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Abreviaturas

B-HCG: Subunidad Beta de la Gonadotrofina Corionica Humana (Human Chorionic
Gonadotropin Beta)

CD4: Camulo de Diferenciacion 4. Correceptor de sefializacion y adhesion de linfocitos T
restringido a MHC-11

CD8: Cumulo de Diferenciacion 8. Correceptor de sefializacion y adhesion de linfocitos T
restringido a MHC-1

CD14: Cumulo de Diferenciacion 14. Correceptor de LPS.

CD16: Cumulo de Diferenciacion 16. Receptor de porcion Fc de Inmunoglobulinas.
CD56: Cumulo de Diferenciacion 56. Glicoproteina de membrana involucrada en la
funcidn de adhesion celular.

CD163: Cumulo de Diferenciacion 163. Receptor de tipo scavenger

CD209: Cumulo de Diferenciacion 209. Receptor de reconocimiento de glicoproteinas con
alto contenido de manose. También conocido como DC-SIGN (Dendritic Cell-

Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)

DAMPS: Patrones moleculares asociadas al dafio (Damage Associated Patterns)

DC: Célula Dendritica (Dendritic Cells)

dNK: Células Asesinas Naturales deciduales (decidual Natural Killer cells)

FasL: Ligando del receptor de apoptosis FAS. (CD95L)

FoxP3: Forkhead box P3. Factor de transcripcion presente en células inmunes,
principalmente linfocitos reguladores.

HLA: Complejo Mayor de Histocompatibilidad en Humanos (Human Leukocyte Antigen)
IDO: Indoleamine 2,3-dioxygenase. Enzima catalizadora de Triptofano.

IFN-a: Interferon-alpha

IEN-y: Interferon-gamma
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IL: Interleuquina

IMC: indice de Masa Corporal

LPS: Lipopolisacarido

LT: Linfocitos T

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
MgSOa: Sulfato de Magnesio

NF-kp: factor nuclear kB. (Nuclear Factor - k). Factor de transcripcion.

NK: Células Asesinas naturales (Natural Killer cells)

NKT: Células T Asesinas Naturales (Natural Killer T Cells)

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos (Patogen Associated Molecular
Patterns)

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear cell)
PD-L1: Ligando de muerte programada tipo 1 (Programmed Death Ligand 1)

PE: Preeclampsia

PGF: Factor de Crecimento Placentario (Placental Growth Factor)

PNK: Células Asesinas Naturales Periféricas (peripheral Natural Killer cells)

PRR: Receptor de reconocimiento de patrones_(Pattern Recognition Receptor). Receptor

de reconocimiento de PAMPS y DAMPS.

TGF-p1: Factor de transformacion y crecimiento beta 1 (Transforming Growth Factor
Beta 1)

Tw: Linfocitos T Helper (T Helper lymphocytes)

Tw 1: Linfocitos T Helper tipo 1 (T Helper lymphocytes type 1)

Tw 2: Linfocitos T Helper tipo 2 (T Helper lymphocytes type 2)

Tn3: Linfocitos T Helper 3 (T Helper lymphocytes type 3)

Tw17: Linfocitos T Helper tipo 17 (T Helper lymphocytes 17)
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TLR: Receptor tipo Toll

Treg: Linfocitos T reguladores

Treg FoxP3: Linfocitos T reguladores Foxp3

TNF-a: Factor de necrosis tumoral — o (Tumor Necrosis Factor- a)

VEGF: Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor)

VEGF-R: Receptor de Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (Vascular

Endothelial Growth Factor Receptor)
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Resumen

El feto semi alogénico necesita coexistir con el sistema inmune materno durante todo el embarazo.
Esta es una condicion que ha intrigado a los cientificos hace mucho y hasta la fecha no se conocen
por completo los mecanismos de tolerancia materno-fetal. Entre las patologias del embarazo, la
preeclampsia es la principal causa de morbimortalidad materna y fetal en todo el mundo, con una
prevalencia de 3-5% de los nacimientos. A pesar de ser reconocida como una enfermedad de
etiologia multifactorial, se ha planteado que el aumento de la respuesta inflamatoria puede estar
relacionado, al inicio o al desarrollo de la preeclampsia. Sin embargo, los estudios inmunolégicos
previos a los sintomas clinicos son escasos. El objetivo de este estudio fue determinar el perfil de

citoquinas plasmaticas durante el 1°" trimestre y 2° trimestre del embarazo y al momento del parto.

Metodologia: La toma de muestras se realiz6 en el 1* trimestre, 2° trimestre y en el momento del
parto. Un total de 86 pacientes con embarazo fisioldgico fueron incluidas en el estudio (46 en el 1¢
trimestre, 20 en el 2° trimestre y 20 en el parto). Para el embarazo preeclamptico, un total de 63
pacientes fueron incluidas en el estudio {22 en el 1 trimestre, 11 en el 2° trimestre y 30 en el
parto (10 con preeclampsia moderada y 20 con preeclampsia severa)}. Como control se analizaron
20 pacientes no embarazadas. Las citoquinas IL-1, IL-6, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17, IL-18, TGF-
Bl e IL-10 fueron determinadas en plasma mediante el uso del kit FlowCytomix®
(BenderMedSystem, Austria).

Resultados: IL-18 es regulada hacia abajo durante el 1°" y 2° trimestre del embarazo fisiolégico,
llegando a concentraciones similares a las de mujeres no embarazadas en el momento del parto.
TGF-B1 esta disminuida en todo el embarazo fisiologico al comparar con mujeres no embarazadas.
IL-18 se presentd disminuida en parto de preeclampsia severa, estando este resultado directamente
relacionado al uso de medicamentos (corticoide y/o Sulfato de Magnesio) y al parto por cesarea.
TGF-B1 se demostréo aumentada en el parto de mujeres con preeclampsia, independiente de la via
de parto o uso de medicamentos. IL-1B, IL-6, TNF-o, IL-8, IFN-y, IL-17 e IL-10 presentaron
porcentaje importante de muestras no detectable por el método. Ninguna de las citoquinas

estudiadas fue relacionada a la prediccion clinica de la preeclampsia.

Conclusiones: El aumento de TGF-B1 en el parto preeclamptico relaciona esta citoquina a los
sintomas de la enfermedad. La disminucion de IL-18 en plasma de las pacientes preeclampticas es
asociada al tratamiento medicamentoso y a la ausencia de trabajo de parto, sin alteraciones directas
relacionadas a la enfermedad. Las citoquinas estudiadas no se presentaron alteradas previamente a

los sintomas clinicos de la preeclampsia.
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Abstract

The semi allogenic fetus needs to coexist with the maternal immune system throughout pregnancy.
This is a condition that has puzzled scientists for a long time and so far the mechanisms of
maternal-fetal tolerance are not fully understood. Among the pathologies of pregnancy,
preeclampsia is the leading cause of maternal and fetal morbi-mortality worldwide, with a
prevalence of 3-5% of births. Despite being recognized as a multifactorial disease, it has been
proposed that increased inflammatory response may be related to the initiation or development of
preeclampsia. However, immunological studies before clinical symptoms are rare. The aim of this
study was to determine the plasma cytokine profile in preeclamptic women by quantifying various

cytokines in the plasma during the 1st trimester, 2nd trimester of pregnancy and at delivery.

Methodology: The samples were collected in the 1st trimester, 2nd trimester and at the time of
delivery. A total of 86 patients with physiological pregnancy were included in the study (46 in the
1st trimester, 20 in the 2nd trimester and 20 at delivery). For preeclamptic pregnancy, a total of 63
patients were included in the study {22 in the 1st trimester, 11 in the 2nd trimester and 30 at
delivery (10 with mild preeclampsia and 20 with severe preeclampsia)}. As a control we analyzed
20 non-pregnant patients. The cytokines IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17, IL-18, TGF-p1
and IL-10 in plasma were determined using the FlowCytomix ® kit (BenderMedSystem, Austria).

Results: IL-18 is down-regulated during the 1st and 2nd trimester of physiological pregnancy,
reaching levels similar to those of non-pregnant women at the time of delivery. TGF-B1 is
decreased in all physiological pregnancy when compared with non-pregnant women. IL-18 was
decreased in severe preeclampsia, this result being directly related to the use of drugs
(corticosteroids and / or magnesium sulfate) and cesarean delivery. TGF-B1 showed an increase at
delivery in women with preeclampsia, independent of the route of delivery, or use of medications.
IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17 and IL-10 showed a significant percentage of samples not
detectable by the method. None of the cytokines studied was related to clinical prediction of

preeclampsia.

Conclusions: The increase of TGF-B1 in preeclamptic delivery related this cytokine to the
symptoms of the disease. The decrease of I1L-18 in plasma of preeclamptic patients is associated
with drug treatment and the absence of labor, and not directly related to the disease. There was no

change in the cytokines studied previous to clinical symptoms of preeclampsia

13
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Introduccion

Sistema Inmune y Embarazo

El embarazo fisiologico es una entidad que ha intrigado a los cientificos desde hace
muchos siglos. En éste suceden diversos cambios fisioldgicos en el organismo de la mujer,
promoviendo transformaciones anatémicas, bioquimicas, endocrinas y metabolicas que
permiten el crecimiento del feto hasta el momento el parto. Con el avance del
conocimiento inmunologico el desafio para comprender las leyes que rigen este estado ha
aumentado considerablemente, ya que a pesar del feto ser un tejido semi alogénico, éste es
capaz de crecer y desarrollarse en el Gtero materno sin presentar rechazo inmunolégico.

Este importante mecanismo de tolerancia materno fetal es posible por el correcto
desarrollo de la placenta y por los cambios locales uterinos que permiten la regulacion en
la interface materno fetal. En condiciones fisiologicas, el desarrollo placentario se inicia
con la invasion embrionaria al endometrio uterino, fendmeno que ocurre entre el 5° a 7°
dia después de la fecundacion, etapa del estadio embrionario denominada blastocisto
(Zhanga et al., 2013). Las células que componen la camada superficial del blastocisto se
denominan trofoblastos y son estas células que van formar la placenta y las membranas
fetales. Posteriormente a la implantacién del blastocisto, las células trofoblasticas invaden
las arterias espiraladas endometriales, llegando hasta el miometrio, la capa muscular del
utero, lo que permite desarrollar arterias de alta capacitancia en la placenta (Juch et al.,
2012). Ademas de este importante mecanismo de alteracion de la vasculatura local, la
invasion del blastocisto al endometrio promueve cambios de la funcion tisular de este
tejido uterino, que recibe desde ese momento el nombre de decidua (Zhanga et al., 2013).

