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CARACTERIZACION DE COMPONENTES CITOTOXICOS DE EXTRACTOS
PLACENTARIOS DE PACIENTES CON PREECLAMPSIAY SUSEFECTOS IN
VITRO SOBRE CELULAS ENDOTELIALES NORMALES

RESUMEN

Los estados hipertensivos del embarazo representan un problema de salud por su
repercusion sobre la salud materno fetal. La preeclampsia, también llamada toxemia, es la
presencia de hipertension y proteinuria que aparecen en el embarazo, si este cuadro se
complica con convulsiones se hace diagnostico de eclampsia. De acuerdo con los datos
presentados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estos trastornos se encuentran
asociados a una elevada morbimortalidad materna y perinatal, siendo la primera causa de
muerte.

Los mecanismos fisiopatologicos de la PE se encuentran actualmente en estudio y debate,
el estrés oxidativo es la via final que provoca dafio endotelial en la preeclampsia. Queda por
definir la naturaleza de los factores derivados de la placenta de una paciente con esta
patologia asi como, definir a nivel molecular los cambios en el fenotipo endotelial y definir
st existe un efecto toxico.

En este trabajo se estudi6 si el homogenado placentario de pacientes preeclampticas dafia a
las células endoteliales in vitro debido a la liberacion de factores toxicos. Se determind si el
homogenado placentario de pacientes con PE causa dafios en células endoteliales cultivadas
y si este se relaciona con la severidad del cuadro clinico. Para lo anterior se estudiaron
homogenados placentarios provenientes de 10 placentas de embarazadas con toxemia (2 de
ellas manejadas con aspirina 100 mg/dia) en comparacion con 10 pacientes embarazadas
sanas. De los homogenados se midid la concentracion de proteinas con el método de
Bradford, se determinaron diferentes concentraciones de citocinas (Il-1a, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y) por medio de multiplex, y se corrieron geles de
acrilamida tefiidos con plata para determinar el patron de bandeo proteico. Por otro lado se
cultivaron células de endotelio de vena de corddén umbilical humano (HUVEC) y se
expusieron a los homogenados obtenidos para determinar la reduccion de bromuro de 3-

(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio (MTT) para determinar estrés celular. La



adhesion a células U937 se cuantificod para saber si los homogenados activan al endotelio.
Finalmente la citotoxicidad fue determinada por conteo por exclusion con azul de tripano.
Los resultados obtenidos no muestran diferencias en la cantidad proteica ni en la
composicion de citocinas, salvo la elevacion de IL-1 en los homogenados de pacientes
sanas, sin embargo el patron de bandeo proteico es completamente diferente entre uno y
otro grupo, y se distingue ademds un tercer grupo: el de las pacientes con PE manejadas
con bajas dosis de aspirina. No hubo diferencias para la citotoxicidad celular, sin embargo,
si se observd mayor activacion endotelial tras 8 horas de exposicion a homogenado de
placenta con PE al comparar la activacion posterior a la exposicion a placenta sana, aunque
no fue estadisticamente significativo. Finalmente, la reduccion de MTT fue
estadisticamente mayor para las HUVEC expuestas a homogenado de placenta con PE.
Aunque los resultados obtenidos sugieren que el homogenado de placenta preeclamptica
tiene efectos deletéreos en el endotelio cultivado, los factores que provocan este dafio aun
no han sido identificados, sin embargo la complejidad de la enfermedad nos hace suponer
que pudieran ser diferentes mezclas de factores las que provocan el dafio para cada caso en

particular.



CHARACTERIZATION OF CYTOTOXIC COMPOUNDS OF PLACENTAL
EXTRACTS FROM PREECLAMPTIC WOMEN AND THEIR IN VITRO EFFECTS
ON NORMAL ENDOTHELIUM

ABSTRACT

Hypertension complicating pregnancy is a major public health problem around the world
being one of the three more common causes of materno-fetal morbidity and mortality.
Preeclampsia is defined as hypertension and proteinuria during pregnancy and its major
complication known as eclampsia includes the presence of seizures.

Its etiology remains unknown although the oxidative stress is the final way of endothelial
damage in preeclampsia. No single factor responsible of preeclampsia has being found
and it is not known whose factors from placenta could be responsible of the disease.
Moreover the molecular changes in the endothelium as not being studied.

The aim of our study was to determine if extracts from placenta of preeclamptic women
contain factors that cause endothelial cell damage and to study if low dose aspirin
treatment could modify this damage.

Protein concentration, cytokine levels (Il-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y)
and protein bands were studied from placental extracts of 10 preeclamptic and 10
normotensive women. Two of the patients with preeclampsia where treated with low
dose aspirin 2 weeks before delivery. Placental extracts were added to cultures of normal
human umbilical vein endothelial cells and their effect on cytotoxicity, adhesion, and
oxidative stress where determined (by trypan blue cell counting, adhesion of U937 cells
and MTT reduction respectively).

There were no differences neither protein nor cytokine quantification, except for IL-1 that
was more elevated in the extracts obtained from normotensive women. The study of the
proteic bands clearly shows three groups: one composed by normotensive women, a

second that include preeclamptic women and a third group characterized by preeclamptic



women treated with low dose aspirin. It is very interesting that this last group was alike
the group of normotensive women.

They were no differences on adhesion and cytotocicity but placental extracts from
normotensive and preeclamptic women were cytotoxic to endothelial cells after 12 hours
of incubation. After 8 hours of incubation only extracts from preeclamptic women were
cytotoxic (p<0.005).

Our results show a different protein composition between groups. Also more oxidative
stress was documented in the cells exposed to placental extract from preeclamptic

women, suggesting the presence of a cytotoxic factor (s).




INTRODUCCION

1. Preeclampsia

Definicion
La preeclampsia es un sindrome clinico caracterizado por hipertension con disfuncion

organica multiple, proteinuria, edema (Burrow 1996, Tierney 2003).

Se define como un incremento en la TA de al menos 140/90 mmHg después de la semana
20 de gestacion, combinado con proteinuria (> 300 mg en 24 horas) (Esplin 2001, Roberts
2003). Las mediciones de la presion arterial elevadas deben ser medidas al menos 2
ocasiones con por lo menos 6 horas de separacion (Wilson 2003, Barrilleaux 2002). La
proteinuria puede ser una toma simple de orina al azar que indique al menos 30 mg/dL
(Wilson 2003) 6 ++ en dos muestras de orina (Myers 2002) segun el tipo de prueba. El
criterio del incremento de 30 mmHg en la presion sistdlica y/o 15 mmHg en la presion
diastolica respecto a valores previos a la semana 20 de gestacion ha sido eliminado por ser

poco especifico (Roberts 2003).

Como la proteinuria puede ser una manifestacion tardia, Roberts y cols. (Roberts 2003)
indican sospechar la preeclampsia en una embarazada con hipertension acompafiada de

cefalea, dolor abdominal o anomalias en los examenes de laboratorio.

La hipertension que sobreviene en la preeclampsia es causada por un aumento de la
resistencia vascular periférica. El gasto cardiaco suele ser menor que en el embarazo
normotensivo. El flujo renal y la tasa de filtracion glomerular (GFR) descienden en la
preeclampsia de un 62-84%. Una reduccion de la GFR del 50% duplica la creatinina sérica.
Un aumento de la creatinina sérica de 0.5-1 mg/dL o del BUN de 8-16 mg/dL representa
una disminucion de la GFR del 50%. El 4cido trico aumenta antes que haya una elevacion

mesurada de la creatinina o BUN. Como en la preeclampsia no hay aumento de la



produccion de acido urico la hiperuricemia indica una disminucion de la depuracion renal.
La hiperuricemia (>5.5 mg/dL) es un marcador valioso para diferenciar la preeclampsia de

todas las demas causas de hipertension durante el embarazo.

Hay aumento subito de peso con edema, sobre todo en cara y manos, aunque el edema no
constituye actualmente parte del cuadro (Sibai 2005). Es probable que la retencion de sodio
que tiene lugar en la preeclampsia esté causada por deplecion de volumen y reduccion de
GFR. Pese a la retencion de sodio, el volumen plasmatico en la preeclampsia esta
disminuido respecto al embarazo normotensivo. La hipertension per se causa

desplazamiento preferencial de liquido del espacio intravascular al intersticial.

Cuadro clinico

El inicio suele ser insidioso y no acompafiarse de sintomas. Es mas comun en nuliparas
jovenes o multiparas mayores. Tiene prevalencia familiar y afecta méas a quienes tienen
hipertension previa. Son frecuentes la cefalea, alteraciones visuales y epigastralgia. Hay
aumento rapido de peso con edema de cara y manos, elevacion de la tension arterial y
proteinuria, comienza mas frecuentemente después de la semana 32 de gestacion, pero
puede aparecer antes, sobre todo en mujeres con nefropatia o hipertension preexistentes.
Cuando la preeclampsia aparece en el primer trimestre es casi patognomoénica de mola

hidatiforme (Burrow 1996).

Rara vez la proteinuria precede a la hipertension. En la preeclampsia la proteinuria puede

variar de niveles minimos (500 mg/dia) a niveles en rango nefrotico.

Hay hipertension, sobre todo diastolica. En el examen del fondo de ojo hay estrechamiento
arteriolar segmentario con aspecto humedo brillante, indicador de edema de retina. El
edema de pulmoén es una complicacion comin de la preeclampsia, causado generalmente
por insuficiencia ventricular izquierda. La trombocitopenia puede ser marcada, ocurre en
5.4-10.9% de los embarazos (Burrow 2001) y sugiere pirpura trombocitopénica idiopatica

y si se acompana de signos neuroldgicos, recuerda la purpura trombocitopénica trombotica.



El dolor abdominal es frecuente, puede ser incluso de origen pancreatico, y si la amilasa
esta aumentada es posible llegar al diagndstico de pancreatitis aguda. La excrecidon de acido
urico estd disminuida principalmente por aumento de la reabsorcion tubular y decremento
en su depuracion renal; con elevacion de sus niveles séricos. El acido urico sanguineo se
correlaciona bien con la severidad de la enfermedad, en el embarazo normal sus niveles son

3.8 mg/dL, mientras que en la preeclampsia aumentan a 6.7-9.0 mg/dL (Pridjian 2002).

Las complicaciones fetales incluyen sufrimiento y muerte fetal, disgenesia tubular renal,

anuria e hipoplasia.

El sindrome de HELLP caracterizado por preeclampsia severa con hemolisis, elevacion de
enzimas hepaticas y plaquetopenia puede acompafarse de icterica severa. Aparece en 4-

10% de los casos de preeclampsia (Haddad 2002).

