.
Unidad de medicién

Picogramos por mililitro (pg/mL).

Variables demograficas

1. Edad.
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El nUmero de afios cumplidos, referidos por el paciente desde su
nacimiento a la fecha de la terminacién del evento obstétrico.
Escala de Medicion:

Cuantitativa, continua

Unidad de medicién

ARoS.

Otras Variables
Edad gestacional
Semanas de embarazo calculadas a partir de la fecha reportada por la
paciente como de inicio de Ultima menstruacién corroborada con
ultrasonido del primer o segundo trimestre (63)
Escala de Medicion:
Cuantitativa, continua.
Unidad de medicion

Semanas.
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2. Antecedentes obstétricos

El nUmero de embarazos previos al actual y si estos terminaron en parto,
cesérea o aborto. Se reportara el total de partos, ceséareas, abortos de
lapaciente previos al evento obstétrico actual.

Escala de Medicion:

Cuantitativa, discreta.

Unidad de medicién

Numero de partos, cesareas, abortos.
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IX.5.2 Metodologia

[X.5.1 Técnica de muestreo

Las pacientes fueron seleccionados mediante muestreo no probabilistico de
casos consecutivos.
Seleccion de las participantes:

|. Pacientes con preeclampsia
A partir de la autorizacion del estudio, se revisaron los censos diarios de los
servicios de hospitalizacion de ginecologia, tococirugia (labor) y terapia
intensiva.
Se revisaron los expedientes y se corroboré que tuvieran los criterios de
inclusion.
Se corroboro la edad gestacional mediante el calculo en semanas a partir del
inicio de la fecha de la dltima menstruacion, asi como con el reporte de los
estudios de ultrasonido que fueron realizados durante el primer o segundo
trimestre.
Se explicd el estudio ampliamente a cada participante, se llend y firmé el
consentimiento informado.

ll. Pacientes con embarazos normales:
Las pacientes enviadas a la unidad para finalizar el control prenatal, fueron
valoradas por un ginecoélogo quien al revisar clinicamente a la paciente, la nota
de envio y los exdmenes de laboratorio determiné que se trataba de un
embarazo normoevolutivo.
Se revisaron los expedientes para corroborar que tuvieran los criterios de
inclusién y se invitd a la paciente a participar en el estudio. Se llend y firmé el

consentimiento informado.
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lll. Mujeres no embarazadas:

Las pacientes no embarazadas se obtuvieron por invitacion directa a personal

de salud de la unidad donde se recolectaron a las pacientes embarazadas.

Se corrobord que cumplieran los criterios de inclusion y se llené el formato de

recoleccion de datos, asi como la carta de consentimiento informado.

Muestras sanguineas

a.

Se tom6 una muestra sanguinea de 5 cc de una vena periférica
y se coloco en un tubo con anticoagulante EDTA,; el tubo se
coloco en un equipo disefiado para traslado.

Las muestras se trasladaron inmediatamente a la UIMIQ para
su procesamiento. Las muestras fueron centrifugadas para
obtener el plasma y posteriormente almacenadas en
congelacion.

Para la determinacion de la expresion de TREM-1 en monocitos
se realizd citometria de flujo. Para el resto de las moléculas se

realiz6 cuantificacion mediante CBA con citometro de flujo (48).
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[X 5.7 Procesamiento de las muestras.

Para la determinacion de TREM-1 en superficie de monocitos:

Se tomaron 5 mL de sangre total en tubos de poliestireno con EDTA como
anticoagulante. Se procesaron 50 uL de esta sangre para su andlisis por
citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales o controles isotipo
acoplados a fluorocromos que se incuban durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de incubacién, se agregé un mL de solucion
amortiguadora de fostatos (PBS a 1x) y se centrifug6 a 1200 rpm durante 5 min.
Las células se resuspendieron y analizaron utilizando un citbmetro de flujo
FACSAria, (Becton Dickinson, Rutherford, NJ) que tiene instalado el software
FACSDiva 6.0. La expresion relativa de TREM-1 se reportd como intensidad
media de fluorescencia para cada muestra.

Interleucinas

Mediante centrifugacién, se separdé el plasma de la muestra sanguinea
colectada e inmediatamente se congeld, separado en alicuotas de 200 uL hasta
su utilizacién para la cuantificacion de IL1f, IL-6, IL-10, IL-8, IL-12 y TNF-q,
mediante el sistema de arreglo de perlas (CBA, por Cytometric Bead Array),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema funciona de forma
similar al sistema de “sandwich” del ELISA, con la diferencia de que los
anticuerpos de captura se encuentran fijados a perlas, sobre las que se asocia
la citocina correspondiente y posteriormente se agrega el anticuerpo de
deteccion acoplado a fluorescencia de 650 nm. A mayor cantidad de moléculas
asociadas de la citocina, mayor la intensidad media de fluorescencia, que se

compara a una curva estdndar para calcular la cantidad de citocina. Al utilizar
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anticuerpos con diferente especificidad asociados a perlas con diferentes
capacidades de emision de fluorescencia a 520 nm de longitud se pueden
cuantificar varias citocinas utilizando volimenes minimos (50 uL) de la misma.
El sistema utilizado reporta limites minimos de deteccion (sensibilidad) de: 3.6
pg/mL para IL-8, 7.2 pg/mL para IL-1, 2.5 pg/mL para IL-6, 3.3 pg/mL para IL-