La preeclampsia es la principal causa de morbimortalidad materna y fetal en todo el

mundo, con una prevalencia de 3-5% de los nacimientos (Saito et al., 2007). La definicién

14
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clasica de este sindrome es una presion arterial aumentada (>140 / 90 mmHg) asociado a
proteinuria (>300 mg de albimina en 24 horas de volumen urinario) en mujeres
previamente sanas, con embarazo desde 20 semanas y que puede afectar hasta 48 horas
post parto (Barra et al., 2012). Adicionalmente, pudiese aparecer preeclampsia
sobreagregada a hipertension arterial cronica y/o lesiones renales previas, ademas de
presentaciones clinicas atipicas (Barra et al., 2012).

Las presentaciones clinicas de la preeclampsia varian, existiendo dos subtipos de la
enfermedad, la preeclampsia moderada y la preeclampsia severa.

La preeclampsia severa es un subtipo mas grave de la enfermedad. Para ser clasificada
como modalidad severa, la paciente debe presentar por o menos una de las siguientes
caracteristicas: presion arterial sistélica superior a 160 mmHg y/o presion arterial
diastdlica superior a 90 mmHg, proteinuria mayor que 5 g en orina de 24 horas,
presentacion previa a las 34 semanas de embarazo, restriccién de crecimiento fetal
intrauterino o cuadros mas graves asociados a convulsion (Eclampsia) o sindrome HELLP
(elevacion de enzimas hepaticas, plaguetopenia, y hemolisis) (Barra et al., 2012).

Multiples factores etioldgicos parecen estar involucrados en la fisiopatologia de esta
enfermedad., sin embargo el hecho mas transcendental es el mal desarrollo de la placenta
en el primer trimestre del embarazo. En la preeclampsia, la invasion trofoblastica a las
arterias espiraladas es insuficiente, no alcanzando la capa muscular uterina (Young et al.,
2010). Esta pobre invasion trofoblastica desarrolla arterias de baja capacitancia, 1o que
provoca que el aporte de nutrientes y oxigeno a la placenta sean insuficientes, fendmeno
que se hace especialmente evidente al final del embarazo, cuando ocurre un aumento en la
demanda, relacionada con el crecimiento exponencial del feto. Estas alteraciones
desarrollarian disfunciones endoteliales y alteraciones inflamatorias sistémicas que pueden

ser vitales para la aparicion de la preeclampsia (Young et al., 2010).
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A pesar de estos importantes conocimientos sobre su fisiopatologia, la etiologia de la
preeclampsia todavia no es aclarada. Existen tres importantes teorias que podrian explicar
esta disfuncion trofoblastica: la primera correlaciona el estrés oxidativo con la
preeclampsia, lo cual podria afectar la funcionalidad local de trofoblasto, impidiendo su
correcta invasion a la vasculatura endometrial (llhan et al., 2002). La segunda teoria seria
un desequilibrio de factores angiogénicos, teoria apoyada por diversos reportes en la
literatura que determinan disminucién de la expresion de receptores de crecimiento
vascular endotelial (VEGF-1 y VEGF-2) en placenta (Young et al., 2010), ademas de un
aumento de receptores de factores de crecimiento vascular soluble, antagonizando la
accion de los factores que promueven la vasculogénesis (Parra et al., 2013). Por dltimo, la
tercera teoria se basa en el desequilibrio inmunologico, ya que diversos estudios apuntan a
que también podria desarrollarse un desbalance en la interaccién del sistema inmune
materno y fetal, lo cual estaria cumpliendo un rol fundamental en el inicio y/o en la
mantencion de esta enfermedad. (Dekker and Sibai, 1999; Saito and Sakai, 2003; Hahn et

al., 2006).

Mecanismos de tolerancia materno-fetal

La tolerancia materno-fetal se basa en un componente anatomico y un componente
inmunoldgico. EIl contacto de células de la madre con células fetales ocurre basicamente
en dos sitios anatomicos: las vellosidades placentarias y la decidua (Erlebacher A., 2013-
b). Las vellosidades son parte de la vasculatura fetal donde ocurre la absorcion de
nutrientes provenientes de la sangre materna que bafa el espacio intervelloso. Por otro
lado, la decidua es un tejido materno altamente especializado que recubre toda la camara

interna uterina, siendo el principal sitio de contacto de la interface materno-fetal
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(Erlebacher A., 2013-b).

En la decidua del primer trimestre, las células Natural Killer (NK), son las mas
numerosas, representando cerca de 70% de la poblacion inmunoldgica de este tejido, los
macrofagos corresponden a 20% y las células T varian de 10-20%. Células dendriticas
(DCs), células B y células NKT son mas raras. (Erlebacher A., 2013-a)

Es importante resaltar que las células inmunes deciduales son fenotipicamente

distintas a las células de la periferia. En el caso de las NK deciduales (dNK), éstas

presentan un perfil CDsePrgnt y CD16°, que corresponde solamente a 10% del perfil de

NK periféricas (pNK); adicionalmente, secretan una variedad distinta de quimioquinas,
citoguinas y factores angiogénicos (Erlebacher A., 2013-a). Del punto de vista funcional,
se sabe que las dNK son cruciales para la correcta invasion trofoblastica, permitiendo el
remodelamiento vascular a través de la secrecion de IFN-y (Erlebacher A., 2013-a).
Ademas de estas evidencias, se conoce que, a pesar de poseer granulos de perforina y
granzima, la actividad citotoxica de las dNK es baja, probablemente secundario a la
secrecion de IL-10 por parte de las células deciduales (Erlebacher A., 2013-a).

En el caso de los macréfagos, estos también son fenotipicamente distintos a los
macrofagos de la periferia, sin embargo, los estudios con este tipo celular no son tan
contundentes como ocurre con las dNK. Se observa que poseen CD14*, marcadores

similares a monocitos periféricos y CD209*, una lectina de tipo C (Houser et al., 2012). A

pesar de que se ha encontrado macr6fagos deciduales CD209°, la mayoria expresa factores

relacionados al remodelamiento vascular y al clearance de debris apoptéticos, como

fibronectina, componentes del colageno, metaloproteinasas y receptor scavenger CD163*
(Houser et al., 2012). La funcioén de los dos subtipos de macr6fagos CD209" y CD209™ no

estd totalmente dilucidada, pero se ha observado que ambos son capaces de producir IL-
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10, después de la estimulacion de agonistas de PRRs, como por ejemplo LPS (Houser et
al., 2012).

Las células T deciduales corresponden a 10 a 20% de la poblacion de células inmunes
de la decidua, entre éstas, cerca de 45 a 75% son linfocitos T CD8" y entre 30-45% son
linfocitos T CD4*. Ademas, 5% de los TCD4* son Foxp3*, relacionado a perfil regulatorio
(Erlebacher A., 2013-a). En el afio 2012, Rower y sus colaboradores demostraron la
existencia de células T reguladoras (Treg) Foxp3* especificas para antigenos fetales. Estas
células eran generadas durante el embarazo murino y se mantenian detectables hasta 100
dias despueés del parto. Adicionalmente, cuando las ratonas tenian un segundo embarazo
del mismo macho o recibian células LTCD4* de ratonas embarazadas previamente, se
generaban estos linfocitos T reguladores mas tempranamente. Curiosamente, también se
detectd Treg especificas para antigenos fetales en linfonodos uterinos de ratonas infértiles
después de la copula, sin embargo en menor nimero que en el embarazo. Estos hallazgos
sugieren que las Treg pueden ser generadas por antigenos del semen y durante el embarazo
(Rower et al., 2012).

Es importante recordar que la tolerancia materno-fetal también se debe a condiciones
locales y a la expresion de moléculas por las células fetales, principalmente el trofoblasto.
Otros diversos factores que contribuyen a este tolerancia inmunolégica son: disminucion
de la densidad de células dendriticas (DCs) en la decidua humana; aumento de
quimioquinas que impiden el homing de las DCs; ausencia de vasos linfaticos o linfonodos
en la decidua (Erlebacher, 2013-b); ausencia de expresién de HLA clésicos con expresion
de HLA no clasicos (Juch et al., 2012); expresion de Fas ligando por los trofoblastos
(Hammer A., 2011); secrecion de citoquinas inmunoreguladoras por las células del estroma
decidual; produccién de indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) e inhibicion de las celulas T

por la expresion de PD-L1 (Erlebacher, 2013-b).
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Como hipotesis causal de la mantencidén del embarazo fisiologico, Huppertz y sus
colaboradores en 2003 plantean que normalmente ocurre apoptosis del trofoblasto en la
placenta, generando liberacion de una gran cantidad de antigenos y detritus a la circulacion
materna, los que serian fagocitados por células presentadoras de antigenos que producirian
citoquinas inmunosupresoras como IL-10 disminuyendo la generacion y respuesta de
linfocitos Thl (Voll et al., 1997; Steinman et al., 2003; Abraham et al., 2004). Sin
embargo, en la preeclampsia las condiciones hipdxicas, el aumento de la inflamacién y el
estrés oxidativo inducirian la necrosis placentaria, liberandose antigenos y detritus del
trofoblasto a la circulacion materna, que serian reconocidos como sefiales de alarma,
siendo estas captadas, fagocitadas y presentadas por células presentadoras de antigenos,

induciendo la generacion de citoquinas inflamatorias, como IFN-y, TNF-a, IL-1p e IL-12.

Citoquinas y perfiles linfocitarios en el embarazo fisiologico y preeclampsia

Los linfocitos T CD4+ liberan citoquinas que determinan la diferenciacion a distintos
perfiles de linfocitos T helper (TH) siendo los mas estudiados en la preeclampsia los
perfiles TH1 y Tr2. Los linfocitos Tn1 son responsables por un perfil pro-inflamatorio con
produccion principalmente de IFN-y, en cambio los TH2 serian principalmente secretores
de IL-4, 1L-13, IL-9 e IL-5, promoviendo por lo tanto una funcion méas moduladora,
manteniendo la tolerancia en la barrera materno-fetal (Saito et al., 2010).

La relacion Tu1/TH2 en el embarazo ha sido estudiada desde la década de los 80 y 90 y
la inversién de esta relacion en la preeclampsia fue reproducida por diversos autores a lo
largo de estos afios (Saito et al., 1999); sin embargo, este paradigma ha cambiado debido a
nuevas evidencias. Estudios con ratones knockout para las cuatro citoquinas primordiales

del perfil Th2, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 mostraron una evolucion normal en el embarazo,
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apoyando la idea de que las citoquinas de tipo TH2 no serian cruciales para el desarrollo de
un embarazo normal (Fallon et al., 2002). En contrapartida, la administracion de citoquinas
Thl como IL-2 e IFN-y en ratones con embarazos tempranos, inducen aborto (Lin et al.,
2009).

