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1) RESUMEN

El embarazo, es un proceso fisiolégico que genera una serie de cambios
metabolicos, desde los niveles hormonales, hasta el perfil de lipidos. La
preeclampsia es una de las principales complicaciones del embarazo y su
etiologia aun no es completamente elucidada. Diversos estudios sugieren que
alteraciones en el desarrollo de la placenta pueden desencadenar los sintomas
caracteristicos de esta patologia, tales como hipertensién, proteinuria, edema,
acufenos, cefaleas, escotomas, fotopsia, etc. La placenta de mujeres con PE
presenta un estado de hipoxia e incremento de citocinas proinflamatorias
asociadas a estrés oxidativo e inflamacién en comparacién con las mujeres con un
embarazo normal. La familia de proteinas transportadoras ABC son abundantes
en la placenta, y tienen una funcion muy importante ya que la gran mayoria de
ellas tienen un papel en la citoproteccién del feto debido a sus propiedades de
eflujo activo que limitan el paso de los xenobidticos o farmacos dafinos a la

circulacion fetal.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los transportadores
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 ya que ambos estan implicados en el transporte de
farmacos, xenobidticos y moléculas antioxidantes. Se realiz6 un estudio
observacional, analitico, retrospectivo y transversal. En muestras de tejido
placentario de mujeres con un embarazo normal y con preeclampsia, se evaluaron
los niveles de transcrito y de proteina de los transportadores ABCG2/BCRP vy
ABCC1/MRP1, por medio de PCR en tiempo real y Western Blot, respectivamente.
Por medio de la técnica de ELISA se midieron las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-13
para corroborar su participacion en la regulacion de ambos transportadores. Los
resultados experimentales encontrados en PCR en tiempo real y Western Blot
indican una menor expresion de ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 en la placenta de
mujeres con preeclampsia en comparacion con aquellas que desarrollaron un
embarazo normal. Las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B se

encuentran aumentadas en la placenta de mujeres preeclampticas.
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La disminucién de los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1,
mediada probablemente por moléculas proinflamatorias, podria repercutir en la
disminucién del transporte de diversas moléculas, tales como prostaglandinas,
17B-estradiol, glutation, y glucosa, entre otros. Dichas moléculas regulan el
desarrollo de un embarazo exitoso, por lo que las alteraciones en su transporte

podrian estar implicadas en el desarrollo de la preeclampsia.



2) INTRODUCCION

El embarazo humano es un proceso fisiolégico que involucra multiples
ajustes anatdmicos para el desarrollo y crecimiento del feto. Sin embargo, existen
patologias donde la hipertension arterial juega un papel importante, puesto que

altera e impide que el proceso llegue a término.

Algunas de estas patologias son los llamados trastornos hipertensivos del
embarazo que tienen implicaciones clinicas importantes ya que comprometen el
bienestar de la madre, del feto y al proceso mismo de la gestacion. Los sindromes
hipertensivos son la principal causa de muerte materna mundial en paises

120 con una incidencia

desarrollados y la tercera en paises en via de desarrollo
del 6-8% de casos y alrededor del 13-40% se complican y agravan desarrollando
PE."? Dichos trastornos se clasifican en 4: hipertension gestacional, hipertension
agregada, preeclampsia y eclampsia, siendo la preeclampsia la de mayor

importancia.

2.1 PREECLAMPSIA

El Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecdlogos (ACOG) actualmente
definen la preeclampsia (PE) como una enfermedad hipertensiva especifica del
embarazo, es un sindrome multisistematico de severidad variable que se puede
presentar después de la semana 20 de gestacion y puede desencadenar
problemas de salud, tanto para la madre como para el recién nacido, a corto plazo
o en la vida adulta.

La PE se caracteriza por hipertension arterial, edema y proteinuria; es una de
las principales causas de muerte para el feto y la madre, afecta del 2 al 8% de las
mujeres gestantes y se ha convertido en un problema a nivel mundial por ser la

causa importante de morbilidad y mortalidad materna y fetal.®

En México, la PE es la principal causa de muerte materna, en Instituciones
del Sistema Nacional de Salud abarca un 25%. Por cada 2.1 millones de
embarazos al afo, cerca de 250,000 a 300,000 mujeres tienen complicaciones
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en su embarazo, y en promedio de las mujeres que tienen esas complicaciones
fallecen 1000.’

La PE puede generar en las mujeres a largo plazo el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y renales, y durante el periodo de la
gestacion conducen a una restriccion del crecimiento y oligohidramnios que
conllevan a partos prematuros; 45 |a restriccién del crecimiento intrauterino es uno
de los factores mas comunes en la mortabilidad fetal y se asocia a un parto
prematuro, lesién hipdxica cerebral y un puntaje de Apgar bajo,® los neonatos de
mujeres con PE de aparicidon temprana, tienden a un peso aproximado al nacer
23% mas bajo que los de un embarazo normal, y en consecuencia aumenta la
tasa de mortalidad fetal. A largo plazo, los bebés en su vida adulta pueden tener
complicaciones en su salud parecidos a los de la madre, como enfermedades

cardiovasculares.”®

La incidencia de la hipertensidn gestacional en mujeres primigestas es del 6
al 17% de los casos mientras que las mujeres que no lo son presentan de un 2 al
4%, sin embargo, la incidencia de preeclampsia leve en las primigestas oscila
entre el 2-7% vy aproximadamente el 75% de las mujeres embarazadas
desarrollan la PE en la semana 37 de gestacion.®

La gravedad de la preeclampsia se basa en que puede descontrolarse y
con ello desarrollar eclampsia, una complicacion neurolégica que deriva de la
PE, y que se define como una manifestacién convulsiva ténico-clénicas
generalizadas no relacionadas con otras afecciones médicas en mujeres con
trastorno hipertensivo del embarazo. El 10% de los embarazos se complican a
trastornos hipertensivos, sin embargo la eclampsia solo se presenta en el 0.8%
de las mujeres con dichos trastornos. La eclampsia se asocia a un riesgo mayor
de muerte materna en paises desarrollados hasta un 7%, ademas del riesgo de
mortabilidad materna, las mujeres que presentan eclampsia tienen un mayor
riesgo de complicaciones graves como enfermedades cerebrovasculares (1%),
insuficiencia cardiaca (2-4%), miocardiopatia (3-9.5%), paros cardiacos (0.5%)

desprendimiento de placenta (7-12%), edema pulmonar (3-12%) e insuficiencia
6



renal aguda (3-8.8%). Mientras que para la mortalidad perinatal oscila entre 5.6%
hasta un 11.8% de casos y sus complicaciones llegan con un mayor riesgo de
comprometer el crecimiento fetal y prematuridad (sindrome de dificultad

respiratoria y muerte neonatal).'®"

Dentro de los principales factores de riesgo asociados a PE se encuentran la
hipertension cronica, antecedentes de preeclampsia en embarazos anteriores,
edad avanzada, diabetes mellitus pregestacional, obesidad, sindrome
antifosfolipido, entre otros (Tabla 1).

Se sabe que el riesgo de PE se eleva en mujeres gestantes con historia

previa de PE, donde el sobrepeso y la insuficiencia renal también comprometen al

desarrollo de la enfermedad.'®"

Tabla 1. Factores de riesgo asociados a la patologia preeclamptica

Antecedente familiar de Asociado a los genes ACVR2A, ERAP2,
preeclampsia GASG6, SIGLEC6, STOX1, TAC3, TGFBH1.

RR (IC 95%): 8.4 (7.1-9.9)
Primigravida Estudios cohortes asocian un aumento
significativo de Ila PE en mujeres

primigestas.'*1°

RR (IC 95%): 2.1 (1.9-2.4)
Diabetes pregestacional Asociada al aumento de estrés oxidativo y

un estado inflamatorio placentario.

RR (IC 95%): 3.7 (3.1-4.3)
Enfermedad renal Los problemas renales se encuentran
asociados a presentar isquemias

uteroplacentarias, reducen PIGF.



Sindrome antifosfolipidos

Edad avanzada 230 anos

Hipertension arterial crénica

IMC de 225 Kg/m**y 230 Kg/m?**

RR (IC 95%): 1.8 (1.5-2.1)

Asociado a generar trombofilias. Los
anticuerpos antifosfolipidos (anticardiolipina
IgG o IgM, Anti-B2-glicoproteina | IgG o
IgM, anticardiolipina o anti-B2 glicoproteina |
IgA) causan  disfuncion  placentaria
isquémica, abortos espontaneos, partos
prematuros, muerte fetal y restriccion del

crecimiento intrauterino.

RR (IC 95%): 2.8 (1.8-4.3)

Vulnerables a presentar enfermedades de
aterosclerosis, enfermedades renales e
hipertension. La condicion se asocia a un

prolongado envejecimiento placentario.

RR (IC 95%): 1.2 (1.1-1.3)
Asociado a un desprendimiento placentario,
aumenta el riesgo de embarazo y aborto

prematuro.

RR (IC 95%): 5.1 (4.0-6.5)

Las mujeres con sobrepeso y obesidad
durante el embarazo generan un aumento
en el estado inflamatorio placentario de
manera cronica, riesgo de diabetes,
trastornos  hipertensivos 'y anomalias

congeénitas.

*RR (IC 95%): 2.1 (2.0-2.2)
**RR (IC 95%): 2.8 (2.6-3.1)
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Lupus Eritematoso sistémico Asociado a una alteracién de los linfocitos T
Hellper y disfuncion inmunoldgica agravada
ocasionando parto prematuro y nefritis

lupica.

RR (IC 95%): 7.8 (4.8-12.9)
Infecciones urinarias*® y Asociada a una inflamacién y aumento de

bacterianas** citocinas e interleucinas proinflamatorias.

*RR (IC 95%): 1.22 (1.03-1.45)

**RR (IC 95%): 1.76 (1.43-2.18)
Otros factores asociados: Embarazo multifetal, primipaternidad, apnea
obstructiva del suefio, exposicion limitada de esperma, periodo intergenésico
mayor a 10 afios."®""

RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza; IMC: indice de Masa Corporal

2.1.2 DIAGNOSTICO

La hipertensién juega un papel importante en la patologia preeclamptica y es
por eso que se define como una presion arterial sistémica; en mujeres
embarazadas esta presion arterial oscila entre <120/80 mmHg® de manera
normal, mientras que para definir una preeclampsia este valor tendra una presién
arterial sistélica 2140mmHg y una presion arterial diastélica 290 mmHg en dos
mediciones con 4 horas de diferencia de acuerdo a las guias de practica clinica
de México (GCP, IMSS),' también viene acompafiado de cefaleas, acufenos,

vision borrosa y nauseas.'®

El diagndstico clinico de la PE se basa tomando en cuenta los criterios de la
Sociedad Internacional para el estudio de la Hipertensién en el Embarazo (ISSHP)
2018:%°



Hipertension de nueva aparicién (PA sistolica 2140 mmHg y PA diastdlica
290 mmHg) después de la semana 20 de gestacion acompanada de una o mas
de las siguientes condiciones:

1. Proteinuria 20.3 g de proteina en una muestra de orina de 24 horas.
La integridad de la recoleccién de orina de 24 horas se puede estimar a partir de la
excrecion de creatinina que debe ser de 15-20 mg/kg del peso total magro.

2. Insuficiencia renal (creatinina 1 mg/dL), elevacion de transaminasas
o dolor abdominal epigastrico, ceguera, cefaleas, acufenos, escotomas visuales
persistentes y trombocitopenias (debajo de 150,000/dL).

3. Disfuncion uteroplaentaria (restriccion del crecimiento fetal).

Hoy en dia, el diagnostico de preeclampsia se clasifica como de inicio
temprano o tardio, mismo que justifica la severidad de la enfermedad, siendo la
de inicio temprano la de mayor severidad y con mayor riesgo materno-fetal. El
deterioro progresivo del estado de la madre y el feto, se relaciona fuertemente
con diversas complicaciones como la restriccién del crecimiento fetal intrauterino,
desprendimiento prematuro de la placenta, sindrome de HELLP (por sus siglas
en inglés Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, and Low Platelets, y que se
caracteriza por hemodlisis, enzimas hepaticas elevadas y bajo conteo de

plaquetas), eclampsia, y enfermedad cardiovascular.?’

Otra de las caracteristicas clinicas de la PE son los niveles elevados de
proteina en orina, la proteinuria se debe al edema de las células endoteliales
fenestrado en los podocitos renales,?’ la deteccién de proteinuria se basa en la
recoleccion de orina en las primeras 24 horas (considerado el tiempo estandar de
recoleccion) donde se miden los niveles de creatinina urinaria que debe ser mayor
o igual a 300 mg, este valor se utiliza como criterio para diagnosticar la PE.
Algunos estudios han puesto a prueba la precision de la recoleccion de orina en
las primeras 24 horas donde se han realizado comparaciones entre los tiempos de
la toma de muestra, un ensayo control aleatorizado hizo recolecciones de orina a

las 6 horas y 24 horas (Tabla 2), donde concluyeron que a las 6 horas de
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recoleccion resultd factible para indicar la sospecha de PE con un rango de 168-

475mg, sin embargo, se propuso completar la recoleccion a las 24 horas.?