10, 3.7 pg/mL para TNFa y 1.9 pg/mL para IL-12p70.
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Xlll.  CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA

No existe en la literatura publicaciones donde se compare la expresion de
TREM1 en pacientes con preeclampsia, sin embargo en un trabajo del grupo de
investigadores de nuestra unidad se compard la expresion de TREM1 en
pacientes con respuesta inflamatoria sistémica sin evidencia de infeccion. Se
encontrd una diferencia de aproximadamente 15 en el promedio del porcentaje
de expresion de TREM 1 entre los pacientes con y sin SIRS (53).

Inicialmente se calculdé con los datos previamente descritos un tamafio de
muestra de 33 para cada uno de los grupos.

Con los resultados del presente trabajo se recalculd el tamafio de muestra
utilizando formulario de programa STATA, tomando en cuenta los valores de
IMF de TREM1 de los grupos de pacientes con preeclampsia y embarazos

normoevolutivos, obteniendo una n de 15 para cada grupo.
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XIV. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis descriptivo se realizd de acuerdo con la escala de medicion de las
variables; para las cualitativas frecuencias simples y porcentajes. Para las
cuantitativas dada la distribucién no normal (se realizé prueba de normalidad de
Kolmogorov- Smirnov) se describen la mediana, rangos.

Andlisis inferencial: de acuerdo con la distribucion de las variables, se
compararon las medianas con la prueba no paramétrica U de Mann- Whitney
para muestras independientes. Se consideraron los valores de p <0.05, a dos
colas, como significativos.

Se utilizé el programa estadistico SPSS version 15 para todos los andlisis. Y

STATA para céalculo del poder de las diferencias.
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XV. CONSIDERACIONES ETICAS

Riesgo de lainvestigacion

El estudio consistio en aportar una muestra de 3 ml de sangre periférica, lo que
de acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud se considera una investigacion de Riesgo Minimo,
tomando como base el apartado IV especificamente en el articulo 44 y 45 en
relacion con el articulo 17 del mismo reglamento donde se establece que la
extraccion de sangre con frecuencia maxima de dos veces a la semana y
volumen méximo de 450 ml en dos meses.

Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y la
sociedad en su conjunto

En este caso la paciente no obtuvo ningun beneficio directo por su participacion
en el estudio, sin embargo el presente trabajo ayudara al mejor entendimiento
de la preeclampsia en relacion al papel que juega el sistema inmune asi como
la posible adicion de marcadores tempranos. Lo anterior lleva a un beneficio a
la sociedad en general y en particular a las mujeres que en algin momento

puedan llegar a tener la enfermedad.

Confidencialidad

El nombre y el expediente de la paciente no se incluyeron en ninguno de los
apartados de presentacion de resultados. Ambos datos se utilizaran sé6lo para
control interno y tendran acceso a ellos soélo el investigador responsable.

Condiciones en las cuales se solicita el consentimiento

La invitacion a participar en el estudio se hiz6 de forma verbal por tratarse de
un estudio con riesgo minimo ademas se firmd carta de consentimiento
informado (articulo 23, reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud). Una vez que se tuvo el diagnostico en el caso de
pacientes con preeclampsia. Se explicd los detalles de la investigacion asi
como se respondieron las dudas al respecto. En el caso de pacientes con
embarazos normales se solicitd su participacion en la consulta externa

prenatal. Las pacientes no embarazadas fueron invitadas de los familiares de
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las pacientes con preeclampsia y de mujeres sanas estudiantes o trabajadoras
del hospital. En todos los casos tanto la explicacion como la entrega del
consentimiento informado fueron por el Dr. Miguel Corres Molina.

El guidn utilizado fue el siguiente:

Pacientes con preeclampsia

Buenos dias, , me llamo Miguel Corres soy médico ginecélogo

y me encuentro en este hospital realizando una investigacibn sobre
preeclampsia, que es la enfermedad que le diagnosticaron a usted. Quiero
invitarla a participar en un estudio que busca saber si una sustancia en la
sangre se encuentra en diferente cantidad en las pacientes con la enfermedad
gue usted tiene y en mujeres con embarazos normales y no embarazadas, lo
cual en un futuro pueda usarse para hacer el diagnostico de forma temprana.
Su participacion consistird en permitirme sacar una muestra de sangre de una
de sus venas. M&s o menos la que cabe en una cuchara de café. Su
participacion en este momento no tendra beneficio para usted, pero ayudara a
conocer mejor la enfermedad. Las molestias que tendra por participar son las
relacionadas con el piquete el cual haré con mucho cuidado para que sean
minimas y bdasicamente es dolor y en algunas ocasiones puede quedar un
moreton en el lugar donde se saca la sangre. El participar o no en esta
investigacion no cambiara de ninguna manera la forma en la que sus doctores
trataran su enfermedad, por lo que no hay problema si usted no acepta.
Pacientes con embarazos normales

