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. RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una de las enfermedades hipertensivas
inducidas por el embarazo. El dano en las células endoteliales provoca un
desequilibrio en la sintesis y/o accion de factores vasoactivos, lo que conlleva al
desarrollo de hipertension y proteinuria. Entre los factores vasoactivos que se
encuentran alterados durante la PE se encuentra el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (por sus siglas en inglés CGRP) que es un potente
vasodilatador que contribuye al control del flujo sanguineo sistéemico y local. El
receptor del CGRP estad constituido por dos partes: el receptor denominado
CRLR calcitonin receptor like receptor (CRLR) y una proteina transmembranal
denominada receptor activity modifying protein (RAMP) que determina la
especificidad del receptor. La administracion de MgSO, en la PE previene las
convulsiones y disminuye la presion arterial, sin embargo el mecanismo por el
gue actua se desconoce. El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos del

tratamiento con MgSO, sobre la expresién placentaria de CGRP, CRLR vy

RAMP1 en la preeclampsia mediante el analisis de la expresion placentaria del
RNAmM de CGRP, CRLR y RAMP1 con la técnica de PCR en tiempo real. El
analisis se realiz6 en placentas obtenidas de tres grupos de mujeres; un grupo
normotenso (NT, n = 10), un grupo con PE tratado con solucién fisioldgica
(PESF, n = 8) y grupo con PE tratado con MgSO4 (PEMgSO4 n = 10). En el grupo

PEMQgSO, disminuy6 tanto la presion arterial sistolica (144.0 + 1.8 mm Hg vs.
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130.0 + 3.3 mm Hg, P < 0.01) como la diastdlica (98.0 + 1.6 mm Hg vs. 77.5 + 3.7
mm Hg, P < 0.01). En la PE, el grupo PESF mostré6 mayor expresioén génica de
CRLR y RAMP1 (PESF vs. NT, P = 0.01) y (PESF vs. NT, P = 0.0015)
respectivamente, sin cambios para CGRP. La administracion de MgSOs indujo
la sobreexpresion de CGRP (PEMgSOs vs. PESF, P = 0.0035), CRLR (PEMgSO4
vs. PESF, P = 0.03) encontrandose la menor expresion de éste en el grupo control
y finalmente, la expresion de RAMP1 fue mayor en comparacion con el grupo
NT (PEMgSOs vs. NT, P =0.0011), pero similar al grupo PESF. En conclusién, en
las mujeres con PE el aumento en la expresién de los genes CRLR y RAMP1
puede representar un mecanismo de compensacion que contrarresta la
disminucion en el flujo uteroplacentario. La administracion de MgSO, aumenté
la expresion de CGRP y mantuvo la sobreexpresion de CRLR y RAMP1

generando vasodilatacion.



I1. INTRODUCCION
2.1 Preeclampsia

La preeclampsia (PE) es una de las enfermedades hipertensivas
inducidas por el embarazo. La PE representa un problema de salud publica en
México ya que afecta del 2 al 6 % de las mujeres embarazadas que acuden a los
hospitales . Esta enfermedad es comunmente diagnosticada con la presencia
simultdnea de hipertension y proteinuria, encontrandose ambas condiciones
después de la semana 20 de gestacion ©. En la actualidad la etiologia de la PE se
desconoce y ninguna de las teorias propuestas ha podido explicar en su
totalidad su origen y desarrollo. Se ha sugerido que el dafio en las células
endoteliales o disfuncion de las mismas provoca un desequilibrio en la sintesis
y/o accién de agentes vasoconstrictores y vasodilatadores, lo cual conlleva a un
vasoespasmo generalizado y a la disminucién de la perfusién sanguinea de los
organos 8. Una vez presentado el dafio endotelial se incrementa la resistencia
vascular y en consecuencia disminuye el flujo uteroplacentario °. El flujo
placentario determina la biodisponibilidad de nutrimentos por lo que no es raro
encontrar que en mujeres preeclampticas cuyo flujo se encuentra disminuido de
2 a 3 veces, el peso del feto o el peso de nacimiento del neonato sea menor que
los que presenta un mujer normotensa *°.

La PE requiere la presencia de la placenta para iniciarse, pues es en este

organo en donde la remodelacion de las arterias espirales conforma un sistema
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de baja resistencia vascular que aporta flujo sanguineo al feto en crecimiento;
sin embargo, en la PE existe una disfuncion en la remodelacion vascular lo cual
evita una respuesta adecuada al incremento en la demandas fetales; ésto
conlleva a la disminucion de la perfusion, hipoxia e isquemia en la unidad
fetoplacentaria .

La constriccion vascular provoca una resistencia al flujo sanguineo y se
presume que tales cambios vasculares culminan en hemorragia, necrosis y otros
trastornos en la funcion de la placenta. En la mayor parte de los casos de
preeclampsia avanzada esta indicado el parto, debido a que la cuenta de
plaquetas continla en descenso. En general, cuanto mas baja sea la cuenta de
plaguetas, mayores seran la morbilidad y mortalidad maternas y fetales. La
elevacion de las enzimas hepéticas y el descenso de plaquetas, en conjunto, se
conoce como sindrome de HELLP, esto por sus siglas en inglés, hemolisis (H),

elevacion de las enzimas hepaticas (LP) y plaquetas bajas (LP).



2.2 Placenta

La placenta humana es un érgano que mantiene el crecimiento normal y
el desarrollo del feto durante el embarazo. La implantacion y la formacion de la
placenta es un proceso altamente coordinado que involucra la interaccion entre
las células maternas y las células embrionarias. Cuando ocurre el proceso de
implantacion embrionaria en el ser humano, las células trofoblasticas desplazan
y sustituyen a las células epiteliales de la decidua materna hasta finalizar en
cambios en la estructura vascular uterina. La invasion de las ceélulas
trofoblasticas a los tejidos uterinos y el remodelaje de las arterias espirales
uterinas, aseguran que la placenta en desarrollo reciba el suplemento necesario
de sangre y que se lleve a cabo una transferencia de nutrimentos y gases, asi
como la eliminacién de deshechos. Sin embargo, en la PE la irrupcién
trofoblastica no alcanza las arterias radiales del miometrio impidiendo que se
dilaten y ofrezcan menor resistencia Utero-placentaria. Las células trofoblasticas
tienen un comportamiento biologico Unico, ya que tienen la capacidad de
infiltrar o invadir el endometrio formando maultiples ramificaciones o
arborescencias llamadas vellosidades coriales. Alrededor de cada una de estas
vellosidades llegan las arterias maternas y forman lagos sanguineos que

regresan por las venas a la circulacion materna 12,



Aungue la invasion superficial del trofoblasto puede explicar el origen

de la PE, no esté claro el fendmeno de la invasion deficiente. Figura 1.
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Figura 1. Organizacion de la placenta madura humana. (Modificado de Moore,
1988).