Tabla 2. Ensayo controlado aleatorizado con recoleccién de orina

de 6 h (n=51) y 24 h (n=50) en mujeres gestacionales con sospecha

de PE.
Recoleccion de Recoleccion de
orina de 6 h. orina a las 24 h.
Edad gestacional 35.3+3.2 35.1+£3.6
Proteinuria >300 mg 43.1% 42%
Mujeres que tuvieron
45% 26%

PE

Diversos factores involucrados en la fisiopatologia de la preeclampsia se han
propuesto como predictores de diagnéstico (Tabla 3). La medicién de factores
angiogénicos, tales como sFlt-1, endoglina soluble y pro-angiogénicos como PIGF
y VEGF han resultado de gran utilidad como posibles predictores, por lo que ya se

encuentran contemplados en la guia practica de clinica.?>?*

Tabla 3. Marcadores bioquimicos con gran relevancia en la patologia de la
preeclampsia.

| Factor de crecimiento Promueve la viabilidad de las células
. endoteliales, produce un efecto quimiotactico
placentario (PIGF) P 9
sobre los monocitos e interviene en procesos
de angiogénesis. Se encuentra aumentado
en los dos primeros trimestres de embarazo,

sin embargo en PE disminuye.
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TForma soluble de la tirosina

cinasa 1 (sFlt-1).

1Proteina plasmatica A

asociada al embarazo (PAPP-A)*

TEndoglina soluble

| Proteina placentaria 13.

TInhibina A

1 Aumento | Disminucién

Funciona como receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del
factor de crecimiento placentario (PIGF), una
de sus funciones es la angiogénesis y la
vasculogénesis. Las concentraciones de
sFlt-1 son mas altas desde el comienzo de la
gestacion en mujeres PE.

Es una hormona producida en el trofoblasto
y secretada al suero materno. En el segundo
trimestre de embarazo de mujeres PE se
asocia una disminucion sin embargo, en el
tercer trimestre es mayor.

Correceptor de los factores de crecimiento
transformantes beta. Se encuentra elevada
en mujeres con PE y se correlaciona con la
severidad de la fisiopatologia en las
semanas 17 y 20.

Es un dimero de un peso molecular
aproximado de 32 kDa, se cree que esta
involucrado en la implantacion placentaria,
remodelacion vascular y regulaciéon de la
presion sanguinea. En la semana 11-13 de
gestacion se encuentra una disminucion.

Es una glucoproteina dimérica producida en
la placenta y otros tejidos. Aumenta 10

veces mas en mujeres PE.

*Los niveles elevados de proteina plasmatica A en preeclampsia y sindrome

HELLP no predice la severidad de estas fisiopatologias, contiene una tasa de

falsos positivos alta.?>%°
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Es probable que la PE pueda presentarse sin manifestar la hipertension, sin
embargo la ISSHP mantiene la hipertensidn de nueva aparicion como diagndstico
definitivo de la preeclampsia.?

2.1.3 ETIOLOGIA

El origen de la PE es desconocido pero existen teorias que podrian
relacionarse y explicar el origen de esta patologia. Una de las teorias mas
estudiadas y aceptadas es la invasion trofoblastica anormal de los vasos uterinos
de la placenta. En estudios y ensayos con animales han demostrado una
estrecha relacion entre una placentacion anormal con la isquemia
uteroplacentaria, la cual es responsable de la activacién de factores toxicos
solubles en la circulacion materna que promueven la inflamacién y la disfuncién

endotelial 27?829

En las primeras fases del embarazo normal, las arterias espirales
localizadas en la decidua materna tienen un cambio histolégico donde hay una
desintegracion de la lamina elastica interna formando una delgada capa de
membrana basal entre el endotelio y la capa muscular; posteriormente alrededor
de las 6 y 12 semanas de gestacion las arterias espirales son invadidas por el
tejido trofoblastico extraembrionario y alcanzan las arterias radiales del
miometrio a partir de la semana 14 y 20. Las arterias espirales pierden su
revestimiento endotelial y el musculo liso de sus paredes formando asi arterias de
mayor calibre que se dilatan gracias a los efectos vasoactivos de los estrogenos,
logrando asi un flujo sanguineo eficiente entre la madre y el feto. En la PE este
proceso no ocurre de manera correcta, las células trofoblasticas no alcanzan las
arterias espirales provocando una invasion deficiente e impidiendo la
remodelacion adecuada (Figura 1), este evento limita el paso del flujo sanguineo
y el intercambio de nutrientes, debido a la inadecuada vasodilatacion de la
arteria espiral que aun conserva su musculo liso que actia como

constrictor.?"39%:31

13



Otro efecto del fracaso en la invasién trofoblastica de las arterias espirales,
es la entrada limitada de oxigeno hacia la circulaciéon fetal provocando isquemia
e hipoxia, lo que conduce a un incremento en la expresion de HIF-o* y la
liberacion de multiples factores solubles por parte de la placenta hacia la
circulacién materna. Debido a la disminucién gradual de oxigeno se genera
estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria exacerbada, lo cual lleva a una
disfuncion endotelial y activacion del sistema de la coagulacion. La disfuncion
endotelial en la placenta de mujeres con PE genera una activacion de la
coagulacion vascular (trompocitopenia), un aumento de la permeabilidad capilar
(edemas y proteinuria), y la disminucion del oxido nitrico (vasoespasmos e

hipertension).

Se ha demostrado que en la sintomatologia de la PE, existe un desbalance
entre los factores proangiogénicos y antiangiogénicos que conlleva a una
reduccién en la perfusiéon uteroplacentaria. Algunos de los factores angiogénicos
mas estudiados en la preeclampsia son el factor de crecimiento vascular (VEGF)
y el factor de crecimiento placentario (PIGF) los cuales se han reportado que
disminuyen; de manera inversa los factores antiangiogénicos, tales como la
tirosina cinasa soluble (sFlt-1) y la endoglina soluble (sEng) aumentan. La sFlt-1
actua como antagonista inhibiendo a VEGF y PIGF, la primera es muy importante
para la funcion de las células endoteliales que se encuentran en los glomérulos y
el higado (6rganos afectados en la PE), mientras que PIGF es importante en la

angiogénesis.'228:33:34
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~Miometrio

- Arteria
espiral

J Arteria

arqueada

Sin embarazo '  Preeclampsia ' Embarazo normal

Figura 1. Remodelacion de las arterias en espiral. A. Miometrio sin embarazo B. En
la PE el revestimiento de las células trofoblasticas disminuye, en consecuencia existe menor
flujo placentario, provocando isquemia e hipoxia crénica. C. Durante la gestacion normal los
vasos quedan revestidos por células trofoblasticas permitiendo una adecuada perfusion
placentaria. (Modificada de Bell et al.; 2004)*°

2.2 HIPOXIA, ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION EN LA PLACENTA

El tejido placentario en condiciones normales requiere de una gran cantidad
de oxigeno, en este proceso las arterias espirales denominadas arterias utero-
placentarias al atravesar el espacio intervelloso del utero juegan un papel
importante, ya que son las encargadas del intercambio de oxigeno de la madre
hacia el feto. En el caso de la preeclampsia, la invasion trofoblastica deficiente en
las arterias radiales maternas asi como la mala perfusion uteroplacentaria son la

causa primordial que genera isquemia placentaria y a su vez, hipoxia crénica.
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La hipoxia es el estado en donde hay una deficiencia de oxigeno en la
sangre, células y tejidos del organismo. Durante la PE, en la placenta se produce
una vasculopatia decidual, caracterizada por una lesién aterosclerética aguda de
los vasos sanguineos (placas de ateromas cargadas de lipidos), hipertrofia de la
capa media con una mayor capacidad contractil y linfocitos perivasculares que
aumentaran las citocinas proinflamatorias, provocando disfuncion endotelial y la
vasoconstriccion, en consecuencia rupturas membranales del tejido placentario y

aborto prematuro.®

Dos de los principales propdsitos en la remodelacion de las arterias
espirales son reducir la velocidad y la presion de la sangre materna al ingresar a
los espacios intervellosos. Cuando la sangre materna ingresa a través de las
intervellosidades intercambia nutrientes con la vasculatura fetal, el requerimiento
de oxigeno durante la gestacion aumenta para satisfacer las demandas tanto de
la placenta como del feto. Una arteria radial de gran calibre en la placenta reduce

en gran medida la presion arterial,®

esta reduccion de la presién arterial es
indispensable dentro del espacio intervelloso placentario para prevenir el colapso
de los capilares vellosos del feto y permitir que la circulacién fetal con baja presion
perfunda en la red capilar vellosa inmersa de la circulacion materna que se
encuentra a una presion mas alta, ademas de reducir la contractibilidad
vasomotor materno para evitar que la sangre materna se desvie fuera de la
placenta.’”*® En la PE esto no sucede asi, la conversion deficiente de las arterias
espirales dispara la presion arterial y disminuye el transporte de oxigeno entre la
madre y el feto, ocasionando trombosis, deposicion de fibrina dentro de los vasos
ayudando gradualmente a mantener la hipertension y dependiendo de la
gravedad, causar un estrés del reticulo endoplasmico y restriccion del crecimiento

fetal relacionado con estrés oxidativo.

La isquemia es producida por una obstruccién en los vasos sanguineos
maternos, al mantener una longitud del vaso menor, exceso de plaquetas y
microtrombos impiden el buen paso de los globulos rojos y se generan coagulos
en la sangre debido a la hemdlisis de estos, el impedimento del oxigeno producira
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que el organismo busqué formas de mantener el buen funcionamiento y se
activara un mecanismo en donde se encuentren los factores de transcripcion HIF-
1a, se sabe que este factor e HIF-2a se encuentran aumentadas en la placenta
durante condiciones de hipoxia.39 HIF-1a, activa la apoptosis por la via p53,
generando muerte celular en los tejidos, la importancia de este factor en la PE
radica en que es clave para la estimulacion de genes como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), mismo que se ve aumentando en la

hipoxia.

La liberacion de factores vasoactivos debido a la respuesta de hipoxia para
ayudar a aumentar la perfusion placentaria, como sFlt-1, citocinas e interleucinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-13, anticuerpos de angiotensina Il tipo 1
(AT1-AA) y tromboxanos como Ay, promueven la disfuncién endotelial placentaria
debido a la grave disminucion de vasodilatadores como 6xido nitrico (NO),
prostaglandina I, y el aumento de las especies reactivos de oxigeno (ROS) y
endotelina-1 (ET-1).%°

Estos desequilibrios angiogénicos y antiangiogénicos provocan un
desbalance en la placenta generando dafo en los tejidos, lisis de células
endoteliales, disrupcion del endotelio, incremento en la permeabilidad vascular y la
peroxidacién lipidica ya que los mecanismos antioxidantes no pueden

contrarrestar el proceso de oxidacion.

Un periodo de hipoxia prolongado, como sucede en la mujer preeclamptica
va a ocasionar una disminucion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, activando
la via anaerdbica y en consecuencia una reduccion en el trifosfato de adenosina
(ATP) y aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y lactato. Un estudio ha
demostrado que el ATP disminuye y el lactato aumenta después del parto.41

Ademas, se ha relacionado con la hipoxia la necrosis del sincitiotrofoblasto.***?

De manera general la hipoxia genera el estrés oxidativo y contribuye a la
produccion de IL-1B, TNF-a e IL-6 generando asi un proceso inflamatorio, evento
que podria explicar los infartos que caracteriza a las mujeres de PE grave.44
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El estrés oxidativo en el tejido endotelial placentario se va a presentar
cuando existe una sobreproduccion de especies reactivas de oxigenos como
anion superoxido Oy y H,O,, provocando un desequilibrio entre los oxidantes y
antioxidantes de las células, favoreciendo a las moléculas oxidantes, esta
alteracion es provocada por la activacion incrementada de leucocitos, la
perturbacion del transporte de electrones en las mitrocondrias, y las alteraciones
en el metabolismo del acido araquiddnico, estas activaciones son causa de

factores endégenos como la isquemia y la mala perfusion.’""?!

Las ROS generan danos oxidativos en los trofoblastos de la placenta, la
activacién del complejo enzimatico NADPH oxidasa y el aumento de la expresion
en las subunidades se producen en respuesta a una serie de estimulos como la

angiotensina Il, las citocinas y los factores de crecimiento derivado de plaquetas.*®

El daino que pueden ocasionar las ROS es a la alteracion de proteinas,
donde la oxidacion de éstas resulta en un plegamiento anormal del reticulo

endoplasmatico o la disfuncion de las enzimas o sus receptores.*®

Desde el punto de vista fisiopatolégico se pueden considerar tres puntos
fundamentales para el inicio de la PE: 1) la isquemia que conlleva a hipoxia
placentaria; 2) el desequilibrio de factores angiogénicos y antiangiogénicos, y 3) la
disfuncion endotelial y el estrés oxidativo que se genera en la placenta por esta
patologia. Estas alteraciones pueden contribuir a hiperuricemia y alterar el
funcionamiento y actividad de ciertos transportadores proteicos que se encuentran
en la placenta como son los transportadores ABC, y asi, afectar la proteccion y
salud fetal.

2.3 TRANSPORTADORES ABC

La expresion y la actividad de los transportadores placentarios humanos
durante el embarazo podrian verse alteradas por varios factores, incluidos los

cambios patoloégicos asociados con la PE, las proteinas ABC son uno de los
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principales transportadores activos primarios en la placenta que ayudan a expulsar

sustancias clinicamente importantes.