Buenos dias, , me llamo Miguel Corres soy médico ginecologo

y me encuentro en este hospital realizando una investigacion sobre
preeclampsia, que es una enfermedad que se presenta en las mujeres con
embarazadas donde se sube la presién y aparecen proteinas en la orina.
Quiero invitarla a participar en un estudio que busca saber si una sustancia en
la sangre se encuentra en diferente cantidad en las pacientes con esa
enfermedad, no embarazadas y en mujeres con embarazos normales como el
de usted, lo cual en un futuro pueda usarse para hacer el diagnostico de forma
temprana. Su participacion consistira en permitirme sacar una muestra de
sangre de una de sus venas. Mas o menos la que cabe en una cuchara de

café. Su participacion en este momento no tendra beneficio para usted, pero
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ayudarqd a conocer mejor la enfermedad. Las molestias que tendra por
participar son las relacionadas con el piquete el cual haré con mucho cuidado
para que sean minimas y basicamente es dolor y en algunas ocasiones puede
qguedar un moreton en el lugar donde se saca la sangre. El participar o no en
esta investigacion no cambiara de ninguna manera la forma en la que sus

doctores trataran su embarazo, por lo que no hay problema si usted no acepta.

Pacientes no embarazadas

Buenos dias, , me llamo Miguel Corres soy médico ginecélogo

y me encuentro en este hospital realizando una investigacibn sobre
preeclampsia, que es una enfermedad que se presenta en las mujeres
embarazadas donde se sube la presién y aparecen proteinas en la orina.
Quiero invitarla a participar en un estudio que busca saber si una sustancia en
la sangre se encuentra en diferente cantidad en las pacientes con esa
enfermedad, embarazadas normales y en mujeres no embarazadas, lo cual en
un futuro pueda usarse para hacer el diagnéstico de forma temprana. Su
participacion consistira en permitirme sacar una muestra de sangre de una de
sus venas. Mas o menos la que cabe en una cuchara de café. Su participacion
en este momento no tendra beneficio para usted, pero ayudara a conocer mejor
la enfermedad. Las molestias que tendra por participar son las relacionadas
con el piquete el cual haré con mucho cuidado para que sean minimas y
basicamente es dolor y en algunas ocasiones puede quedar un moretén en el
lugar donde se saca la sangre. El participar 0 no en esta investigaciéon no
cambiara de ninguna manera la forma en la que usted pueda llegar a recibir
atencién en esta unidad médica, por lo que no hay problema si usted no

acepta.

Forma de seleccion de los participantes:
La forma de seleccion de las pacientes se encuentra descrita en el apartado de
metodologia.

*

39



XVI.  RESULTADOS

Se recolectaron muestras sanguineas del 1 de noviembre del 2009 al 31 de
agosto de 2010, se incluyeron un total de 33 mujeres, las cuales
correspondieron a 10 no embarazadas, 15 embarazadas normales y 8 con
preeclampsia severa. Para el analisis de interleucinas se eliminaron 2 muestras
de embarazadas normales y 2 de mujeres con preeclampsia ya que por
problemas técnicos no pudieron ser procesadas.

Debido a problemas de insumo (reactivo) y logistica para la recoleccion de
muestras y su traslado se detuvo la recoleccion.

Los limites de edad fueron de 18 a 33 afios. Para el grupo de no embarazadas,
el intervalo abarcd de 21 a 24 mientras que para el grupo de embarazadas
sanas el intervalo fue de 18 a 31 afos; para ambos grupos la mediana fue de
24 ainos. Para el grupo de mujeres con preeclampsia severa, la mediana fue de
26 afos con intervalo de 18 a 33 afios. Dado que los grupos no presentaron
distribuciéon normal se utilizaron pruebas no paramétricas para su comparacion
siendo no significativas las diferencias en edad entre las participantes (Tabla 1).
En cuanto a las mujeres embarazadas, la mediana de semanas de gestacion
para el grupo de embarazadas sanas fue de 36 con intervalo de 34 a 39
semanas y el de las mujeres con preeclampsia severa de 39 semanas con un
intervalo de 35 a 41 semanas, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos.

La proporcion de mujeres primigestas tampoco fue estadisticamente diferente
entre los grupos de embarazadas sanas en comparacion con las mujeres con
preeclampsia severa. Como se esperaba al ser la tension arterial un criterio

diagndstico de preeclampsia, la tension arterial media fue estadisticamente
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significativa entre los grupos de embarazadas sanas en comparacion con las

mujeres con preeclampsia severa, siendo 86 y 111, respectivamente.

Tabla 1. CARACTERISTICAS DE LAS MUJERES PARTICIPANTES

No Embarazadas | Preeclampsia | p
embarazadas | (n=15) (n=8)
(n=10)
Edad (afios) 24 (21-24) 24 (18-31) 26 (18-33) 0.973
Semanas de NA 36 (34-39) 39 (35-41) 0.24 ¥
gestacion
Tension NA 86 (83-93) 111 (105-136) | <
Arterial 0.001¥
Media
(mm/Hg)
Primigestas NA 4 4 0.2&
(frecuencia)

SKruskal Wallis, ¥ Mann- Whitney, £ X?