La placenta humana es un érgano de la cual depende el feto, en donde la
sangre materna estd en contacto directo con las células trofoblasticas de la
placenta y permite una relacion estrecha entre el embrion en desarrollo y el
flujo de nutrimentos *2. Entre las principales funciones que realiza la placenta se
encuentran: el transporte, metabolismo, proteccién y funcion endocrina. En
cuanto al transporte, la placenta provee oxigeno, agua, carbohidratos,
aminoacidos, lipidos, vitaminas, minerales y otros nutrimentos al feto; al mismo
tiempo retira diéxido de carbono y otros productos de desecho 2. EI magnesio

se transporta activamente a través de las membranas fetales . Ademas, existen



varios sistemas de transporte de iones en la placenta, incluyendo
intercambiadores de Na*/H* y las ATPasas de Ca* y Na*/H* 15,

La placenta libera hormonas que influyen en el embarazo, en el
metabolismo, en el crecimiento fetal, en el parto y en otras funciones. Entre las
hormonas que se producen en la placenta podemos citar a la gonadotropina
coridnica humana (hCG), a los estrogenos y a la progesterona, entre otras. La
hCG es una hormona que se produce por la células trofoblasticas y su funcion
es impedir la involucién del cuerpo luteo. El cuerpo luteo es responsable de la
produccién de la progesterona, hormona esencial para el desarrollo de la
decidua y para reducir la contractilidad del utero gravido impidiendo
contracciones uterinas capaces de causar aborto. Al mantener el cuerpo luteo, la
hCG también hace que éste secrete mas estrogenos los cuales tienen funcion
proliferativa sobre la mayor parte de los érganos sexuales maternos: aumento
de tamafio del Utero y de los senos . La hormona lactdgeno placentario (hPL),
también es producida en la placenta. Esta hormona esta involucrada en dos
importantes procesos; el primero es en el metabolismo de &acidos grasos que
proporciona energia para atender al metabolismo durante el embarazo y
segundo, en la formacion de vasos sanguineos fetales 6. El péptido relacionado
con la hormona paratiroidea (PTHrP) activa receptores en el trofoblasto y
promueve la resorcion 6sea y transporte de calcio hacia la sangre para el

crecimiento y la osificacion de los huesos fetales 7.



La placenta protege al feto contra moléculas xenobidticas, infecciones y
enfermedades de la madre. Por lo tanto, es comprensible que una caracteristica
notoria de la gestacion humana sea el éxito de las adaptaciones fisiologicas de la

mujer embarazada y los mecanismos compensatorios durante la PE.
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2.3 Péptido relacionado con el gen de la calcitonina

El péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) es un
neuropéptido de 37 aminoacidos y pertenece a una familia de neuropéptidos
gue incluyen a la calcitonina (CT), la adrenomedulina y la amilina. El CGRP se
deriva del corte y empalme alternativo del gen CT/CGRP localizado en el

cromosoma 11 en humanos #1°, Figura 2.
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Figura 2. Sintesis del CGRP. El gen del CGRP conformado por 6 exones y 5
intrones se transcribe en pre-RNAm y por el corte y empalme alternativo da
lugar al RNAmM maduro de 5 exones. EI RNAm se traduce en el precursor del
CGRP y después de un procesamiento proteolitico se produce la proteina CGRP
de 37 aminoécidos. (Modificado de Steenbergh, 1986).

El CGRP es un potente vasodilatador que contribuye al control del flujo

sanguineo tanto a nivel sistémico como a nivel local. Tanto el CGRP como su

11



receptor se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo %. Diversos
estudios indican que el CGRP se produce en el sistema nervioso central y en el
periférico 82, en células endoteliales %, en decidua #? y en vellosidades %.

El receptor de CGRP, conocido como calcitonin receptor like receptor
(CRLR) es un receptor que tiene siete dominios transmembranales y un
dominio rico en cisteinas en el dominio amino terminal. Esta constituido por
dos partes: el receptor CRLR per se y una proteina accesoria llamada proteina
modificadora de la actividad del receptor (RAMP) 2,

Las RAMPs son proteinas de 148 aminoécidos constituidas por un anillo
de 6 aminoacidos cercano al extremo amino terminal, formado por un puente
disulfuro, un dominio transmembranal y un pequefio dominio intracelular . Se
han descrito tres subtipos de proteinas RAMP: 1,2y 3 %,

El dominio extracelular de la RAMPL1 confiere la especificidad del CRLR
al CGRP. Algunos estudios indican que la RAMP 1 presenta al CRLR como una
glicoproteina madura en la superficie celular para formar el receptor para
CGRP, mientras que los receptores transportados por las RAMP 2y 3 forman el
receptor para adrenomedulina #. Esta proteina es un vasodilatador y esta
implicada en la regulacion de electrolitos en el organismo.

Hasta la fecha, no se conoce con certeza si RAMP1 participa como
proteina chaperona en la movilizaciéon del CRLR hacia la superficie celular 2.

Datos bioquimicos y de microscopia confocal indican que las RAMPs y sus
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receptores forman dimeros estables que se originan en el reticulo endoplasmico
y en el aparato de Golgi. Los dimeros son mantenidos durante el proceso de
translocacion a la superficie celular, activacion por el agonista, internalizacion y
degradacion lisosomal #. Fitzsimmons y cols., demostraron que el amino
terminal de cada RAMP es suficiente para mantener la interaccién funcional
entre RAMP vy el receptor CRLR . EI CRLR requiere la interacciéon con RAMP

para formar un heterodimero funcional con su ligando ?*. Figura 3.

NH',

Adenilato
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AMPc
Ca¥ ¢ QJ

Figura 3. Mecanismo de accion de CRLR. La unién del CGRP a su receptor
(CRLR) acoplado con la proteina modificadora de la actividad del receptor
(RAMP1) y la proteina componente del receptor (RCP) estimula a la enzima
adenilato ciclasa generando AMPc cuyo efecto principal es la disminucion de la
concentracion de Ca% intracelular y en consecuencia la relajacion del musculo
liso. (Modificado de Brain, Susan D., 2004).

Vasodilatacion 4—— Helajacion del
muisculo
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En una gran variedad de tejidos, la union de CGRP a su receptor se
traduce en una relajacion de la vasculatura del corion y las venas
fetoplacentarias, ademas de reducir la resistencia vascular en cotiledones
perfundidos 32%, ElI mecanismo que explica estas observaciones implica la
activacion de la adenilato ciclasa que causa el incremento en los niveles
intracelulares de AMP ciclico 3 con la consecuente disminucion de Ca?
intracelular y la produccion de oxido nitrico (NO) %% en donde ambas causas
convergen en vasodilatacion 2,

El CRGP per se activa otra via de dilatacion, ésta es mediante la
activacion de canales K*ate . En condiciones basales existen evidencias de que
el NO juega un papel importante en la regulacion de la hemodinamia renal. La
arteriola aferente sintetiza y libera NO y las arteriolas tanto aferentes como
eferentes liberan NO incrementandose el GMPc 3. Cuando se prolonga la
inhibicion de la sintesis del NO no sélo se eleva la presion arterial sino también
se produce lesion vascular renal y proteinuria ®. El NO estd aumentado en la
placenta durante el embarazo normal, contribuyendo a la vasodilatacion; sin
embargo los estudios sobre su concentracion durante la PE no son

contundentes, ya que se ha encontrado disminuida 4 0 aumentada .
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2.3.1 Factores vasoactivos y preeclampsia