Diagnostico

Cuadro clinico compatible, medida de TA y examenes de laboratorio con biometria
hematica completa, quimica sanguinea incluyendo 4cido urico; perfil de lipidos, pruebas de
funcioén hepdtica, bilirrubinas séricas, creatinina sérica, depuracion de creatinina en 24
horas, LDH, fibrin6geno, tiempo de protrombina y tiempo parcial de tromboplastina

activada (Tierney 2003, Pridjian 2002) . En gabinete: radiografia de torax en PA.

Hasta el momento no existe un marcador especifico que permita el diagndstico preciso ni
temprano de la enfermedad, ni tampoco existe una Norma Oficial Mexicana para su
prevencion, diagnostico y manejo, a pesar de la gran morbimortalidad de la que es

responsable.

Diagnostico diferencial

Hipertension gestacional o inducida por el embarazo: es la hipertension "nueva" con
presion arterial >140/90 mmHg que aparece en etapas avanzadas del embarazo (>20
semanas) en dos tomas, pero sin estar asociada a signos de preeclampsia (en especial sin

proteinuria) (Myers 2002, Roberts 2003). En general se presenta en multiparas, obesas,



antecedente familiar de hipertension y puede complicarse con hipertension arterial esencial
cronica después de la resolucion del embarazo (Burrow 1996).

La hipertension cronica es aquella que comienza antes del embarazo o aquella hipertension
del embarazo que no presentd signos de preeclampsia y persiste después de 12 semanas
postparto (Roberts 2003).

Otra patologia con la que debe hacerse diagnostico diferencial es la parpura trombotica
trombocitopénica (TTP) debido a la hemolisis y alteraciones neurologicas pueden
confundirse o pueden coexistir con preeclampsia (Pridjian 2002). Apoya el diagnostico de
TTP la pentada clasica de fiebre, hemolisis intravascular, falla renal, trombocitopenia y

alteraciones neurologicas (Burrow 2001).

Clasificacion

La preeclampsia se clasifica en leve y severa de acuerdo a la severidad del cuadro (Tierney
2003, Pridjian 2002, Haddad 2002). La tabla 1.1 muestra los signos que estan o no
presentes en cada una.

Preeclampsia leve

No hay presencia de disfuncion organica. Si no hay proteinuria y la sospecha diagndstica es

alta, la ganancia stbita de peso o edema orienta al diagndstico.

Preeclampsia severa

Cualquier dato de disfuncion organica. Presion arterial sistdlica mayor a 160 mm Hg o
diastolica mayor a 110 mm Hg mas proteinuria >5 g por dia y evidencia de dafio a 6rgano
blanco: cefalea, alteraciones visuales, confusion, dolor en hipocondrio derecho o
hipogastrio, funcion hepdtica alterada, proteinuria, oliguria, edema pulmonar, anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia, oligohidramnios y restriccion de

crecimiento uterino.

Eclampsia

Es la presencia de convulsiones generalizadas antes, durante y dentro de los 7 dias

siguientes al parto generalmente precedidas de preeclampsia. La incidencia es de 1 en 2



000-3 000 embarazos. Cuarenta y cuatro por ciento ocurre posparto y 33% dentro de las 48
horas siguientes al parto (Pridjian 2002). Le preceden intensos dolores de cabeza y cambios

visuales.

Presion arterial sistolica <150 mm Hg >160 mm Hg
Presion arterial diastdlica <100 mm Hg >110 mm Hg
Proteinuria >300 mg /24 h >5gen24g
Cefalalgia No Si

Anomalias visuales No Si

Dolor abdominal alto No Si

Oliguria No <500 mL en 24 h
Convulsiones No Si (Eclampsia)
Creatinina sérica Normal o ligeramente elevada <1 mg/dL >1g/mL
Aspartato aminotransferasa (AST) Normal o ligeramente elevada <70 U/L >70 U/L
Bilirrubina Normal o ligeramente elevada < 1.2 g/dL >1.2 mg/dL
Acido drico Normal o ligeramente elevada < 6 mg/dL >8 mg/dL
Lactato deshidrogenasa (LDH) Normal o ligeramente elevada < 600 U/L > 600 U/L
Cuenta plaquetaria Normal o ligeramente elevada <100, 000 / mm’

> 100, 000/mm®

Edema pulmonar No Si
Restriccion de crecimiento fetal No Si
Oligohidramnios No Si

Tabla 1.1. Clasificacion de la preeclampsia

Manejo

El manejo no debe retrasarse y cualquier sospecha de preeclampsia debe tratarse como
urgencia considerando el parto lo antes posible. Si la preeclampsia es leve (TA <140/90,
proteinuria <500 mg/dia, funciéon renal normal, acido Urico sérico <4.5 mg/dL, recuento
plaquetario normal y sin evidencia de HELLP) se puede mantener a la paciente en reposo y
monitorizacidon continua si el embarazo atn no es de término, y considerar la aplicacion de
inductores de madurez pulmonar. Cualquier signo de agravamiento serd indicacion de
terapia antihipertensiva y considerar el parto, en especial si la gesta es mayor a 32 semanas

(Burrow 1996, Pridjian 2002, Haddad 2002).



El parto es el Unico tratamiento definitivo. Se debe reducir la TA a cifras entre 140/90 y
120/80 antes del parto (Haddad 2002, Anumba 1999). La presencia de eclampsia o

sindrome de HELLP son indicaciones absolutas de parto.

La medicacion antihipertensiva debera iniciarse si la presion arterial diastdlica es igual o
mayor a 90 mmHg y hay evidencia de dafio a 6rgano blanco. Mujeres que han recibido
terapia antihipertensiva han demostrado un descenso en la incidencia de EVC vy
complicaciones cardiovasculares. La meta de la terapia antihipertensiva es reducir la
presion arterial materna sin comprometer la perfusion utero placentaria. Por cada 10 mmHg
de reduccion en la presion arterial se reduce el crecimiento fetal en aproximadamente 145 g

(Haddad 2002).

La actitud terapéutica actual es conservadora, sélo se indica la terapia antihipertensiva
cuando hay evidencia de dafio a 6érgano blanco o cuando es indispensable realizar el parto,
donde se sigue el protocolo obstétrico correspondiente. (Haddad 2002, Anumba 1999). Un
embarazo menor de 32 semanas se debera tratar conservadoramente si el cuadro clinico asi

lo permite, si es mayor de 32 semanas se inducira el parto.

Tratamiento farmacoldgico

Los suplementos de calcio (2g / dia) reducen la TA y la incidencia de hipertension en el
embarazo, ya que se disminuye la capacidad de respuesta a la angiotensina II, lo que
sugiere un aumento en la sintesis de PGI, (Burrow 1996) podrian ser benéficos en
comunidades con dieta baja en calcio, su utilidad en pacientes sin déficit se encuentra atin

en evaluacion (Myers 2002, Pridjian 2002).

De acuerdo a la hipdtesis etiopatogénica de estrés oxidativo se ha intentado dar
antioxidantes como profilaxis, pero no se ha mostrado evidencia de su utilidad, aunque ya
existen estudios hechos en mujeres con alto riesgo para preeclampsia que han mostrado
disminucién de la incidencia de preeclampsia en el grupo tratado (Burrow 1996, Seongho
2007), pero los estudios son pequefios y aislados. En una revision sistematica reciente se
publico que los suplementos combinados de vitamina C y E no reducen el riesgo de

preeclampsia, ni de pérdidas fetales, muerte neonatal, restriccion en el crecimiento



intrauterino o parto pretérmino y que no deberan emplearse hasta que se tengan evidencia

suficientes que apoyen sus beneficios (Polizos 2007).

El tratamiento con antihipertensivos previene el edema de pulmén, edema cerebral y la
hemorragia cerebral. Los unicos farmacos absolutamente contraindicados en el embarazo
son los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los bloqueadores
de los receptores de angiotensina II. Los diuréticos han mostrado seguridad al usarse
durante el embarazo (Barrilleaux 2002) pero en caso de preeclampisa su uso no es
aceptado, excepto la furosemida cuando hay insuficiencia cardiaca (Pridjian 2002). Los
IECA y bloqueadores de receptores de angiotensina provocan oligohidramnios, estenosis de
la arteria renal fetal, muerte fetal, disgenesia tubular renal, anuria e hipoplasia craneal y

pulmonar.

Los medicamentos preferidos debido a su seguridad son la o-metildopa, los beta
bloqueadores y vasodilatadores (hidralazina) (The seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure
2003). En las tablas 2.1 y 3.1 se muestran los diferentes antihipertensivos que pueden ser
utilizados, sus dosis, posibles efectos colaterales y si son de primera eleccion o no

(Barrileaux 2002).

Metildopa 250-1500 mg dos veces al dia, Hipotension postural, mareos, Potencia ligera. Uso comun
maximo 3 g/dia lipotimia, retencion de
liquidos
Hidralazina 10, 20, 50, 100 mg tres o Cefalalgia, palpitaciones, Comunmente usado para
cuatro veces al dia, maximo lupus inducido por farmacos control a corto plazo
400 mg/dia
Labetalol 100, 200 o 300 mg, maximo 2  Cefalalgia, bloqueo cardiaco, No wusar en asma o
400 mg/dia boca seca, temblor insuficiencia cardiaca
congestiva. Usar con
precaucion en diabetes
Nifedipina Solo usar nifedipina de larga  Cefalalgia, fatiga, mareo, Gran efecto para disminuir
accion. 30-60 mg como inicio, edema periférico, constipacién  una presion arterial muy alta
luego 30, 60, 90 mg. Maximo
120 mg/dia
Felodipina 5-10 mg/dia maximo 10 mg Igual que nifedipina Efecto selectivo sobre

dos veces al dia

musculo liso vascular



Tiazida 12.5 mg incrementarlo 25 mg  Hipocalemia, hiponatremia, Alteraciones electroliticas
diario hiperuricemia, retraso  de
crecimiento intrauterino
Furosemida 20-40 mg/dia maximo 160 mg  Igual que tiazidas Igual que tiazidas

dos veces al dia

Tabla 2.1. Antihipertensivos usados durante el embarazo (Barrileaux 2002, Sibai 2005).

Anteparto

| Metildopa labetalol Hidralazina

11 Felodipina Diurético Labetalol

11 Felodipina labetalol Hidralazina

1\ Hidralazina Labetalol Diurético

Postparto

| Hidralazina Nifedipina Labetalol
XL/felodipina

1 Nifedipina Labetalol Diurético

XL/felodipina

111 IECA Bloqueador de canales Beta-bloqueador

de calcio

Tabla 3.1. Estrategias para el control de hipertension cronica en el embarazo/postparto

Pronoastico

La preeclampsia causa efectos cardiovasculares en etapas tardias de la vida (Burrow 1996).
La probabilidad de tener otro embarazo complicado con preeclampsia aumenta tras un
intervalo amplio entre embarazos y edad materna avanzada. También se ha asociado con
riesgo elevado de padecer diabetes a futuro. Mujeres que padecieron sindrome de HELLP
tienen alto riesgo de 23% de padecer preeclampsia en un embarazo subsecuente y 19% de
probabilidades de recurrencia del sindrome de HELLP. (Pridjian 2002). Se debera
determinar si existen anticuerpos antifosfolipidos, deficiencia de factor V de Leiden,

resistencia a la proteina C activada e hiperhomocisteinemia. (Pridjian 2002).