Debido a la logistica de reclutamiento, solo a las pacientes con preeclampsia se
les pudo realizar a su ingreso quimica sanguinea de doce elementos

(incluyendo creatinina y enzimas hepéticas) y biometria hematica diferencial.
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Solo una paciente presentd trombocitopenia grado 1 (120 mil plaquetas), el

resto se encontraron en limites normales.

Tabla 2. Variaciones analiticas de Mujeres con Preeclampsia Severa

Paciente | Plaguetas Creatinina ALT AST
1 274 0.9 14 30
2 285 0.7 26 19
3 121 0.45 16 19
4 140 0.67 19 14
5 151 0.88 12 20
6 175 .68 11 15
7 190 .62 17 30
8 199 72 13 20

En todos los grupos analizados, la proporcién de monocitos y neutréfilos se
mantuvo dentro de limites normales.

En cuanto a la expresion relativa de TREM1 en monocitos (evidenciada por la
intensidad media de fluorescencia o IMF), no se encontré significancia al
comparar los tres grupos con la prueba de Kruskal Wallis (p= 0.56). Al comparar
entre grupos solo se encontré diferencia significativa entre el grupo de
preeclampsia y embarazadas normales (Tabla 3 y Figura 1), con un poder
calculado de 0.59.

En el grupo de mujeres no embarazadas la mediana de TREML1 fue de 37.7 con

un rango de 12.66 a 109.
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estadistica en ninguna de las comparaciones.

Tabla 3. Intensidad Media Fluorescencia (IMF) de TREM1 en monocitos

Mujeres Sanas | Embarazadas Preeclampsia | p
n=15 n=8
TREM 1en | 31.49 ( 9.76- | 25.74 (6.78- | 37.76 0.53*
neutrofilos | 148.06) 37.91) (10.81-
112.15)
TREMlen |37.7 (12.66 — | 28.55 47.88 0.017*
Monocitos 109) (8.12-45) (20.86-197)
(IMF)

* U Mann-Whitney entre el grupo de embarazadas sanas y

preeclampsia

No hubo diferencias entre las sanas y embarazadas o sanas y

preeclampsia

En cuanto a la IMF de TREM1 en los neutréfilos, no existi6 diferencia
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FIGURA 1

IMF de TREM1 en monocitos
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Utilizando un sistema de cuantificacion de citocinas basado en la captura del
analito en perlas fluoresceentes, se cuantificaron las citocinas TNFa, IL-1f, IL-6,

IL-8, IL-10 e IL-12 en el plasma correspondiente a mujeres de todos los grupos
analizados. Todas las citocinas, tanto las de conocida actividad proinflamatoria

(como IL-1b, TNF-a e IL-6), como de quimiocinas (IL-8) e incluso la citocina
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anti-inflamatoria IL-10, fueron significativamente mayores en el grupo de
mujeres con preesclampsia respecto a las embarazadas sanas y no
embarazadas. (Tabla 4)

Al realizar UMW entre los grupos para contrastar los valores de interleucinas, se
econtrd signficancia en todas ellas entre el grupo de preeclampsia con
embarazo normoevolutivo y no embarazadas. Los valores de interlecinas entre
el grupo de mujeres no embarazadas y embarazadas sanas no tuvo diferencias

significativas.

Tabla 4. Concentracion sérica de citocinas en los grupos analizados

Mujeres  no | Embarazo Preeclampsia p (KWT)
embarazadas | normoevolutivo | n=6
n=8 n=13
IL 10 2.3 (2.3-509) 2.30 (2.3-4.1) 942 (2.3-2062) 0.006
IL-12p70 2.1(0.9-607.1) | 0.9 (0.9-4) 1182.55 (4-2300) | 0.001
IL-1b 6.2 (6.2-526.6) | 6.2 1076 (6.2- | 0.0001
2340.2)
IL-6 6.25 (1.5-] 1.5 (1.5-15.4) | 963.7 (77.5- | 0.001
136.5) 1930.6)
IL-8 2.6 (2.6-488) | 3.7 (2.6-5.4) 1016 (8.6-2000) | 0.002
TNF-a 2.7(2.7-592) |27 (2.7-3.9) 1265 (3.9-2762) | 0.0001

Los valores de citocinas corresponden a pg/mL.
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XVIl. DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron tres grupos de mujeres: embarazadas con preeclampsia
severa, embarazadas normotensas y mujeres no embarazadas sin patologia evidente (evaluadas
clinicamente), cuyas caracteristicas demograficas son muy homogéneas. La edad promedio fue
la misma en embarazadas sanas y no embarazadas (24 afios) y ligeramente mayor en mujeres
con preeclampsia (26 afios) sin diferencia estadisticamente significativa. Todas las mujeres
incluidas en el estudio fueron mujeres en edad reproductiva con limites de edad de entre 18 y 33
afios. Por lo tanto las variaciones hormonales esperadas entre los grupos estan asociadas al
estado de embarazo, y/ o la preeclampsia y no a la edad de las pacientes. Las embarazadas,
tanto con preeclampsia como normotensas se encontraban dentro del tercer trimestre de
embarazo, sin evidencia de trabajo de parto, y el Unico signo significativamente diferente entre las
mujeres embarazadas sanas y con preeclampsia fueron los valores de tension arterial, lo cual era
de esperarse, dado que este es uno de los criterios diagnosticos para preeclampsia (4).