Debido a estos hallazgos se iniciaron investigaciones para dilucidar la importancia de
otros perfiles de LTCD4+ en la fisiologia del embarazo y en sus patologias. Santner-Nan et
al. (2009) demostraron un aumento de la razon de los perfiles linfocitarios
TregFoxP3/Tn17 en el final del tercer trimestre de embarazos normales, pero no en
mujeres con preeclampsia, lo que apunta la importancia de esos dos subtipos celulares en
la patologia de esa enfermedad. En otro estudio, se observd una disminucion de Treg en
sangre periférica y en biopsias placentaria de pacientes con preeclampsia en comparacion
con embarazos normales (Sasaki et al., 2007).

Por lo tanto, la antigua relacion TH1/TH2 esta siendo remplazada por una que incluye
Thl/TH2/TH17/Treg. La importancia de los Th17 y Treg en la fisiologia del embarazo y en
la fisiopatologia de la preeclampsia todavia esta en estudio, pero algunos reportes sugieren
que su rol estaria principalmente relacionado con la implantacion correcta de la placenta

(Saito et al, 2010).

INF-y

Debido al clasico paradigma TH1/TH2 en la preeclampsia, IFN-y es una citoquina de
mucho interés en el estudio de esta patologia, por ser la citoquina icono del perfil Tnl. Por
otra parte, es importante resaltar que ésta también es producida por NK, NKT vy el
trofoblastos durante el primer trimestre (Curry et al., 2008). A pesar de haber sido
extensamente estudiada en este contexto, su funcion en el embarazo no esta totalmente

esclarecida, asi como tampoco se conoce por completo su participacion en la regulacion de
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la funcion placentaria (Banerjee et al., 2005). Del punto de vista patoldgico, IFN-y es
clasicamente documentada como sobre expresada en plasma de pacientes con preeclampsia
(Arriaga-Pizano et al., 2005; Murphy et al., 2009), sin embargo otros autores no
observaron diferencias en IFN-y plasmatica (Jonsson et al., 2006). No obstante, esta
citoguina cumple un importante papel en el embarazo fisiologico; estudios en humanos
relacionaron ésta con la implantacion embrionaria (Murphy et al., 2009) y en modelo
murino, se determind disfunciones placentarias y en las arterias espiraladas con dNK
knockout para IFN-y, dichas disfunciones fueron revertidas por la reconstitucion con dNK
wild type (Ashkar et al., 2001). Otros estudios indican que IFN-y seria crucial para el

remodelamiento vascular en estadios tempranos del embarazo (Miyazaki et al., 2003).

IL-17A

IL-17A es la citoquina icono del perfil Tul7, el perfil pro-inflamatorio mas
recientemente estudiado en la preeclampsia. Esta citoquina del punto de vista fisioldgico
estd relacionada a la vasculogénesis y a la promocion de factores angiogénicos
(Pongcharoen et al., 2007). Se ha descrito un aumento progresivo de esta citoquina en
plasma de mujeres con embarazo fisioldgico, llegando a su mayor nivel en el momento del
parto (Martinez-Garcia et al., 2010).

Del punto de vista patoldgico, existe un sinnimero de reportes que relacionan los
perfiles Thl7 y la citoquina IL-17 a patologias del embarazo humano, como el aborto de
repeticion y la preeclampsia (Lee et al., 2011; Saito et al., 2011; Santner-Nanan et al. 2009;

Toldi et al., 2011).

TNF-a

En el caso de TNF-a, otra citoquina clasicamente inflamatoria, diversos reportes
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determinaron un aumento de ésta en suero de mujeres preeclampticas, no asi en embarazos
fisioldgicos (Sharma et al., 2007 / Conrad et al., 1998 / Cackovic et al., 2008). Esta funcion
patoldgica de TNF-a es atribuida por lo menos en parte, a un rol en la muerte celular
programada Yy en a la citotoxicidad evidenciada en cultivos de trofoblastos (Yui et al.,
1996 / Haider et al., 2009). Adicionalmente, se ha determinado que TNF-a participa en la
regulacion de la expresion de la subunidad B de la gonadotrofina humana corionica (B-
HCG), disminuyendo la produccion y liberacion de ésta por las células trofoblasticas
(Leisser et al, 2006). Por otra parte, ha sido relacionada con la disminucion de la actividad
invasiva de los trofoblastos en el primer trimestre del embarazo, sugiriendo que elevadas
concentraciones de esta citoquina pudiese afectar el desarrollo placentario y la mantencion
del embarazo (Haider et al., 2009).

Sin embargo, esta citoquina también cumple un rol fisiolégico, ya que TNF-o esta
implicada en la apoptosis de células musculares lisas de la vasculatura de las arterias
espiraladas, favoreciendo la invasion por parte de los trofoblastos (Boyle et al., 2003).
Ademas, parece cumplir otros roles como la diferenciacion de los trofoblastos

extravellosos (Haider et al, 2009).

IL-18

IL-1B fue determinada previamente en el endometrio y en la decidua humana (Huang
H.Y., 2006; Hanna et al., 2000). Se sabe que ésta cumple una funcién importante en la
fisiologia gestacional, ya que presenta un rol benéfico en la implantacion embrionaria y
decidualizacion (Huang, H.Y. 2006), ademas de incrementar la actividad enzimatica de los
trofoblastos, favoreciendo su invasion (Huang, H.Y., 2006). En estudios previos el
aumento de esta citoquina en suero fue observada en la preeclampsia (Amash et al., 2010),

sin embargo diversos otros autores no fueron capaces de observar diferencia de esta
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citoquina en la preeclampsia (Molvarec et al., 2011 / Kang et al., 2012). No estando el

patrén de presentacion de esta citoquina claramente determinada en esta enfermedad.

IL-6

IL-6 es otra citoquina pro-inflamatoria que actla en procesos agudos y cronicos. Es
producida por diversos tipos celulares como DCs, macrofagos, linfocitos, fibroblastos,
células epiteliales, trofoblastos, entre otras (Prins et al., 2012). En la fisiologia reproductiva
se ha relacionado a cambios de su expresion en el endometrio durante las diferentes etapas
del ciclo hormonal femenino, ademas de tener efectos en el proceso de implantacion (Prins

et al., 2012). Diversos reportes muestran un aumento de IL-6 en mujeres preeclampticas

(Molvarec et al., 2011 / Szarka et al., 2010).

IL-8

IL-8 es conocida como una citoquina pro-inflamatoria que actia como quimioatractor
de células inmunes principalmente neutréfilos y cumple importante rol en la respuesta
inmune innata en la presencia de invasion por bacterias y otros patégenos (Mukaida et al.,
1998). Es producida por trofoblastos, células deciduales estromales, linfocitos deciduales,
dNK entre otras (Naruse et al., 2010). IL-8 es conocida como importante regulador de la
invasion trofoblastica, tanto in vitro como in vivo (Hanna et al, 2006). Esta citoquina esta
incrementada durante el primer trimestre del embarazo (Naruse et al., 2010) favoreciendo
la implantacion gracias al aumento de la produccion de metaloproteinasas de matriz tipo 2
y 9 que degradan la matriz extracelular (Jovanovic et al., 2010).

Sin embargo, en la preeclampsia se ha observa un aumento durante las

manifestaciones clinicas de la enfermedad (Szarka et al., 2010; Molvarec et al., 2012).
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IL-10

IL-10 es una citoquina muy estudiada durante el embarazo. Sus funciones anti-
inflamatorias, se relacionan a: (i) efecto en Tul y macrofagos, a través de la disminucion
de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, (ii) interferencia en la presentacion
antigénica, (iii) inhibicion directa e indirecta de NK vy linfocitos TCD8+ (Hanna et al.,
2000). En la preeclampsia es reconocida clasicamente por sus efectos protectores,
promoviendo equilibrio inmunologico (Kalkunte et al., 2011). Diversos estudios relacionan
la disminucion de esta citoquina con abortos recurrentes, parto prematuro y preeclampsia
(Hennessy et al, 1999; Raghupathy et al., 1999; Plevyak et al., 2002; Makhseed et al.,

2003)

IL-18

IL-18 es conocida como una citoquina pro-inflamatoria producida por macrofagos,
DCs, células epiteliales entre otros tipos celulares (Amash et al., 2007). Activa células
Natural Killer y participa en el desarrollo del perfil de linfocitos Tnl (Li et al., 2009),
ademaés de induccion de la produccién de otras citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-vy,
IL-1B, IL-8 y TNF-a (Polettini et al., 2012). A pesar de esto, su concentracion durante el
embarazo fisiolégico todavia no ha sido determinada. Recientemente, algunos estudios
han mostrado que puede estar relacionada con el desarrollo de procesos inflamatorios
durante el embarazo, que se asocian a parto prematuro y a preeclampsia (Lédée et al,
2011). Sin embargo, en la preeclampsia sus hallazgos son contradictorios. En 2010, Roland
y sus colaboradores encontraron una IL-18 disminuida en el suero de mujeres con
preeclampsia, mientras el grupo de Amash (2010), Szarka (2010) y Molvarec (2012)

determin0 un aumento de esta citoquina en preeclampsia.
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TGF-

TGF-B es descrita clasicamente como una citoquina regulatoria, producida por
diversos tipos celulares, incluso linfocitos reguladores Th3 (Raghupathy R., 2001). Sin
embargo, en el embarazo ha sido descrita como la responsable de la inhibicion de la
invasion trofoblastica a las arterias espiraladas (Mano et al., 2011 / Lash et al., 2005). Son
pocos los reportes de esta citoquina en el embarazo. Lygnos y sus colaboradores en 2006
no determinaron cambios en la concentracion de TGF-p en los tres trimestres del
embarazo, asi como tampoco en el momento del parto, mientras que otros grupos
describian que esta citoquina aumentaba en el final del tercer trimestre al comparar con el
primer trimestre. Diversos autores describen que TGF- B aumenta en el suero de mujeres
con preeclampsia (Feizollahzadeh et al., 2012; Enquobahirie et al., 2005; Madzili et al.,
2003; Benian et al., 2002; Djurovic et al., 1997), sin embargo otros reportes que no

relacionan TGF-p a preeclampsia (Hennessy et al., 2002 / Szarka et al., 2010).

El estudio del rol inmunolégico en preeclampsia es bastante antiguo y muchos autores
fueron capaces de determinar aumento de citogquinas pro-inflamatorias en plasma o suero
de mujeres con preeclampsia. Sin embargo, todavia existen discordancias en cuanto a
concentracion de las citoquinas en la circulacion materna, ya que los estudios presentan
resultados contradictorios. Es dificil determinar cuales serian las causas de estas
discrepancias, factores inherentes al disefio del estudio, como etnia de las pacientes o
genotipo entre otros, pudieran influenciar en estos resultados. Por otro lado, muchos
trabajos son realizados con pacientes con preeclampsia establecida, por lo tanto, muchas
pacientes ya habian recibido distintos tratamientos, los cuales muy raramente son
considerados como criterio de diferenciacion en los grupos de estudio. Adicionalmente,

otro criterio muy poco evaluado en los reportes es la presencia o no de trabajo de parto, lo
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que podria también estar alterando los perfiles de citoquinas en suero.