La hipertensién que se manifiesta en mujeres con PE puede deberse a la
alteracion en la sintesis y/o accion de agentes vasoconstrictores tales como la
angiotensina Il (All), la endotelina (ET-1) y los tromboxanos; asi como a la
alteracion de agentes vasodilatadores tales como el NO, las prostaciclinas, el
CGRP y el PTHrP. En comparacion con mujeres embarazadas normotensas, las
concentraciones de prostaciclinas 4, PTHrP y CGRP son significativamente
menores en la mujer con PE 4. Durante la PE, los efectos benéficos del sulfato
de magnesio involucran no solamente la prevenciéon de las convulsiones sino
también una reduccion de la presion arterial, efectos posiblemente mediados
por cambios en la sintesis de factores vasoactivos.

Entre los factores vasoactivos, el presente proyecto se limita al estudio

del CGRP y su receptor.

2.3.2 CGRP durante la gestacion y la preeclampsia

A nivel fisiolégico se ha demostrado que la administracion de CGRP
aumenta el flujo renal, la filtracion glomerular y favorece la natriuresis en ratas
hipertensas *°. Otros estudios en estos animales prefiados, indican que existe un
aumento no solamente en la concentracion del CGRP sino también de su
receptor en el Utero. Ademas, se ha encontrado que los factores hormonales,

especificamente la progesterona y el estradiol, estan involucrados en este
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aumento “. La administracion de CGRP a animales normotensos e hipertensos
se asocia con menor resistencia vascular y disminucién en la presion arterial +7;
mientras que al administrar un antagonista del CGRP, (CGRPs-7) se observa un
aumento en la presion arterial, disminucion del peso fetal e incremento en la
mortalidad fetal de forma dosis dependiente “. Con estas observaciones, se
sugiere a este péeptido como un tratamiento potencial de la hipertension
inducida por el embarazo“’.

Dentro de los factores que promueven la expresion del CGRP se
encuentran el NO %, la progesterona 4%, el TNFa 5t y el AMPc %2, mientras que
se ha descrito que el acido retindico y los glucocorticoides disminuyen su
expresion 52,

Se ha observado que las concentraciones de CGRP aumentan tanto en el
compartimiento materno como en el fetal durante el embarazo de mujeres
normotensas y que disminuyen al momento del parto y posparto %, mientras
gue en mujeres preeclampticas se ha observado una concentracion de CGRP
significativamente mas baja . Dong y cols. > observaron que la expresion de
CGRP, CRLR y RAMP1 esta disminuida en la vasculatura de placentas
obtenidas de mujeres preeclampticas.

Los resultados obtenidos por Gangula y cols “. indican que la
disminucion en la concentracion del CGRP circulante constituye uno de los

factores implicados en el desarrollo y sostenimiento de la hipertension durante
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el embarazo; pues se alteran la apertura de los canales de K+, la accion del
AMPc sobre los niveles de Ca# y la produccion de NO. Ademas, la magnitud
del incremento del CGRP en el suero fetal se encuentra asociada de manera
positiva con el peso fetal. Interesantemente se ha demostrado que la expresion
génica de CGRP y CRLR esté significativamente disminuida en el corion pero
no en las vellosidades de placentas de mujeres preeclampticas %; sin embargo
existen pocos datos que ayuden a explicar la alteracion del CGRP en la placenta
durante la PE.

En los ultimos afios se han realizado estudios en animales para observar
la expresion y el efecto de CGRP, CRLR y RAMP1. Se ha observado que el
CGRP presenta mayor poder vasodilatador a nivel del miocardio en ovejas %y
a nivel del miocardio y de la arteria coronaria en cerdos %%, La expresion del
RNAmM de la RAMP1 se encuentra elevada en arterias coronarias de cerdo %,
sugiriendo que el incremento del poder vasodilatador del CGRP se debe a un
aumento en el numero de receptores o a cambios conformacionales en el
receptor. Tales cambios probablemente son inducidos por la hipoxia 2.
Hallazgos recientes muestran que la hipoxia crénica aumenta la expresion del
CRLR y RAMP1 en ceélulas de musculo liso vascular humano . En células
endoteliales vasculares, se demostrd que el gen CRLR presenta un elemento de

respuesta a hipoxia, sin embargo se desconoce si RAMP1 también lo presenta .
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2.4 Magnesio

El organismo humano contiene 21-28 g de magnesio, de los cuales el 53%
se localiza en el hueso, 46% en el musculo y en tejidos blandos, y el resto se
encuentra en eritrocitos y en el medio extracelular . En este ultimo, 60% circula
en forma libre, 30% se encuentra unido a proteinas plasmaticas y el Mg*
remanente forma complejos con fosfatos, citratos y otros aniones %. A nivel
intracelular, el Mg? es el segundo cation mas abundante después del potasio y
se encuentra unido a ATP, ADP, citratos, proteinas y acidos nucleicos .

La homeostasis del Mg? es regulada principalmente por el rifidn. En un
adulto, el glomérulo filtra diariamente un promedio de 2,520 mg de magnesio,
de los cuales el 96% se reabsorbe y Unicamente se excreta el 4%. A nivel del asa
de Henle la presencia de receptores de péptidos como la CT y el CGRP induce
un incremento del AMPc. Este aumento causa la activacion del
contratransportador Mg#/Na*y da lugar a la reabsorcién de Mg . Y mediante
la activacion del receptor sensor de Ca*/ Mg* (CaR) se presenta el efecto
opuesto para equilibrar la cantidad del Mg .

El Mg?# presenta funciones estructurales, metabdlicas y génicas . Se ha
comprobado que la deficiencia de Mg se traduce en la disminucion de la
expresion del RNAm de ciclina D1 %, integrinas ¢, citocromo ¢ y glutation

transferasa %, entre otros.
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El incremento en la concentracion de CGRP inducida por el MgSOas se
traduce por el aumento en la concentraciéon de AMPc y por ende favorece la
transcripcion del gen codificador de este péptido ya que el promotor del CGRP
presenta un elemento de respuesta al AMPc (CRE) %2. Esto esta apoyado por la
observacion de que el Mg* modula la afinidad de union del factor de

transcripciéon CREB a sus elementos de respuesta CRE en el DNA .