Aln con preeclampsia severa, ninguna de estas mujeres presentd elevacion de las enzimas
hepéticas, ni alteraciones mayores en la biometria hemaética, que pudieran alertar sobre el
desarrollo de formas mas graves de la enfermedad hipertensiva, somo el sindrome de HELLP
(1).

En pacientes con preeclampsia se han encontrado elevadas las moléculas de activacion
endotelial como: el receptor 1 y 2 para el factor de crecimiento vascular-endotelial, que se
propone desvia la sefializacion intracelular y favorece la respuesta ante agentes vasopresores
como la angiotensina; por otro lado, el receptor de bradicinina, al sobreexpresarse, se
heterodimeriza con los receptores a angiotensina Il y potencia su efecto (17).

La endotelina 1 es otra de las moléculas asociadas con activacion endotelial que se encuentra
incrementada en preeclampsia respecto a embarazos normoevolutivos. Recientemente se
encontrd que estos niveles incrementados de endotelina 1 correlacionan positivamente con los
niveles séricos de las citocinas inflamatorias IL-2 e IFNy (66).

Ademaés de analitos solubles, también se han explorado moléculas en la superficie celular como
biomarcadores. La sobreexpresion de CD63 en plaquetas es mayor en muestras de mujeres con
preeclapmsia que con embarazos normoevolutivos (67). Otras de las moléculas de superficie
estudiadas, como E-cadherina, endotelina 1 y V-CAM (68), entre otras, se derivan de analizar
células endoteliales in vitro y aunque colaboran en descifrar la fisiopatologia de esta compleja
enfermedad, no pueden ser utilizados en el seguimiento de las pacientes por la inaccesibilidad de
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la muestra requerida. Otros estudios estan enfocados a estudiar la frecuencia leucocitos
circulantes. Con incrementos de las células NK circulantes y tendencia a la disminucion de
células T CD4 con aparente capacidad reguladora, en preeclampsia, pero sin que la diferencia
pueda ser utilizada como factor diagndstico/prondstico (69). En el presente trabajo, con el fin de
determinar si TREM1 de membrana podria ser un candidato como biomarcador, determinamos la
expresion de TREM 1 en monocitos y neutréfilos. Como se muestra en la tabla 3 de la seccion
de resultados, la expresion relativa de TREM1 esté significativamente incrementada en mujeres
con preeclampsia severa respecto a mujeres con embarazos normoevolutivos. Este incremento
no se observo en el caso de neutrdfilos, tal como se ha observado en otros casos de inflamacion
ylo activacion sistémica, donde los cambios mas draméticos en la expresion de TREM1 se
observan en monocitos, primordialmente (70).

Como se habia reportado previamente, las citocinas circulantes se encuentran elevadas en las
mujeres con preeclampsia severa respecto a mujeres embarazadas sin preeclampsia y no
embarazadas. Interesantemente, lo mismo las citocinas inflamatorias o con conocida actividad
quimiotactica como IL-12, IL1-B, TNFa, IL-6 e IL-8, asi como la citocina anti-inflamatoria IL-10 se
encuentran elevadas. Probablemente la activacion endotelial puede ser la responsable de la
elevacion de citocinas inflamatorias y como mecanismo regulador o asociado al estres oxidativo
resultante, se puede favorecer la liberacion de IL-10. La elevacion de todas las interleucinas
relacionadas con inflamacion, tanto las pro, como las antinflamatorias y otras reguladoras puede
deberse al momento de la enfermedad en que se tomd la muestra, pues todos los casos habian
debutado clinicamente en el momento de ingreso al estudio. La elevacion de todas las
interleucinas ocurre al inicio de la respuesta inflamatoria sistémica quizd como una forma de
autolimitar la respuesta inflamatoria. Asi mismo al instalarse la respuesta inflamatoria puede
aparecer agotamiento de algunas de ellas y elevacion de otras por secrecion de otras células
como el endotelio que participa en la respuesta inmunologica. En casos donde hay involucro
renal puede haber disminucion del aclaramiento de algunas interleucinas, tal es el caso del
TNFo. Observaciones similares de disparo de interleucinas se han descrito en enfermedades
autoinmunes lo que se interpreta como desregulacion con umbral bajo a inflamacion (28, 29, 30) .
Lo anterior apoya observaciones de otros autores que han encontrado alteraciones inflamatorias
en las pacientes con preeclampsia que semejan cuadros tipo SIRS (sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica) (35, 42), asi como de otros en que se correlaciona moléculas de

comunicacion intracelular con activacion de leucocitos en preeclampsia(71).
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Dado que la expresion de TREM1 en monocitos se relaciona con la produccion de citocinas, es
factible que estas células sean las productoras como se ha reportado previamente para la
produccion de IL-12 en mujeres con preeclampsia (72).