Adicionalmente, a pesar del extenso estudio del rol del sistema inmunoldgico en la
preeclampsia existen muy pocos reportes previos a los sintomas de la enfermedad. En
2002, Djurovic y sus colaboradores estudiaron citoquinas en plasma de mujeres sanas en
la semana 18 de embarazo, observando cuéles de estas pacientes habian desarrollado
preeclampsia, sin embargo no fueron capaces de observar diferencias previas al desarrollo
de la enfermedad para las citoquinas IL-1-B, IL-6, IL-10 y TNF-a. Un poco mas tarde,
Kronborg en 2011 estudid las pacientes en 4 grupos distintos: embarazo con menos de 25
semanas, entre 26-29 semanas, entre 30-35 semanas y en mas 36 semanas, observando
TNF-0 aumentado en el grupo de 26-29 semanas e IL-6 aumentado en el grupo después de
36 semanas en las pacientes que posteriormente desarrollaron la enfermedad.

Es impresionante que a pesar de tantos afios de estudio, una revision extensa de la
bibliografia, demuestra resultados divergentes y muchas veces contrapuestos. Por lo que
aun no esta claro para la comunidad cientifica codmo participa el sistema inmune en la
preeclampsia.

En base a los antecedentes presentados y la importancia que posee el sistema inmune
en el embarazo fisioldgico y preeclamptico es que proponemos la siguiente hipotesis de

trabajo:
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Hipotesis:

“Mujeres embarazadas con preeclampsia presentan un aumento de citoquinas
séricas pro-inflamatorias previo a los sintomas clinicos de la enfermedad, a diferencia
de mujeres con embarazo fisioldgico que presentan un aumento de citoquinas sericas

anti-inflamatorias”.
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Objetivos

Objetivo General:

Determinar si el patron de citoquinas séricas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, es
estadisticamente diferente entre mujeres con embarazo preeclamptico y mujeres con

embarazo fisioldgico.

Objetivos Especificos:

1. Determinar si la concentracion sérica de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1p, I1L-6,
TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17 e IL-18) y anti-inflamatorias (TGF-B1 e IL-10) es
estadisticamente diferente entre mujeres que desarrollaron embarazo
preeclamptico y fisiologico, previos a los sintomas clinicos de la enfermedad

(primer y segundo trimestre del embarazo)

2. Determinar si la concentracion sérica de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6,
TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17 e IL-18) y anti-inflamatorias (TGF-p1 e IL-10) es
estadisticamente diferente entre mujeres con  embarazo preeclamptico y

fisioldgico, durante los sintomas clinicos de la enfermedad (momento del parto)
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Materiales y Métodos

En este estudio se evaluaron las muestras obtenidas de una cohorte de pacientes
embarazadas que participaron de evaluaciones en la Unidad de Medicina Fetal del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, el cual fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile y por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile.

Todas las pacientes fueron sometidas a previa firma del consentimiento informado.

Muestras

Las muestras de plasma fueron obtenidas por puncién venosa periférica en tubos
vacutainer con EDTA (B&D, USA). La toma de muestras, tanto de embarazo fisioldgico
como de pacientes con preeclampsia se realiz6 en el primer trimestre del embarazo (entre
12-14 semanas de embarazo), segundo trimestre (entre 22-24 semanas de embarazo) y en
el momento del parto. En seguida éstas fueron, inmediatamente centrifugadas por 10
minutos a 2000 rpm y el plasma obtenido fue alicutotado y criopreservado a -80° hasta el

momento del analisis.

Pacientes

Un total de 86 pacientes con embarazo fisiologico fueron incluidas en el estudio: 46
pacientes con embarazo en el primer trimestre, 20 pacientes con embarazo en el segundo
trimestre y 20 pacientes con parto de embarazo fisiologico.

Un total de 63 pacientes con embarazo preeclamptico fueron incluidas en el estudio:

22 con embarazo en el primer trimestre, 11 paciente con embarazo en el segundo trimestre
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y 30 pacientes con partos preeclampticos, entre éstos 10 con parto de preeclampsia
moderada y 20 pacientes con parto de preeclampsia severa.

Adicionalmente se evallio el plasma de 20 pacientes no embarazadas para estudio de
grupo control.

Entre las pacientes con embarazo fisiologico, el grupo del primer trimestre posee
rango de edad entre 15 y 40 afios, con promedio de 29 afios. El grupo del segundo trimestre
posee edad entre 15 y 40 afios, con promedio de 27 afios. Las mujeres en parto poseen edad
materna entre 21 a 40 afios, y promedio de 29 afios. El parto se realizo entre 37 y 41
semanas, con un promedio de 39 semanas de embarazo.

Entre las pacientes con embarazo preeclamptico, el grupo del primer trimestre posee
rango de edad entre 17 y 38 afios, con promedio de 29 afios. EI grupo del segundo trimestre
posee edad materna entre 17 y 35 afios, con promedio de 28 afios. En las pacientes en el
momento del parto, el grupo de preeclampsia moderada posee rango de edad entre 20 y 37
afios, con promedio de 30 afios. El grupo de preeclampsia severa posee edad materna entre
17 y 42 afios con promedio de 29 afios. Adicionalmente el parto de mujeres con
preeclampsia moderada fue entre 36 y 40 semanas de embarazo con promedio de 38
semanas de embarazo y el parto de las pacientes con preeclampsia severa fue entre 26 y 40

semanas, con promedio de 32 semanas de embarazo.

Criterios Clinicos

Todas las pacientes con toma de muestras en el primer y segundo trimestre del
embarazo se presentaban sin manifestaciones clinicas de la enfermedad. Adicionalmente,
se realizd un analisis prospectivo de cohortes para determinar que pacientes desarrollaron
preeclampsia y clasificar en los diferentes grupos. Sin embargo, las pacientes en el

momento del parto presentaban manifestaciones clinicas de la enfermedad, habiendo sido
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realizado para este grupo un estudio retrospectivo para la clasificacion en los diferentes
subgrupos de parto.

Las pacientes evaluadas son previamente sanas y todas cumplieron los criterios de
exclusion establecidos en este estudio.

Criterios de exclusion

e Patologias asociadas (Hipertension arterial previa, Diabetes, cardiopatia,
parasitosis, infeccion urinaria en el momento del parto, enfermedades
reumatologicas)

e Patologias obstétricas

e Embarazo multiple.

e IMC>35

e Consumo de tabaco, drogas o alcohol durante el embarazo

Pacientes clasificadas como preeclampsia moderada cumplieron los siguientes
criterios de inclusion:
e Proteinuria moderada: >300 mg/24 hrs.; <5 g/24 hrs.
e Presion arterial > 140/90 ; < 160/110 mm.Hg

Pacientes clasificadas como preeclampsia severa cumplieron por lo menos uno de los
siguientes criterios de inclusion:

e Proteinuria > 5 g/24 hrs o proteinuria en muestra urinaria aislada de 3+
e Presion Arterial > 160/110 mmHg

e Restriccion de crecimiento fetal

e Lesion de 6rgano blanco

e Eclampsia

e HELLP

Metodologia

Para la determinacion de citoquinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, I1L-8, IFN-y,
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IL-17 e 1L-18) y reguladoras (TGF-B1 e I1L-10) en plasma se utilizé el kit FlowCytomix®
(BenderMedSystem, Austria) técnica de citometria cuantitativa que permite la deteccion de
un panel de citoquinas, en volimenes pequefios de muestras. Su procedimiento se realizé
segun la metodologia propuesta por el fabricante.

Las muestras fueron analizadas en un citbmetro de flujo FACSCalibur
(Becton&Dickison, USA) del Programa de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Una vez obtenidos los datos, estos se analizaron en el software

FlowCitomix Pro 3.0.

Anélisis Estadisticos

El modelo de estudio propuesto es Cohorte Anidado Caso-Control retrospectivo, para
las pacientes en el momento del desarrollo de la enfermedad, y estudio cohorte prospectivo
para las pacientes de 1°" y 2° trimestre del embarazo. Los grupos de estudio son grupos no
pareados.

Los resultados de las citoquinas TGF-B1 e IL-18 fueron sometidos a las pruebas de
normalidad del Lilliefor’s test y Shapiro-wilk’s test. Tras determinar que en ambos testes
las muestras se comportaban como no normales, se aplicd el Mann Whitney test, para
analisis estadisticos de los diferentes grupos en estas dos citoquinas.

Los resultados de las citoquinas IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-8, IFN-y, IL-17 e IL-10
fueron analizados con prueba de hipotesis para dos proporciones, considerando como
variable el porcentaje de muestras detectables en cada uno de los grupos.

El nivel de significancia del p value se fijo como inferior a 0,05. El software utilizado

para el analisis fue GraphPad Prism 5.0.
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Resultados

Para determinar el perfil inmunoldgico de mujeres embarazadas que desarrollaron
preeclampsia, mujeres con embarazo fisiologico y mujeres no embarazadas, se evaluaron
las citoquinas IL-18, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y, IL-17, IL-10 y TGF-B1 en plasma
de los tres diferentes grupos de pacientes.

De las citoquinas analizadas, IL-18 y TGF-B1 fueron detectables en todas las
muestras, sin embargo las otras 7 citoquinas (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-17A e
IL-10) presentaron concentraciones sericas por debajo de la sensibilidad del método en un
porcentaje importante de las muestras. En la tabla 1 es posible observar la sensibilidad del

método para las nueve citoquinas elegidas.

Sensibilidad del FIowCytomix®
INF-y: 1,6 pg/mL IL-18: 3,34 pg/mL  |TNF-a: 3,2 pg/mL
IL-1P: 4,2 pg/mL TGF-B1: 10 pg/mL  |IL-8: 0,5 pg/mL
IL-6: 1,2 pg/mL IL-17A: 2,5 pg/mL  |IL-10: 1,9 pg/mL

Tablal: Sensibilidad del FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria) para cada citoquina estudiada.