2.4.1 Efectos del sulfato de magnesio sobre factores vasoactivos

El sulfato de magnesio ademas de prevenir las convulsiones que se
presentan en la eclampsia, reduce la presién arterial que se presenta durante la
PE 77 efectos posiblemente mediados por cambios en la sintesis de factores
vasoactivos. Ademas de sus efectos anticonvulsivos y de la disminucion de la
presion arterial también inhibe la wvasoconstriccion y la secrecion de
tromboxanos inducidos por el perdoxido en placentas de mujeres embarazadas
normotensas ’, aumenta la sensibilidad de los trombocitos a la prostaciclina 7,
revierte la hipertension inducida por angiotensina Il en ratas 7, reduce la
actividad de la renina ™ y reduce la vasoconstriccion en arterias umbilicales.
Ademas, se ha observado que después de la administracion de MgSOs, la
concentracion en sangre de CGRP aumenta 447,

A nivel de la placenta, el MgSO: atenta la vasoconstriccion inducida por

perdxidos en cotiledones placentarios 7, atenta la vasoconstriccion inducida
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por endotelina 77 y por peréxidos en la vasculatura placentaria 7, relaja las
arterias ¥ y venas umbilicales ™, y aumenta la secrecién de prostaciclina en
células endoteliales de la vena del cordon umbilical .

Entre los factores vasoactivos que se encuentran en desequilibrio durante
la PE, el presente proyecto se limita al estudio de la expresion génica del CGRP,

CRLR y RAMP1 en la placenta.

2.4.2 El sulfato de magnesio en la prevencion de la eclampsia

La mayor complicacion de la preeclampsia es la evolucion a eclampsia,
estado en el cual la embarazada presenta convulsiones y que se asocia con un
incremento significativo en la tasa de mortalidad materna y/o fetal. Existen
distintos agentes anticonvulsivos tales como la fenitoina y las benzodiacepinas.
Sin embargo, la administracion del MgSOa. se considera el mejor tratamiento
profilactico ya que no representa riesgo alguno tanto para la madre como para
el feto . Los niveles de Mg?# se han encontrado bajos en las pacientes con PE &;
y también hay evidencia de niveles bajos de Mg# eritrocitario. Por otro lado, se
ha observado que la diferencia de concentraciones de Ca* y Mg# en el
citoplasma se halla frecuentemente asociada en individuos que padecen
hipertension arterial %. Se ha comprobado que las concentraciones de Ca?
dentro de la célula son de 10° a 10* veces menores que fuera de ella por lo que

existe un gradiente que favorece la entrada de Ca?. Este gradiente se mantiene
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estable por las bombas de Ca?. Durante el embarazo, se presenta hipercalciuria
debido al aumento en la absorcién intestinal e incremento en la filtracion
glomerular, contribuyendo de esta manera a una inversion de la relacion
Ca*/Mg* en la circulacion 8. Usando técnicas de micropuntura se ha
demostrado que los niveles elevados del magnesio en el liquido extracelular,
contribuyen a la inhibicion de la reabsorcion del calcio a nivel del asa de
Henle %, y que la excrecion aumentada de calcio urinario durante el tratamiento
con MgSO: es debida a que el calcio y el magnesio compiten por sitios comunes
de reabsorcion a nivel de la nefrona .

Est& bien documentado que el incremento en el Ca* celular se encuentra
acompafiado de un aumento en la presidon sanguinea y esto causa que el
endotelio sea susceptible a efectos constrictores tales como los de la
angiotensina . Se ha reportado que el MgSO:s suprime las convulsiones
inducidas en ratas por lo que se sugiere que el MgSOa debe actuar a través de
un proceso enzimatico de regulacion del calcio intraneural que alterna con la
excitabilidad y produce convulsiones 8. La entrada de Ca* hacia las neuronas
es regulada por canales receptores de aminoacidos especificos . De ahi que el
Mg? puede bloquear la entrada de Ca? hacia las neuronas. Se ha comprobado
que el receptor N-metil D-aspartato (NMDA) es blogueado por el Mg? #. Esto
demuestra que la actividad anticonvulsivante del MgSOs puede ser mediada

por el bloqueo de la activacién del receptor NMDA.
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El MgSO: actia como un vasodilatador potente, especificamente en la
vasculatura cerebral. La administracién del MgSO4 a mujeres con PE, reduce el
vasoespasmo arterial intracerebral, el cual fue medido por Doppler en la arteria
cerebral media *°. También se ha demostrado una reduccion de la resistencia a
nivel vascular sistémica confirmando sus propiedades vasodilatadoras °*.

Durante el embarazo, el magnesio cruza la barrera placentaria contra un
gradiente de concentracion, ya que las concentraciones de este nutrimento se
encuentran mas elevadas en el compartimiento fetal con respecto al
compartimiento materno 4. Este transporte estd mediado principalmente por un
transportador Na‘/Mg? que utiliza la energia del gradiente electroquimico y
gue ha sido identificado en el trofoblasto humano %. La administracion del
MgSO: se traduce en el aumento significativo en la concentracion de magnesio,
tanto en la circulacion materna como en el cordén umbilical . Lo anterior
muestra que la administracion del MgSOs en el compartimiento materno puede
presentar efectos tanto en la mujer como en la unidad fetoplacentaria 4.
Ademas de las propiedades anticonvulsivantes del MgSOs4, se ha observado que
durante su administracion disminuye transitoriamente la presion sanguinea %,
Estudios en mujeres preeclampticas demuestran que la administracion de

MgSO, se traduce en el aumento en las concentraciones del CGRP #; sin
embargo, no existen antecedentes precisos acerca de los efectos del MgSO,

sobre la expresion placentaria de los genes de sustancias vasoactivas ni sobre
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sus receptores, por lo que su estudio es de gran trascendencia. A pesar de que
no se conocen los mecanismos de accion del magnesio sobre la sintesis de estos
factores vasoactivos, lo anterior muestra claramente que el magnesio presenta

una interrelacion con el CGRP.

I11. JUSTIFICACION

En México la PE representa un problema de salud publica pues ocupa el
primer lugar de mortalidad materna complicando del 2 al 6% de los embarazos
gue son atendidos en hospitales, aunque se estima que este porcentaje pueda
ser mucho mayor.

La PE se ha definido como la enfermedad de las multiples teorias, dado
gue ninguna de ellas ha podido explicar en su totalidad su origen y desarrollo y
mas aun, no existen agentes predictores seguros para pronosticarla; de ahi la
importancia del desarrollo de modelos que ayuden a conocer su fisiopatogenia.

En la PE existen algunos hallazgos comunes y constantes en las
pacientes, tales como falla en la invasion trofoblastica, desequilibrio en la
sintesis y/o accion de agentes vasoconstrictores y vasodilatadores. Estos factores
conllevan a un vasoespasmo generalizado y a la disminucién de la perfusion
sanguinea hacia los 6rganos y hacia la placenta, traduciéndose en el retraso del

crecimiento del feto, muerte fetal y parto prematuro. En tanto, la madre

23



presenta complicaciones como falla renal, coagulopatia, sindrome de HELLP,
falla hepatica y eclampsia.

Uno de los tratamientos preventivos de las convulsiones que se
presentan en estados avanzados de preeclampsia (eclampsia), consiste en la

administracion de MgSO, usado por obstetras desde 1906. En la preeclampsia,

la administracion de MgSO:s se traduce en el aumento de las concentraciones de
CGRP en suero y en la disminucion de la presion arterial. Aunque los
mecanismos aun son poco conocidos. El estudio de posibles cambios inducidos
por el sulfato de magnesio sobre la expresion del CGRP y su receptor pueden
aportar nuevos conocimientos acerca de su regulacion.