Aun con la muestra pequefia y con una pde 0.59, las diferencias en la expresion de interleucinas
y de TREM1 en el grupo de mujeres con preeclampsia comparado con las embarazadas sanas
alcanzan significancia estadistica, lo cual sugiere que al incrementar la n estas diferencias se
hagan aun mas claras. También se observa aunque sin encontrar significancia estadistica, que
los valores de TREM1 son méas elevados en los grupos de preeclampsia severa y mujeres sin
embarazo y que comparten entre si la heterogeneidad de sus valores. Lo anterior sugiere una
falta de adaptacion del sistema inmune materno en la preeclampsia, haciéndose la expresion mas
parecida a la de mujeres no embarazadas. El punto anterior pudiera hacerse mas evidente al
incrementar el nimero de casos en los grupos analizados, atribuyendo en este momento un error
tipo Il la ausencia de significancia estadistica.

Ahora que para saber si los niveles de TREM1 pueden predecir niveles disparados de
interleucinas en suero y sus posibles aplicaciones en clinica (uso como marcador) deberén
realizarse otros trabajos con mayor nimero de casos que incluyan pacientes en todos los
espectros de la enfermedad y mediciones en diferentes momentos del embarazo. Aun con las
limitantes del presente estudio, sugerimos que es factible que TREM 1 dado su comportamiento
en los embarazos normales puede ser un marcador, aunque en este momento sélo pueda ser

considerado como un candidato.
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XVIIl.  CONCLUSIONES

La expresion de TREM1 en monocitos es mayor en mujeres con preeclampsia
severa que en normotensas.

Las concentraciones de interleucinas inflamatorias se encuentran elevadas en
las mujeres con preeclampsia severa en comparacion con las normotensas.

La expresion de TREM1 en mujeres con embarazo normal son homogeneas en

comparacién con las no embarazadas y preeclampsia.
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XIX.  ANEXOS

Anexo 1. Hoja de registro

No. Registro interno:

Protocolo Preeclampsia/ TREM-1.

Registro:
Nombre: Edad: afios  Filiacién
Tiempo de gestacion:
FUM:
Diagnostico: Enfermedades previas:
Antecedentes Ginecobstétricos: G: P: C: A:
Ultrasonido ler trimestre Ultrasonido 2° trimestre
Sistélica ingreso__ Diastdlica ingreso Sistoélica 6 hrs Diastélica 6 hrs
Proteinuria en 24 hrs . Labstix orina: Indice Pr/Cr
Leucocitos .
Antecedente 15 dias previos de procesos infecciosos 15 dias previos:
Respiratorios: . Vaginales Urinarios Gastrointestinales
Laboratorios:
Creatinina ____ Plaquetas DHL AST ALT DHL

Datos clinicos:
Cefalea () alteraciones visuales ( ) alteraciones auditivas ( ) Epigastralgia ( )
Oliguria<500 mlen 24 hrs ()

Complicaciones maternas:
Edema agudo de pulmén ( ) HELLP () Muerte ( )

Complicaciones fetales:
Restriccién del crecimiento ( ) Oligohidramnios ( ) Obito ( )

Final obstétrico

Parto () Cesérea ( ) Peso producto Apgar 5 minutos Ingreso UCIN

Tiempo entre diagndstico y termino de embarazo horas.

12 semanas posterior a evento obstétrico
TA sistdlica Diastolica
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Anexo Il

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.Nombre del estudio
EXPRESION DE TREM1 EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA
DE PACIENTES CON PREECLAMPSIA SEVERA, EMBARAZOS NORMALES
Y NO EMBARAZADAS

2.Propdsito del estudio

La estamos invitando a participar en un estudio que se llevara a cabo en las
unidad de investigacion de este hospital en conjunto con la unidad de
investigacion médica en inmunologia del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional perteneciente el IMSS.

La preeclampsia es una enfermedad que se presenta en mujeres embarazadas
donde se sube la presion y aparecen proteinas en la orina. Es una enfermedad
delicada tanto para la mama como para el bebe. Desafortunadamente hasta la
fecha la Unica cura es suspender el embarazo lo cual en ocasiones no es bueno
para el bebe. La mayoria de las veces la enfermedad se presenta ya avanzada
por lo que poco se puede hacer para ayudar a los bebes que nacen antes de
tiempo. Sabemos que en la enfermedad de la preeclampsia ocurren cambios en
la sangre que pudieran hacer que los doctores sepan que mujeres van a tener
la enfermedad con tiempo para prepara un mejor ambiente para que nazca el
bebe. TREM1 es una sustancia que esta en la sangre y pudiera servir para
detectar la enfermedad de manera temprana. Para lo anterior primero tenemos
que conocer si TREM1 se encuentra en cantidades diferentes en pacientes
embarazadas con preeclampsia, embarazadas normales y no embarazadas.
Nosotros pensamos que en mujeres embarazadas con preeclampsia se
encuentra en mayores cantidades, pero necesitamos medirlo para comprobarlo.
Usted ha sido invitada a participar en este estudio ya que tiene alguna de las
caracteristicas mencionadas, por lo que pensamos que pudiera ser un buen
candidato para participar en este proyecto.