Al evaluar las citoquinas cuyo rango de deteccion se encontraba por debajo de la
sensibilidad de método, pero que sin embargo eran detectables, encontramos algunos
hallazgos interesantes. En la tabla 2 se detallan los resultados obtenidos para las citoquinas
IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y, IL-17A e IL-10. En ésta se observa que en las pacientes
no embarazadas, solamente las citoquinas IL-8 e IL-17A fueron detectables, aunque en un
bajo porcentaje, sin embargo IL-6 que posee 0% de deteccion en este grupo presenta
mayor deteccion en grupo de parto (80% en parto de embarazo fisiologico y 43% en parto
de preeclampsia). Adicionalmente es interesante observar otros patrones de respuesta como
por ejemplo IL-8 que presenta 47,83% de deteccion en el primer trimestre del embarazo
fisiologico versus 27,27% de muestras detectables en este mismo trimestre del embarazo

preeclamptico.
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Control no embarazado (n=20) IL-1B IL-6 IL-8 TNF-a IL-10 IL-17 A INF-y
Porcentaje Detectable 0% 0% 20% 0% 0% 45% 0%
Rango de deteccion (pg/mL) 11,54 - 3702,21 |--- 3,74 - 49,02
Mediana (pg/mL) 14,755 11,11
Embarazo fisiolégico ler Trimestre (n=46)

Porcentaje Detectable 8,70% 4,35% 47,83% 2,17% 2,17% 8,70% 6,52%
Rango de deteccion (pg/mL) 7,05-23,00 1,49 - 4,77 0,50 - 4457,35 |19,69 3,79 6,3-11,9 1,7-6,19
Mediana (pg/mL) 8,2 3,13 1,53 6,33 2,35
Embarazo PE ler Trimestre (n=22)

Porcentaje Detectable 0% 18,18% 27,27% 0% 4,55% 4,55% 0%
Rango de deteccién (pg/mL) 1,23-2,32 0,62 - 5,01 17,51 2,75
Mediana (pg/mL) 1,54 1,4
Embarazo fisiolégico 2° Trimestre (n=20)

Porcentaje Detectable 20% 15% 15% 0% 5% 10% 5%
Rango de deteccion (pg/mL) 5,00 - 14,36 1,22 - 3,02 1,78 -1453,12 2,48 3,72 - 3,93 1,82
Mediana (pg/mL) 7,06 1,64 8,44 3,83 -
Embarazo PE 2° Trimestre (n=11)

Porcentaje Detectable 18,19% 0% 0% 0% 9,09% 9,09% 0%
Rango de deteccién (pg/mL) 10,15 - 32,93 10,99 4,79
Mediana (pg/mL) 21,54
Parto Embarazo Fisiolégico (n=20)

Porcentaje Detectable 5% 80% 10% 5% 5% 35% 5%
Rango de deteccion (pg/mL) 40,71 1,59- 42,64 8,24 - 9,67 17,07 33,38 5,92 -501,66 |111,88
Mediana (pg/mL) 3,73 8,955 10,29
Parto PE Moderada +Severa (n=30)

Porcentaje Detectable 3,33% 43% 13,33% 0% 3,33% 33,33% 3,33%
Rango de deteccion (pg/mL) 14,11 1,67 -48,11 13,11 - 38,31 62,06 4,57 - 70,88 72,85
Mediana (pg/mL) 11,32 21,485 5,925 ---

Tabla 2: Porcentaje de muestras detectables, rango de deteccion y mediana para las citoquinas IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y, IL-17 e IL-10 en los diferentes grupos del
estudio. Cuantificacion de las citoquinas en plasma mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria). Las citoquinas fueron medidas en plasma de mujeres con embarazo de
primer y segundo trimestre y durante el trabajo de parto. PE: Preeclampsia
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Para realizar el analisis estadistico de los resultados mostrados en la tabla 2 se utilizo
la prueba de hipotesis para dos proporciones, considerando como variable el porcentaje
detectable (Figura 1).

En la figura 1A, se observa que en embarazo fisiologico IL-1p es detectable en los tres
trimestres, con un peak en el segundo trimestre. En el caso del embarazo preeclamptico
este sigue un patron similar al fisioldgico para el segundo trimestre y el momento del
parto, también presentando un peak en el segundo trimestre, sin embargo no presento
muestras detectables en el primer trimestre. Al comparar el embarazo fisioldgico con el
embarazo preeclamptico no se observo diferencias significativas.

En el caso de IL-6, para un embarazo normal se observo un incremento del porcentaje
de deteccion de esta citoquina al largo del embarazo, siendo mayor al momento del parto.
Para embarazo patoldgico se observa aumento del porcentaje de deteccion entre el primer
trimestre y el momento del parto, destacando que en el segundo trimestre el 100% de las
muestras fueron no detectables. Adicionalmente se observo que las mujeres con embarazo
preeclamptico presentan un aumento significativo del porcentaje de deteccién de IL-6 en el
primer trimestre al comparar con el primer trimestre del embarazo fisiolégico (Figura 1B).

A diferencia de lo evidenciado para IL-6, en la figura 1C se observa que el porcentaje
de deteccion de IL-8 va disminuyendo a lo largo del embarazo fisiologico. Para el
embarazo preeclamptico, el primer trimestre fue significativamente mayor que el parto.
Sin embargo al comparar el primer trimestre del embarazo fisiolégico con el primer
trimestre del embarazo preeclamptico, el grupo de pacientes que cursaron embarazos
normales poseen mayor porcentaje de deteccion de 1L-8.

En la figura 1D se observa que TNF-a presentd resultados no detectables en todos los
trimestres del embarazo preecldamptico. Sin embargo, en el embarazo fisiologico se pudo

observar incremento significativo entre el primer trimestre y el momento del parto.

35



Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias Biomédicas con mencién en Inmunologia

La figura 1E demuestra que IL-10 esta disminuida en el primer trimestre del embarazo
fisiolégico, cuando se compara al segundo trimestre y al momento del parto.
Adicionalmente, al comparar con el embarazo patologico, se observa que el primer
trimestre del embarazo fisioldgico presenta porcentaje de deteccion significativamente
menor que el primer trimestre del embarazo preeclamptico. En el caso del embarazo
patoldgico, IL-10 esta aumentada en el segundo trimestre, cuando es comparada al
momento del parto.

Los resultados de la IL-17A (Figura 1F) demuestran que el porcentaje de deteccién de
esta citoquina estd aumentada en el parto fisiolégico cuando es comparado al primer
trimestre y al segundo trimestre de este mismo grupo de pacientes. EI mismo resultado se
observa para el embarazo preeclamptico, donde IL-17A al momento del parto presenta
porcentaje de deteccidn significativamente mayor. Adicionalmente, se observé diferencias
entre el porcentaje de deteccion de IL-17A entre el primer trimestre de embarazo
fisiolégico y el primer trimestre de embarazo preeclamptico.

En el caso de IFN-y (Figura 1G), no se observo diferencias significativas a lo largo del
embarazo fisioldgico. En el grupo del embarazo preeclamptico, solamente fue detectable al

momento del parto, sin diferencias cuando fue comparado con el embarazo fisiologico.
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Figura 1: Porcentaje de deteccion de las citoquinas IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-10, IL-17A e INF-y en
los diferentes grupos del estudio. Cuantificacién de las citoquinas en plasma mediante FlowCytomix®
(BenderMedSystem, Austria). Las citoquinas fueron medidas en plasma de mujeres con embarazo de primer
y segundo trimestre y durante el trabajo de parto. Fue determinado el porcentaje de muestras detectables en
los diferentes grupos. A): IL-1B, B): IL-6 C): IL-8, D): TNF-a, E): IL-10 F): IL-17A y G): INF-y. Tri:
Trimestre, PE: Preeclampsia, Fisiol: Fisiologico.
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En el caso de las citoquinas 1L-18 y TGF-B1, estas fueron detectables en todas las
muestras, pudiendo realizar analisis de las concentraciones séricas.

El control no embarazo evaluado en este estudio es el mismo grupo de paciente en los
graficos 2A y 2B para las concentraciones de IL-18, asi como para los graficos 9A y 9B
para las concentraciones de TGF-f1.

Primeramente observamos la dindmica de IL-18 en el embarazo fisioldgico (Figura
2A) y embarazo preeclamptico (Figura 2B). En la figura 2A, se observa que los niveles de
IL-18 en el primer trimestre del embarazo se encuentran disminuidos al compararlos con
mujeres no embarazadas, presentando un aumento significativo de esta citoquina en el
segundo trimestre, llegando en el momento del parto a valores similares al encontrado en
las mujeres no embarazadas.

En el caso de la Figura 2B, se observa el comportamiento de IL-18 en mujeres que
desarrollaron embarazo preeclamptico, detectando bajos niveles de IL-18 en el primer
trimestre y aumento de ésta en el segundo trimestre del embarazo, resultados similares al
encontrado en la cinética del embarazo fisioldgico para estos dos trimestres (Figura 2A).
Sin embargo, las mujeres que presentan partos con preeclampsia mantienen niveles

similares entre el segundo trimestre y el momento del parto (Figura 2B).
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Figura 2: Niveles de IL-18 en el embarazo fisiologico y preeclamptico.

IL-18 disminuye en las primeras etapas del embarazo fisiologico, normalizando sus niveles en el momento
del parto. IL-18 se presenta disminuida en todas las etapas del embarazo preeclamptico al comparar con
control no embarazado.

Cuantificacién de IL-18 en plasma mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria). IL-18 fue medida
en plasma de mujeres no embarazadas, con embarazo de primer y segundo trimestre y durante el trabajo de
parto. A): Concentraciones de IL-18 en plasma de mujeres con embarazo fisiol6gico. B): Concentraciones de
IL-18 en plasma de mujeres con embarazo preeclamptico. PE: Preeclampsia. Tri: Trimestre. *P<0,05.

Con el fin de evaluar si los niveles séricos de 1L-18 se pudiesen comportar como un
factor predictivo de la enfermedad, se tom6 muestras de pacientes sanas en el primer y
segundo trimestre del embarazo y a través de un analisis prospectivo se determiné cuales
de estas pacientes desarrollaron la enfermedad. Al comparar el embarazo fisiol6gico y
embarazo preeclamptico en el primer trimestre (Figura 3A) y en el segundo trimestre del
embarazo (Figura 3B) no se observé ninguna diferencia estadistica que pudiese sugerir la

prediccion de la enfermedad por el analisis de esta citoquina.
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Figura 3. Comparacién de los niveles séricos de IL-18 entre mujeres con embarazo preeclamptico y
fisioldgico.

La concentracion de IL-18 no presentd diferencias entre embarazo fisioldgico y preeclamptico previo a los
sintomas clinicos de la enfermedad.

Identificacion de IL-18 en plasma mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria) A): Comparacién
de IL-18 en el 1*" trimestre en embarazo fisiol6gico y embarazo preeclamptico. B): Comparacion de IL-18 en
el 2° trimestre del embarazo fisiologico y embarazo preeclamptico. No significativo: ns. PE: Preclampsia.
Tri: Trimestre.

Como pudimos observar previamente (Figura 2), tanto en el embarazo fisioldgico
como en el embarazo preeclamptico, existe un aumento de la concentracion de IL-18 en el
segundo trimestre al compararla con el primer trimestre. Sin embargo, los niveles de esta
citoguina no varian entre los grupos que desarrollan la enfermedad versus el grupo que
sigue un embarazo fisiologico (Figura 3). Como consecuencia, tratando de buscar un factor
predictivo de la enfermedad, observamos la razon de cambio de IL-18 entre las pacientes
que presentaron muestras tomadas en los dos trimestres de embarazo (grupo pareado), sin
embargo, tampoco se observO una diferencia de la razén de aumento de IL-18 entre el
segundo trimestre y el primer trimestre que pudiese sugerir el desarrollo de la enfermedad
(Figura 4).
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Figura 4. Raz6n de cambio de IL-18 entre ler y 2° trimestre del embarazo fisioldgico y preeclamptico.
La razon de cambio de IL-18 no presentd diferencias entre embarazo fisiologico y preeclamptico previo a los
sintomas clinicos de la enfermedad.