En este proyecto se analiz0 si la expresion placentaria de factores
vasoactivos como el CGRP, su receptor y RAMP1 se modifica en mujeres

tratadas con MgSO,.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Estudiar los efectos del tratamiento con MgSO, sobre la expresion

placentaria de CGRP, CRLR y RAMP1 en la preeclampsia.

4.2 Objetivos especificos
® Corroborar si el MgSOa disminuye la presion arterial en mujeres con PE.
e Establecer si la expresion placentaria de CGRP, CRLR y RAMP1 se
encuentra alterada en mujeres con PE.
e Determinar si el tratamiento con MgSO« se asocia con cambios en la
expresion génica de CGRP, CRLR y RAMPL1 en placentas de mujeres con

PE.
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V. HIPOTESIS

e Laexpresion génica de CGRP, CRLR y RAMP1 se encontrara disminuida

en mujeres con PE. El tratamiento con MgSO, en mujeres con

preeclampsia disminuira la presion arterial y se asociara con el aumento

en la expresion génica de CGRP, CRLR y RAMP1 en placenta.
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VI. MATERIAL Y METODOS
6.1 Pacientes

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacion Biomédica en
Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran, Hospital de Gineco-Obstetricia "Luis Castelazo Ayala" (IMSS) y del
Hospital General Manuel Gea Gonzalez (SSa). La donacion de las placentas se
realizd con carta de consentimiento informado de las mujeres embarazadas
participantes.

El reclutamiento y seguimiento de las mujeres embarazadas se realizo en
el Hospital de Gineco-Obstetricia "Luis Castelazo Ayala" (IMSS) donde les fue
administrada solucion fisioldgica, y en el Hospital General Manuel Gea
Gonzélez (SSa); en donde se les administr6 MgSO,. Este estudio incluyo a
mujeres embarazadas normotensas y preeclampticas moderadas de 18-35 afios,
con edad gestacional > 37 semanas y el nacimiento de un solo recién nacido con
Apgar de 7-10. Cabe mencionar que por cuestiones éticas no se incluyeron
mujeres con PE severa. En este trabajo no fueron consideradas las mujeres con
hipertension preexistente y/o preeclampsia previa, antecedentes o diagndstico
de enfermedades renales, hepaticas, cardiacas o cualquier otro desorden
endocrino, asi como aquellas ingiriendo suplementos nutricionales, diuréticos o
bajo tratamiento hormonal. Se consideraron como criterios de exclusion la
necesidad de tratamientos alternativos a los descritos anteriormente o el

abandono voluntario del estudio. El tratamiento con sulfato de magnesio
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consistio en la administracion de 4 gramos de MgSOs en un tiempo de 30
minutos seguidos de una dosis de MgSOs a razon de 1 g/hora durante 3 a 6
horas antes del parto y durante 24 horas posparto.

El diagndstico de la PE moderada se obtuvo utilizando criterios

previamente establecidos ! (Tablal).

C e Presion
Presioén sistolica . . ]
diastolica (mm Proteinuria
(mm Hg)
Hg)

Preeclampsia > 140 >90 por lo menos | 1-3 +en tiras
moderada h en dos ocasiones reactivas
Preeclampsia Maéasde 3 +en

P > 160 >110 . .
severa tiras reactivas

Tabla 1. Criterios del National High Blood Pressure Education Program
Working Group.
Las placentas se obtuvieron de los siguientes grupos de mujeres embarazadas:
e Grupo NT: Sin hipertension y ausencia o trazas de proteinuria.
e Grupo PESF: Preeclampsia moderada tratada con solucion fisioldgica
libre de MgSO..

e Grupo PEMgSOs: Preeclampsia moderada tratada con MgSQO.a.
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6.2 Tamano de la muestra

El presente estudio se realizd en placentas de 10 mujeres del grupo NT,

10 del grupo PESF y 8 del grupo PEMgSO.a.

6.3 Registro de datos clinicos y toma de muestras

En el momento de la admision se registrd la presion arterial (PA), los
datos clinicos de todos los grupos y se tomaron muestras de orina de las
mujeres que presentaron hipertension para determinar el grado de proteinuria.
Cuando el diagndstico fue positivo para PE se administré el tratamiento
preescrito dependiendo del protocolo especifico del hospital en donde se

atendio a la paciente.
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6.4 Estudios de expresion

Al finalizar el parto se colectaron las muestras de tejido placentario, se

registro el peso de la placenta, asi como el peso y la talla del recién nacido,

Figura 4. Una vez expulsada la placenta se procedié de forma inmediata a la

diseccion del tejido placentario, eliminando las membranas fetales y la decidua.

Se tomaron aproximadamente 5 gramos, se lavaron con solucion salina fria al

0.9%, se colocaron en microtubos de 1.5 mL (3-5 tubos por tejido), y se

congelaron de inmediato en nitrogeno liquido. Las muestras recolectadas se

almacenaron a —70 °C hasta el dia de la extraccion del RNA.

Admision

Datos clinicos, Presion Arterial y recoleccion de orina

DX: Mormotensa

DX: Preeclamp sia

Solfisiolsgica

Mg50,

Datos clinices
del recién nacido

y de placenta

Toma de muesira

de placenta

Extraccion

Obtencionde DMNAC

de RINA

PCR en tiemp o real
(CGRF, CRLE y RAMP1)

Figura 4. Diagrama de flujo desde la admision hasta la cuantificacion de los

niveles de expresion de CGRP, CRLR y RAMP1.
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6.4.1 Aislamiento de RNA

La extraccion del RNA total del tejido se llevo a cabo mediante la técnica
de Trizol ® LS Reagent. Primero se lavo el politrén con agua desionizada, agua-
DEPC antes de comenzar y entre cada una de las muestras. En un tubo de 15
mL, se afadieron 2 mL de trizol por cada 200 mg de tejido y se homogenizé. La
muestra se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se afadieron 400 puL de cloroformo, se mezcld vigorosamente en vortex
por 1 minuto y se centrifugé a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C en una
microcentrifuga. La fase orgdnica se desecho y la fase superior se transfirio a un
tubo nuevo. Se precipité con 1 mL de isopropanol frio, se mezcld en vortex y se
incubd 20 minutos a —20°C. Se centrifugd por 15 minutos a 14,000 rpm a 4 °Cy
el sobrenadante se desecho. Al boton de RNA se le agregaron 800 uL de etanol
frio al 75%, el boton se resuspendi6 por pipeteo y nuevamente se centrifugé a
14,000 rpm por 15 minutos a 4°C. Por decantamiento se desecho el
sobrenadante y finalmente el RNA se disolvié en agua desionizada, estéril y
filtrada.