Al igual que usted, otras mujeres de este hospital pacientes embarazadas y no
embarazadas, y personal trabajador serdn invitadas a participar. Su
participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la
informacion que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de
decidir si desea o0 no participar.

3. Procedimientos

Si usted acepta, su participacion consistirhd en permitirnos tomar mediante un
piguete una muestra de sangre de alguna de las venas de sus brazos. La
cantidad que necesitamos es la que cabe en una cucharada cafetera (3
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mililitros). Esta muestra sera enviada a un laboratorio especial para buscar y
medir la sustancia que estamos estudiando. Nos tardaremos aproximadamente
5 minutos en tomarle la muestra de sangre. Los estudios de laboratorio que le
realizaremos incluyen: la medicion de TREM1 que es la sustancia que estamos
investigando y la cantidad de leucocitos, que son células que aumentan en caso
de infecciones en su sangre. Los resultados de sus estudios de laboratorio NO
le seran entregados.

b) Se le realizaran algunas preguntas acerca de sus antecedentes de salud y en
su caso de sus embarazos previos, algunos datos los obtendremos del
expediente si es que usted cuenta con él, esta informacién sera totalmente
confidencial, por lo que sera conservada de forma tal que usted no podra ser
identificada. Pudiera ser que dentro de las preguntas en el cuestionario o
durante la entrevista, alguna de estas preguntas le hiciera sentir incbmoda,
usted tiene todo el derecho de no responder a cualquiera pregunta que le
incomode.

Posibles riesgos y molestias. Es necesario detallar las molestias o riesgos
potenciales asociados con los procedimientos programados.

Las molestias principales son el dolor del piquete, sin embargo lo haremos
personal capacitado y con experiencia para que sea minimo. Puede ser en
algunos casos que después del piquete quede un morete, el cual en un par de
dias desaparece lo cual no tiene consecuencias a largo plazo.

4. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibird un pago por su participacion en este estudio, ni este estudio implica
gasto alguno para usted.

No recibird ningun beneficio directo al participar en este estudio.

Si bien los beneficios directos para usted no existen, los resultados del presente
estudio contribuiran al avance en el conocimiento de la preeclampsia; los
resultados de este estudio brindaran informacién importante para el mejor manejo
de personas con esa enfermedad

5. Participacion o retiro.:

Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide
no participar, seguira recibiendo la atencion meédica brindada por este hospital,
se le ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de
atencion médica del Hospital Juarez. Es decir, que si usted no desea participar
en el estudio, su decision, no afectara su relacion con el Hospital Juarez y su
derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted
puede pedirnos que no utilicemos la informacién de la muestra de sangre que le
hayamos tomado. Para los fines de esta investigacion soélo utilizaremos la
informacion que usted nos ha brindado desde el momento en que acepto
participar hasta el momento en el cual nos haga saber que ya no dese
participar.
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6. Privacidad y confidencialidad.

La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o
(como su nombre, teléfono y direccion) sera guardada de manera confidencial y
por separado al igual que sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de
sus pruebas clinicas, para garantizar su privacidad.

El equipo de investigadores, sus médicos del hospital y las personas que estén
involucradas en el cuidado de su salud sabrédn que usted esta participando en
este estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la informacién que usted
nos proporcione durante su participacion en este estudio, al menos que usted
asi lo desee. Solo proporcionaremos su informacion si fuera necesario para
proteger sus derechos o su bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algan dafio
fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley.
Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en
conferencias, por ejemplo, no se dara informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad le
asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos
ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de
investigacion puede comunicarse de 9:00 a 16:00 hrs, de lunes a viernes con el
Dr. Armando Isibasi Araujo, que es el investigador responsable del estudio, a
los teléfonos: 56276900, exytension 21476, en la Unidad de Investigacion en
Inmunoquimica ubicada en el primer piso del hospital de especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Asi mismo puede contactar al Dr. Miguel
Corres Molina en el Hospital Juarez en el mismo horario, de Lunes a viernes al
teléfono

7. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como
participante en un estudio de investigacion.

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio
de investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comision de
Etica en Investigacion del IMSS, a los Tel. 56276900 ext 21216, de 9 a 16:00
hrs.; o si asi lo prefiere al correo electrénico: conise@cis.gob.mx. La Comision
de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos
piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia
Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido
(o alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me
han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido
contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que
aqui se describe.
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Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas
sus preguntas. Considero que comprendié la informacion descrita en este
documento y libremente da su consentimiento a participar en este estudio de
investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Cl Fecha

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firm6 este formato de
consentimiento informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco
con participante

Firma del Testigo Fecha

Nombre del Testigo 2 Parentesco
con participante

Firma del Testigo Fecha
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Anexo |l

El procedimiento para la medicion de la presion arterial sistémica :

1.