Prevencion

El control prenatal adecuado y un adecuado estilo de vida antes y durante el embarazo
pueden evitar que se presente la enfermedad que como se presenta mas frecuentemente en
poblacion con estado socioecondmico bajo. La vigilancia de la ganancia ponderal
adecuada, no excesiva; monitoreo cuidadoso de la TA y excrecion urinaria de proteinas son

parte del protocolo de prevencion.

Se ha descrito que la aspirina a dosis bajas (50-150 mg/dia) reduce en 15% la incidencia de
preeclampsia’ (Myers 2002, Pridjian 2002) aunque los resultados son contradictorios, no se

ha establecido claramente la asociacion con sangrado y abruptio placentae (Pridjian 2002).

Los suplementos de calcio 1-2 g/dia se recomiendan solo en pacientes con baja ingesta de

calcio en la dieta (Myers 2002, Pridjian 2002).

El aumento en el consumo de antioxidantes como vitamina C y E son promisorios como
preventivos de preeclampsia en mujeres de alto riesgo, sin embargo, no se ha determinado

su eficacia en estudios prospectivos en grandes cohortes (Haddad 2002).

Fisopatologia de la PE

Factores asociados a la fisopatologia

Implantacién inadecuada

En la preeclampsia y en algunos casos de restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU),
los cambios fisiologicos de las arterias espirales estan restringidos a la porcion decidual de
éstas, por lo que aproximadamente el 30 a 50% del lecho placentario arteriolar se escapa
por completo de la invasion trofobléastica endovascular (Khong 1986, Pijnenborg 1991,
Meekins 1994). Los segmentos miometriales quedan anatomicamente intactos y sin dilatar
asi como las terminaciones nerviosas de las arterias espirales. Es frecuente encontrar
citotrofoblasto en el lumen de las arterias espirales en la PE y el RCIU, obstruccion de los

vasos por ateromas, ¢ infiltrado mononuclear perivascular, la aterosis aguda y la trombosis



pueden ser los causantes de infartos placentarios, también se ha encontrado lipoproteina

frecuentemente asociada con la aterosis (Meekins 1994 A, Meekins 1994 B).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el fenotipo de
adhesion vascular del citotrofoblasto invasor

El VEGEF es un factor de crecimiento asociado a la angiogenesis con accidn especifica en el
endotelio y se expresa vastamente en la interfase feto-materna. Durante la implantacion, se
expresa dominantemente en las células de epitelio uterino, posteriormente en los
macrofagos de la decidua que son la fuente principal de su expresion. Se encontrd que el
trofoblasto de transcion del primer trimestre y el trofoblasto extravelloso expresan el
receptor para VEGF. La expresion de esta molécula aumenta con la hipoxia, la
neovascularizacion inducida por hipoxia mejora la oxigenacion del tejido y asi se produce
retroalimentacion negativa sobre el VEGF. Este mecanismo homeostatico tiene particular
importancia en el primer trimestre, cuando la tension del oxigeno en el trofoblasto velloso
es particularmente baja. VEGF puede estar involucrado en la expresion de marcadores
endoteliales que permiten la invasion citotrofoblastica. Se ha demostrado que induce la
expresion de integrinas en las células endoteliales asociadas con invasion angiogénica;
estas integrinas son parte de las moléculas que el endotelio expresa de novo y que permiten

la invasion del citotrofoblasto.

Matriz decidual extracelular y moléculas de adhesién celular

Las células del trofoblasto no son citoliticas pero secretan enzimas que afectan la matriz
extracelular. Los estudios inmunohistoquimicos han localizado activador del plasminogeno
asi como metaloproteinasas y colagenasas en el trofoblasto extravelloso (Pijnenborg 1996,
Hofmann 1994, Moll 1990). La actividad de las metaloproteinasas depende de una gran
gama de mediadores. Su secrecion es dependiente de plasmina e inhibida por la fraccion
beta de la gonadotropina coridonica humana, que favorece un sistema autocino regulador. La
IL1PB es estimulante y ya que el trofoblasto la secreta y expresa su receptor podria haber un
asa autocrina estimulante. Otro candidato potencial que puede simular la colagenasa tipo IV

es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).



La migracion celular depende de la adhesion, union y traccion de las proteinas de anclaje a
la matriz extracelular. La unién a ciertos receptores de la matriz extracelular media no solo
la adhesion sino también el crecimiento y la diferenciacion celulares. El comportamiento
del trofoblasto durante la implantacion también estd controlado por las proteinas de la
matriz extracelular de la decidua. Las células se unen a las proteinas de la matriz
extracelular por medio de moléculas de adhesion. Las cuatro principales familias de éstas
incluyen a las integrinas, las caderinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas y las
selectinas. La caderina E estd implicada en la diferenciacion del citotrofoblasto en
sincitiotrofoblasto, las integrinas median la adhesion a la matriz extracelular. Las integrinas
son glicoproteinas transmembranales formadas por subunidades alfa y beta unidas de
manera no covalente. La especificidad de los ligandos de las integrinas esta determinada
por las diferentes combinaciones de union de las subunidades. Asi, el inicio de la migracion
y el comportamiento invasivo del trofoblasto se asocia con un cambio en la expresion de las
integrinas que cambian la tendencia inicial de unién del trofoblasto a la lamina basal
(laminina) hacia la unidn al estroma (fibronectina) de la matriz (Pijnenborg 1996, Burrows

1994, Loke 1995).

Este cambio de las integrinas por el citotrofoblasto invasor es anormal en la preeclampsia.
La invasion del lecho placentario por el trofoblasto en pacientes preeclampticas no regula
negativamente a la beta 4 y no hace el cambio de las subunidades de la integrina alfa 6 a
alfa 5 y alfa 1. Se ha observado menor adhesion a las proteinas de la matriz extracelular
fibronectina y vitronectina en embarazos de preeclampticas (Pijnenborg 1996) esto refleja
probablemente las diferencias en la expresion de las integrinas por el trofoblasto. Por otro
lado Divers en 1995 no encontré diferencias en los niveles de expresion de las integrinas en
el trofoblasto de pacientes sanas y con PE. Por lo que concluimos que la diferenciacion
anormal del citotrofoblasto en la PE no es necesariamente un mecanismo primario. Una
explicacion alternativa seria una interaccion anormal entre el trofoblasto y las células
linfoides de la decidua (Loke 1995). Sin embargo, sigue siendo incierto si este fendmeno
estd mediado por un efecto directo de la hipoxia del citotrofoblasto en el lecho placentario
que altera la expresion de las integrinas, o si se trata de un incremento en la accion de la

VEGF.



Tono vascular

En el embarazo normal hay un incremento de 8 a 10 veces en la prostaciclina. La sintesis
del tromboxano A2 (TxA2) también se encuentra incrementada en el embarazo normal, el
resultado neto es una dominancia de las prostaciclinas sobre el TxA2 (Meagher 1993,
Wang 1991). La dominancia de las prostaciclinas explica por qué hay una respuesta
refractaria a la angiotensina II en el embarazo normal, aunque su papel como hormona
circulante esta en debate debido a su corta vida media (Meagher 1993, Gant 1973). Sin
embargo, las prostaciclinas no son los principales vasodilatadores del embarazo (Conrad
1986, Mukaddam 1994). Una variedad de factores peptidos reguladores liberados en un
ambiente esteroide adecuado, juegan un papel importante en esta regulacion (citocinas,
proteinas de unién, factores de crecimiento) (Fay 1991, Morris 1996). El oxido nitrico
(NO2) es un importante mensajero, pero ciertamente no el inico que induce vasodilatacion
en el embarazo normal (Morris 1996, Ahogas 1991). En animales encintas la inhibicion
cronica del 6xido nitrico impide que se presente la falta de respuesta a la angiotensina y la
vasopresina y eventualmente produce un sindrome parecido a la preeclampsia. El NO2 no
es la sola explicacion a la gran vasodilatacion que se presenta en el embarazo normal. Se ha
probado la existencia de otros vasodilatadores derivados del endotelio que causan

vasodilatacion en el embarazo (Pascoal 1996).

El NO2 juega ciertamente un papel mas importante que las prostaciclinas en el
mantenimiento del tono vascular bajo en los vasos feto-placentarios (Myatt 1992, Myatt
1993). Por medio de inmunohistoquimica se ha localizado sintasa de NO2 en placentas de
término, expresada fuertemente en el sincicitrofoblasto pero no en las células endoteliales
de los vasos feto-placentarios ni el citotrofoblasto. Solo una pequefia parte del NO2
producido en el lecho placentario esta destinada a contribuir en la vasodilatacion
uteroplacentaria (Morris 1995). Otros estudios encontraron actividad significativamente
incrementada de la sintasa de NO2 en la membrana basal y el tejido velloso placentario,

comparada con la actividad del endotelio vascular.