Las muestras se cuantificaron midiendo su densidad optica. En un
microtubo se colocaron 996 pL de agua desionizada, estéril y filtrada y 4 pL de
RNA. Se mezcld ligeramente y se leyd a 260/280 nm en celdas de cuarzo. Las
concentraciones de los RNAs se ajustaron a 2.5 pg/uL. La integridad del RNA se

confirmo por electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.
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6.4.2 Preparacion del DNAc por RT-PCR
Para la obtencion del DNACc se utilizaron 3 uL de RNA como templado,

1 pL de oligo dT, 1 pL de dNTPs y 5 pL de agua estéril para después
homogeneizarla por microcentrifugacion. La mezcla se incubd en un
termociclador Perkin Elmer 2400 a 65°C durante 5 minutos. En otro microtubo
se preparo6 otra mezcla que contenia: 2 uL. de amortiguador PCR 10X, 4 uL de
MgCl2 25 mM, 2 pL. de DTT 0.1 M y 1 uL. de RN Asa Out. Esta mezcla se agrego
al RNA y se incubd a 25°C por 2 minutos. Posteriormente se agregd 1 pL de la
enzima SuperScript™ II RT, se homogenizo con la pipeta y se continu6 con la
incubacion a 42 °C por 50 minutos, 70 °C durante 15 minutos y 37 °C durante 25
minutos. Finalmente se agregd 1 pL de RNasa H y se incubd por 20 minutos a
37°C. El DNACc se guard6 a —20°C hasta proceder al PCR en tiempo real. Los
productos de PCR y un marcador de tamaro (pb) se sometieron a electroforesis

en gel de agarosa al 1.5%.

6.4.3 Amplificacion por PCR en tiempo real

El RT para la obtencion de los DNAc de las muestras se llevo a cabo de la
forma descrita anteriormente pero utilizando 1 pL (2.5 pg) de RNA como
templado. Las sondas comerciales para CGRP (Hs00266142_m1), CRLR (CGRP-
Z) y RMP1 (RMP1-X) marcadas con FAM (6-carboxifluoresceina) o VIC TagMan
® se obtuvieron de Applied Biosystems de México, las cuales son especificas

para detectar y cuantificar secuencias de DNAc sin detectar DNA genomico.
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FAM y VIC son utilizadas como reporteros fluorescentes; estos conjugados
detectan cada copia amplificada. La cantidad de fluorescencia de FAM o VIC
emitida en cada reaccion fue medida como funciéon del nimero de ciclos de
PCR. Se utilizé un equipo ABI 7300 Prism Applied Biosystems (Foster City,
CA). Se realizaron curvas de amplificacion para evaluar la funcionalidad de las
sondas y para la concentracion final a utilizar de los DNAc para cada gen. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. En un
volumen final de 15 pL, las reacciones de PCR contuvieron lo siguiente: 3 pL de
DNAc como templado, 7.5 pL. de TagMan ® Universal PCR Master Mix, 3.9 uL
de agua grado biologia molecular y 0.6 pL de la sonda especifica. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: 50°C durante 2 minutos, 95°C
durante 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95°C por 15 s, y 60°C por un
minuto. Los resultados se registraron utilizando un software de ABI PRISM
7300 SDS (Applied Biosystems). Se obtuvo el ciclo de umbral (Ct) de cada
reaccion de PCR. El Ct es definido como el numero de ciclos al cual la cantidad
del blanco amplificado alcanza un umbral fijo, que es el nivel de deteccion al

cual una reaccion alcanza una intensidad de fluorescencia por arriba del fondo.
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La reaccion de expresion del gen experimental con el gen control fue
determinado por 2T, donde:
AACT = ACT (gen experimental) — ACT (gen control) 185
ACT (gen experimental) = CT (gen experimental) — CT (18S)
ACT (gen normal) = CT (gen normal) — CT (18S)
El valor de CT de cada gen en cada muestra se determind por triplicado

y los resultados fueron analizados como la relacion entre el gen experimental /

RNA ribosomal 18S.

6.5 Analisis estadistico
Los resultados estan expresados como media + error estandar (SEM). Los
resultados se evaluaron por ANOVA vy la prueba protegida de la diferencia de

los cuadrados minimos de Fisher. El nivel de significancia se considerd con una

P <0.05.
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VII. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion

En tabla 2 se muestran las caracteristicas clinicas basales de las madres y

los recién nacidos pertenecientes a los grupos NT, PESF y PEMgSO.. La edad

materna y la edad gestacional fueron similares en todos los grupos. La presion

arterial sistdlica y la presion arterial diastdlica fueron significativamente

mayores en el grupo PESF y PEMgSOs en comparacion con el grupo NT (P <

0.001).

NT PESF PEMQgSOa
(n=10) (n=10) (n=8)
Edad materna 247 +1.8 25.3+09 24+14
Edad gestacional 39.2+0.2 39.1+£ 0.4 38.8+0.5
Presion arterial sistolica | -, /) ¢ 1400 +2.6° | 1440418
(mmHg)
Presion arterial diastolica 740416 93.0 + 1.50° 98.0 + 1.6°
(mmHg)
Proteinuria (mg/dL ) Trazas >100 >100
Peso del recien nacido | 5 5 (14 3314098 | 3.07+022
(kg)
Peso de la placenta (g) 587.3+27.6 613 +£26.0 551.6 +17.8

Tabla 2. Caracteristicas clinicas basales de los grupos NT, PESF y PEMgSO.. Los
valores estan expresados como media = error estandar. 2P <0.001 vs NT.
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7.2 Efectos del MgSO«s sobre la presion arterial

El sulfato de magnesio ademas de prevenir las convulsiones disminuye
la presion arterial que se presenta durante la PE 771, Los efectos del con MgSOs
sobre la presion arterial en las mujeres con PE se muestran en la Tabla 3. La
presion arterial sistdlica fue de 144 + 1.8 mm Hg antes del tratamiento y
disminuy¢ significativamente durante el tratamiento con MgSO. al momento
del parto 130.0 + 3.3 mm Hg, P < 0.01. De manera similar, la presion arterial
diastolica fue de 98 + 1.6 mm Hg antes del tratamiento con MgSO: y disminuy6

significativamente al momento del parto 77.5 £ 3.7 mm Hg, P <0.01. Tabla 3.

antes despues
Presion arterial sistolica 1440+ 18 130.0 + 3.3
(mmHg)
Presion arterial diastélica 98.0+ 16 775+ 3.7
(mmHg)

Tabla 3. Presion arterial sistolica y presion arterial diastolica antes del parto.
Los resultados estan expresados como media + error estandar.
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7.3 Expresion placentaria de CGRP, CRLR y RAMP1

Para determinar si la expresion placentaria de CGRP, CRLR y RAMP1 se
encuentra modificada en la PE, se analizaron mediante PCR en tiempo real los
RNAm en placentas del grupo NT y el grupo con PE tratado con solucion
fisiologica (PESF).