La familia de transportadores dependientes de ATP (ABC, por sus siglas en
inglés: ATP-Binding Cassette) son proteinas transmembranales ubicuas,
altamente conservadas tanto en eucariontas, como en procariontas. En las células
eucariotas los transportadores ABC cumplen diversas funciones y son
transportadores de eflujo (exportadores) y se encuentran implicados
principalmente en la salida de xenobioticos, metabolitos y farmacos a través de las
membranas celulares y el movimiento de algunas moléculas enddgenas, para
realizar el correcto transporte de sustratos a través de las membranas requieren
de energia de la hidrélisis de ATP para el transporte de algunos lipidos, acidos
biliares, medicamentos y compuestos hidréfobos. La mayoria de los
transportadores ABC en humanos se encuentran en la membrana plasmatica pero
también pueden ser encontrados en organelos intracelulares como el reticulo

endoplasmatico y las mitocondrias.*"*®

Se clasifican en siete subfamilias, esta clasificacién se basa de acuerdo a las
organizaciones de sus dominios y la homologia de su secuencia primaria: ABCA,
ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF y ABCG, que a su vez se dividen en

subgrupos.*®

La subfamilia ABCC tiene trece miembros de los cuales nueve son conocidos
como proteinas de farmacoresistencia multiple (MRP), mientras que ABCG consta
de seis transportadores; se han identificado mas de 40 transportadores
especificos. De las subfamilias ABCG/BCR y ABCC/MRPs, al menos 11

transportadores estan involucrados en la resistencia a multiples farmacos.>%°"%?

La estructura de los transportadores ABC consisten principalmente en cuatro
dominios funcionales caracteristicos: Dos dominios transmembranales (TMD) que
son los responsables de que las moléculas transportadas atraviesen la membrana
y dos dominios citosolicos o dominios de union a nucleétidos (NBD) que unen ATP

y transfieren la energia para transportar el sustrato a través de la membrana
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(Figura 2). Los dos dominios TMD estan conformados generalmente por hélices a
que se extienden a lo largo de la membrana y forman una via a través de la cual el
sustrato o molécula transportada atraviesa la membrana y determina la
especificidad del sustrato de cada una de las proteinas ABC, es decir, la
especificidad esta determinada por uno o mas sitios de union ubicados en los
TMD, algunos transportadores ABC transportan una sola molécula de sustrato en
su ciclo de transporte involucrando un solo sitio de union, sin embargo, en algunas
proteinas MRP como MRP1/ABCC1 y MRP4/ABCC4 contienen multiples sitios de
unién al sustrato, al transportar farmacos citotoxicos y glutation reducido (GSH),
este se une a diferentes sitios de union, ya que cada tipo de proteina ABC esta
especializado en transportar un sustrato especifico o varios sustratos parecidos
entre si.°"**% En las células eucariotas la mayoria de los transportadores ABC
estan constituidos por un solo polipéptido que contiene los cuatro dominios
funcionales, pueden ser un homodimero como en el caso de ABCG2/BCRP o
heterodimero como ABCC1/MRP1.
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Figura 2. Estructura general de las proteinas transportadoras ABC en la
membrana. Los dominios de unién a nucledtidos (NBD) se encuentran en la parte
citoplasmatica, (TMD) son los dominios transmembranales, el compartimiento “Out” representa
el espacio extracelular y el compartimiento “In” el espacio intracelular. A. Representacion
esquematica secundaria de la Glicoproteina P o ABCB1, primer transportador de tipo ABC
descubierto, consta de una sola cadena polipéptica de 1281 aminoacidos con extremos NH, y
COOH, contiene 2 TMD (cada uno de los TMD consta de 6 hélices a que atraviesan la

membrana celular) y 2 sitios NBD que actuan como sitio de union de ATP, el primer bucle
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extracelular contiene tres sitios de glicosilacion. B. Representacion esquematica secundaria
general de MRP 4,5,8 y 9 su estructura es similar a ABCB1, la diferencia radica en sus sitios
de glicolilacién y el numero de aminoacidos. C. Representacion esquematica secundaria
general de MRP 1,2,3,6, y 7 estos transportadores cuentan con una caracteristica tnica que
se encuentra solo en estas cinco proteinas transportadoras con la presencia de un dominio
transmembranal NH, terminal adicional (TMD,) ausente en la glicoproteina P y algunos MRP’s,
los dominios TMD, y TMD; se encuentran unidos por el bucle citoplasmatico “Loop”, este
enlazador es fundamental para el plegamiento y funcion. D. Representaciéon esquematica

secundaria general de BCRP/ABCG2, con un solo TMD, la estructura membranal de solo 6

hélices a no es funcional. (Tomado de Liu et al.; 2019)°"%

Los dominios TMD contienen un total de doce hélices a (seis para cada
dominio), estas subunidades que atraviesan la membrana son estructuralmente
hetereogéneas con tres diferentes conjuntos de pliegues: ABC importador tipo |,
ABC importador tipo Il y ABC exportador; los pliegues de los importadores tipo | y
Il generan la nomenclatura y refleja la secuencia de pliegues distintos entre cada
una de las proteinas ABC (Figura 3), tanto los transportadores ABC importadores
como los exportadores se encuentran en bacterias, mientras que la gran mayoria
de los miembros de la familia eucariota funcionan en la direccién exportadora
puesto que los pliegues de tipo ABC exportador es el que predomina en las

proteinas ABC de las células eucariontas.®"®

Los TMD no muestran en general una conservacidn de secuencia
significativa, pero comparten una topologia similar dentro de cada una de las
clases de los transportadores al menos en células eucariotas, la falta de
conservacion de la estructura primaria de los dominios TMD puede asociarse a la
naturaleza diversa de cada sustrato transportado que interactua con los residuos
de las hélices a, un ejemplo de ello es la glucoproteina P donde se han asociado
varios sitios de unién a farmacos generando una poliespecificidad en esta

proteina. 96061
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a Type | importer b Type Il importer € Exporter

Pd

Figura 3. Pliegues de ABC importador I, Il y exportador. El pliegue importador ABC
Tipo | se organiza alrededor de un conjunto de minimo cinco hélices, la primer hélice rodea la
superficie exterior del haz formado por las otras hélices; el pliegue ABC tipo Il contiene diez
hélices por cada subunidad; el pliegue exportador tipo Ill o Sav1866 contiene seis hélices por
cada subunidad y se organiza en dos alas, cada una esta compuesta por dos monémeros que
contienen las hélices uno y dos y tres y seis respectivamente para cada monoémero. Los
importadores también cuentan con la presencia de bucles intracelulares largos que extienden
62,63

las hélices transmembranales de la superficie de la membrana hacia el citoplasma.
(Tomado de Ress et al.; 2009)

Cada uno de estos tres tipos median la funcionalidad de la proteina, los
importadores tipo | y Il median la absorcion de nutrientes en las células
procariotas, dada la amplia naturaleza de los sustratos incluyendo monosacaridos,
polisacaridos, iones organicos e inorganicos, péptidos, metales, cationes de

poliamidas o vitaminas, mientras que las proteinas de tipo exportadores participan
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en la expulsion de diversas moléculas, como péptidos, lipidos, farmacos

hidréfobos, polisacaridos, etc.®*

La estructura primaria de los dominios de union a nucleoétidos se dividen a su

vez en dos subdominios:

1. Dominio central -catalitico: Este dominio contiene los motivos
conservados Walker A (P-loop o bucle P de unién a fosfato) y el motivo Walker B
que funge el papel de la unién e hidrdlisis de ATP. Walker A es un dominio de
glicina altamente conservado que interactua con los grupos fosfato del nucleétido,
mientras que el motivo Walker B contiene una secuencia de consenso hhhhD
(donde “h” es cualquier residuo hidrofébico) y glutamato. El residuo hidrofébico de
glutamato actua como una base general para activar una molécula de agua para el
ataque nucleofilico en el fosfato y del ATP, ademas se encuentran una secuencia
de bucles como D-loop que se comunica con otro NBD y H-loop, ambos
importantes para la estabilizacion del ATP; Q-loop involucra la coordinacion del

metal catalitico (Mg?*) y H-motif (regién de cambio).>'°

2. Dominio a-helicoidal: EI dominio consta de un motivo LSGGQ conocido
como motivo de firma ABC (o C-loop) que se encuentra altamente involucrado en

la union del nucleétido y es distinguible de otras proteinas de unién a ATP.

Los NBD forman un sitio de unién e hidrolisis de ATP tras la dimerizacion a
través de interacciones con el bucle D. El sitio de unién de ATP se forma a partir
de los motivos Walker A y B de una subunidad y el bucle Q de la otra subunidad,
de esta formar dos moléculas de ATP se unen e hidrolizan (Figura 4). En ausencia
de los nucledtidos, los NBD se separan y mantienen una conformacion abierta, sin
embargo al unirse el ATP ambos NBD se juntan para intercalar las moléculas de

ATP y formar una interfaz completa.>**’
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Figura 4. A. Representacion de la union de dos ATP en los dominios NBD. E/
sustrato se une a ambos dominios que atraviesan la membrana ya que mantienen una
estructura abierta, después de la union de dos ATP en los dominios NBD estos se dimerizan y
cambian la conformacion de los TMD permitiendo pasar el sustrato. B. Esquematizacion del
dominio NBD de ABCC1/MRP1, en cada dominio se encuentran tres motivos principales
denominados Walker A, Walker B y LSGGQ o firma ABC. El ciclo de transporte que implica la
union y en consecuencia la hidrélisis de ATP depende de los motivos Walker A, B, bucles D, H
y Q. Los residuos de Walker A son responsables de la formacién de los enlaces H entre los

fosfatos a, B y y. EI motivo Walker B es responsable de estabilizar el ADP, asi como la
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coordinacién del ibn magnesio; los residuos del bucle D y H (Asp792 y 793 e His827
respectivamente) estabilizan el ATP; El residuo GIn713 del bucle Q entra en contacto con el
i6bn magnesio y la molécula de agua atacante; la firma ABC forma una interfaz correcta para

los dimeros NBD.5"¢%%7

Las secuencias de los NBD son de aproximadamente 30-40% homologas en
todos los miembros de la superfamilia lo que indica un origen evolutivo comun, se
encuentran altamente conservadas entre especies, la primera proteina eucariotica
ABC reconocida se encontro en células tumorales y cultivadas que demostraban
resistencia a farmacos con estructuras quimicamente diferentes, a esta proteina

se le denominé MDR1 conocida actualmente como ABCB1.%

Las proteinas ABC realizan un transporte activo, el mecanismo de
translocacion de los transportadores ABC inicia cuando el sustrato se une a los
dominios transmembranales (TMD) formando un complejo entre la proteina-
sustrato (Figura 5) donde existe un cambio en la estructura conformacional de la
proteina con ayuda de energia ATP hidrolizada por los dominios de unién a
nucledtidos (NBD) para permitir el paso de las moléculas que seran transportadas.
Los NBD son proteinas altamente conservadas y su funcion en las proteinas
transportadoras es hidrolizar ATP para obtener ADP y Pi por medio de una

ATPasa, que genera la energia necesaria para su translocacion. ¢’

Sustrato

L/ i KBD NBD NBD
@ Hidrdlisis de 3
ATP

Figura 5. Mecanismo del transporte de las proteinas ABC: Transporte activo. E/

sustrato se une a los dominios transmembranales (TMD), donde la proteina sufre un cambio
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conformacional, lo que conlleva a la dimerizacion de los dominios de unién a nucledtidos
(NBD), la molécula de ATP se une al dominio y se induce la separacion de ambos NBD para
que el sustrato sea liberado al espacio extracelular. La hidrédlisis de ATP, la liberacion de ADP
y Pi y la disociacién de los NBD restablecen al transportador hacia su estructura original.
(Modificado de Zhaolin, Tianlu et al.; 2016)%

Estos transportadores tienen una funcion muy importante en la placenta
humana ya que la gran mayoria de ellos tiene un papel en la citoproteccion del
feto debido a sus propiedades de eflujo activo que limitan el paso de los
xenobidticos o farmacos dafinos a la circulacion fetal (Figura 6). La superfamilia
de transportadores de casette de unidbn a ATP al consistir de tres tipos
evolutivamente distintos de transportadores con pliegues transmembranales

diferentes entre si como en el caso de ABCC1 que contiene un tercer dominio

transmembranal, puede ayudar en su proceso de transporte.67

Corﬁpartinﬁento
fetal

Figura 6. Localizacion de las proteinas transportadoras ABC en la placenta.
Estos transportadores expulsan sustratos hacia la cara materna o cara fetal, dependiendo
de su direccionalidad de eflujo. En algunos transportadores ABC ubicados en los capilares
fetales su direccionalidad de eflujo aun sigue siendo estudiada y autn es desconocida.
(Modificado de Bloise, Ortiga et al.; 2016)%
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Varios transportadores ABC que son encontrados en el sincitiotrofoblasto del
lado apical de la placenta, en los citotrofoblastos, en el cepillo de las
microvellosidades y en el endotelio de los capilares fetales, desempefiando un
papel importante en la transferencia transplacentaria en donde la gran mayoria

expulsa xenobidticos y son unidireccionales como P-gp.69

Se ha reportado que los transportadores ABC podrian tener una funcion
importante en mejorar la supervivencia celular al expulsar sustratos de las células
diana y se ha sugerido que estas proteinas pueden proteger a las células contra la

apoptosis en presencia de moléculas estresantes.’%’""2

Los transportadores ABC de eflujo ABCB, ABCC y ABCG desempeian un
papel importante en el transporte de xenobidticos a lo largo de la placenta y de
compuestos endogenos (Tabla 4). La actividad de ciertas enzimas en la placenta
que metabolizan xenobioticos se encuentran restringidas en la placenta, sin
embargo, los transportadores expresan niveles altos en el tejido y su gran
diversidad y distribucion es importante para la transferencia transplacentaria y

para desempefar una proteccién a las células y el feto.”>7

El mal funcionamiento o la disminucion de la expresion de estas proteinas
transportadoras en la placenta podrian causar un descenso de los nutrientes al
feto y provocar una restricciéon del crecimiento y riesgos concomitantes para el

recién nacido, incluidos el riesgo cardiovascular y la diabetes tipo 11.”
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Tabla 4. Transportadores integrales ABC en la placenta humana.