Identificacién de IL-18 en plasma mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria). Comparacion de
la razén de IL-18 en el 2° trimestre / IL-18 en el ler trimestre en embarazo fisioldgico y embarazo
preeclamptico. No significativo: ns.

Para observar si existen diferencias durante las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, se compard los niveles en el parto de embarazo fisioldgico y preeclamptico,
catalogando los partos preeclampticos en preeclampsia moderada y severa (Figura 5).

En la Figura 5, observamos que los niveles séricos de IL-18 no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el parto de embarazo fisiolégico y parto de
preeclampsia moderada, a diferencia de las pacientes con preeclampsia severa, donde IL-
18 se encuentra disminuida en comparacién tanto al grupo de preeclampsia moderada
como al de embarazo fisioldgico. Por lo tanto, al contrario de lo que esperdbamos, 1L-18 a

pesar de ser una citoguina clasicamente pro-inflamatoria, se ve disminuida en mujeres con

preeclampsia severa, en la cual los sintomas de la enfermedad son més evidentes y graves.
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Figura 5. Niveles de IL-18 en el momento del
parto divido por preeclampsia moderada vy
severa.

La concentracion de IL-18 es menor en el parto
de preeclampsia severa.

Identificacion de IL-18 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria). IL-
18 fue medida en plasma de mujeres con parto de
embarazo fisiologico, parto con preeclampsia
moderada y severa.

PE: Preeclampsia. *P<0,05

Para tratar de dilucidar este hallazgo y comprender a que se deben estos resultados,

realizamos ademas una subdivision en el grupo de preeclampsia severa, entre parto con

menos y mas de 34 semanas (Figura 6). Esta subdivision se basa en criterios clinicos de

prematuridad, y en algunas teorias no claramente comprobadas de que la preeclampsia con

manifestaciones previas a las 34 semanas, podria ser generada por mecanismos etiol6gicos

diferentes a la preeclampsia con manifestaciones mas tardias (Akolekar et al., 2013).
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En la figura 6 podemos observar que, independiente de la edad gestacional, los niveles
de IL-18 en mujeres con preeclampsia severa son significativamente menores al comparar
con el parto de embarazo fisioldgico, sin diferencia entre los dos subgrupos de modalidad
severa de enfermedad. Sin embargo, solamente el grupo de preeclampsia menor a 34
semanas es significativamente diferente a la preeclampsia moderada. Este resultado es
interesante desde el punto de vista clinico, ya que las pacientes con necesidad de
interrupcion de parto y con embarazo con menos de 34 semanas son sometidas a uso de
corticoides, un potente agente con efectos anti-inflamatorios.

Posteriormente, evaluamos si el uso de corticoides y otras drogas con efectos anti-
hipertensivos como el sulfato de magnesio (MgSOa) previo a la toma de las muestras
pudiera estar siendo responsable por las menores concentraciones de IL-18 en la
preeclampsia. Observamos que las pacientes que utilizaron estos medicamentos presentan
niveles disminuidos de esta citoquina cuando comparadas a preeclampsia sin uso de

corticoide y/o sulfato de magnesio (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de IL-18 en el momento del
parto divido por uso de corticoides y/o MgSOa.
El uso de medicamentos est4 relacionado a una
menor concentracion de I1L-18.

Identificacion de IL-18 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria).
Los grupos son divididos en parto de embarazo
fisiologico y parto de embarazo preeclamptico.
Grupo que no utilizd6 ninguno se los dos
medicamentos (Medicamento -). Grupo que
utilizé por lo menos uno de los dos medicamentos
(Medicamento +). MgSOa: Sulfato de Magnesio.
*P<0,05.

Otro parametro que nos parece muy importante de abordar en el analisis de estas

pacientes y que pudiera estar siendo responsable por la baja concentracién de IL-18 en las

pacientes preeclampticas es la presencia o ausencia de trabajo de parto, ya que éste pudiera

ser determinante para los analisis, debido a reportes previos que relacionan el aumento de

IL-18 en el momento del trabajo de parto (Ida et al., 2000).

En la figura 8 podemos observar las concentraciones de IL-18 dividido por la via de

parto en los grupos de partos de embarazo fisioldgico y parto de embarazo preeclamptico.

En este grafico podemos observar que las pacientes con preeclampsia que presentaron su

embarazo interrumpido por cesérea presentan concentraciones de IL-18 significativamente

menores que las pacientes que presentaron parto por via vaginal, tanto de embarazo

fisiolégico como preeclamptico.
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Figura 8. Niveles de IL-18 en el momento del
parto dividido por via de parto.

El parto por via cesarea en las pacientes con
preeclampsia esta relacionado a una menor
concentracion de 1L-18.

Identificacion de IL-18 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria).
Los grupos son divididos en parto de embarazo
fisiolégico y parto de embarazo preeclamptico,
por via vaginal o cesarea. * P<0,05

La figura 9 evidencia las concentraciones TGF-f1 en el plasma de mujeres con

embarazo fisioldgico y embarazo preeclamptico. La figura 9A se muestra el analisis de los

embarazos fisiologicos, donde se observa que TGF-B1 presenta niveles mayores en el

primer trimestre del embarazo comparados con el segundo trimestre y al momento del

parto. Sin embargo, los niveles en el primer trimestre estan disminuidos cuando

comparados a mujeres no embarazadas (Figura 9A).

En el caso del embarazo preeclamptico, TGF-B1 se encuentra aumentada en el primer

trimestre al compararla con el segundo trimestre del embarazo, adicionalmente se observo

que los niveles en el momento del parto son mayores que el segundo trimestre y similares

al primer trimestre (Figura 9B). Por ultimo, los tres trimestres del embarazo tanto

fisiolbégico como preeclamptico presentan niveles disminuidos al comparar con mujeres no

embarazadas (Figura 9).

45



Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias Biomédicas con mencién en Inmunologia

A TGF-B1 Embarazo Fisiolégico B TGF-B1 Embarazo Preeclamptico
*
r 1 : * :
_ SR
1 x 11 x 1
r 1t 1 I * 11 * 1} * |
150- 150n It I |
— .. ..
E | . g
S 100 #pe £ 1o oo
~ °® 5 o
— N e (]
« o:'. . a .' o ° %
L 507 ° L 50{ _®¢
(O] L : o0 o ... L2’ °
s o o s Se® e
o N ) N . o— L.
N N .
Q;\:bb d\&\ X X Q\o rz,éo <Q . Q& < s
N N o S v 2 a &
Coa ° X @ S < &
& & <° ° & < >
R K A
& ¥ o€ NG N\ & o &
N 2° & & & & & <
O ‘b{b’ ‘Q{b O Oo(\ Q@
6‘\0 {O@ Q’é <O

Figura 9: Niveles de TGF-pl durante el embarazo, en mujeres con embarazo fisiologico y
preeclamptico.

La concentracion de TGF-81 es menor en todas las etapas del embarazo fisiolégico y preeclamptico, al
comparar con el control no embarazado. Sin embargo, durante las etapas del embarazo fisioldgico ésta es
mayor en el primer trimestre y durante el embarazo preeclamptico ésta es menor en el segundo trimestre.

La concentracion de TGF-p1 en plasma fue determinada mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem,
Austria). TGF-B1 fue medida en plasma de mujeres no embarazadas, con embarazo en el primer, segundo
trimestre y parto. El analisis fue realizado observando la dindmica de TGF-B1 en mujeres que desarrollaron
embarazos fisiologicos y las que posteriormente presentaron preeclampsia. En A): se observa la
concentracion de TGF-B1 en plasma de mujeres con embarazo fisioldgico. En B): se observa la concentracion
de TGF-B1 en plasma de mujeres con embarazo preeclamptico. PE: Preeclampsia. Tri: Trimestre. * P <0,05

Con el fin de evaluar si los niveles séricos de TGF-B1 pudiesen comportarse como un
factor predictivo de la enfermedad, comparamos los niveles de TGF-f1 en plasma de
mujeres que posteriormente desarrollaron preeclampsia, y las que mantuvieron un
embarazo fisioldgico, en el primer y segundo trimestre del embarazo (Figura 10), ademas
de la razon de cambio de ésta citoquina entre el segundo y el primer trimestre del

embarazo en grupos pareados de pacientes (Figura 11). En estos estudios, ninguna

diferencia fue encontrada entre los grupos de embarazo fisioldgico y preeclamptico.
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Figura 10. Niveles de TGF-p1 en el primer y segundo trimestre en mujeres con embarazo fisiolégico y
preeclamptico.
La concentracion de TGF-£1 no presenté diferencias entre embarazo fisiolégico y preeclamptico previo a
los sintomas clinicos de la enfermedad.
La concentracion de TGF-B1 en plasma fue determinada mediante FlowCytomix® (BenderMedSystem,
Austria). En A) se observa la concentracion de TGF-B1 en el primer trimestre del embarazo fisiolégico y
preeclamptico. En B) se observa la concentracion de TGF-B1 en el segundo trimestre del embarazo
fisiologico y preeclamptico. PE: Preeclampsia. No significativo: ns. Tri: Trimestre.
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Figura 11. Razén de cambio de TGF-B1 entre
1°" y 2° trimestre del embarazo fisioldgico y
preeclamptico.

El 4 TGF-p1 no presentd diferencias entre
embarazo fisiol6gico y preecldmptico previo a los
sintomas clinicos de la enfermedad.

Identificacion de TGF-B1 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria).
Comparacion de la razén de TGF-p1 en el 2°
trimestre / TGF-B1 en el 1*" trimestre en embarazo
fisiolégico y embarazo preeclamptico. No
significativo: ns.

47



Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias Biomédicas con mencién en Inmunologia

A fin de dilucidar si existian diferencias entre grupos del parto de preeclampsia y
embarazo fisioldgico, separamos las pacientes con manifestaciones de preeclampsia
moderada o severa durante el parto y los comparamos con mujeres con partos fisiologicos.
Se observo aumento de los niveles séricos de TGF-B1 en las pacientes con preeclampsia,
cuando se comparan a los partos de embarazo fisioldgico, entretanto entre los dos grupos

de preeclampsia no se observan diferencias (Figura 12).