En condiciones ideales la persona debe abstenerse de fumar, tomar café
o hacer egjercicio, al menos 30 minutos antes de la medicién, asi mismo
deben considerarse las variaciones debidas al dolor y/o ansiedad.
Establezca una plética cordial y rompa el estado de ansiedad que
generalmente tiene el enfermo al llegar al consultorio.

Debe estar sentada de manera confortable y con un buen soporte para la
espalda, su brazo descubierto, semiflexionado y apoyado en una mesa
que permita al brazo mantenerse a la altura del corazén. Palpe los pulsos
e identifique su amplitud e intensidad.

Es recomendable ademas, que en toda evaluacion inicial se tome
también la presién en ambos brazos en posicion supina y de pie.

Tomar al menos dos mediciones separadas de 1-2 minutos en ambos
brazos y hacer una adicional si hubo una diferencia sustancial entre las
dos primeras 5 minutos después. Si se encuentran valores elevados se
recomienda medir también en ambas extremidades inferiores.

Utilizar un brazalete estandar (12-13 cms de ancho y 35 cms de largo):
En el caso de obesas (> 35 cms de circunferencia del brazo), utilizar
brazalete de 20 cm de ancho y 40 cm de largo. La cAmara de aire debe
cubrir al menos el 80% de la circunferencia del brazo. En personas muy
delgadas o adolescentes se recomienda brazalete de 12 X 18 cms

Usar la fase |1 y V de los ruidos de Korotkoff para identificar las presiones
sistdlica y diastllica respectivamente. No ejerza presién con el

estetoscopio sobre la arteria y no coloque la campana del estetoscopio
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por debajo del brazalete. Un pulso amplio o presion diastélica muy baja
(<40 mm Hg) con sistdlica normal o alta, debe hacerle sospechar
insuficiencia aodrtica o estado hiperdindmico.

Medir la presion arterial en ambos brazos durante la primera visita y
tomar el valor mas alto como referencia. Diferencias de mas de 15 mm
Hg entre brazos sugiere la posibilidad de obstrucciones o
malformaciones

Medir la presion 1y 5 minutos después de asumir la posicién de pie en
sujetos que se sospeche hipotension ortostatica.

Determinar la frecuencia cardiaca, 30 seg después de la segunda

medicion en la posicion sentado.
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Anexo IV
Clasificacion utilizada en México para la enfermedad hipertensiva asociada al

embarazo.

De acuerdo con el lineamiento técnico publicado por la secretaria de salud de
México (1) y en concordancia con organismos internacionales (2) los criterios

para el diagnéstico de las anteriores entidades son:

Preeclampsia leve: Se presenta después de la semana 20 de gestacion,
durante el parto, o en las primeras 6 semanas después de éste. Presion
sistolica = a 140 mm Hg o presion diastolica = 90 mmHg. Proteinuria = 300 mg/

orina de 24 hrs 6 30 mg en una tira reactiva lo cual equivale a (+).

Preeclampsia severa: Se presenta después de la semana 20 de gestacion,
durante el parto, o en las primeras 6 semanas después de éste. Presion
sistdlica = a 160 mm Hg o presién diastdlica = 110 mm Hg. Proteinuria = 2
gramos en orina de 24 hrs o su equivalente en tira reactiva.
O si se presenta alguno de los siguientes independiente de la presion arterial

Creatinina sérica > a 1.2 mg/dl

Trombocitopenia < 150 000 cel/mm?®

Incremento de la deshidrogenasa lactica = 600 Ul

Elevacion al doble de los valores de TGO/AST o TGP/ALT

Cefalea, alteraciones visuales o auditivas

Epigastralgia

Oliguria < 500 ml en 24 hrs
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Edema agudo de pulmén
Dolor en hipocondrio derecho
Restriccion del crecimiento

Oligohidramnios

Eclampsia: Preeclampsia mas convulsiones sin otra causa. Se presenta
después de la semana 20 de gestacion, durante el parto o en las primeras 6

semanas después de éste.

Sindrome de HELLP (acronimo del inglés: Hemolysis, Elevated liver enzymes,
Low platels): Los criterios para establecer el sindrome de HELLP son, plaquetas
< 100 000/ mm?®, TGO/AST = 70 U/L, DHL = 600 U/L, bilirrunina total = 1.2
mg/dl. Se presenta después de la semana 20 de gestacion, durante el parto, o

en las primeras 6 semanas después de éste.

Hipertension cronica: Se diagnostica cuando existe hipertension arterial =
140/90 mm Hg antes de la semana 20 de gestacion o si persiste después de

doce semanas posteriores al parto.

Hipertension gestacional: Presencia de hipertension arterial = a 140/90 mm Hg
después de la semana 20 de gestacion y se mantiene hasta las doce semanas
después del parto. Ausencia de proteinuria. Presencia o0 no de cefalea,
acufenos y fosfenos. Después de la semana 12 de la interrupcion del embarazo
se revalorara la presencia de hipertension, si continla, se reclasifica como

hipertension cronica: es un diagnostico retrospectivo.
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