Teorias sobre la fisiopatologia de la preeclampsia

En la PE la dominancia biologica del TxA2 sobre las prostaciclina podria explicar la falta
de estimulacion normal del sistema renina-angiotensina, la hipovolemia consecuente y el
incremento de la respuesta vascular a la angiotensina Il y la norepinefrina (Meagher 1993,
Gant 1973, Baker 1991, Friedman 1988). Se ha reportado reduccion en los niveles de
excrecion urinaria de metabolitos de prostaciclina previo al cuadro clinico, por otro lado la
biosintesis placentaria y plaquetaria de TxA2 estd aumentada en la PE (FitzGerald 1990).
La produccion de prostaciclina placentaria esta reducida (Woodworth 1994). Aunque la
relacion TxA2-prostaciclina provee una explicacion para la vasoconstriccion, la destruccion
plaquetaria y la disminucion del flujo ttero-placentario, existen muchas evidencias de que
este sindrome no es un simple estado de deficiencia de prostaciclina (Friedman 1990,
Zeeman 1992). Se sabe que hay una deficiencia endotelial generalizada en la preeclampsia
que incluye niveles aumentados del antigeno relacionado al factor VIII, de la fibronectina
total y celular, trombomodulina, de endotelina, de la actividad del factor de crecimiento,
que hay alteraciones en el balance del activador/inhibidor del plasmindgeno tisular y del
balance del la prostaciclina/TxA2 (Friedaman 1994, Barton 1991). La endoteliosis
glomerular, los cambios endoteliales del lecho placentario, los vasos uterinos y otros vasos,
son claras evidencias de dafio morfologico endotelial en la PE (Shanklin 1989, Barton
1991). Algunos experimentos in Vitro con suero de pacientes con PE no causan
especificamente dafo endotelial pero si activan vias especificas del metabolismo endotelial
(Endresen 1995) que podrian relacionarse con las alteraciones vasculares in vivo. Los
resultados de los estudios de la produccion de NO2 en la preeclampsia han arrojado
resultados controversiales: los niveles plasmaticos de nitrito y nitrato se han encontrado
disminuidos, sin variaciones o incrementados, en comparaciéon con los de pacientes
normotensas (Firedman 1995, Brown 1995). Sin embargo, el mejor indicador in vivo de la
produccion de NO2 es la excrecion urinaria de nitritos, se ha encontrado disminucion de los
metabolitos de NO2 en orina, pero no en plasma de pacientes con PE (Davidge 1996). Las
concentraciones plasmaticas de inhibidores de sintasa de NO2 se han encontrado elevadas
en pacientes con PE, comparadas con los niveles de pacientes con embarazos normales o
con HAS gestacional. El NO2 causa decremento significativo en la resistencia arterial

uterina en pacientes que presentan un elevado indice de la resistencia arterial.



En la PE la disfuncion del endotelio y la agregacion plaquetaria preceden al incremento de
la formacion de trombina y fibrina (Ramsay 1992, Halligan 1994). La inadecuada
produccion de antiagregantes como prostaciclina y NO2 son una explicacion atractiva para
la activacion plaquetaria que se produce en la capa interna de las arterias espirales. Las
plaquetas se adhieren y liberan granulos densos que contienen TxA2 y serotonina que
contribuyen a la agregacion plaquetaria e inducen la formacion de fibrina. Se ha sugerido
que si se encontrara endotelio intacto en las arterias espirales, el incremento en la
serotonina proveniente de las plaquetas activaria los receptores S1 lo que induciria una
recuperacion parcial de la liberacién de prostaciclina y NO2 (Vanhoutte 1991). La
prostaciclina local puede estimular el sistema renina-angiotensina utero placentario y asi
inducir la liberacion de angiotensina Il que podria mejorar la perfusion Utero placentaria al
incrementar la presion sanguinea materna y formar un estimulo extra para la secrecion de

prostaciclina y NO2 por los vasos uterinos.

En la PE y la restriccion en el crecimiento intrauterino (RCIU) la unidad fetoplacentaria se
caracteriza también por su balance en el sistema TxA2/prostaciclina (Mitsuhashi 1994) en
lo que concierne a la sintesis de 6xido nitrico por el sincitio trofoblasto, se ha encontrado
que la sintasa se encuentra disminuida en placentas de pacientes con PE en comparacion de
pacientes sanas (Morris 1995). Otros autores no encontraron diferencias en la produccion
de NO2 al medir niveles de nitritos en placentas sanas y de preeclampticas (Wang 1994).
Ghabour (Ghabour 1995) encontré con técnicas inmunohistoquimicas que la sintasa de
NO2 se expresa principalmente en la porcion apical de las placentas de pacientes con PE y
de manera difusa, pero para las pacientes sanas se encontrd expresion basal puntual en las
placentas. La diferenciacion del cititrofoblasto en sincitiotrofoblasto se asocia con
expresion de sintasa de NO2 (Eis 1995). Las alteraciones en la expresion endotelial de
sintasa de NO2 en las pacientes con PE, podria ser resultado del dafo placentario y los

procesos de reparacion de éste, mas que un mediador primario.

Etiologia de la preeclampsia

La activacion del endotelio o su disfuncion parece tener un papel central en la patogénesis
de la preeclampsia, pero ;qué causa estos dafios endoteliales en la preeclampsia? Cuatro

hipotesis son actualmente tema de intensas investigaciones. Para mayor claridad, estas



hipdtesis se describen por separado, sin embargo, debe considerarse que no se excluyen

mutuamente sino que en realidad interactuan.

Isquemia placentaria. De acuerdo al grupo de investigadores de Oxford, la
preeclampsia es una enfermedad placentaria en dos estadios. En el primero se afectan las
arterias espirales y esto resulta en una deficiente irrigacion placentaria. El segundo estadio
comprende los resultados de ésta placenta isquémica sobre el binomio materno-fetal
(Smarason 1993, Chua 1991). Se encontrd que las membranas de las microvellosidades de
las placentas normales y preeclampticas suprimen la proliferacion del endotelio,
convirtiéndolo en una monocapa rota que posteriormente adquiere una forma parecida a la
de un panal de abejas (Smarason 1993). La exportacion de tejido placentario, también
presente en el embarazo normal, estd aumentada en la preeclampsia. Aunque este transporte
de tejido trofoblastico podria, en teoria, ejercer un efecto sistémico al disminuir la
produccion pulmonar de NO2 (segun el grupo de Oxford), el incremento en la
microexportacion de membranas de las microvellosidades del sincitiotrofoblasto esta en
realidad mas relacionado con la disfuncion sistémica endotelial de la preeclampsia (Sargent
1994, Chua 1991). El incremento en la liberacion de sincitiotrofoblasto en la preeclampsia,
podria explicarse por el crecimiento del sincitio que podria alongarse con largos pediculos
(Sargent 1994). La proliferacion del citotrofoblasto y la formacion de estos crecimientos de
sincitiotrofoblasto, podrian representar mecanismos de reparacion de la placenta. La
preeclampsia se asocia con acumulacion de glucogeno en el sincitiotrofoblasto lo que
podria ser otra manifestacion de esta exportacion y proliferacion aumentada del cito y
sincitiotrofoblasto  (Arkwright 1993). La producciéon de TxA2 por vellosidades del
citotrofoblasto disminuye cuando madura en sincitiotrofoblasto (Ding 1994) se ha descrito
un factor toxico endotelial proveniente del sincitiotrofoblasto en placentas de pacientes con

preeclampsia, pero no en placentas de pacientes sanas (Naicker 2003).

La isquemia placentaria causa disfuncion endotelial y ésta podria ser una explicacion
atractiva para el sindrome de la preeclampsia, sin embargo diversas evidencias pueden
contradecir ésta hipdtesis. Primero, si la isquemia placentaria fuera causante de la
disfuncion endotelial, se presentaria un cuadro parecido en la madre y el feto pero no es asi.

Por otro lado, la cronologia de los componentes del cuadro clinico materno, no coinciden



con la hipotesis de la isquemia placentaria. Algunos autores han encontrado que la
disfuncion endotelial estd presente desde el primer trimestre o incluso antes (Lockwood
1990, Taylor 1990, Alexander 2007) por lo que este dafio no coincide con la presentacion
del cuadro en estadios avanzados del embarazo. Normalmente durante el primer trimestre el
trofoblasto se encuentra en un medio con baja concentracion de oxigeno, y esta “hipoxia”
relativa es importante para el adecuado desarrollo del trofoblasto, ya que estados asociados
a un aumento en el flujo se asocian con mala evolucion del embarazo (Jaffe 1995). Las
bajas cantidades de oxigeno, afectan la funcién del trofoblasto en el embarazo avanzado, se
ha reportado que los cambios histologicos provocados en el cito y sincitio trofoblasto por
hipoxia en placentas del tercer trimestre, son muy similares a los observados en la
preeclampsia severa (Cross 1996). El problema basico con la hipétesis del grupo de Oxford
es que los estudios se basan en pacientes que ya desarrollaron la enfermedad. El incremento
en la exportacion de sincitiotrofoblasto, que es de suma importancia en esta hipotesis,
parece ser un evento tardio en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, este fendémeno
puede ser clinicamente importante ya que puede estar involucrado en el desarrollo de la
hipertension severa refractaria al manejo y el vasoespasmo que se presenta en los estadios

finales de la preeclampsia severa y la eclampsia.

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y prevencion de la citotoxicidad. Se
ha reportado que en la preeclampsia los acidos grasos libres circulantes (AGL) se
incrementan entre 15 y 20 semanas antes de la presentacion clinica de la enfermedad
(Lorentzen 1994). El suero de pacientes preeclampticas tiene indices elevados de la
relacion acidos grasos libres (AGL): albumina y actividad lipolitica incrementada lo que
resulta en un aumento de la incorporacion celular de AGL para ser esterificados en
triacilglicérdios (TAG) (Halliwell 1992, Endresen 1993). De los AGL se ha encontrado que
los 4cidos grasos oléico, el linoléico y palmitico, estdn aumentados en un 37, 25 y 25%
respectivamente. El acido linoleico reduce la liberacion de prostaciclina estimulada por la
trombina en un 30 a 60% y el acido oleico en un 10 a 30%, mientras que el 4cido palmitico
no tiene efecto. La incubacidn con acido linoleico reduce los niveles de GMPc en un 70% y
la capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria en un 10 a 45% (Endresen 1994). La
albumina plasmatica existe en diferentes formas isoeléctricas con puntos isoeléctricos de

entre 4.8 a 5.6. Entre mas AGL se una a la albimina mas bajo sera el punto isoeléctrico. La



albumina plasmatica previene la toxicidad celular solo cuando su punto isoeléctrico se
encuentra en 5.6. Ya que elevadas proporciones de AGL: albumina causan un cambio de
5.6 a 4.8 en el punto isoeléctrico de la albumina, las pacientes con preeclampsia tendran
menores niveles de albumina “protectora” con respecto a embarazadas normotensas. Una
baja proteccion téxica contra las VLDL resultaria en acumulacion citotoxica de TAG en las

células endoteliales (Arbogast 1994, Wakatsuki 2000).

De acuerdo al grupo de Arbogast, el embarazo aumenta las necesidades de energia y esto
provoca incremento de la concentracion de VLDL. En las mujeres con bajos niveles de
albiimina el aumento en el transporte de AGL del tejido adiposo al higado reduciria la
prevencion de la citotoxicidad a un punto en el que se presente la toxicidad de las VLDL

provocando asi dafio endotelial (Arbogast 1994).

Al igual que para la hipotesis de la isquemia placentaria, es dificil concebir un aumento tan
fuerte en las demandas de energia que pueda provocar una alteracién tan marcada de la
proporcion de las VLDL y los factores protectores de citotoxicidad y subsecuentemente
disfuncion endotelial, sobre todo en el primer trimestre del embarazo. Més bien el aumento
de AGL y la acumulacion endotelial de TAG son eventos tempranos y probablemente de
suma importancia en la preeclampsia y podrian reflejar el estrés oxidativo mediado por
citocinas causado por la isquemia placentaria y/o activacion de los leucocitos (Saltar 1996).
Por otro lado, se ha encontrado que tanto las LDL como las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), provenientes de suero de pacientes con PE, son mas susceptibles a sufrir oxidacion,

comparadas con las provenientes de pacientes sanas (Wakatsuki 2000).