ABCB1/P-
gp/MDR1

ABCA1

ABCC1/MRP1

ABCC2/MRP2

Localizaciéon en la

placenta

Sincitiotrofoblasto
apical,

trofoblasto.

Sincitiotrofoblasto
apical, endotelio

de vasos fetales.

Trofoblasto,
endotelio de
vasos fetales y
sincitiotrofoblasto
apical y

basolateral.

Sincitiotrofoblasto

apical.

Funcién principal

Resistencia a
farmacos
(antibidticos,
antieméticos,
farmacos
cardiacos,
inhibidores de la
proteasa del VIH)
Exporta
sustancias

lipofilicas.

Transporte de
colesterol y

lipoproteinas.

Resistencia a

farmacos.

Quimioproteccion

y desintoxicacion

28

Sustratos

7-hidroxiprogesterona,
aldosterona, citocinas
antiinflamatorias (IL-4),
quimiocinas (CCL2),
glucocorticoides enddégenos
(cortisol),estradiol-173-
glucuroénido, estriol, estrona,
flavonoides, PAF,
pregnenolona, citocinas
proinflamatorias (IL-1p3, IL-2,
IL-6, IFNy, GM-CSF, TNF-a),
esfingomielina, amoxicilina,
amprenavir, atorvastatina,
bromocriptina. %"
Colesterol, eflujo de
lipoproteinas de alta densidad
(HDL). 8

Antraciclinas, alcaloides,
irinotecan, SN-38,
metotrexato, camptotecinas,
saquinavir, ritonavir,
difloxacina, conjugados de
farmaco (glucuronato,
glutation, sulfato, folato), 4-
hidroxinonenal. 7¢:7

17 B-glucuronosil estradiol,
sulfato de

dehidroepiandrosterona,



ABCC3/MRP3

17 B-glucuronosil estradiol,
leucotrieno C4, bilirrubina,

glucurdnidos, 3-sulfato de

Sincitiotrofoblasto

dehidroepiandrosterona,

apical y endotelio -

conjugados de glucuronido de

de vasos fetales.

sales biliares, Metotrexato,

glucurénido de Paracetamol,

fexofenadina. 68767778

ABCG1

Sincitiotrofoblasto

basolateral y Transporte de 68
Esterol, colesterol
endotelio de colesterol.

vasos fetales.




La placentacion anormal en el desarrollo de la PE provocan disfuncién
endotelial, inducir estrés oxidativo y estimular la respuesta inflamatoria mediante la
activacion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-18 e IL-6), radicales libres y
peroxidacién de lipidos, los cuales pueden contribuir a hiperuricemia y alterar

proteinas que se encuentran en la placenta como los transportadores ABC.

La salud fetal puede verse afectada por factores que alteren la expresiéon de
los transportadores ABC, polimorfismos genéticos o por algun inhibidor (ademas
de farmacos) como citocinas y/o productos dependientes de las ROS.

2.4 IMPORTANCIA DE LOS TRANSPORTADORES ABCG2 (BCRP) Y ABCC1
(MRP1) EN LA PLACENTA HUMANA.

La placenta humana se forma en la interfaz de la circulacion materna y fetal y
tiene funciones como la biosintesis, el metabolismo y controla el transporte del
colesterol, glucocorticoides y algunas hormonas; es un 6rgano importante y
efimero. Su funcion éptima es esencial para el desarrollo fetal normal y un
embarazo exitoso, ademas es una barrera protectora que gracias a sus
transportadores ubicados en los tejidos placentarios evita la entrada y ayuda a la

salida de xenobiéticos y otras moléculas que pueden causar dafio fetal.”

El embarazo es un periodo vulnerable para la salud materna y fetal, la
placenta es un dérgano multifuncional que transfiere nutrientes esenciales y se
caracteriza por dos capas; el citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto, este ultimo es
una capa epitelial polarizada multinucleada que funciona como barrera de
transporte y responsable de produccién de hormonas. La parte apical se
encuentra en contacto con la circulacibn materna, mientras que la parte

basolateral se encuentra en la circulacion fetal y con la capa citotrofoblastica.”’

El intercambio entre las circulaciones materno y fetal se lleva cabo en las
vellosidades corionicas, estas vellosidades son una unidad funcional muy
importante en la placenta humana. La estructura de la barrera placentaria humana

a término se encuentra constituida por las capas celulares de las vellosidades,
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desde el lado de la sangre materna, el sincitiotrofoblasto, células citotrofoblasticas,
células del estroma y endotelio vascular fetal, que actuan para separar la
circulacioén fetal de la circulacién materna (Figura 7A). A medida que una molécula
pasa por el torrente sanguineo materno al fetal, los componentes deben atravesar
el sincitiotrofoblasto, ya sea por el citoplasma del trofoblasto o a través de
proteinas transportadoras. Por lo tanto, el transporte a través de la placenta se
realiza a través de transportadores, e implica el movimiento de moléculas entre
tres compartimientos: la sangre y los vasos maternos, el citoplasma del

I.”°En la

sincitiotrofoblasto y membranas basales y por ultimo, la pared capilar feta
placenta, el sincitiotrofoblasto y el endotelio capilar fetal expresan los

transportadores ABC.

La proteina ABCG2/BCRP se localizan en el endotelio capilar fetal, en las
células citotrofoblasticas, y en la membrana microvellosa apical de los
sincitiotrofoblastos placentarios, donde el transporte se realiza en un solo sentido
hacia la circulacion materna; mientras que ABCC1/MRP1 se encuentra en la
membrana apical con direccion de eflujo hacia la circulacion materna, su
localizacion en la membrana microvellosa apical de los sincitiotrofoblastos y los
capilares fetales tienen una unidireccional inversa que va hacia la circulacion
fetal,>® (Figura 7B).
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Figura 7. A. Estructura de la placenta humana, se muestra en mayor aumento una
arteria espiral en donde se observan células sincitiotrofoblasticas, citotrofoblastos, capilares
fetales y el estroma. B. Localizacion de los transportadores ABC en la placenta humana. Las
flechas azules indican la unidireccionalidad que tiene la proteina con respecto al tipo de célula
o compartimento especificamente. La direccion de transportadores ABC en los capilares
fetales se establece en ambas direcciones dependiendo de su ubicacion exacta en el
endotelio. (Modificado de Yamashita, Markert et al.; 2021)*
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2.5 REGULACION DE LOS TRANSPORTADORES ABCC1/MRP1 Y
ABCG2/BCRP

ABCG2/BCRP es una proteina transportadora de 72 kDa y consta de un
dominio transmembranal y un dominio de unién a nucleétidos (Figura 8) y se
expresa en la membrana apical de los sincitiotrofoblastos. Se ha descrito que
ABCG2 protege al feto de xenobidticos debido a su localizacion, su
unidireccionalidad hacia la sangre materna y su elevada expresion en la placenta.
Desempena muchas funciones en el transporte de compuestos en diversos
tejidos, por ejemplo, se expresa en el tejido mamario y media el transporte de la
vitamina B2 y riboflavina en la leche materna, ademas también esta implicado en
la secrecidon de urato en la orina, por lo que se ha reportado una asociacién entre

81,82

polimorfismos y el desarrollo de gota, esta proteina en la placenta a lo largo de

toda la gestacion normal no sufre cambios en cuanto a sus niveles de

expresion.28
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ABCG2/BCRP "semi-transportador”

Figura 8. A. Estructura de ABCG2/BCRP. La proteina transmembranal se presenta
en forma de homodimero con dos dominios transmembranales iguales (TMD) y un solo
dominio de unién a nucleétidos. Su homodimerizacion es fundamental para realizar su funcion.
B. Estructura de la proteina ABCC1/MRP1, su estructura consta de tres dominios
transmembranales (TMDO, TMD1 y TMD2), y dos dominios de unién a nucleétidos (NBD1 y
NBD?2). (Modificado de Liming et al.; 2019)%

ABCG2/BCRP protege al feto al limitar la transferencia transplacentaria y
previene la apoptosis de los trofoblastos, hay estudios en donde se demuestra que
cuando se inhibe ABCG2/BCRP con un inhibidor selectivo existe un aumento de la
apoptosis en los trofoblastos placentarios mediada por citocinas como TNF-a e
IFN-y, por lo que este transportador puede estar implicado en la proteccion de las
células trofoblasticas placentarias, la destruccion de dichas células podrian alterar
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el desarrollo de la gestacion ya que este tipo de células son de importancia en la

contribucién de los tejidos membranales y de la placenta.”

ABCG2/BCRP se encuentra localizado en el cromosoma 4 en la posicion
g22.1 y codifica una proteina de 663 aminoacidos; la expresion del gen de esta
proteina es regulada por el estradiol, la progesterona y factores de crecimiento
que alteran y suprimen la expresiéon de la protel’na.86 Asimismo, algunas
interleucinas y citocinas proinflamatorias, % tales como TNF-a, IL-1B e IL-6
regulan a la baja su expresion. En estados de hipoxia, en células derivadas de
trofoblasto (BeWo), la expresién de ABCG2 disminuye a nivel mMRNA.%. ABCG2 es
regulado por el receptor G activado por PPAR y también es regulado a través del

receptor de hidrocarburos de arilo (AhR)®

por tanto se puede inferir que los
factores de transcripcion del gen ABG2/BCRP (Figura 9) sean inhibidos por
diversos sustratos o moléculas generadas en diversas patologias que surgen en el
embarazo, puesto que hormonas esteroides, xenobidticos relacionados con el

embarazo y factores de crecimiento afectan su expresion.

l Transcription

1 |
om0 e ) e 1) e )i Ve SO (ABGG2)
\2833/  \A661/ N2/ \.1er)

Figura 9. Elementos regulatorios en el promotor del gen ABCG2/BCRP y factores
de transcripcion asociados. La region promotora contiene elementos de respuesta para los
reguladores de la transcripcion, se incluyen el Receptor de Pregnano X (PXR) y el Receptor
de Androstano (CAR), Receptor del Peroxisoma y (PPAR), Receptor de Hidrocarburo de arilo
(AHR), Factor Nuclear Eritroide Il (NRF2) y, los Receptores de Estrogeno a y B (ERa/B) y
Receptor de progesterona (PR). NFR2, PPAR y Era/B también se encuentran presentes en
ABCC1/MRP1 (Tomado de Gorczyca, Aleksunes et al.; 2020)%

Esta familia de transportadores tienen funciones citoprotectoras al limitar la
transferencia de compuestos citotoxicos como mitoxantrona, topotecan, SN-38,

flavopiridol, metotrexato, nitrofurantoina y gliburida hacia la cirulacion fetal. Por
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ejemplo, en la diabetes gestacional a las mujeres se les administra inburina,32 la
cual es transportada eficazmente por los transportadores ABCG2/BCRP Y
ABCC3/MRP3, sin embargo, también se ha indicado que esté farmaco es un
inhibidor de varios miembros de la familia de transportadores ABC entre los cuales
se incluye ABCG2/BCRP, P-gp y MRP, esta inhibicion solamente es producida
cuando existen concentraciones demasiado altas de gliburida en las
pacientes.”>**'%2 De igual forma, durante la PE se administran farmacos que
pueden entrar a la circulacion fetal a través de estos transportadores, por lo que su

regulacion en esta patologia puede cobrar gran relevancia.

La familia de transportadores ABCC son denominadas MRP, a excepcion de
ABCC13,%* estos transportadores suelen tener dos dominios de unidén a
nucledtidos (NBD), aunque son variables en cuanto a su tamafo y estructura. Se
han encontrado funciones de transporte de iones organicos conjugados y no
conjugados debido a su localizacion opuesta del sincitiotrofoblasto, también
actuan en la salida de algunos farmacos. La expresién de ABCC1/MRP1 en la
placenta es mayor en comparacion con otros tejidos, como el higado o el rifién y
su localizacion se encuentra en la membrana apical, basolateral y el endotelio
fetal.”

ABCC1/MRP1 es una proteina transmembranal de aproximadamente ~190
kDa,® se identifico como un mediador de la resistencia a diversos farmacos en
una linea celular de cancer de pulmén expuesta a doxorrubicina,®’ contiene 1531
aminoacidos y esta conformada por dos sitios de unidon a nucleétidos, tres
dominios transmembranales (TMDO, TMD1 Y TMD2) y 17 TM en cada uno de los
TMD (hélices a).%%’

ABCC1/ MRP1 y ABCC2/MRP2 tienen relevancia en la desintoxicacion, ya
que actuan de forma sinérgica con varias enzimas metabdlicas de fase Il como las
GST vy las UGT.”” Transporta aniones organicos anfipaticos que se encuentran
conjugados con glutatién, acido glucorénico y sulfato por lo que de manera mas

concisa transporta activamente conjugados de glucurénido y glutatic'>n.78‘51
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El transportador ABCC1/MRP1 tiene un una direccionalidad de la circulacion
fetal hacia la materna y viceversa (como ABCG2/BCRP que tiene una direccion de
la circulacion materna hacia la fetal, evitando la entrada de xenobidticos), esta
orientacion implicaria la funcionalidad de evitar la acumulacion de xenobidticos en
la cara fetal y expulsarlos hacia la cara materna para evitar que se acumulen en el
compartimiento fetal, ademas de evitar al mismo tiempo la entrada de
xenobidticos, aunque también este transportador es muy importante para el

transporte de nutrientes para el desarrollo y crecimiento fetal como el folato.%®%°

Las moléculas derivadas del estado inflamatorio que caracteriza la placenta
de mujeres con PE, pueden disminuir estos transportadores y ocasionar que el
feto sea mas susceptible a agentes teratogénicos, carcinogénicos y moléculas

téxicas que alteren su crecimiento y desarrollo.”