TGF-B1 Partos
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Siguiendo el mismo raciocinio que utilizamos para IL-18, analizamos las
concentraciones de TGF-B1 en subgrupos de preeclampsia severa por criterios de

prematuridad (Figura 13), uso de medicamentos (Figura 14) y via de parto (Figura 15).
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Figura 13. Niveles de TGF-g1 en el momento
del parto dividido por preeclampsia moderada,
severa posterior a 34 semanas y anterior a 34
semanas de embarazo.

La concentracion sérica de TGF-B1 estd
aumentada en preeclampsia independiente de la
edad gestacional.

Identificacion de TGF-B1 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria).
TGF-B1 fue medida en plasma de mujeres con
parto de embarazo fisiolégico, parto con
preeclampsia moderada, parto con preeclampsia
severa con presentacion posterior a 34 semanas y
parto con preeclampsia severa con presentacion
anterior a 34 semanas. PE: Preeclampsia. *
P<0,05.

En la figura 13, podemos observar que la concentracion de TGF-B1 se presenta

aumentada en los grupos de preeclampsia, cuando se compara con el parto de embarazo

fisioldgico, sin presentar diferencia entre los diferentes subgrupos de preeclampsia.

Cuando realizamos la division por criterio de uso de corticoide y/o MgSOsg,

observamos que independiente del uso de los medicamentos las pacientes con

preeclampsia poseen concentracion de TGF-B1 significativamente mayor que las pacientes

con parto de embarazo fisiologico (Figura 14).
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Adicionalmente, se evalu6 como criterio de subdivision la presencia o no de trabajo de
parto, como vaginal (presencia de trabajo de parto) o cesarea (ausencia de trabajo de
parto). Se observo que TGF-B1 se presenta aumentada en las pacientes con preeclampsia,
independiente de la presencia o ausencia de trabajo de parto, ya que tanto la preeclampsia
con parto vaginal, como la preeclampsia con interrupcion del embarazo por cesarea
presentan niveles de TGF-B1 significativamente mayores al comparar con las pacientes con

parto fisiologico por via vaginal (Figura 15).
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Figura 15. Niveles de TFG-p1 en el
momento del parto divididoo por via de
parto.

La concentracion sérica de TGF-BI estd
aumentada en preeclampsia independiente de
la via de parto

Identificacion de TGF-B1 en plasma mediante
FlowCytomix® (BenderMedSystem, Austria).
Los grupos son divididos en parto de
embarazo fisiolégico y parto de embarazo
preeclamptico, por via vaginal o cesarea.

* P<0,05

Adicionalmente tratando de buscar una relacién entre los resultados de estas dos

citoquinas, estudiamos la relacion TGF-f /IL-18 en el primer y segundo trimestre del

embarazo, a fin de observar implicancias predictivas. Tampoco se observd ninguna

diferencia estadisticamente significativa (Figura 16)
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Figura 16: Relacion TGF-B1 / IL-18 en el primer y segundo trimestre en mujeres con embarazo
fisiologico y preeclamptico.

La Relacién TGF-p1 /IL-18 no se presenta alterada previo a los sintomas clinicos de la enfermedad.

La concentracion de TGF-p1 y IL-18 en plasma fue determinada mediante FlowCytomix®
(BenderMedSystem, Austria). La relacién se aplica en las concentraciones en pg/mL. En (A) se observa la
relacion TGF-B1/IL-18 en el primer trimestre del embarazo fisioldgico y preeclamptico. En (B) se observa la
relacion TGF-B1 / IL-18 en el segundo trimestre del embarazo fisiolégico y preeclamptico. (No significativo:
ns).

Cuando se observa esta misma relacion TGF-B1/IL-18 para el momento del parto,
observamos que esta relacion estd aumenta en la preeclampsia moderada y severa, cuando

comparada a parto fisiolégico, sin diferencia entre los dos grupos (Figura 17).
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Figura 17. Relacion TGF-g1/IL-18 en el
momento del parto separado por los diferentes
grupos clinicos.

La relacion TGF-p1/IL-18 estd aumentada en
pacientes con preeclampsia.

La concentracion de TGF-B1 e IL-18 fue evaluada
en plasma de mujeres en parto con embarazo
fisiologico, parto con preeclampsia moderada o
severa y determinada mediante FlowCytomix®
(BenderMedSystem, Austria). La relacion se
aplica en las concentraciones en pg/mL. PE:
Preeclampsia. *P<0,05
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Conclusiones

De la experimentacion realizada en la presente tesis podemos concluir lo siguiente:

1.

Las citoquinas estudiadas no fueron relacionadas a prediccion clinica de la
preeclampsia.

IL-18 es regulada durante el 1" y 2° trimestre del embarazo fisiologico, llegando a
concentraciones similares a las de mujeres no embarazadas en el momento del parto.
TGF-B1 se encuentra disminuida en el embarazo fisioldogico cuando se compara a
mujeres no embarazadas.

IL-18 se presentd disminuida en parto de preeclampsia severa, estando este resultado
directamente relacionado al uso de medicamentos y a la ausencia de trabajo de parto.
TGF-B1 estd aumentada en el parto de preeclampsia moderada y severa, independiente
del uso de medicamentos o de trabajo de parto.

Los hallazgos descritos para IL-18 sugieren que esta citoquina no estaria relacionada a
las manifestaciones clinicas de la preeclampsia, las diferencias encontradas podrian
deberse al uso de medicamentos y de la ausencia de trabajo de parto.

Los hallazgos descritos para TGF-B1 sugieren que esta citoquina podria estar implicada

en las manifestaciones clinicas de la enfermedad.
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Discusion

La preeclampsia es una enfermedad multifactorial que hasta la fecha posee una etiologia
no totalmente dilucidada. A pesar de que el mal desarrollo placentario en el primer trimestre es
aceptado como etiologia principal de la preeclampsia, esta enfermedad es conocida como “la
enfermedad de teorias” (Salas, et al. 1999), ya que no esta claro que factores podria causar esta
disfuncion en el temprano desarrollo placentario. Los factores angiogénicos, el estrés
oxidativo y el desequilibrio inmunolégico son sugeridos como posibles factores etioldgicos de
la preeclampsia (Laresgoiti-Servitje et al., 2010).

En el presente estudio planteamos como objetivo cuantificar mediante FlowCytomix®
citoguinas en el plasma de mujeres con embarazo fisiol6gico y preeclamptico en el primer
trimestre (12-14 semanas) y segundo trimestre (22-24 semanas) del embarazo y en el
momento del parto, como forma de evaluar si existe un perfil de citoquinas, que pueda
predecir el desarrollo de las manifestaciones clinicas en la preeclampsia.

Con este método las citoquinas TGF-B1 e IL-18 fueron detectables en todas las muestras
analizadas. En contrapartida, siete citoquinas (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-17A e IL-
10) presentaron concentraciones plasmaticas por debajo de la sensibilidad del método en un
porcentaje importante de las muestras. A pesar de esto, utilizamos el porcentaje de deteccion
(% de muestras en el que se detectaba la citoquina) como variable para realizar analisis
estadisticos y verificar una tendencia para estudios posteriores. En este analisis, las citoquinas
IL-10, IL-17A, IL-8 e IL-6 presentaron diferencias entre el embarazo fisioldgico y
preeclamptico en el 1°" trimestre del embarazo, lo que las hace muy interesantes a futuro, ya

que estudios con métodos mas sensibles son necesarios para clarificar el papel que juegan
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estas citoquinas en el embarazo fisioldgico y preeclamptico.

En el caso de IL-18, ésta es conocida como una citoquina pro-inflamatoria por su rol al
estimular células Natural Killer y en el desarrollo del perfil de linfocitos Tn1 (Li et al., 2009;
Huang H.Y., 2006). Adicionalmente, ésta citoquina induce la produccién de otras citoquinas
pro-inflamatorias, como IFN-y, IL-1B, IL-8 y TNF-a (Polettini et al., 2012). En este estudio
hemos podido demostrar que en embarazos fisiologicos los niveles de IL-18, aumentan a
medida que el embarazo progresa llegando a su maximo cuando se acerca al momento del
parto (Figura 2A). Estos hallazgos no se encuentran publicados hasta la fecha y apuntan a la
existencia de una regulacion inmune para esta citoquina durante el primer y segundo trimestre
del embarazo, llegando a niveles similares a los de las mujeres no embarazadas solamente en
el momento del parto. Estos datos son coherentes a reportes previos que apoyan un rol
inflamatorio del sistema inmune en el desencadenamiento del trabajo de parto, con aumento
de la actividad pro-inflamatoria en el cérvix uterino, en el miometrio y en las membranas
fetales, a través del aumento de prostaglandinas, invasion de leucocitos, principalmente
neutréfilos, macréfagos y células T, ademas del aumento de la expresion de quimioquinas,
moléculas de adhesion y de la actividad del factor de transcripcion NF-xfB (Golightly et al.,
2010).

Por otro lado, hemos observado que contrario a lo esperado, existe una disminucion de IL-
18 durante el parto de mujeres que desarrollaron preeclampsia severa, no asi en mujeres con
preeclampsia moderada (Figura 5). Tratando de esclarecer estos resultados separamos las
pacientes con preeclampsia sometidas a cesarea de aquellas con parto vaginal y pudimos
observar que las concentraciones de IL-18, en pacientes con parto vaginal, tanto fisioldgico
como preeclamptico, eran superiores a los de preeclampsia con cesarea (Figura 8).

Lamentablemente no pudimos evaluar diferencias similares para las pacientes con embarazo
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fisiolégico sometidas a cesarea electiva, debido al bajo nimero de muestras (n=3). Estos
hallazgos son concordantes con un estudio realizado por Ida y colaboradores en 2000, que
observaron aumento de IL-18 durante el trabajo de parto en un grupo pareado de mujeres con
embarazo fisioldgico.

Por otra parte, el uso corticoides se ha previamente relacionado a baja en la concentracion
séricas de algunas citoquinas en la preeclampsia, entre ellas IL-18 (Adams et al., 2003).
Adicionalmente se ha relacionado el sulfato de magnesio, otro medicamento utilizado
comdnmente en preeclampsia, con disminucion de citoquinas pro-inflamatorias in vivo e in
vitro (TamTam et al, 2011; Sugimoto et al., 2012; Makhlouf et al., 2005).
Concordantemente, nuestros resultados muestran diferencias significativas entre las pacientes
preecldmpticas sometidas a tratamiento medicamentoso versus las preecldmpticas sin
tratamiento medicamentoso (Figura 7). Estos hallazgos se muestran particularmente
interesantes, ya que los glucocorticoides y el MgSOa inhiben la transcripcion de NF-«p (Gross
and Cidlowski, 2008; Rochelson et al., 2007) y este factor por su vez, promueve la
transcripcion de 1L-18 (Wang et al., 2007; Chandrasekar et al., 2003).

En conclusion creemos que en pacientes con preeclampsia la disminucion de 1L-18
estaria relacionada a uso de medicamentos y ausencia de trabajo de parto, sin relacion directa a
los sintomas de la enfermedad.