Maladaptacion inmune. El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) esta
estrechamente relacionado con el rechazo de 6rganos trasplantados e incluye genes que
comprenden los antigenos humanos de los leucocitos (HLA). Se ha encontrado que las
células del trofoblasto que estan en contacto con la sangre materna no expresan en MHC
clase I ni los aloantigenos tipo II, mientras que las que estdn en contacto con el tejido
materno son positivas para MHC tipo 1. Durante el primer trimestre el sincitiotrofoblasto y
las vellosidades corionicas del citotrofoblasto no expresan los aloantigenos del MHC clase

I, que se expresa solo en el citotrofoblasto extravelloso y en las puntas de las células



columnares de las arterias espirales uterinas. La familia de genes HLA tipo I comprende
glicoproteinas altamente polimorficas (HLA-A, HLA-B, HLA-C) que se expresan en
practicamente todos los tejidos y participan en la presentacion de antigenos de péptidos
autologos a las células T. Al menos 3 genes mas de HLA I (E, F y G) han sido
identificados, son los llamados no clasicos y son altamente homologos a los clasicos. HLA-
E y HLA-F se expresan en muchos tejidos fetales y adultos. Por otro lado, el HLA-G se
expresa solamente en la cara materno fetal del trofoblasto extravelloso, donde estan
ausentes los antigenos HLA I clasicos y los HLA II. Esta expresion restringida sugiere que
el HLA-G juega un papel muy importante en la tolerancia inmune de la madre hacia el feto,
que representa un tejido semialogénico (Loke 1997, Sargent 1993, Carosella 1996, Shorter
1993). El gen del HLA-G se caracteriza por estar en un locus cuyo grado de polimorfismo
es muy bajo y que ademds no afecta casi nada sus patrones proteicos. Estudios muy
interesantes han demostrado expresion de alelos diferentes en la poblacion Afro-
Americana, asi como mutaciones del gen de HLA-G en neonatos con restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU), lo que contrasta con los hallazgos en caucasicos que

muestran un polimorfismo minimo de éste gen.

Estudios en la expresion de antigenos de superficie de CD-45 han demostrado que la
decidua contiene un gran nimero de células de origen medular. En la fase secretora tardia
del endometrio una poblacion especial, secreta CD-56, un marcador de los granulocitos
periféricos. Estas células son muy parecidas a las NK pero no tienen una actividad tan
fuerte como los NK circulantes. Aproximadamente el 75% de las células deciduales
expresan CD45, lo que refleja su origen medular (aproximadamente 45% granulocitos, 19%
de macréfagos y 8% de células T). Mientras el embarazo progresa, la poblacion de
macrofagos y células T permanece constante, pero el nimero de granulocitos uterinos

desciende dramaticamente (Starkey 1993, Satio 1993, Deniz 1994).

La funcién de las células de la familia NK como los granulocitos uterinos, es matar células
blanco deficientes en la expresion de MHC mas que reconocer la presencia de MHC
extrafio (Klein 1994, Chumbley 1990, Ljunggren 1990). Sin embargo la falta de expresion
de moléculas clasicas HLA tipo I en el trofoectodermo y el citotrofoblasto invasor, no es

suficiente para explicar su proteccion de las células parecidas a NK. La expresion de un



antigeno tipo I no clasico en la superficie del citotrofoblasto invasor es una buena
explicacion a este paradigma (Jurisicova 1996). Es el denominado HLA-G, que ademas es
capaz de inhibir la actividad de las NK de los granulocitos uterinos contra el trofoblasto en
la interfase materno-fetal (Loke 1997, Satio 1993, Chumbley 1994). Asi, la ausencia de
expresion de moléculas HLA clasicas y la presencia de HLA-G en el citotrofoblasto invasor
son de suma importancia en la proteccion del trofoblasto ante un ataque citotéxico por
reconocimiento del sistema inmune (Sargent 1996, Carosella 1996, Shorter 1993). Durante
la gestacion, las células extravellosas del citotrofoblasto mantienen la habilidad de regular
positivamente la expresion de HLA-G, pareciera que deben mantener al sistema inmune
materno permanentemente alejado. Por otro lado, las células del citotrofoblasto expresan
caracteristicas invasoras solo de manera transitoria, se ha descrito expresion de
metaloproteinasas e integrina solo al principio del embarazo (McMaster 1995). Se ha
descrito expresion disminuida de ARNm para HLA-G en tejido corionico de pacientes con
PE comparado con tejido de pacientes sanas. Sin embargo, un estudio mas profundo reveld
que este era efecto mas bien de la conocida disminucion en el nimero de células
trofobasticas y no en si de la expresion de ARNm. La expresion de HLA-C por células del
trofoblasto esta coordinada con la expresion de HLA-G, pareciera que son necesarias como
parte del grupo de moléculas HLA tipo I que participan en el reconocimiento de las NK y

previenen la lisis.

Otras alternativas para en el papel de los linfocitos granulares y las células CD-56 uterinas
podria ser que su funcion secretora ante la invasion por el trofoblasto positivo para HLA-G
sea clave en el crecimiento e invasion (King 1991). El inmunotrofismo (sea la actividad de
los leucocitos deciduales) podria favorecer el crecimiento trofoblastico (Wegmann 1998).
Asi como la creciente produccion de los factores estimuladores de colonias provenientes de
los macréfagos deciduales y la placenta misma, son factores que parecen estar
estrechamente relacionados con las interacciones decidua-trofoblasto durante las etapas
tempranas del embarazo, ya que estimulan a los macrofagos endometriales, la produccion
de lactogeno placentario por el trofoblasto, y la sintesis de gonadotropina coridnica
(Giudice 1994). Se sabe que diferentes citocinas participan en el desarrollo temprano del
embarazo. El factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), IL-1,

TNF-0, IFN-y, y el factor estimulador de colonias 1 (CSF-1) han sido implicados en la



adhesion del blastocisto y la implantacion, proliferacion e invasion del trofoblasto. Ya que
el TNF-a, y los IFN a, B, y v y el TGF-B-1 se producen en la unidad ttero placentaria e
inhiben la sintesis de DNA por el trofoblasto, podrian estar participando en la regulacion
del crecimiento del trofoblasto. Por otro lado IL-1, GM-CSF e IL-6 podrian tener efecto
estimulante sobre el crecimiento del trofoblasto. Es importante comentar que todos estos
efectos se llevan a cabo bajo una estrecha interaccion con los corticoesteroides y las

prostaglandinas (Starkey 1993, Aoki 1993, Giudice 1994).

La accion diferente y mutuamente inhibida de las 2 poblaciones de células T fue descrita
hace mas de 20 afios (Mosmann 1991). Las células tipo Thl secretan IL-2, IFN-y, y
linfotoxina. En contraste las células Th2 secretan IL-4, IL-6 e IL-10 (Mosmann 1993). Las
células Thl participan en la inmunidad mediada por células y las reacciones de
hipersensibilidad retardada, mientras que las células Th2 participan en la inmunidad
mediada por anticuerpos y las respuestas alérgicas. En el embarazo hay predominancia de
la respuesta Th2 y se ha propuesto que el éxito de éste depende de la inhibicion de la
respuesta Th1 secundaria a la activacion de la respuesta Th2 (Wegmann 1993, Dong 2005).
Esta hipotesis se refuerza con la observacion de que las enfermedades autoinmunes
mediadas por respuesta celular, como la artritis reumatoide, mejoran durante el embarazo,
mientras que las enfermedades asociadas a produccién de auto anticuerpos, empeoran
(Varner 1991). Muchos factores participan en la regulacion y el mantenimiento
inmunoendoécrino del embarazo. La prostaglandina E2 tiene muchas propiedades
inmunodepresoras, incluyendo la inhibicion de todas las células del sistema inmunologico
(Goodwin 1983). La IL-10 inhibe potencialmente la funciéon inmune por medio de dos
mecanismos: (1) directamente como factor inhibidor de la sintesis de citocinas y (2)
indirectamente como inductor de la hormona adenocorticotropica. A pesar de la
importancia de esta observacion, hay que decir que los ratones con delecion del gen IL-10

se reproducen sin problema (Kuhn 1993).

Ademas de las citocinas, el crecimiento fetal y placentario estd parcialmente regulado por
los factores de crecimiento similares a insulina (IGF) y por sus proteinas de union (IGFBP-
1 o proteina placentaria 12). Las substancias trofoblasticas como el lactégeno placentario

estimulan la produccion hepatica materna de IGF-1. Por otro lado, las células que unen la



IGF-1 cambian durante la diferenciacion trofoblastica (Jones 1995). El peso fetal se
correlaciona positivamente con los niveles fetales y maternos de IGF-1. El IGFBP-1
producido por las células del estroma decidual favorece el crecimiento trofobléstico al
inhibir el IGF-1. Los niveles elevados de IGFBP-1 en las semanas 16-24 de la gestacion en
embarazos que desarrollaran PE e RCIU sugieren que su sobreproduccion podria ser al
menos parcialmente responsable de la placentacion anormal (Jones 1995, Jones 1993, Milio
1994). En contraste otros investigadores han encontrado niveles bajos de IGFBP-1 en el
segundo trimestre en mujeres con PE, en comparacion con embarazadas sanas. Hasta el
momento, no se puede explicar con certeza el papel de estas substancias basados en estos

hallazgos.

Los estudios epidemiolédgicos sugieren que los mecanismos inmunes deben tener un papel
en la etiologia de la PE (Redman 1991, Robillard 1993, Trupin 1996). La PE genuina es
primariamente una enfermedad de primigestas. Un embarazo previo normal se asocia con
una incidencia mucho menor de la enfermedad, incluso un aborto previo confiere cierta
proteccion. El efecto de la multiparidad, se pierde con el cambio de pareja, entonces la PE
puede ser un problema asociado con primipaternidad mas que con primigravidez (Robillard
1993). En un reporte que incluia 5068 nuliparas y 5800 multiparas 573 con nuevas parejas,
se encontrd que la incidencia de PE era similar en las nuliparas y las multiparas con nueva
pareja (3.2 y 3% respectivamente), mientras que la incidencia para las multiparas era
significativamente menor (1.9%). Por otro lado, los embarazos logrados con inseminacion
heter6loga y donacién de ovocitos, tienen mayor incidencia de PE (Serhal 1989). Existen
numerosas evidencias que asocian a la PE con alteraciones inmunologicas. Al principio del
segundo trimestre las mujeres que desarrollardn PE tienen menor proporcion de células T,
comparadas con aquellas que permanecen normotensas (Bardeguez 1991). Se han
encontrado anticuerpos antiendotelio en el 50% de las mujeres con PE, en comparacion con
15% de los casos control (Rappaport 1990). En las paredes de las arterias espirales uterinas
se han encontrado depositos de inmunoglobulinas (IgM), complemento (C3) y fibrina,
principalmente en zonas ateroesclerdticas. Se infiere participacion inmunoldgica importante
en el desarrollo de la ateroesclerosis por la similitud de las lesiones que se desarrollan en el
rechazo a los aloinjertos. Sin embargo, la aterosis aguda ocurre principalmente en las

arterias que no han sufrido los cambios fisioldgicos mediados por la invasion trofoblastica,



asi, si se considera la analogia con el rechazo de injertos, se tendria que suponer que el feto

esta rechazando a la madre (Labarrere 1988).