3) JUSTIFICACION

La PE es un desorden hipertensivo durante el embarazo y una de las
principales causas de muerte materna, tanto en nuestro pais como en el mundo.
La placenta de mujeres con preeclampsia se caracteriza por presentar un estado
de hipoxia, niveles altos de moléculas asociadas a estrés oxidativo y citocinas
proinflamatorias; la placenta desempefia un papel fundamental en la absorcién de
compuestos y nutrientes enddégenos que son esenciales para mantener un
embarazo saludable. En la placenta, los transportadores ABCG2/BCRP vy
ABCC1/MRP1 son altamente expresados y limitan el paso de agentes nocivos y
teratogénicos para el feto, asi como diversos sustratos. Los transportadores
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 son susceptibles a estados de estrés oxidativo y
citocinas proinflamatorias, y no se sabe si el estado de la placenta de mujeres con
PE podria modificar el funcionamiento de estas proteinas o disminuir su expresion.
Por lo anterior es importante saber si en la placenta de mujeres con preeclampsia,
los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 se encuentran alterados, pues
una disminucion en los niveles de estos transportadores podria estar implicado en

la funcion protectora contra xenobidticos en el embarazo.
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4) PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢(Existe una disminucion en la expresion de los transportadores
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 en la placenta de mujeres con preeclampsia en

comparacién con aquellas que desarrollan un embarazo normal?

5) OBJETIVO GENERAL
5.1 Analizar el nivel de expresion de los transportadores ABCG2/BCRP y

ABCC1/MRP1 en mujeres con preeclampsia y embarazo normal.

6) OBJETIVOS PARTICULARES

6.1 Evaluar la expresiéon a nivel de mRNA de ABCG2/BCRP vy
ABCC1/MRP1 en muestras de placenta de los grupos de estudio.

6.2 Evaluar los niveles de proteina ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 por
medio de la técnica Western Blot de tejido placentario en mujeres de gestacion
normal y preeclamptica.

6.3 Medir las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1 en la placenta de mujeres con

preeclampsia y con embarazo normal.

7) HIPOTESIS

Debido al estado de hipoxia, estrés oxidativo, inflamacion y alteraciones
bioquimicas que caracterizan la placenta de mujeres con PE, los niveles de los
transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 se veran disminuidos en mujeres
que padecen esta patologia en comparacién con mujeres con una gestacion

normal; dicha regulacién podria ser mediada por citocinas proinflamatorias.

8) MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: Analitico, observacional, retrospectivo, transversal.
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8.1 MUESTRA

Se utilizaron biopsias de tejido placentario obtenidos al nacimiento de

mujeres que aceptaron participar, con previo consentimiento informado, en el

proyecto “Estudio de la regulacion epigenética en el desarrollo de dislipidemias en

el binomio madre-recién nacido con preeclampsia y con embarazo normal”, con
numero de Registro INPer: 212250-3210-21001-02-15, captadas durante el

periodo 2018-2019. En dicho periodo se tomaron 21 pacientes que desarrollaron

preeclampsia (casos) y 36 controles. De cada una de la muestras fueron

capturadas sus historias clinicas y procesadas en una base de datos.

8.2 CRITERIOS DE SELECCION DE CASOS Y CONTROLES.

Tabla 5. Criterios de inclusidon y exclusion

Criterios de Inclusion

Casos Mujeres en gestacion

diagnosticadas con PE.

Mujeres que aceptaron
participar en el estudio
con consentimiento
informado firmado.

Criterios de no inclusion

Mujeres con enfermedad
sistematica crénica como

lupus eritematoso sistémico,

sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos,
glomerulonefritis, epilepsia,
diabetes, hipertension
arterial sistematica cronica,
purpura trombocitopenia
trombatica, enfermedades
de la colagena, patologia
renal.
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Criterios de exclusion

Pérdida de las
condiciones de
almacenamiento.

Que durante el estudio, a
la paciente se le
diagnosticara alguna de
las enfermedades de los
criterios de no inclusion.

Mujeres cuyo material
genético o muestreo no
pudo ser recolectado o
analizado por dificultades
técnicas.



Mujeres en gestacion
sin diagnostico de PE
al momento de la

resolucidn obstétrica.

Controles

Mujeres que aceptaron
participar en el estudio
con consentimiento
informado firmado.

8.3 DIAGRAMA DE FLUJO

Tejido placentario:
Eliminacion de
eritrocitos y lavados

INICIO

Extraccidn de RMA

Retrostranscripcion de RNA

PCR-RT, tratamiento
de datos por el

método de 2-24Ct

Mujeres con enfermedad
sistematica crénica como

lupus eritematoso sistémico,

sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos,

glomerulonefritis, epilepsia,
diabetes, hipertension arterial
sistematica cronica, purpura

trombocitopenia idiopatica,
purpura trombocitopenia

trombotica, enfermedades de
la colagena, patologia renal.

Extraccidn de Cauntificacian por el

Pérdida de condiciones
de almacenamiento.

Que durante el estudio, a
la paciente se le
diagnosticara alguna de
las enfermedades de los
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Mujeres cuyo material
genético o muestreo no
pudo ser recolectado o
analizado por dificultades
técnicas.
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Figura 10. Diagrama de flujo. Procedimiento experimental realizado durante este

estudio. Las muestras fueron tomadas de placentas de mujeres al dar a luz, el tejido fue

tratado y lavado, posteriormente se realizaron las extracciones de RNA y proteinas, se

cuantificaron para realizar las técnicas PCR en tiempo real, Western Blot y ELISA.
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8.4 EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL.

8.4.1 Extraccion de RNA

Los fragmentos de tejido de placenta obtenidos al nacimiento, fueron
procesados para eliminar la mayor cantidad de sangre del tejido y conservados a -
70°C en RNAlater, para preservar la integridad del RNA, hasta su procesamiento.
El RNA fue extraido utilizando el Kit RNeasy®/Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen,
cat.74704) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Aproximadamente 30
mg de tejido se colocaron en el Buffer de lisis RLT3 con proteinasa K.'® Los
tejidos se homogenizaron y se adicionaron 590 pL de agua libre de RNAsas y 10
ML de proteinasa K, los restos de tejido se sedimentaron mediante centrifugacion a
10,000 x g por 3 min a 25°C. Posteriormente el sobrenadante se transfirié a un
tubo que contenia 500 pL de etanol al 100%, y 700 pyL se pasaron a la columna
RNeasy® Mini, se centrifugé a 8,000 x g por 15 segundos. EI RNA se unié a la una
columna que contiene una membrana de silice. Las trazas de DNA que pueden
co-purificarse con el RNA se eliminaron mediante el tratamiento con 80 uL de
DNasa en la columna. La DNasa y cualquier contaminante se eliminaron
eficazmente por lavados y centrifugacion. EI RNA total se diluy6é en 54 pL de agua
libre de RNasa y se cuantificé por medio de espectrofotometria utilizando el equipo
Nanodrop 2000.

8.4.2 RT-PCR en tiempo real

A partir de las muestras de RNA extraido previamente del tejido de placenta,
se realiz6 la sintesis de cDNA por medio del kit Superscript Ill First-Strand

Synthesis Supermix (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante.'®

Se utilizaron 5 L de RNA, aproximadamente 4-5 ug de RNA, 1 uL de primer
oligo dT, 1 uL de buffer de alineacion, y 1 uL de H20, se incubaron en el
termociclador (Mastercycle gradient) a 65°C por 5 minutos, inmediatamente se
colocaron en hielo por 1 minuto y posteriormente se le adiciond 10 uL del buffer 2x
first-strand (10 mM MgCl, y TmM de dNTP) y 2 yL de la superscrip-enzima mix. Se

incubaron nuevamente en el termociclador a 25°C por 10 minutos, 50°C por 50
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minutos y 85°C por 5 minutos. Posteriormente se colocaron en hielo por 1 minuto.
El cDNA sintetizado se cuantificé por medio de espectrofotometria en el equipo
NanoDrop 2000 y se realizaron diluciones para obtener concentraciones finales de
40 ng/uL.

Se realizé una PCR en tiempo real por medio de sondas TagMan (Applied
Biosystems) para examinar la expresion génica del mRNA de ABCG2/BCRP y
ABCC1/MRP1 en el equipo StepOne plus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Se utilizaron las sondas ABCG2/BCRP FAM Hs01053790_m1 y
ABCC1/MRP1 FAM Hs01561502_m1, como gen enddégeno se utilizd 18S
Eucaryotic 18S ribosomal RNA VIC Hs99999901 s1, de acuerdo a las
especificacionees del fabricante.

Los resultados obtenidos fueron expresados y analizados como valores de
Cr (threshold cycle, ciclo umbral), que significa el numero de ciclos para detectar
gen blanco. Se realizo el método comparativo de 22

génica de ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 (Figura 11).

para evaluar la expresion

ACt = Ctgen de interés (ABCG2 6 ABCC1) — Ctgen endbgeno
AACt = ACtmuestra interés(ABCG2 6 ABCC1) ~— Athalibrador

1
— o—AACt _
=2 - 2AACt

Figura 11. Método AACt. Formulas empleadas para realizar el calculo de
AACT de las muestras analizadas. Una vez obtenido el valor se emplea como
exponente 2 y esto refleja la proporcion de cambio que existe entre las muestras.

ACt calibrador siempre tendra un valor de 1.
8.5 DETERMINACION DE PROTEINA POR INMUNODETECCION

8.5.1 Extraccion de proteinas

Las muestras de placentas se recolectaron inmediatamente después de la

cesarea y se diseco la cara materna y la cara fetal. Las biopsias del tejido
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placentario se lavaron con buffer de lisis para eliminar los eritrocitos vy
posteriormente con PBS 1X frio. Las proteinas fueron extraidas del tejido
placentario de la cara materna y la cara fetal en el buffer RIPA (RIPA™)* con
inhibidores de proteasas (Roche, ULTRA Tablets, Mini, Protease). Se tomaron
aproximadamente 50 mg de tejido y se homogenizé en 500 pL del reactivo, con 5
ML de proteasas (Roche, ULTRA Tablets, Mini, Protease) y EDTA, se
homogenizaron y se centrifugaron a 13,400 rpm por 40 minutos a 4°C, el
sobrenadante se pasé a tubos tipo eppendorf previamente etiquetados, se
desechd el botén celular y los tubos fueron guardados a -20°C para su posterior

uso.

8.5.2 Cuantificacion de proteinas por el método BCA.

La cuantificacion de proteinas solubles totales se realizé por el método de
acido bicinconinico (BCA) con el kit Pierce™ BCA Protein Assay. En una placa de
96 pozos se adiciond por triplicado 25 pL del extracto de proteinas con una
dilucion 1:20 y 200 yL del reactivo WR, se agité la placa por 45 segundos y se
incub6 a 37°C por 30 minutos. Finalmente fueron cuantificadas por

espectrofotometria a 562 nm con el equipo para microplacas BioTek.

8.5.3 Western Blot

Las muestras de proteina de la cara materna de la placenta, se utilizé6 para
ABCG2/BCRP y la cara fetal para determinar ABCC1/MRP1. Se cargaron 75ug de
proteina en cada pozo, a la cual se le adicion6 como agente reductor DTT vy
solucion de carga Laemmli 4X (BIO-RAD, cat. 161-0747), se calentaron a 95°C por
5 minutos. Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, por sus siglas
en inglés) en donde las proteinas se separan bajo un campo eléctrico de acuerdo
a su peso molecular en geles de poliacrilamida al 8% para ambas proteinas.
Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham™ Potran® cat. 10600003) utilizando un sistema de transferencia

humedo. Se realizd el bloqueo con leche descremada, para las membranas dénde
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se detect6 ABCG2/BCRP se utilizd leche descremada al 10% en PBS y se
bloquearon toda la noche a 4°C, mientras que para las membranas de
ABCC1/MRP1 se usé leche descremada al 5% y se incub6 por 2 h a temperatura

ambiente.

La deteccion de las proteinas fue realizada utilizando el anticuerpo primario
Anti-BCRP/ABCG2 (Abcam, Anti-BCRP/ABCG2 antibody [BXP-53] ab24115) y
Anti-MRP1/ABCC1 (ThermoFisher Scientific, MRP1 Monoclonal antibody, Cat.
#MAS-16079), ambas se incubaron a 4°C toda la noche. Los anticuerpos
secundarios anti-Rat conjugado a HRP (Invitrogen, 61-9520) y anti-Mouse (Santa
Cruz Byotechnology) respectivamente, se incubaron 1.5 hr a temperatura
ambiente. Los lavados fueron realizados con PBS Tween20 al 0.1% y la deteccion
fue realizada en un cuarto oscuro utilizando los reactivos SuperSignal™ West
Femto Maximum Sensitivity Substrate.*® Los controles de carga utilizados fueron
GAPDH (GeneTex, GTX627408) y o-Tubulina (GeneTex, GTX628802) para
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 respectivamente. El anticuerpo primario se incubo
por 1.5 h a temperatura ambiente, se lavaron con PBS Tween20 al 0.1% y se
incub6 el anticuerpo secundario anti-Mouse (Santa Cruz Byotechnology) para
ambos. Se utilizé como control positivo 20 pg de proteina de la linea celular A549
y HepG2.