Los andlisis mostraron que los niveles de expresion de CGRP se
mantuvieron sin cambios, mientras que la expresion de CRLR y de RAMP1 fue
significativamente mas alta en las mujeres preecldampticas en comparacion con

las mujeres normotensas. Figura 5.

CGRP, CRLR, RAMP1/18S

& NT M PESF

Figura 5. Expresion placentaria de CGRP, CRLR y RAMP1 en mujeres
normotensas (NT, n = 10) y en mujeres preeclampticas (PESF, n = 11). Los
resultados estdn normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S y estan
expresados como media + error estandar.
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7.4 Efecto del tratamiento con MgSOu en la expresion génica de CGRP, CRLR

y RAMPL1 en placentas de mujeres con PE.

Posteriormente, se analizaron los RNAm de los genes en las mujeres
preeclampticas que fueron tratadas con MgSOs. La expresion del CGRP en el
grupo tratado PEMgSO. present6 un aumento significativo NT vs PEMgSOs, P <

0.05 y PESF vs PEMgSOs, P < 0.05. Figura 6.

4.5

3.5

CGRP/18S

1.5 4

NT PESF PEMgsS0O4

Figura 6. Expresion de CGRP por PCR en tiempo real en placentas de mujeres
normotensas (NT, n = 10), preeclampticas tratadas con solucion fisioldgica
(PESF, n = 10) y preeclampticas tratadas con MgSOs (PEMSOs, n = 8). Los
resultados estdn normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S y estan
expresados como media * error estandar. Caracteres diferentes muestran una
significancia estadistica conuna P <0.05.
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La expresion génica del CRLR en mujeres preeclampticas se encuentra
elevada. Al analizar este gen en el grupo PEMgSOs, observamos que los niveles
aumentaron en un 100% aproximadamente NT vs PEMgSOs, P < 0.05 y PESF vs

PEMgSOs, P <0.05. Figura 7.

w (=] ~
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-

CRLR/ 188
w

NT PESF PEMgsS04

Figura 7. Expresion de CRLR por PCR en tiempo real en placentas de mujeres
normotensas (NT, n = 10), preeclampticas tratadas con solucion fisiologica
(PESF, n = 10) y preeclampticas tratadas con MgSOs (PEMSOs, n = 8). Los
resultados estdn normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S y estan
expresados como media * error estandar. Caracteres diferentes muestran una
significancia estadistica conuna P <0.05.
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Finalmente, analizamos el efecto del MgSOs sobre la expresion
placentaria de la RAMP1. Sus niveles de expresion fueron altos. La expresion
génica de RAMP1 fue mayor en el grupo PEMgSOs que en el grupo NT; (NT vs

PEMgSQOs, P =0.0011) pero similar al grupo PESF. Figura 8.
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Figura 8. Expresion de RAMP1 por PCR en tiempo real en placentas de mujeres
normotensas (NT, n = 10), preeclampticas tratadas con solucion fisioldgica
(PESF, n = 10) y preeclampticas tratadas con MgSOs (PEMSOs, n = 8). Los
resultados estan normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S y estan
expresados como media * error estdndar. Caracteres diferentes muestran una
significancia estadistica con una P < 0.05.

40



VIII. DISCUSION

La preeclampsia afecta del 2 al 6% de las mujeres embarazadas que
acuden a hospitales representando un problema de salud publica 5. En la
actualidad, la administracion de MgSOa es el mejor tratamiento profilactico
para evitar las convulsiones atribuidas a la eclampsia 8. Ademas, se ha
observado que la administracion de MgSOs disminuye la presion arterial °7;
sin embargo, los mecanismos no estan claramente establecidos.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue corroborar si el tratamiento
con MgSO: disminuye la hipertension que se presenta durante la PE 8°. En el
transcurso del embarazo normal el volumen sanguineo aumenta 40-50%; sin
embargo, durante la PE este aumento se traduce en una falta virtual de
volumen sanguineo a los érganos y a la placenta, lo cual causa un estado de
hipoxia cronica. Paralelamente, el dafio endotelial y el ulterior desequilibrio de
factores vasoactivos en la preeclampsia disparan una serie de mecanismos
compensatorios que pueden explicar en parte, la hemostasia que infiere el
MgSO: y el CGRP en la regulacion de factores vasoactivos.

En este estudio se evalud la presion arterial antes y después de cada
tratamiento corroborando que las presiones tanto sistdlica como diastolica
fueran mas altas en los grupos con PE. El tratamiento con sulfato de magnesio
disminuya significativamente tanto la presién sistolica como la diastolica.

Este abatimiento de la presion arterial puede deberse a dos posibles

mecanismos: 1) los niveles elevados de magnesio tanto en la circulacion
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materna como en la unidad fetoplacentaria 4% contribuyen a la inhibicion de la
reabsorcion del calcio a nivel del asa de Henle y por ende, la relajacion del
musculo liso; 2) después de la administracion de MgSO4 aumenta la expresion
génica del CGRP que, como ya se ha explicado, es un potente vasodilatador.

El aumento en la expresion del CGRP inducido por el MgSOs se traduce
tedricamente por el aumento en las concentraciones de AMPc y por ende
favoreceria la transcripcion del gen codificador de este péptido ya que el
promotor del CGRP presenta un elemento de respuesta al AMPc (CRE) . Esta
observacion se puede explicar partiendo de que el Mg modula la afinidad de
union del factor de trascripcion CREB a sus elementos de respuesta CRE. Lo
gue indica que el Mg#* regula no solamente la sintesis de AMPc, sino también
su accion a nivel nuclear %%, Ademas el AMPc modifica el grado de
fosforilacion de varias enzimas que inhiben la contraccion. Una de éstas es la
bomba que transporta Ca?* desde el sarcoplasma hasta el reticulo endoplasmico;
asi como la bomba de la membrana celular que lleva Ca* al exterior; la
inhibicion de las bombas provoca que baje la concentracion de Ca? intracelular
y por supuesto, se inhiba la contraccion. También, el AMPc resulta en la
activacion del cotratransportador Mg#/Na* dando lugar a la reabsorcion de
Mg# % manteniendo niveles elevados de este i6n para sus diversas actividades.

Otro mecanismo que puede estar involucrado en la regulacién de la
presion, se encuentra a nivel de las células yuxtaglomerulares, pues en estas

células es donde ocurre la sintesis de renina que es regulada por el AMP ciclico,
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el NO vy el calcio citosélico. EI AMPc y el NO estimulan la sintesis de renina,
mientras que el calcio es un inhibidor de su sintesis %.

Debido al papel crucial que tiene la placenta para el sostenimiento del
embarazo y considerado como el detonador de la PE, en el presente trabajo se
estudio el efecto del tratamiento con MgSOs sobre la expresion placentaria del
CGRP. Los resultados indican que la expresion placentaria de este potente
vasodilatador fue similar entre mujeres tratadas con solucion fisiologica y
mujeres normotensas. Esta observacion es paralela a lo reportado por Knerr y
cols. # quienes no encontraron cambios en la expresion de CGRP en las
vellosidades de la placenta de mujeres con PE. Sin embargo, el grupo tratado
con MgSO4 mostrd una mayor expresion de dicho gen.