(Cual es la relacion entre una mala adaptacion inmune y la activacion endotelial en la PE?
La decidua contiene una abundante cantidad de células de origen medular. Cuando estas
células se activan pueden liberar una gran cantidad de mediadores que interaccionan con las

células endoteliales.

Elastasa. Los neutréfilos activados liberan elastasa y otras proteasas toxicas que pueden
destruir la integridad del endotelio. Los niveles plasmaticos de elastasa son
significativamente mayores en mujeres con PE y su elevacion se correlaciona con niveles
elevados de endotelina y antigeno relacionado al factor VIII, lo que apoya su participacion
como causa de la disfuncion endotelial en la PE. El nimero de neutréfilos deciduales
positivos para elastasa es mayor en embarazos complicados con PE y se correlaciona

positivamente con los niveles de 4cido urico (Butterworth 1991, Greer 1991).

Citocinas. Los estudios se han enfocado al TNF-a y la IL-1 ya que los cambios
endoteliales que provocan son muy similares a los descritos en PE. Estas citocinas
favorecen la generacion de trombina, factor activador de plaquetas, antigeno relacionado al
factor VIII, e inhibidor-activador de plasminogeno-1, la permeabilidad celular, y la
expresion de ICAM-1 y VCAM-1, el incremento en la actividad de sintasa de NO2 y el
aumento de varias prostaglandinas (Yoshizumi 1993, Chen 1996). Ademas, en muchos
estudios se ha encontrado niveles en aumento de TNF-a en la toxemia, aunque ain es
controversial si este aumento ocurre después de la instalacion del cuadro y si ocurre solo en
embarazos complicados ademés con RCIU (Kupfermine 1994, Schiff 1994, Meekins 1994),
tampoco se ha logrado concluir cudl es su origen (Benyo 2001). La deteccion de TNF-a es
complicada debido a su corta vida media y a la posible interferencia de sus receptores
solubles. Podrian ser decepcionantes las conclusiones hechas a partir de los niveles
plasmaticos de TNF-a. Sus receptores solubles podrian ser mejores indicadores de su
actividad. Existen 2 receptores especificos para TNF-a con pesos moleculares de 55 y 75
kd (p55 y p75 respectivamente). Estos pueden encontrarse como proteinas solubles que se

unen especificamente al TNF-a. Se sabe que los niveles de receptores de TNF aumentan si



aumenta su ligando, y por lo tanto tiene un efecto protector contra la produccioén excesiva
de TNF-a. Ya que los receptores tienen una vida media mas larga, actian como “huellas”
de la actividad de TNF-o. Se ha encontrado que los niveles de p55 y p75 se encuentran
elevados en pacientes con PE, comparados con aquellos de pacientes con embarazos
normales (Kupferminc 1995, Stark 1995). Entonces, el aumento en los niveles de TNF-a
reportado en las pacientes con PE podria ser real (Vince 1995). El origen de éste podria ser
los leucocitos deciduales (activados) o la placenta misma, ya que el sincitiotrofoblasto
contiene RNAm para TNFa (Kupferminc 1994). La preeclampsia se parece en algunos
aspectos a una respuesta de fase aguda, que podria estar mediada por la elevacion de IL-6
(Greer 1994, Benyo 2001). En la respuesta de fase aguda se presentan cambios
caracteristicos de las proteinas plasmadticas que también se encuentran en la PE como
hipoalbuminemia, reduccion de la transferrina y aumento de ceruloplasmina, ol-
antitripsina, y haptoglobulina. La IL-6 tiene también efectos especificos en el endotelio
como incremento de la permeabilidad, estimulacion de la sintesis del factor activador de
plaquetas, del factor de crecimiento derivado de plaquetas, y de la sintesis de prostaciclinas.
Se sabe que los radicales libres de oxigeno inducen la sintesis endotelial de IL-6. Se cree
que la accion de la IL-6 estd estrechamente ligada a la del TNF-a. Mientras que la IL-6
produce retroalimentacion negativa en la produccion del TNFa, su produccién en la
decidua y el trofoblasto se incrementa por TNFa e IL-1 (Silver 1993). Los niveles de IFN-y
también estdn incrementados en la PE (Toohey 1994), ésta regula positivamente la
expresion endotelial de ICAM-1 y la sintesis de IL-6, lo cual también podria explicar los
niveles elevados de IL-6 plasmatica en la PE. Por otro lado, los niveles de IL-8 y GM-CSF
no se han encontrado modificados en pacientes con toxemia con respecto a embarazadas

sanas (Greer 1994).

Las células endoteliales disfuncionales se activan, y producen proteinas de superficie que
median la adherencia a células de inflamacion. Este proceso inductivo estd mediado por
citocinas producidas por células de inflamacién y por el endotelio activado. Se produce la
expresion de moléculas de adhesion leucocitaria endotelial, como la selectina E (especifica
del endotelio), VCAM-1, e ICAM-1. La PE se asocia con aumento en la expresion de estas
moléculas y esto podria ser un evento temprano (Toohey 1994, Lyall 1994). El incremento

de estas proteinas de adhesion refleja incremento en su expresion endotelial y explica la



activacion leucocitaria en la preeclampsia (Greer 1991). La interaccion anormal leucocito-
endotelio en la PE se limita a la circulaciéon materna como lo demuestran los niveles no
alterados de moléculas de adhesion y elastasa en los vasos placentarios de la placenta y el

plasma fetal (Greer 1991, Lyall 1995).

Radicales libres. La preeclampsia se asocia con estrés oxidativo, en el que los factores
pro-oxidantes dominan sobre los antioxidantes y provocan potencialmente dafio tisular y
endotelial (Cheeseman 1993). Los radicales libres de oxigeno favorecen la formacion de
peroxidos lipidos. La peroxidacion de lipidos, una vez iniciada, se propaga por si misma.
Los perdxidos lipidos se encuentran aumentados incluso en embarazadas normales, lo que
sugiere que el embarazo normal produce cierto grado de estrés oxidativo. Los niveles de
perdxidos lipidos, se encuentran atin mas aumentados en la preeclampsia y se correlacionan
con el incremento en la TA, pero no con la evolucidn perinatal (Hubel 1989, Walsh 1994,
Deker 1991, Uotila 1993, Wakatsuki 2000). Las lesiones de los vasos deciduales en las
preeclampticas, se parecen a los ateromas, en ambas se encuentra necrosis fibrinoide de la
pared del vaso y acumulacioén de células espumosas, ambos indicadores de oxidacion de

lipoproteinas de muy baja densidad (Esterbauer 1993, Hubel 1989, Kloner 1989).

Los leucocitos activados podrian ser responsables en gran parte, de la produccion de
radicales libres en la PE. Por otro lado, también, por medio de la produccion de citocinas,
podrian causar conversion irreversible de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa y
provocar asi, liberacion endotelial de radicales libres de oxigeno (Friedl 1989, Becker
1993, Phan 1989). Los radicales libres junto con la elastasa pueden causar sinérgicamente
el dafio endotelial (Friedl 1989, Ward 1991, Varani 1989). La placenta es otra fuente de
radicales libres en la PE, la produccion de peroxidos lipidos placentarios se correlaciona
con el incremento en la produccion placentaria de TxA2 (Wash 1994). El metabolismo del
acido araquidonico genera radicales libres de oxigeno tanto por la via de la lipooxigenasa
como por la de la ciclooxigenasa, pero la ciclcooxigenasa genera mas de mil veces mas
superoxido que la lipooxigenasa (Higgs 1983). Se ha propuesto que los neutréfilos podrian
activarse al circular en el espacio intervelloso y tener contacto con los peroxidos lipidos
generados por el trofoblasto (Wash 1994). También se ha probado incremento en los

peroxidos lipidos en plaquetas y eritrocitos (Garzetti 1993).



Los radicales libres causan un dafio endotelial muy parecido a los cambios vistos en la
preeclampsia (Hubel 1989, Walsh 1994). Los peroxidos lipidos estimulan la sintesis de
prostaglandina H pero inhiben a la sintasa de prostacilcina, asi los niveles aumentados de
peroxidos lipidos en la toxemia favorecen la produccion de TxA2 derivado de plaquetas.
Los radicales libres disminuyen la produccion de NO2 endotelial e inhiben la sintasa de
NO2 (Katusic 1994, Yang 1994) los peroxidos lipidos alteran la permeabilidad proteica
capilar y podrian estar involucrados en el edema y la proteinuria (Varani 1989, Walsh
1994). Los peroxidos lipidos provocan trombosis al incrementar la liberacion de trombina y
disminuir la de antitrombina y activador de plasmindégeno endotelial (Kugiyama 1993).
Los perdxidos lipidos alteran la fluidez de la membrana celular al incrementar la
incorporacion de colesterol, de 4cidos grasos oxidados y de lipoproteinas de baja densidad.
En la PE, estos cambios han sido descritos para las plaquetas, los eritrocitos y las células
del trofoblasto (Garzetti 1993, Cester 1988). Esto puede explicar al menos parcialmente por
qué la incubacion de células endoteliales con plasma de pacientes preeclampticas
incrementa la concentracion endotelial de triacilglicéridos, provocando cambios en las

caracteristicas fisioldgicas del endotelio (Endresen 1995, Endresen 1992, Saltar 1996).

Los antioxidantes son una familia diversa de compuestos que previenen la sobreproduccion
y el dafio celular causado por los radicales libres. Aunque el cuadro en la preeclampsia es
muy complejo, aparentemente no puede caracterizarse simplemente como un estado global
de deficiencia de antioxidantes (Uotila 1994, Chappel 1999). Una paradoja aparente de la
teoria del estrés oxidativo en la preeclampsia es la funcion antioxidante del acido urico —
que estd aumentado- (Beker 1993, Many 1996). En la preeclampsia la captura plasmadtica
de radicales libres acuosos estd francamente aumentada y gran parte de este incremento es a
causa del acido urico (Outila 1994, Many 1996). Aunque el incremento de la actividad de
la xantina oxidasa puede contribuir al estrés oxidativo en la toxemia, la hiperuricemia,

puede tener un papel antioxidante (Many 1996).