Las placas radiograficas obtenidas se digitalizaron en un archivo TIFF, por
medio de un fotodocumentador (EPSON). Se utilizé el programa Image Lab v.6.0.1
para el analisis densitométrico de las bandas. Los resultados de la expresion de
proteinas de interés se normalizaron con la expresion de la proteina de control de

carga correspondiente.

8.6 DETERMINACION DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS EN TEJIDO
PLACENTARIO.

8.6.1 Técnica ELISA

Se evaluaron las citocinas IL-6, IL-1B y TNF-a por medio de la técnica de

ELISA (por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbet Assay) con el kit
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ELISA R&D Human (DuoSet® ELISA, cat. DY206-05; DY201-05; DY210-05). La
técnica se realiza en 3 fases: 1) Las placas de 96 pozos son recubiertas con 100
ML del anticuerpo captura en la dilucion de trabajo recomendada por el fabricante y
se incuban toda la noche a 4°C. 2) Al dia siguiente, se desecha el contenido y se
realizan 3 lavados con solucion PBS-Tween20 al 0.1% pH=7.4 y se adicionan 300
ML de solucion de bloqueo fresca (1% de BSA y 5% de sacarosa), se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se preparan las curvas
estandares (rango de 4.7-300 pg/mL) y las diluciones 1:2 de los extractos
proteicos. Se adicionaron 100 yL por pozo de los estdndares o muestra y se
incubaron toda la noche a 4°C. 3) Al tercer dia, se deseché el contenido de la
placa y se realizaron 3 lavados con PBS-Tween20 al 0.1% pH=7.4. Se
adicionaron 100uL de la dilucion de trabajo del anticuerpo secundario
correspondiente, y se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con agitacion
constante. Al término de la incubacion se desecho el contenido y se repitid el
proceso de lavado nuevamente por 3 veces, seguido de incubacion con 100 yL de
estreptavidina-HRP diluida en PBS 1X durante 30 minutos, con agitacion
constante. Finalmente, nuevamente es desechado el contenido y posterior al
lavado de placas se adicionan 100 pL de sustrato para peroxidasas OPD
(diclorhidrato de o-fenilendiamina) diluido en solucion de fosfato citrico pH 5.0. La
reaccion colorimétrica se leyd a una longitud de onda de 450nm. Y la
concentracion de las muestras se realizd con la regresion lineal de la curva
estandar. Los valores de densidad o6ptica se trasformaron en unidades de

concentracion (ng/mg).

9) ANALISIS ESTADISTICO

Los datos clinicos y experimentales se expresaron como la media + SEM.
Las comparaciones entre grupos fueron realizadas con pruebas estadisticas de U
de Mann-Whitney para la determinacion de la expresion de las proteinas a nivel
MRNA y la expresion de la proteina ABCG2/BCRP en tejido placentario, t de
student para la expresion de la proteina ABCC1/MRP1, para el analisis estadistico
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de las citocinas proinflamatorias en tejido placentario se utilizaron pruebas t de
student no pareadas (TNF-a, IL-1B e IL-6), y también fue utilizado para las
caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion con el programa Graph Pad
Prism V.8.4.0. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con

el corte de p < 0.05.

10) RESULTADOS

Se realizd un estudio de casos y controles, en donde se incluyeron 21
pacientes que desarrollaron preeclampsia (casos) y 36 mujeres que desarrollaron
un embarazo normal (controles) que contaba con tejido placentario y que tenian

los datos clinicos completos.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de las mujeres incluidas en el
presente estudio se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros bioquimicos y antropométricos de mujeres con

embarazo normal y con preeclampsia.

Embarazo Normal Preeclampsia Valor de p
N 36 21
Edad (anos) 31.1 £ 5.3 (23-44) 29.6 £7.1 (19-43) NS
Peso
pregestacional 69.85 + 11.8 (51-92) 67.56 + 15.2 (46-94) NS
(Kg)
Ganancia de

10.7 £ 4.3 (1.6-21) 9.8 +4.4(1.4-19.3) NS
peso (Kg)

) 325141 28.04 £+ 6.6
IMC (Kg/m*) <0.01
(25.24-43.15) (24.20-44.10)
Semanas de
38.9+1.3(37.1-41.1) 34.9 + 3.8 (26-40.5) <0.0001

gestacion
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Peso (g) recién 3244.5 + 466.2 2060.5 +721.5

<0.0001
nacido (2550-4515) (825-3198)
Antecedentes
de NA 29% NA
preeclampsia
Presentacion
acufenos y NA 14% NA
cefaleas
Proteinuria (mg) NA 527 + 327.7 NA
Antecedentes
hereditarios de 36% 38% NA

hipertension

IMC: indice de Masa Corporal, HDL: colesterol de las lipoproteinas de alta

densidad; NA=No aplicable; NS=No significativo.

Los valores se presentan en promedio + desviacion estandar y el rango entre

paréntesis.

10.1 Analisis de expresion de ABCG2/BCRP y ABCC1/ABCG2

Las muestras de RNA con un indice de absorbancia 260/280 nm cercano a 2

fueron consideradas para la retrotranscripcion.

Se evalué la expresion génica de los transportadores ABCG2/BCRP vy
ABCC1/MRP1 por medio de una RT-PCR en tiempo real, de acuerdo al analisis

288Ct e observd una disminucion estadisticamente

realizado por el método de
significativa en la expresion en placenta de mujeres que padecieron preeclampsia
(n=21), en comparacién con las que desarrollaron un embarazo normal (n=36)

(Figura 12).
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Figura 12. Expresion de mRNA de los transportadores ABCG2/BCRP y
ABCC1/MRP1. Andlisis de expresion génica por medio del método comparativo de 2744% ge
los genes (A) ABCG2/BCRP y (B) ABCC1/MRP1 de la placenta de mujeres con preeclampsia
(n=21) vs grupo control (n=36), para ambos genes se observa una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo de casos. Método estadistico U Mann-Whitney, *p <
0.05. Para el caso de ABCG2/BCRP el gen disminuyé en la placenta de las mujeres que
padecieron PE en un 68% mientras que para ABCC1/MRP1 la disminucién fue menor con un
37%.

10.2 Analisis de los niveles de proteina de los transportadores ABCG2/BCRP
y ABCC1/MRP1 en tejido placentario.

Los extractos de tejidos placentarios utilizados para la técnica de Western
blot fueron divididos en cara materna y cara fetal debido a la localizacién de los
transportadores analizados. Para ABCG2/BCRP se utilizé el extracto proteico de la
cara materna y para el transportador ABCC1/MRP1 se empleé la cara fetal. Las
bandas obtenidas corresponden a los pesos moleculares esperados para cada
una de las proteinas, para ABCG2/BCRP se detecté una banda con un peso

molecular debajo de los 72 kDa, entre 67-70 kDa, ya que se ha reportado que para
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esta proteina los pesos moleculares pueden variar dependiendo del tejido
seleccionado, su normalizacion fue realizada con la proteina GAPDH, cuyo peso
molecular es de 37 kDa. Para ABCC1/MRP1 se encontraron bandas entre 150-

250 kDa y se normalizé con a-Tubulina, con un peso molecular de 52 kDa.

En la figura 13 y 14 se observa que la placenta de mujeres con preeclampsia
tienen una disminucion en los niveles de proteina de los transportadores
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1, en comparacion con la placenta de mujeres que
desarrollaron un embarazo normal, dicha diferencia para ambos transportadores

es estadisticamente significativa.

B 1.5-
A C [ PE E
72 kDa > [ | ABCG2/BCRP g 1
N
Q
37 kDa | S-S -\ D)4 8 0.5
<
0.0 .

Control PE

Figura 13. Nivel de expresion de la proteina ABCG2/BCRP. (A) Western Blot
representativo para ABCG2/BCRP, el carril 1, representan una muestra control de extracto de
proteinas placentario de mujer normal, el carril 2 representa una muestra problema de mujer
preeclamptica. Se observaron bandas de aproximadamente ~72 kDa. (B) Analisis
densitométrico de ABCG2/BCRP, normalizado con GAPDH, el analisis estadistico demostré
que la proteina ABCG2/BCRP se encuentra disminuida en un 32% en la placenta de mujeres
preeclampticas. Se realizé una prueba estadistica no paramétrica Mann U Whitney debido a

que la prueba de normalidad indicé que los datos de cada grupo no se distribuyeron de
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manera normal, por lo que se optd por utilizar un analisis no paramétrico. Los resultados se

muestran como la media + SEM, (*p<0.05).
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Figura 14. Nivel de expresiéon de la proteina ABCC1/MRP1. (A) Western Blot
representativo para ABCC1/MRP1, se observé una banda entre los pesos moleculares 150-
250 KkDa, el carril 1 representa el control de mujeres con un embarazo sano, el carril 2 la
muestra problema de una mujer con preeclampsia (B) Andlisis densitométrico de
ABCC1/MRP1, normalizado con a-Tubulina, el analisis estadistico demostré una disminucién
de la proteina ABCC1/MRP1 de un 58% en la placenta de mujeres con preeclampsia. Prueba

estadistica t de student. Los resultados se muestran como la media + SEM, p<0.05.

10.3 Deteccion de los niveles de citocinas proinflamatorias: TNF-a, IL-18 e IL-
6 en tejido placentario.

Las concentraciones de TNF-a, IL-18 e IL-6 fueron determinadas en
extractos completos de proteina abarcando ambas caras de la placenta, y
corregidos por mg de proteina total.

En la figura 15 y 16 se muestra el andlisis de las concentraciones de la
citocinas analizadas y se encontroé que en la placenta de mujeres con PE hay un
incremento estadisticamente significativo de las tres citocinas proinflamatorias, en

comparacién con las placentas de mujeres sanas.
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Figura 15. Niveles de citocinas proinflamatorias: TNF-a e IL-6. Se evalu¢ los
niveles de las citocinas (A) TNF-a e (B) IL-6 en la placenta de mujeres con PE y en mujeres
sanas. Existe una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de ambas citocinas
en la placenta de las mujeres con preeclampsia contra las de gestacion normal. La IL-6 se
incrementé en mujeres embarazadas con PE cerca del 39%, mientras que para TNF-a el
aumento se duplico hasta un 64%. Los datos se presentan como media + desviacion

estandar (DE). Estadistico t de student no pareado, *p<0.05.
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Figura 16. Nivel de la citocina IL-18 en la placenta de mujeres con PE y embarazo
normal. La placenta de las mujeres con PE tienen un aumento estadisticamente significativo
en comparacién con la placenta de mujeres con un embarazo normal, la IL-14 tuvo un
aumento mucho mayor en comparacion con IL-6 y TNF-a, el aumento obtenido fue mayor al
100% contra el control. Los datos se presentan como media + desviacién estandar (DE).

Analisis estadistico t de student no pareado , **p<0.01.

11) DISCUSION

La PE es una patologia multisistémica que afecta principalmente a mujeres
primigestas, con edad materna avanzada, preeclampsia en embarazo anterior,
obesidad y con comorbilidades, tales como diabetes mellitus, enfermedades
inmunoldgicas e hipertensién crénica. Las mujeres incluidas en este estudio
tuvieron un 29% de antecedentes de preeclampsia y el 38% antecedentes
hereditarios hipertensién, ademas de la hipertensidén arterial alta tuvieron otros
sintomas asociados a PE, tales como proteinuria, acufenos y cefaleas. A pesar de

que la obesidad se considera un factor de riesgo, en nuestro grupo de estudio no
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se observo esta tendencia, al contrario, el grupo de casos presenté un IMC mayor
en comparacion con el grupo de mujeres con PE. En cuanto al recién nacido, el
peso al nacer de los bebes de madres con PE fue menor, asi como las semanas
de gestacion; lo cual refuerza que esta patologia es un factor de riesgo para un
nacimiento prematuro, y esto a su vez un factor de riesgo para enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares en la vida adulta. De acuerdo a lo anterior y dado
que la etiologia de la enfermedad es desconocida, es importante en la practica
clinica poner atencién en los factores de riesgo y primeros sintomas para intentar
diagnosticar de manera temprana la enfermedad, mejorando asi el manejo y

tratamiento oportuno que lleven a buen término del embarazo.

Los resultados obtenidos de los ensayos de expresion y nivel de proteina de
los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 en placenta, muestran una
disminucién significativa en mujeres embarazadas con preeclampsia en
comparacién con mujeres que tuvieron una gestaciéon normal. Los resultados
indican que es posible que en la patologia PE al verse implicado por varios
mecanismos de estrés oxidativo e interleucinas derivadas de la inflamacién

interfiera con la expresion de las proteinas transportadoras ABC.