En este trabajo, el tratamiento de mujeres preeclampticas con MgSOs
resulté en cambios en la expresion placentaria del sistema CGRP. El incremento
en la expresion de CGRP inducido por el MgSOs se traduce por el aumento en
las concentraciones de AMPc que favorecen la transcripcion del CGRP por su
sitio en el promotor, elemento de respuesta al AMPc %2. Esto esta apoyado por la
observacion de que el Mg* modula la afinidad de union del factor de
trascripcion CREB a sus elementos de respuesta CRE en el DNA ¢,

El CGRP es un potente vasodilatador que puede contribuir al control del
flujo sanguineo tanto a nivel sistémico como a nivel local *%°. La disminucion de
la presidn arterial observada puede deberse a otros factores que se derivan del

sistema CGRP, pues se sabe que esta unidén se traduce en vasodilatacion
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mediante la activacion de la adenilato ciclasa causando: 1) el incremento en los
niveles intracelulares de AMPc 3 y su consecuente disminucion de Ca*
intracelular y 2) la produccion de éxido nitrico %%, en donde ambas causas
convergen en vasodilatacion 2. Ademas de estas dos vias, el CRGP per se activa
otra via de dilatacion, que es mediante la activacion de canales K*atr%. Una vez
que es producido el NO, éste activa la guanilato ciclasa, con la consecuente
producion de GMPc, que participa en la activacion de las bombas de calcio del
sarcoplasma. Esta activacion resulta en un secuestro sarcoplasmico de calcio y
en su disminucién intracelular, provocando la relajacion del musculo liso.

Dong vy cols. % observaron una menor expresion de CRLR y RAMP1 en
las venas de la unidad fetoplacentaria de mujeres con PE que en mujeres
normotensas; lo cual difiere con lo encontrado en este trabajo, pues se observo
que los grupos con PE tuvieron expresiones mas altas en estos genes, que puede
considerarse como un mecanismo compensatorio por la disminucion del flujo
uteroplacentario. Esta observacion se apoya en recientes investigaciones en las
cuales se muestra que en modelos de hipoxia crénica la expresion de CRLR y de
RAMP1 esta sobreexpresada en células de musculo liso vascular humano y en
diversos tejidos en bovinos y cerdos. En células endoteliales vasculares se
observé que el gen CRLR presenta un elemento de respuesta a hipoxia, sin
embargo se desconoce si RAMPL1 también lo presenta %, lo que refuerza la

relacion entre el estado de hipoxia y la mayor expresion de CRLR observada.

44



Como consecuencia de la disminucidén de la perfusion sanguinea a los
organos, se presenta hipoxia crénica. En este estado se ha observado que el
poder vasodilatador del CGRP se encuentra incrementado 5%, El RNAmM de la
RAMP1 5 se encuentra alto en la hipoxia, sugiriendo que la potenciacién del
poder vasodilatador del CGRP, se debe a un aumento en el numero de
receptores o a cambios conformacionales en el receptor inducidos por hipoxia.
Se ha observado en un modelo de hipertensién que el NO es un factor que
regula a la alta la expresion de CRLR y RAMPL1 %, Sin embargo, no se sabe con
certeza si la potenciacion del poder vasodilatador del CGRP se deba al
incremento de receptores, a cambios conformacionales en el CRLR, a la via NO,
o al incremento de AMPc.

Es posible que diversos cambios fisioldgicos que ocurren durante la PE,
como el bajo flujo uteroplacentario, instauren mecanismos que regulen la
sobreexpresion de CRLR y RAMP1; en particular RAMPL1. Se ha estudiado que
la sobreexpresion de RAMP1 aumenta la respuesta al CGRP %. Los resultados
obtenidos en el grupo PESF indican que el incremento en la expresion de CRLR
y RAMP1 podria compensar la falta de vasodilatacion en la placenta,
independientemente de no observarse cambios en el CGRP.

Con respecto al grupo tratado con MgSO4, la expresion del CRLR fue
mayor, mientras que RAMP1 no mostré cambios significativos. Aunque hasta la
fecha no existen datos contundentes sobre el mecanismo por el cual el MgSO4

gjerce su accion a nivel transcripcional en el sistema CGRP, se conoce que el

45



Mg? presenta funciones estructurales, metabdlicas y génicas. Entre las mas
importantes encontramos que forma complejos con ATP o GTP 7, proporciona
estabilidad a los ribonucledtidos y desoxirribonucledtidos, la cual confiere
cambios fisicoquimicos con efectos biologicos y es capaz de modificar la
estructura de algunas enzimas como las DNA y RNA polimerasas,
topoisomerasas y exonucleasas, que estan implicadas en los procesos de
duplicacién y transcripcién de DNA .

En resumen, en este trabajo se demuestra que la administracién de
MgSO: disminuye la PA en mujeres preeclampticas. La administraciéon de
MgSO: se asocid con mayor expresion génica de CGRP en placentas de mujeres
con PE. Ademas, el CRLR y la RAMP1 se encuentran sobreexpresados,
posiblemente como mecanismo compensatorio a la disminucién del flujo

uteroplacentario.
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IX. CONCLUSIONES

e La administracion de MgSO: durante la PE disminuye la presion arterial
tanto sistdlica como diastolica.

e Las mujeres con preeclampsia presentan una mayor expresion
placentaria de CRLR y RAMP1, sin cambios en CGRP.

e EIl tratamiento con MgSO: se asocia con un aumento en la expresion
génica de CGRP y CRLR en placentas de mujeres con PE. Estos cambios
pueden favorecer la vasodilatacion en este tejido.

Aunque el CGRP es un vasodilatador potente, su expresion genica es de
vital importancia en mujeres preeclampticas; sin embargo, la disminucion en el
flujo uteroplacentario que se presenta en la PE puede ser revertida mediante la
sobreexpresion génica de CRLR y RAMP1 inducida por la administracion de

MgSOs.
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X. PERSPECTIVAS

Existen diferentes técnicas para inhibir a un determinado gen. EI RNA de
interferencia (RNAI), es una respuesta bioldgica conservada, la cual media la
resistencia a acidos nucleicos patdgenos y regula la expresion de genes que
codifican proteinas. Actualmente el RNA de interferencia ha sido desarrollado
como una herramienta muy util para determinar la funcién de un gen en
particular. Esta técnica es un mecanismo de silenciamiento génico post-
transcripcional muy eficiente que se basa en la capacidad de degradacion de
RNA mensajeros especificos por medio de pequefios RNAs de 21-23
nucleotidos.

Para estudiar los mecanismos moleculares de la Preeclampsia, se
utilizaran cultivos celulares de placenta o en su defecto, lineas celulares. Se
diseflaran RNAs de interferencia dirigidos para cada factor vasoactivo que se
pretenda estudiar. De esta manera se podra elucidar la importancia y el rol de

algunos genes que intervienen en la fisiopatogenia de la preeclampsia.
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