La vitamina E es el principal antioxidante lipo-soluble. Se ha encontrado que, al contrario
del embarazo normal, en la PE severa se encuentran incrementados los niveles de peroxidos
lipidos y disminuidos los de vitamina E, este descontrol se correlaciona con el incremento

de tromboxano y decremento de la prostaciclina (Wang 1991), asi como con el aumento de



la tension arterial (Jain 1995). Muchos otros autores no han encontrado disminucién de los

niveles de vitamina E en la PE (Uotila 1993, Uotila 1994, Rebelo 1996).

La generacion de radicales libres altamente toxicos que inician la peroxidacion lipida y las
reacciones que causan su propagacion, requieren la presencia de hierro de bajo peso
molecular y otros metales de transicion. Asi, un grupo importante de antioxidantes son
aquellos que se unen a los iones metalicos de manera que no generen especies de radicales
libres, incluyendo la transferian, la albumina, y la cerulopasmina (Aust 1990, Halliwell
1992). Cuando el tejido nervioso cerebral se somete a homogenizaciéon en solucion
amortiguadora, los lipidos endogenos sufren una rapida peroxidacion como resultado de
una transicion de metales liberados de las células. La capacidad del plasma de inhibir esta
peroxidacion, nos da una idea de la accion antioxidante de éste. La peroxidacion es inhibida
por diversos agentes quelantes del hierro, se han utilizado herramientas que midan la
funcion antioxidante por secuestro de metales y se ha encontrado aumento de la capacidad
antioxidante del plasma de pacientes con embarazos normales, mientras que se ha

encontrado 50% de reduccion de actividad antioxidante en las preeclampticas (Many 1996).

Los niveles de glutation eritrocitario y la actividad de glutation peroxidasa, otro sistema de
eliminacion de perdxidos lipidos, se encuentran elevados en la PE, esta elevacion podria
representar una respuesta compensatoria (Dekker 1991). Por otro lado, se han encontrado
niveles de glutation peroxidasa disminuidos en placentas de preeclampticas comparadas
con placentas normales, pero los niveles podrian no ser los mismos en tejidos y en

eritrocitos.

El 4cido ascorbico, el a-tocoferol y el B-caroteno, son potentes antioxidantes provenientes
de la dieta. El acido ascorbico es el principal antioxidante hidrosoluble, sus niveles se han
encontrado considerablemente disminuidos en pacientes con PE leve y severa, mientras que
los niveles de o-tocoferol y el B-caroteno se han encontrado disminuidos solo en
preeclampsia severa (Mikhail 1994). Asi, durante la PE, estos antioxidantes podrian estar
actuando como mediadores del dafio celular, en los tejidos, dando como resultado, una
disminucién en los niveles plasmaticos. Los antioxidantes hidrosolubles, podrian

consumirse mas rapidamente, seguidos por los liposolubles. La disminucién en la



capacidad de los antioxidantes que unen metales y de los placentarios, podria ser de crucial
importancia en el inicio y la propagacion de la peroxidacion lipida en la preeclampsia

(Walsh 1994, Many 1996, Davidge 1992).

Se ha propuesto que las citocinas, en especial el TNF-a, podrian contribuir a estrés
oxidativo en la preeclampsia (Stark 1993, Dong 2005). El dafio mitocondrial, es el primer
efecto detectable de dafio en cultivos celulares, algunos estudios han encontrado que la
preeclampsia se asocia con dafio mitocondrial similar (Shanklin 1989, Shanklin 1990,
Barton 1991). El desequilibrio oxidativo en la preeclampsia, se encuentra probablemente
muy ligado a la actividad de las citocinas, principalmente TNF-a. Los antioxidantes inhiben
de manera selectiva la liberacion de TNF-q, ya que controlan la oxidacion-reduccion de la
glutation-peroxidasa, que actia como un modulador endégeno muy importante de la
produccion de TNF-a. En la mitocondria, el TNF-a provoca la liberacion de radicales libres
de oxigeno con la subsecuente formacion de peroxidos lipidos. Si estos no son removidos
junto con la subsecuente reduccion en la glutation peroxidasa oxidada, se provoca toxicidad

celular grave.

La mala-adaptacion inmune es una hipdtesis atractiva para explicar muchos de los bien
conocidos efectos de la PE. Debemos enfatizar que aunque ciertamente las pacientes con
PE presentan caracteristicas inmunopatoldgicas, aun queda por resolver como estas
alteraciénes inmunoldgicas resultan en preeclampsia. Las inmunoglobulinas, el complejo
inmune, el complemento y los depdsitos de fibrina en los vasos deciduales podrian ser el
efecto de la obstruccion capilar, mas que su causa; se han descrito cambios andlogos en las
vellosidades coridnicas de placentas isquémicas. Tampoco los depodsitos glomerulares de
IgG, IgM y complemento son prueba directa del origen inmuldgico de estas lesiones. La
hipotesis de la mala adaptaciéon inmune, no se excluye mutuamente con la hipdtesis de la
isquemia placentaria. La mala-adaptacion inmune puede ser la causa de la mala
implantacion y asi causar isquemia placentaria. Ademas, la isquemia placentaria provee una
explicacion alternativa para los cambios en las citocinas (Cornard 1997) y el estrés
oxidativo de la PE. Las células placentarias expresan eritropoyetina, una molécula prototipo
de la regulacion de hipoxia en mamiferos. Algunas secuencias de ADN de TNF-a e IL-1

son casi homologas al gen de respuesta a hipoxia de la eritropoyetina, lo que provee una



hipotesis posible, pero ain mal entendida de la relacion molecular entre la hipoxia y la

estimulacion de la produccion de citocinas (Cornard 1997).

Preeclampsia como enfermedad genética. La preeclampsia severa y la eclampsia
tienen cierta tendencia familiar. En un estudio se encontr6 una incidencia del 26% en
hermanas con preeclampsia pero solo 8% en sus cufiadas (similar a la poblacion abierta)
(Chesley 1968). Muchos estudios reportan un alelo comin que actia como un ‘“gen
maestro” que confiere susceptibilidad para desarrollar preeclampsia. La preeclampsia
podria asociarse con un gen Unico recesivo o un gen dominante con penetrancia
incompleta. La herencia multifactorial puede ser otra posibilidad (Cooper 1993,
Arngrimsson 1990). La principal razon para sospechar la existencia de un gen materno
como Unica explicacion para el desarrollo de PE, es la alta concordancia en el desarrollo de
la enfermedad en un pequeio grupo (n=10) de gemelos monozigotos (Thornton 1991). El
incremento de la incidencia de la enfermedad en hijas de madres con eclampsia es otra
razon para sospechar la presencia de un gen materno asociado, aunque la herencia
multifactorial y la participacion del genotipo fetal, podrian ser otra explicacion (Cooper
1993, Arngrimsson 1990). Un ejemplo del impacto del genotipo fetal es la asociacion entre
el sindrome de HELLP y un sindrome fetal metabolico raro (Wilcken 1993) asi como el
incremento de la incidencia en la preeclampsia en los casos de fetos con aneuploidias
(Boyd 1987). También existe evidencia de que la predisposicion genética de desarrollar la
enfermedad esta mediada por genes que intervienen en la implantacion y la placentacion

(Arngrimsson 1994).

Hay datos no concluyentes sobre la participacion de los antigenos HLA. Muchos estudios
reportan un incremento de la compatibilidad al HLA entre las pacientes con PE y sus
parejas (Cooper 1993), mientras que otros han demostrado mutaciones en el gen del HLA-

G en neonatos afro-americanos con RCIU.

Se han estudiado ampliamente las alteraciones genéticas del receptor de angiotensina II ya
que cambios en su expresion podrian estar involucrados en la regulacion de la
vasodilatacion de los vasos uteroplacentarios y fetales (Cox 1996, Knock 1994). La

participacion “genética” del TNF-a como mediador de una disfunciéon mitocondrial (que



provocaria PE) se basa en el incremento de la incidencia de preeclampsia severa en una
familia con alteraciones en una de las oxidoreductasas mitocondriales (Torbergsen 1989).
Un grupo de investigadores observo disminucion en la expresion de genes mitocondriales
en placentas de pacientes preeclampticas (Furui 1994). Por otro lado, se ha demostrado
aumento del RNAm del TNF-a en leucocitos de pacientes con PE comparados con
pacientes con embarazos normales, este aumento en la expresion de TNF-a puede estar
relacionado con el alelo TNF-1 que se encuentra elevado en la PE (Chen 1996, Vural

2006).

Existen mas evidencias desde el punto de vista genético que inmunoldgico que explican la
participacion de los antigenos placentarios y fetales en la fisiopatologia de la PE. Se ha
propuesto que existe un conflicto genético entre los genes maternos y fetales. Los genomas
materno y fetal tienen funciones diferentes durante el desarrollo. La impronta genémica
paterna es mas importante que la materna en el desarrollo normal de los tejidos
placentarios y las membranas extraembrionarias (Haig 1993). Esto se demuestra claramente
cuando se presentan aberraciones cromosomicas en el desarrollo, como es el caso de las
molas completas en las que una doble fecundacion del ovocito da por resultado un
embarazo molar, patologia en la que la preeclampsia severa puede presentarse antes de las
20 semanas de gestacion. Experimentos con animales sugieren que la impronta gendmica

esta relacionada en la expresion placentaria de HLA (Kanbor-Shakir 1990).

De acuerdo a la teoria del conflicto genético, los genes fetales se seleccionan para aumentar
el aporte de nutrientes hacia el feto y los genes maternos se seleccionan para limitar el
aporte, con el fin de proteger a la madre. El fendmeno de la impronta gendmica significaria
que un conflicto similar se estaria presentando entre los genes fetales derivados de la madre

y los derivados del padre.