El desarrollo fetal es muy fragil durante la gestacién, su desarrollo depende
de una equilibrio éptimo entre la madre y el feto, la placenta es considerada el
organo crucial importante y responsable de ejercer el intercambio de nutrientes,
oxigeno y no permitir que moléculas toxicas entren y alteren al feto, ademas de
ser considerada una barrera mecanica existen membranas que separan los
compartimientos maternos y fetales (como los sincitiotrofoblastos). Al principio se
tenia la idea de que la placenta era una excelente barrera contra todo tipo de
exposicion para que no llegase al compartimiento fetal, hoy en dia se sabe que la
mayoria de los farmacos pueden atravesar la barrera placentaria. Los
transportadores ABC son importantes en la placenta gracias a su capacidad de
actuar como transportadores primarios o bombas exportadoras de moléculas
citotoxicas y teratogénicas que pueden afectar y comprometer el desarrollo fetal.

En el presente estudio se observd una tendencia hacia la disminucién de dos de
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los transportadores abundantes en la placenta ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1
afectados muy posiblemente por la patologia de la mujer preeclamptica, se sabe
que ambos transportadores se encuentran implicados en la expulsion de
xenobidticos y glutation respectivamente, ayudando asi a una citoproteccién y

proteccion celular del estrés y dafio oxidativo placentario.

ABCG2/BCRP cumple un papel muy importante en la fetoproteccion, y
diversos estudios han evaluado esta funcién de la proteina. Un estudio en ratones
gestantes knockout para ABCG2/BCRP, reveldé que la concentracion en la cara
fetal del farmaco topotecan admistrada aumentd, el topotecan es un farmaco
utilizado contra el cancer y es un sustrato de ABCG2/BCRP.'" Otro estudio en
placenta humana indicé que al inhibir este transportador y al perfundir con el
farmaco hiperglucemiante gliburida, obtuvieron un aumento significativo de este
farmaco en la circulacion fetal'® lo que se asocié a su funcién directa en la salida
de gliburida. La gliburida induce que el pancreas produzca mayor insulina, por lo
que un incremento en su transporte podria causar un incremento en la insulina
fetal y potenciar sus efectos como factor de crecimiento. ABCG2/BCRP limita el
paso de farmacos a la circulacion fetal, contribuyendo a la reduccion del riesgo de
teratogenicidad y efectos secundarios de farmacos en el feto, Los estudios
encontrados de sustratos y transporte de ciertos farmacos mediado por
ABCG2/BCRP podria generar un mayor riesgo para el feto de sufrir efectos

secundarios.

El estado de hipoxia generado por una inadecuada remodelacion de las
arterias espirales de la placenta de mujeres con PE, provoca un incremento en el
estrés oxidativo y una reaccion inflamatoria exacerbada, llevando a un desbalance
entre factores angiogénicos y no angiogénicos, ademas del aumento de citocinas
proinflamatorias. La placenta de las mujeres con preeclampsia se encuentra en un
estado inflamatorio donde debido a sus condiciones patoldgicas, la respuesta
antiinflamatoria puede ser insuficiente para contrarrestar la actividad inflamatoria o

aumentar de forma exagerada para inhibir el sistema inmune por lo que se
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midieron citocinas proinflamatorias de la placenta para corroborar su aumento en

las mujeres preeclampticas.

La liberacién de factores proinflamatorios provocan un dafo endotelial, y es
de esperarse que esta respuesta cause dafnos en los tejidos placentarios donde se
encuentran las proteinas transportadoras ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1, pues en
bien sabido que el estrés oxidativo causa problemas a niveles del
sincitiotrofoblasto y las células endoteliales.’™ Diversos estudios han reportado
que el transportador ABCG2/BCRP es de los mas abundantes en el tejido
placentario y su expresion durante las semanas de gestacion aun se encuentra en
debate, algunos autores han encontrado una menor expresion al final de la

gestacion, y otros estudios han encontrado que aumenta,®*'%

sin embargo, todos
los estudios llegan a la conclusion de que la proteina transportadora se encuentra
presente en toda la gestacion incluso al final. Para ABCC1/MRP1 sus niveles de
expresion no cambian con el tiempo gestacional, lo que nos indicaria que la
expresion de ambas proteinas encontradas en los Western Blot y la disminucion
de estas proteinas en placentas de término de mujeres que padecieron PE

podrian asociarse directamente con la enfermedad.

Las células del trofoblasto en la placenta son importantes en las primeras
semanas de gestacion, sin embargo, la apoptosis celular de los trofoblastos en el
tejido placentario de mujeres con PE podria alterar la estructura placentaria,
existen estudios que demuestran que durante la patologia se encuentra un
aumento de apoptosis celular de células trofoblasticas y sincitiotrofoblasticas en el

tejido  placentario, %1%

la ruptura de membranas en las células
sincitiotrofoblasticas y trofoblasticas podria deberse al aumento de citocinas, la
mala perfusién placentaria y el aumento de aniones superdoxido provocan un
aumento de Ca*" intracelular, favorecido del influjo de calcio, sodio y agua en el
citoplasma provocando hinchazon y la activacion de proteasas dependientes del
calcio, conduciendo a la pérdida del citoesqueleto y lesidon en la membrana en
ambas células, ocasionando la muerte celular y la disminucion progresiva de los

transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 debido a la localizacion que tienen
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ambos transportadores en las membranas celulares. Se sabe que una disminucion
de ABCG2/BCRP aumenta la apoptosis de los trofoblastos placentarios debido a
los factores de estrés, esto conlleva a una relacién dependiente con el estrés
oxidativo y que ABCG2/BCRP no pueda efectuar su funcién de evitar la apoptosis
debido a su disminucion y la pérdida de las membranas por la misma causa.’*'%
Otra alteracion por la formacion de ROS podria verse implicada en las células del
sincitiotrofoblasto, ya que este tipo de células contiene bajos niveles de enzimas

antioxidantes y se puede deteriorar el tejido facilmente,,'®

se sabe que
ABCC1/MRP1 se encuentra localizado en éste tipo celular y en el endotelio de los
vasos fetales,"® lo que puede asociarse también a la disminucion de dicho
transportador, esta disminucion podria evitar la entrada de glutation a las células
por lo que de manera dependiente existiria menos control de moléculas

antioxidantes y aumento de ROS.

En el ciclo de Krebs se requiere de oxigeno para llevar a cabo el mecanismo
de la cascada de electrones y se generar ATP, debido a la falta de intercambio y
transporte de oxigeno en la madre por la patologia PE, no se activa la via
aerobica, y en su lugar se activa la via anaerobica, ™"’ generando un menor
numero de ATP. Por lo anterior, la ATP-sintasa no funcionaria de manera correcta,
causando un cese de produccion de ATP’s, lisis mitocondrial y muerte celular
(apoptosis), este deficit energético podria afectar la funcion de los transportadores
ABCC1/MRP1 y ABCG2/BCRP. Los dominios de union a nucleétidos (NDB)
actuan como una ATP-sintasa para hidrolizar el ATP y generar ADP y Pi, para
abrir los dominios TMD; estos cambios conformacionales le confieren su
funcionalidad; la disminucién de la energia ocasionaria diversas alteraciones en el
transporte de ambas proteinas, lo cual afecta directamente su funcionalidad

celular al ser exclusivamente dependientes de ATP.

La peroxidacion de lipidos se genera cuando los componentes lipidicos de
las membranas celulares cuentan con la presencia de dobles enlaces en sus
estructuras lo que los hace mas vulnerables a su oxidacion formando lipidos

hidroperoxidados que alteran la permeabilidad y la funcionalidad celular, los
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hidroperdxidos formados a partir de la oxidacion de los lipidos poliinsaturados se
descomponen en aldehidos reactivos como el 4-hidroxinonenal, un producto
electrofilico a-B insaturado, cuyo transporte estd mediado por ABCC1/MRP1.%"%°
Se ha reportado que la acumulacion de este producto en las mitocondrias del
higado fetal en ratas, contribuye al dafo oxidativo observado en los tejidos fetales
ademas altera la proliferacién y viabilidad de las células hematopoyéticas.'?'"® La
disminucioén de la proteina ABCC1/MRP1 localizada en la membrana basal del
citotrofoblasto y en las células endoteliales de los vasos sanguineos,
incrementaria la acumulacion de este producto téxico, comprometiendo el
desarrollo fetal. ABCC1/MRP1 también esta implicado en el transporte del
glutation oxidado y reducido (mencionado anteriormente), un antioxidante que
cataliza la reduccién de H,O, y elimina radicales libres, la menor expresién del
transportador por parte del mismo proceso de estrés e inflamaciéon que ocurre en
mujeres PE, altera la disponibilidad del glutation en las células epiteliales
placentarias provocando un desequilibrio y aumento de ROS en la placenta, que

pueden repercutir en dano fetal.

Se ha demostrado que en placentas de mujeres con preeclampsia existe una
disminucién de NRF2, y en otro casos evidencian su presencia pero no su
actividad, un elemento regulatorio importante para la transcripcién de las proteinas
ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 placentarios, es posible que NRF2 se encuentra
unido a INRF2; INRF2 retiene a NRF2 en el citoplasma y la degrada, esta
interaccién impide a NRF2 unirse ARE, regulando asi negativamente la expresién
génica mediada por ARE, esto podria evidenciar la disminucién de mRNA de

ambas proteinas de las placentas preeclampticas en este estudio.'?"+128:129

Se sugiere que el estrés oxidativo desregula a la baja la expresion de los
transportadores ABCG2 y ABCC1 en respuesta a ROS, y la expresién anormal de
estos transportadores placentarios puede contribuir a una disminucién del
transporte del colesterol (al menos para ABCG2), tal diminucion del transporte de
colesterol de la madre hacia el feto puede comprometer directamente al desarrollo

fetal, ya que el colesterol, es importante en las primeras semanas de embarazo'"
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y se ha demostrado que una disminucién de LDL, HDL y colesterol total restringen

el crecimiento intrauterino.'*"%°

Como se menciond anteriormente, durante la PE, existe una activacion del
proceso inflamatorio con el incremento de granulocitos, monocitos y citocinas
proinflamatorias, los mediadores de la inflamacion desencadenan una activacion
de neutrdéfilos polinucleares, los neutrofilos se adhieren al endotelio vascular,
donde se aumenta la demanda de oxigeno y en consecuencia se activan NAPDH-
oxidasa de membrana y la produccion de radicales libres. La reaccion de los
radicales libres desencadena mecanismos que constituyen a su vez y nuevamente
una reaccion inflamatoria. Dado que el estrés oxidativo genera una inflamacién, es
de esperar que se activen citocinas proinflamatorias, de las cuales TNF-q, IL-6 e
IL-18 pueden alterar las expresiones de ABCG2/BCRP Y ABCC1/MRP1, se ha

detallado que estas tres moléculas se encuentran aumentadas en la PE.

Se realizaron inmunoensayos para medir la expresion de las citocinas TNF-a,
IL-6 e IL-1B en los extractos de proteina obtenida de las placentas, mismas que
fueron utilizadas para medir la expresion de los transportadores ABCG2/BCRP y
ABCC1/MRP1 a nivel proteico. Los resultados obtenidos tras la disminucion de
ambos transportadores y el aumento significativo de estas citocinas en la placenta
de mujeres PE en comparacion con aquellas mujeres que llevaron embarazos
normales, podria asociarse a que las citocinas en la patologia preeclamptica
inhiben la expresién de los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1,
aunque un estudio in vitro de trofoblastos tratados con TNF-a e IL-13 no mostro
cambios significativos en mRNA de ABCC1/MRP1 pero si una disminucion en
ABCG2/BCRP."

La expresion de los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 pueden
ser reguladas por factores exdgenos como enddégenos. Se sabe que
ABCG2/BCRP tiene una regulacion a la baja por estrégenos, pero se regula a la
alta con 17B-estradiol.’>'"® Se sabe, que en las mujeres con preeclampsia los
niveles de estradiol y estrogenos disminuyen debido a la actividad de la aromatasa
placentaria, por lo que posiblemente el 17B-estradiol estaria implicado en la
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disminucién del transportador, mientras que los estrogenos no tendrian ninguna
relevancia, sin embargo, un estudio demostro que el tratamiento con ambas
hormonas en células BeWo resulté en el aumento de ABCG2/BCRP,"""""® aunque
en este estudio no se determiné el efecto directo de 17B-estradiol y progesterona
existen estudios que han reportado la disminucién de estas hormonas en la PE y
que se relaciona con la regulacién directa del transportador, lo cual correlacionaria
con los hallazgos encontrados en este estudio de la disminucion de mRNA de

ABCG2/BCRP en mujeres preeclampticas.

En un estudio con células trofoblasticas, el tratamiento con TNF-a e 1L-13
resulto en la disminucion del mMRNA de ABCG2/BCRP.'"®

ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1 pueden desempefiar un papel importante en
la eficacia de la barrera placentaria y, por lo tanto, deben tenerse en cuenta para
prevenir la sobreexposicion fetal a la medicaciéon administrada por la madre.
Ademas, el estado inflamatorio y de estrés en el que se encuentra la placenta de
una mujer con preeclampsia, puede alterar la expresion de diversos
transportadores, no solo los de la familia ABC, exacerbando las complicaciones

maternas y fetales.