En el caso de TGF-B1, ésta es descrita clasicamente como una citoquina regulatoria,
producida por diversos tipos celulares, incluso linfocitos reguladores Tw3 (Raghupathy R,
2001). Sin embargo, en el inicio del embarazo ha sido descrita por mdultiples reportes como
responsable de la inhibicion de la invasion trofobléastica a las arterias espiraladas (Mano et al.,

2011; Lash et al., 2005), estando TGF-B1 involucrada en la disminuciéon de la produccion de
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las metaloproteinasas (Zhao et al,, 2006) y en la inhibicion de IDO, importante enzima
implicada en la supresion linfocitaria (Kudo et al., 2003). En nuestros resultados observamos
que TGF-B1 esta aumentada en mujeres no embarazadas cuando se compara con cualquier
trimestre del embarazo (Figura 9), lo que es acorde con hallazgos previamente descritos.
Adicionalmente, se observo que TGF-B1 esta aumentada en el primer trimestre al compararlo
con el segundo trimestre y momento del parto fisiologico (Figura 9A), resultados que fueron
concordantes con el trabajo realizado por Xuan y sus colaboradores en 2007, que observaron
que TGF-B1 esta aumentada en tejidos placentarios en el primer trimestre del embarazo al
compararlo con el segundo y el tercer trimestres. Creemos que este comportamiento del TGF-
B1 indica que durante este periodo la concentracidn debe ser Optima, ya que por un lado el
aumento de su concentracion puede afectar el proceso de invasion y posterior desarrollo
placentario y por otro lado, la ausencia de respuesta a TGF-B genera enfermedades
gestacionales relacionadas a la exagerada invasion trofoblastica. (Graham et al., 1994).

A pesar de las importantes funciones mencionadas en la regulacion de la respuesta
inmune, existe alguna evidencia que TGF-B también posee funciones pro-inflamatorias
(Letterio et al., 1998). En trabajos mas recientes, fue descrita como una citoquina con
“funciones dobles”, ya que diversos reportes demostraron que esta es capaz de generar tanto
linfocitos reguladores como linfocitos Tw17, dependiendo de la concentracion de citoquinas
pro-inflamatorias en el microambiente, principalmente 1L-6 (Cua et al., 2006). Esto se muestra
particularmente interesante, ya que determinamos que tanto la preeclampsia moderada, como
la severa poseen niveles aumentados de TGF-B1 al comparar con el parto de embarazo
fisiologico, y esto ocurre independiente del uso de medicamentos, edad gestacional o via de
parto. Indicando un posible rol de esta citoquina durante la manifestacion de la enfermedad.

Por otra parte y concordante con nuestros hallazgos, diversos reportes relacionan TGF-$ a

58



Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias Biomédicas con mencién en Inmunologia

la fisiopatologia de fibrosis renal, proteinuria e hipertension (Feizollahzadeh et al., 2012),
manifestaciones clinicas presentes en la preeclampsia. Adicionalmente a este efecto de TGF-3
en los sintomas de la enfermedad, Peracoli y colaboradores observaron que el aumento de
TGF-p en la preeclampsia estaba relacionada con activacion plaquetaria, determinando que el
aumento en la concentracion de esta citoquina esta relacionada a las disfunciones plaquetarias
también presentes en la preeclampsia.

A pesar de estos importantes hallazgos durante el desarrollo de la enfermedad, nuestro
trabajo no fue capaz de determinar cambios para IL-18 y TGF-B1 en el primer y segundo
trimestre del embarazo y los hallazgos descritos para las otras citoquinas (IL-8, IL-6, IL-10 e
IL-17A) apuntan que éstas podrian ser de interés para futuros estudios a traves de métodos
mas sensibles.

En el caso de IL-17A, ésta es una citoquina icono del perfil Th17, siendo relacionada
previamente con el desarrollo de diversas patologias en el embarazo (Lee et al., 2011; Saito et
al., 2011; Santner-Nanan et al. 2009; Toldi et al., 2011). Nuestros resultados demostraron que
en el embarazo fisiolégico existe un aumento progresivo del porcentaje de deteccion de esta
citoguina en plasma, con un maximo en el momento del parto (Figura 1F) hallazgos
concordantes con el trabajo de Martinez-Garcia en 2010. Interesantemente, Pongcharoen y sus
colaboradores en 2007, demostraron que los trofoblastos y los macréfagos de placenta humana
normales de término, expresan mRNA de IL-17 e IL-17, lo que puede significar que la
presencia IL-17 en el plasma de las mujeres analizadas, puede ser producida
fundamentalmente por células placentarias.

Adicionalmente, pudimos observar que este patron de aumento de deteccion de IL-17A en
el momento del parto también ocurre en embarazos preeclampticos, presentando la misma

cinética observada para embarazos fisiologicos (Figura 1F). Sin embargo, al comparar el
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embarazo fisioldgico y preeclamptico, observamos que el porcentaje de deteccion de esta
citoquina en las mujeres que desarrollan preeclampsia, es menor en el primer trimestre. A
pesar de ser relacionada a la inflamacion, esta citoquina también esta relacionada a la
vasculogénesis y a la promocion de factores angiogénicos (Pongcharoen et al., 2007).

En cuanto a la IL-6, determinamos que existe un aumento del porcentaje de deteccion de
esta citoquina a lo largo del embarazo fisiologico y preeclamptico, con mayores porcentajes en
el momento del parto al compararlos con el primer trimestre (Figura 1B). Sin embargo, a pesar
de que la dinamica de esta citoquina fue similar entre embarazos fisiologicos y
preeclampticos, se observo que el porcentaje de deteccion de IL-6 del primer trimestre
preeclamptico fue mayor que en el embarazo fisioldgico (Figura 1B). Estudios previos
determinaron que la decidua de primer trimestre de mujeres que desarrollaron preeclampsia,
presentaba un aumento de la expresion de IL-6 y de mRNA de IL-6, determinando un posible
factor causal para esta citoquina (Prins y cols 2012), ademas de los diversos reportes que
determinan un aumento de IL-6 en el suero de mujeres preeclampticas (Molvarec et al., 2011,
Szarka et al., 2010).

En el caso de IL-8, ésta es conocida como una citoquina pro-inflamatoria que actia como
quimioatractor de células inmunes (Mukaida et al., 1998). Nuestros resultados demostraron
gue esta citoquina presenta porcentajes de deteccion que cambian con la edad gestacional a lo
largo del embarazo preeclamptico y fisiologico, sugiriendo que ésta pudiera estar siendo
regulada durante la gestacion (Figura 1C). A pesar de esta funcion inflamatoria, pudimos
observar que IL-8 es mas detectable en el primer trimestre del embarazo fisiolégico, cuando se
compara con el primer trimestre del embarazo preeclamptico (Figura 1C). Esto es coherente,
sin embargo, con otra funcion de la IL-8 que es facilitar la vasculogénesis en el principio del

embarazo (Jovanovi¢ et al., 2010). Por lo tanto, la baja concentracion de IL-8 en el primer
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trimestre podria generar una invasion insuficiente a las arterias espiraladas, fisiopatologia
principal en la preeclampsia.

IL-10 es una citoquina previamente estudiada en la preeclampsia, que se relaciona
principalmente a funciones anti-inflamatorias. Nuestros resultados demostraron el menor
porcentaje de deteccion en el primer trimestre en las mujeres con embarazo fisiologico,
cuando comparado al segundo trimestre y al momento del parto de este mismo grupo de
pacientes (Figura 1E). Estos hallazgos fueron concordantes al de Freeman y sus colaboradores
gue en 2004 determinaron que en el embarazo fisiologico existia un aumento de IL-10 del
primer al tercer trimestre del embarazo. En el caso del embarazo preeclamptico el mayor
porcentaje de deteccion se presenta en el segundo trimestre del embarazo, al compararse al
momento del parto (Figura 1E). Sin embargo, al buscar diferencias entre el embarazo
fisiolégico y patologico observamos que IL-10 es mas detectada en el primer trimestre de
embarazo preeclamptico, cuando se compara con el embarazo fisioldgico (Figura 1E).
Pensamos que este hallazgo podria ser consecuencia de un equilibrio inmune mas complejo de
estas pacientes o bien, a la necesidad de técnicas mas sensibles para determinar la

concentracion de esta citoquina en el embarazo.

A partir de la discusion expuesta podemos inferir que el estudio de las citoquinas en el
embarazo fisioldgico y preeclamptico es un trabajo muy arduo y dificil de realizar, en vista de
que todas las citoquinas evaluadas, cumplen funciones fisiologicas que son cruciales para el
embarazo y sus acciones muchas veces no dependen directamente de sus concentraciones
séricas, pero si se relaciona méas bien a un microambiente, en que el resultado final de su
accion depende del balance de todas las citoquinas, quimioquinas, receptores, ligandos

solubles entre otros factores.
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Adicionalmente debemos considerar que en el estudio de la inmunologia del embarazo y
de la preeclampsia, los resultados obtenidos pueden ser afectados por la intervencion de
factores ambientales, genéticos y poblacionales, ademas de su etiologia multifactorial, los
cuales claramente pueden ser los responsables por las divergencias de hallazgos en la
literatura.

A pesar de este desafio, nuestros resultados indican que existe una regulacién
inmunoldgica durante el embarazo fisioldgico. Esta regulacion se evidencia a partir de la
dindmica de la concentracion de 1L-18 en el embarazo normal, en la cual se observa gque esta
citoquina es regulada hacia abajo durante el primer y segundo trimestre del embarazo,
alcanzando niveles similares a los encontrados en mujeres no embarazadas en el momento del
parto. En el caso de la preeclampsia, determinamos que durante las manifestaciones clinicas
de la enfermedad, TGF-B1 se encuentra aumentada al ser comparada con el embarazo
fisiolégico. Adicionalmente determinamos que el tratamiento medicamentoso y la ausencia de
trabajo de parto serian responsables por la baja concentracion de IL-18 en el grupo de mujeres
con preeclampsia severa.

En relacion a la prediccion clinica de la enfermedad, lamentablemente no fuimos capaces
de determinar alteraciones inflamatorias previas a las manifestaciones clinicas de la
preeclampsia. Sin embargo, con esta afirmacion no tenemos la pretensién de excluir el sistema
inmune como factor etioldgico de la preeclampsia, si bien tenemos la intencion de exponer
que futuras investigaciones son necesarias para poder comprobar su participacion en la
etiologia de la preeclampsia.

En conclusion, este estudio no determing alteraciones de citoquinas plasmaticas previo a
los sintomas de la preeclampsia, sin embargo apunta a una posible participacion de TGF-B1 en

la fisiopatologia sus manifestaciones clinicas. Estudios futuros son necesarios para una mejor
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comprension del rol que cumple el sistema inmune en la etiologia y fisiopatologia de la

preeclampsia.
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