12) CONCLUSIONES

La placenta de mujeres con preeclampsia se caracteriza por un estado de
hipoxia, estrés oxidativo y con un incremento significativo de citocinas
proinflamatoria (IL-6, IL-1B y TNFa), las cuales, modulan negativamente la
expresion de los transportadores ABCG2/BCRP y ABCC1/MRP1. La disminucion
de dichos transportadores, podrian exacerbar el dafo al feto, ya que estan
involucrados en la citoproteccion del feto y regulacion de moléculas anti-oxidantes

y paso xenobioticos.
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ANEXO 2

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA
ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES
(INPerlER)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

i NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION 3
ESTUDIO DE LA REGULACION EPIGENETICA DE DISLIPIDEMIAS EN EL BINOMIO MADRE - RECIEN NACIDO CON

PREECLAMPSIA
Lugar y fecha: Ciudad de México, México
Num. Registro: 212250-3210-21001-02-15
Responsable: Dra. Sonia Nava Salazar

Departamento de Inmunobioquimica, Instituto Nacional de Perinatologia, Tel. 55209900 Ext. 359

Mediante este documento se le solicita su autorizacién para tomarle a usted una muestra de sangre del cordén umbilical de su bebé
y placenta, la cual es un tejido de desecho después de la cesarea, para un proyecto de investigacién que ha sido aprobado por las
comisiones de Investigacion y ética del INPerlER.

Justificacion del estudio: Mujeres con presion arterial alta en el embarazo pueden presentar niveles altos de grasas en la sangre,
ambas condiciones se han asociado con un riesgo mayor de presentar niveles altos de azicar en sangre y enfermedades del
corazén, no soélo en la mama, sino también en la vida adulta de los hijos de estas mujeres. El objetivo del presente trabajo es
evaluar cambios que no se encuentran codificados en los genes relacionados a niveles altos de grasas en sangre de la mama3, de la
placenta y del bebé en mujeres con presion alta durante el embarazo.

Procedencia del Financiamiento: El proyecto sera financiado por el Instituto Nacional de Perinatologia IER.

Propésito del estudio: En este proyecto queremos evaluar cambios que no se encuentran en el material genético (ADN) que regulan
genes involucrados en el metabolismo de grasas en sangre en la mama, su bebé y placenta. Esto nos permitira conocer mas sobre
la regulacion de grasas en sangre y su probable participacion en el desarrollo de enfermedades asociadas a la misma.

Seleccion de participantes: Solicitamos su colaboracion porque requerimos de muestras de sangre, cordén umbilical y tejido
placentario de mujeres con un embarazo normal y con presion alta.

Uso, manejo y eliminacién de muestras: inicialmente se realizara una historia clinica completa y un cuestionario sobre habitos
alimenticios, esta informacion sera estrictamente confidencial y de suma importancia para el logro de los objetivos de este estudio.
Posteriormente se le tomard una muestra de sangre en un tubo comparable con una jeringa de 10 mL. Una vez concluida la
cesarea, obtendremos la muestra de sangre del cordén umbilical de su bebé y placenta, la cual es material de desecho una vez
concluida la cesarea, para el analisis en el laboratorio.

Aclaraciones: El aceptar participar en el estudio no implicara la administracién de medicinas ni examenes diferentes a los que recibe
actualmente. La decision de participar implica que tendra un conocimiento completo de los riesgos y beneficios, los cuales se
detallan en esta carta. Cualquier duda adicional, podra ser aclarada por los investigadores responsables. Si no desea participar en
el estudio, su tratamiento y atencién no cambiara en calidad y podra retirarse en el momento que lo desee. Su decisién de participar
en el estudio es completamente voluntaria.

Riesgos: al recolectar la muestra de sangre se corre el riesgo de que aparezca un moretén en su brazo que no tiene ninguna
consecuencia y que desaparecera en 2 o 3 dias; estos riesgos se reducen al emplear personal especializado para la obtencién de
muestras. La obtencion de la muestra de sangre del recién nacido no representa ningun riesgo para su salud ni la del bebé, ya que
se tomara del cordéon umbilical de la placenta, una vez concluida su cesarea.

Efectos secundarios: Ninguno.

Beneficios: usted no obtendra ningiin beneficio al participar en el estudio. El presente protocolo sdélo persigue fines académicos y de
investigacion.

Atencion médica: Si usted decide participar o no en el estudio, no cambiara en nada la atencion médica que recibira en el instituto.

Privacidad y confidencialidad: Sus datos y la informacion obtenida en este estudio seran mantenidos en estricta confidencialidad por
el grupo de investigadores. Los resultados derivados del estudio podran ser presentados en congresos cientificos, informes y/o
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publicaciones nacionales y/o internaciones. Los pacientes solo seran identificados por una clave asignada durante la tomas de
muestra.

Costos financieros: Este estudio no tiene ninguin costo para usted.

Compensacion: usted no recibira ningun pago por participar en el estudio

Del paciente:

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar cualquier pregunta, que al
momento de firmar el presente, no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha informado que el participar en este estudio no aumentara los costos de la atencién médica que se me deba brindar, y que
toda informacion que se otorgue sobre mi identidad y participacion sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice. Si ya no deseo
participar en el estudio, la calidad de mi tratamiento y atencion, no cambiara.

Autorizo que los resultados derivados del estudio sean presentados en congresos cientificos, informes y/o publicaciones nacionales
y/o internaciones y mi nombre no sera revelado, ya que solo seré identificado por una clave asignada durante la toma de muestra

Gracias por su Cooperacion

Yo,

Nombre y firma del participante

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en este protocolo de investigacion cuyo objetivo, procedimiento, beneficios y
riesgos se especifican en la primera seccién de este documento.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informé y dos testigos, conservando una
copia de a) Consentimiento informado y b) Informacién proporcionada para obtener mi autorizacion.
Para dudas y aclaraciones, debera dirigirse con el/la Presidente (a) del Comité de ética en investigacion.

Responsable Firma
Testigo
Nombre, direccién y relacion
Firma
Testigo
Nombre, direccién y relacion
Firma
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ANEXO II.

REACTIVOS

A. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR BCA

Preparacion curva estandar (BSA):

Diluir la albumina de suero bovino (BSA) de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 7. Curva estandar BA
Vial PBS (uL) BSA (uL) Concentracion final (ug/ pL)

A 0 300 stock 2000
B 125 375 stock 1500
Cc 325 325 stock 1000

D 175 175 del vial B 750

E 325 325 del vial C 500

F 325 325 del vial E 250

G 325 325 del vial F 125

H 400 100 del vial G 25

| 400 0 0=Blanco

Stock BSA estandar: 2 mg/mL

Preparacion del reactivo de trabajo (WR):

Mezclar 50 partes del reactivo A de BCA con 1 parte del reactivo B (50:1 reactivo

A:B), por cada pozo, se adicionaron 200 uL.

Preparacion de las muestras:

Las muestras extraidas obtuvieron un volumen final alrededor de 300 uL, se
realizé una dilucion 1:20 y posteriormente se afiade a cada pozo 25 uL de la
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muestra por triplicado y 25 uL de cada vial de la curva estandar por duplicado. La

lectura se realiza en un espectro a 562 nm.

B. REACTIVOS WESTERN BLOT Y ELISA.

Preparacion de Tris 0.5 M pH=6.8

-Pesar 6.05 g de Tris-base (Peso molecular 121.15 g/mol)
-Disolver en aproximadamente 80 mL de H,O Mili-Q
-Ajustar a pH 6.8 adicionando HCI concentrado

-Aforar la solucién a 100 mL con H20 Mili-Q

-Filtrar solucién y guardar a 4°C.

Preparacion de Tris 1.5 M pH=8.8

-Pesar 18.17 g de Tris-base (Peso molecular 121.15 g/mol)
-Disolver en aproximadamente 80 mL de H,O Mili-Q
-Ajustar a pH 8.8 adicionando HCI concentrado

-Aforar la solucién a 100 mL con H20 Mili-Q

-Filtrar solucién y guardar a 4°C.

Solucion Stock de Coomassie

-0.5 g de azul de coomassie R-250 se diluyen en 50 mL de H20 Mili-Q
-Filtrar y guardar en bote ambar y evitar exposicion a la luz.

Solucion teiidora

-10% de metanol

-10% de acido acético

-10% de azul de coomassie R-250 de solucion stock
-Aforar a 500 mL con H,O Mili-Q.

-Filtrar y guardar en bote ambar y evitar exposicién a la luz.
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Solucion desteiidora

-10% de metanol
-10% de acido acético
-Aforar a 500 mL con H,O Mili-Q.

APS al 10%

-Pesar 0.010 g de Persulfato de Amonio (Peso molecular: 228.20 g/mol)
-Disolver en 100 pL con H,O Mili-Q.

Buffer de corrida 10X

-Pesar 72 g de glicina (Peso molecular: 75.07 g/mol).

-Pesar 5.0 g de SDS

-Pesar 15.1 g de Tris-Base (Peso molecular: 121.15 g/mol)

-Diluir en 500 mL con H,0O Mili-Q.

Para cada corrida se tomaron 100 mL de Buffer de corrida 10X y se aforo a 1000
mL con H,O Mili-Q.

Buffer de transferencia 5X al 10% de metanol

-Pesar 72 g de glicina (Peso molecular: 75.07 g/mol).

-Pesar 15.15 g de Tris-Base (Peso molecular: 121.15 g/mol)

-Diluir en 1000 mL con H20 Mili-Q.

Para cada transferencia se tomaron 200 mL de Buffer de transferencia 5X y 100

mL de metanol, posteriormente se aforo a 1000 mL con H,O Mili-Q.

Solucion de lavado de membranas: PBS-T 0.1%

-Por cada sobre de PBS pH=7.4 0.01 M (SIGMA Lot: SLBM8788V) se disuelve en
1000 mL de H,O Mili-Q. (Stock)
-Medir 250 mL de PBS Stock y adicionar 250 uL de Tween 20.
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Buffer Stripping

-Pesar 15 g de glicina (Peso molecular: 75.07 g/mol).
-Pesar 1.0 g de SDS

-Medir 10 mL de Tween20.

-Disolver en 900 mL con H,O Mili-Q.

-Ajustar pH a 2.2

-Aforar a 1000 mL con H,O Mili-Q

TBS-T 0.05% pH=7.6

-20 mM Tris-Base (Pesar 2.42 g)
-150 mM NaCl (Pesar 8.8 g)
-Disolver en 1000 mL con H,O Mili-Q
-Adicionar 0.5 mL de Tween20.

Preparacion de muestras para electroforesis

Se cargaron en cada pozo 75 ug de proteina (se calcul6 el volumen para cada una
de las muestras). El volumen de la muestra fue mezclado con 8 pL de Buffer
laemmli (BIO-RAD, cat. 161-0747) y 1 uyL de DTT 1M.

Preparacion de solucion de blogueo 10%

-Pesar 3.5 g de leche descremada.
-Diluir en 35 mL de PBS-T 0.1%

Preparacion de solucion de bloqueo 5%

-Pesar 1.75 g de leche descremada.
-Diluir en 35 mL de PBS-T 0.1%
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Geles de acrilamida/bis-acrilamida al 8%

Tabla 8. Gel de acrilamidal/bis-acrilamida 8%

Reactivo Gel concentrador Gel separador

H.0 Mili-Q 1.44 mL 2.60 mL

Tris-HCI1.5MpH=88 | = - 1.30 mL
Tris-HCI 0.5 M pH=6.8 250uL e
SDS 10% 25 L 50 pL
Acrilamida 40% 10 yL 1.0 mL
APS 10% 10 pL 50 pL
TEMED 10 pL 10 pL
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ANEXO Iil.

A. TINCION DE COOMASSIE.

GEL 1. ABCG2/BCRP GEL 2. ABCC1/MRP1

Figura 17. Tincion de Coomassie. Cada carril del gel 1 fue cargado con 75 ug de
proteina de caras maternas de placenta, cada muestra control y problema contenian 7 uL de
Buffer Laemmli y 1 uL de DDT para la deteccién de la proteina ABCG2/BCRP; el gel 2 fue
cargado con la misma concentracion de proteina para ABCG2/BCRP, cada carril corresponde
a caras fetales para la deteccién de la proteina ABCC1/MRP1.
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B. MEMBRANA TENIDA CON ROJO PONCEAU (TRANSFERENCIA)

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 M2

Figura 18. Membrana tenida con Rojo de Ponceau después de transferir. M1.
Marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual Color). Los carriles 1, 2, 3 y 4
corresponden a los controles obtenidos de placenta de mujeres con un embarazo normal; los
carriles 5, 6, 7 y 8 corresponden a las mujeres que padecieron preeclampsia. M2. Marcador

de peso molecular (Precision Plus Protein Kaleidoscope)
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C. WESTERN BLOT: ABCG2/BCRP, ABCC1/MRP1 Y CONTROLES DE CARGA
(QUIMIOLUMINISCENCIA)

A. WESTERN BLOT ABCG2/BCRP Y GAPDH

C C C PE PE PE PE PE

72kpa B ' §
) ' r ea——— f ‘ . ABCG2/BCRP
L '

I7kDA ) e - S WD e S e G AP

Figura 19. Western Blot de ABCG2/BCRP. Las bandas sefialadas corresponden al
peso molecular de cada proteina. Los primeros 3 carriles representan las muestras control de
placenta de un embarazo normal, los ultimos 5 carriles representan las muestras de placenta
de mujeres que padecieron preeclampsia, abajo se encuentra la proteina control de carga
GAPDH.
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B. WESTERN BLOT ABCC1/MRP1 Y a-TUBULINA

C PE C PE Cc PE C PE

ABCC1/MRP1

190 kDa)

55 kDa) - - - - - - - - A-Tubulina

Figura 20. Western Blot de ABCC1/BCRP. Las bandas sefialadas corresponden al
peso molecular de cada proteina. Los carriles fueron alternados entre los controles y las
muestras de placenta de mujeres que padecieron preeclampsia, abajo se encuentra la

proteina control de carga a-Tubulina.
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