Un autor propuso que la invasion trofobléstica tiene 3 consecuencias: (1) el feto gana
acceso directo a la sangre arteriosa materna, asi la madre no podria disminuir el aporte de
nutrimentos al feto sin disminuir los propios, (2) el volumen de sangre que llega a la
placenta no esta controlado (localmente) por la madre y (3) la placenta es capaz de liberar

hormonas y otras substancias directamente a la circulacion materna. La hipotesis del



conflicto genético propone que los factores placentarios (de origen genético fetal) actuan
incrementando la presion arterial materna, mientras que los factores maternos reducen la
presion arterial. También sugiere que se reduce la resistencia vascular materna al inicio del
embarazo con el fin de racionar los nutrientes al feto y posteriormente se presenta un
aumento fisiologico de ésta, lo que representa el “cambio del poder” mientras el feto crece.
El corolario es que los factores placentarios contribuyen al incremento del gasto cardiaco
materno. Los factores placentarios incrementan preferentemente la resistencia no
placentaria ya que las arterias Utero-placentarias han sido modificadas y no responden a los
vasoconstrictores. Los efectos intrinsecos de una elevada presion arterial materna son

finalmente benéficos para el feto (desde este panorama).

La hipdtesis del conflicto de Haig predice que los genes fetales van a desviar la circulacion
materna hacia el espacio intervelloso incrementando la presion de perfusion (tension
arterial materna) (Haig 1993). La linea que divide a las pacientes normotensas de las
hipertensas es arbitraria ya que la presion arterial materna representa un continuo de
cambios. La hipotesis del conflicto genético predice que la posicion materna en este
continuo, estd determinada por el balance entre los factores fetales que incrementan la
presion arterial materna y los factores maternos que la regulan hacia la baja. Este
mecanismo puede estar actuando en los casos de hipertension del embarazo (sin
proteinuria) en los que el pronostico fetal es bueno. En contraste, en la PE la hipertension es
por vasoconstriccion y no por aumento del gasto cardiaco. La placenta hipoxica puede
liberar factores citotoxicos que dafian el endotelio materno y causan vasoconstriccion e
incrementan la presion arterial materna. En estas circunstancias se producen fetos semi-
alimentados, con pesos bajos al nacer, que luchan por un mejor aporte, con consecuencias
graves para la madre. Asi la disfuncion endotelial puede ser propuesta como la “estrategia
fetal” de alto riesgo para incrementar la resistencia no placentaria cuando el aporte
sanguineo utero-placentario es deficiente. Esta estrategia fetal podria incluir no solo riesgos
durante la etapa prenatal, sino también consecuencias a largo plazo. Recientemente se
encontrd en una cohorte de nifos de 12 afos, que los hijos de madres que habian padecido
preeclampsia tenian cifras mas elevadas de TA que aquellos que habian sido productos de
embarazos sin complicaciones, estos resultados apoyan la participacion de los genes fetales

en la PE (Tenhola 2006).



Relacion de la preeclampsia con enfermedades autoinmunes y
cronico-degenerativas

La hipertension crénica, la diabetes, la obesidad, y las enfermedades autoinmunes

predisponen a las mujeres a desarrollar PE (Dekker 1995, Wolfberg 2004).

La relacion entre preeclampsia y obesidad es muy compleja, muchos mecanismos podrian
estar involucrados. La obesidad se caracteriza por aumento del volumen circulante,
incremento del gasto cardiaco e hipertension. El aumento del gasto cardiaco con la
vasodilatacion compensatoria puede dejar los lechos capilares expuestos a elevadas
presiones sistémicas y aumento del flujo, provocando eventualmente disfuncion endotelial
que predisponga a PE. La obesidad también se asocia con dislipidemia, incremento de la
liberacion de acidos grasos libres, altos niveles de colesterol y triacilglicéridos, resistencia a
la insulina e hiperinsulinemia (Wolf 2001). Las mujeres con PE tienen una relativa
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia durante la enfermedad, asi como meses después
del embarazo. Estos cambios metabdlicos pueden, al menos en teoria, causar un descontrol
de las VLDL y provocar citotoxicidad. Los altos niveles de insulina pueden provocar
directamente hipertension ya sea por incremento de la actividad simpatica o al incrementar
la reabsorcion renal de sodio. En la obesidad, la hiperinsulinemia puede agravar el estrés
oxidativo mediado por citocinas (Cunningham 1994). La combinacion de resistencia a la
insulina y la hiperinsulinemia resultante, forman parte del sindrome X, que incluye
intolerancia a la glucosa, incremento de los triacilglicéridos, bajos niveles de colesterol de
alta densidad, hipertension, hiperuricemia, lipoproteinas de baja densidad mas densas y mas
pequenas, y altos niveles del activador-inhibidor de plasmindgeno-1, estos adultos
presentaron frecuentemente restriccion en el crecimiento uterino al nacer (Wolf 2001). Se
ha descrito que las mujeres que padecieron PE serdn més propensas a desarrollar

hipertension en los afios posteriores de su vida (Burrow 1996).

La preeclampsia severa de aparicion temprana se asocia con una alta incidencia de
desordenes acompafiantes como deficiencia de la proteina S, mutacion del factor V de la
cascada de coagulacion, hiperhomocisteinemia, y anticuerpos anticardiolipina, que pueden

causar un cuadro mas agresivo y acelerado, al inducir una interaccion anormal entre las



células endoteliales, las plaquetas, los leucocitos y la cascada de los factores de coagulacion

y los factores fibrinoliticos (Dekker 1995).

Se ha encontrado que existe un riesgo incrementado de padecer PE (al menos 4 veces mas)
en pacientes con enfermedades autoinmunes. El lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoide y el sindrome antifosfolipido se asocian con un aumento del riesgo de hasta 5
veces. Estas mujeres también tienen riesgo aumentado de pérdidas gestacionales (hasta
46%), y de que sus fetos tengan RCIU y sean prematuros (Wolfberg 2004). En un estudio
que compard 3,403 pacientes embarazadas con enfermedades reumatologicas contra
671,221 embarazadas sanas, encontr6 que la incidencia de preeclampsia era mayor en
mujeres que padecian lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, sindrome de
Sjorgren, polimiositis y dermatomiositis, pero la asociacion no fue consistente durante todo

el estudio (Skomsvoll 2000).



2. Embarazo y morbimortalidad
materna y neonatal

Mortalidad materna

Las muertes maternas no son eventos aislados. Constituyen una verdadera tragedia de salud
publica vistas tanto cualitativa como cuantitativamente, y como tal deben ser enfrentadas.
Alrededor de 600 mil mujeres fallecen anualmente en el mundo por causas maternas. Datos
del afio 2001 senalan que entre 20,000 y 30,000 mujeres murieron en América Latina y el
Caribe (RSMALC 2003) y 1,253 en México. Si bien en las décadas pasadas se observo una
tendencia decreciente en la tasa de mortalidad materna en nuestro pais, en los tltimos 12

afnos se ha mantenido relativamente estable (SSA 2002).

Estas muertes son altamente preocupantes, mas ain porque conforme a la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la gran mayoria de ellas es evitable con los recursos que
dispone actualmente la medicina y el grado de desarrollo de nuestro pais. La tragedia se
agrava aun mas por el nimero de mujeres que padecen secuelas. Asi, por cada muerte
materna acaecida, la OMS estima que entre 30 y 100 mujeres quedan, en menor o mayor
grado discapacitadas, las cuales en su gran mayoria, no reciben ningtn tipo de atencion. Es
decir, ademas del numero de muertes, anualmente 50 millones de mujeres se ven afectadas
por las secuelas derivadas de la morbilidad materna. Esta morbilidad es prolongada y a

menudo debilitante cuando menos para 15 millones de ellas (FIC 2003).

Definicion

La OMS (1992) definié a la mortalidad materna como "la muerte de una mujer mientras
estd embarazada o dentro de los 42 dias después de la terminacion del embarazo,
independientemente de la duracién y lugar del mismo, producida por cualquier causa

relacionada o agravada por el embarazo o su manejo, pero no por causas accidentales o

incidentales".



Esta definicion se considera limitada, ya que no permite identificar la real dimension de la
mortalidad materna ya que deja fuera los fallecimientos posteriores a los 42 dias. Para tratar
de superar este ultimo aspecto, en forma paralela a la anterior definicion, se ha empezado a
utilizar el lapso de 11 meses, denominando a las defunciones que ocurren en este periodo

como: "muertes maternas tardias".

La tabla 1.2 muestra las principales causas de mortalidad materna en el afio 2002 en
Meéxico (Elu MC 2004). Las variaciones mas significativas en la distribucion de las causas
de mortalidad materna del afio 2002, comparadas con el afio 2001, son las siguientes: los
"trastornos hipertensivos en el embarazo..." (primera causa) disminuyen de 37.7 a 34.8%, al
igual que "otras complicaciones del embarazo y el parto" (tercera causa) que pasan de 19.4
a 10.6%; en contraste, la "hemorragia del embarazo, anteparto, parto y puerperio” aumento

de 20.8 a 24.9%.

1 Trastornos hipertensivos del embarazo 34.8
2 Hemorragia del embarazo, anteparto, parto y puerperio 24.9
3 Otras complicaciones del embarazo y parto 16.6
4 Aborto 6.8
5 Causas obstétricas indirectas 6.8
6 Sepsis y otras infecciones puerperales 5.0
7 Otras complicaciones del puerperio 4.5
8 VIH/SIDA 0.4
9 Muerte obstétrica de causa no especificada 0.2

Tabla 1.2. Principales causas de mortalidad materna en México (2002)

Observamos que en México las enfermedades hipertensivas del embarazo son la principal
causa de muerte materna, representan mas de un tercio de los casos de mortalidad. En
paises donde el control prenatal no es adecuado, la preeclampsia-eclampsia explica el 40-

80% de las muertes maternas, estimandose un total de 50,000 por afio.

Incidencia de la preeclampsia, morbilidad materna y
morbimortalidad perinatal asociadas

A nivel mundial la preeclampsia es una de las causas mas importantes de morbimortalidad

materna y perinatal afectando del 2 al 7% de los embarazos en nuliparas sanas (Sibai 2005).



La tabla 2.2 presenta las 4 principales complicaciones del embarazo a nivel mundial, estas

patologias pueden dejar secuelas graves en la madre y son responsables de un elevado

numero de muertes maternas (Karchmer 2006).

Hemorragias 10.5 13°795,000 132,000 Anemia severa
postparto

Sepsis 44 5°768,000 79,000 Infertilidad
Preeclampsia- 3.2 4°152,000 63,000 No evaluada
eclampsia

Distocia 4.6 6°038,000 42,000 Fistula, incontinencia

Tabla 2.2. Principales causas de morbilidad materna y sus secuelas.

En este analisis de la morbilidad mundial, se encuentra que la enfermedad hipertensiva del
embarazo ocupa el tercer lugar precedida por las hemorragias y la sepsis, aunque como
vimos, en México ocupa el primer lugar, sin embargo, los errores en la estimacion real de la
mortalidad materna parten del llenado incorrecto de los certificados de defuncion y de aqui
se derivan estadisticas erroneas, ya que la mortalidad materna en México se comporta igual
que en otros paises de tercer mundo y sabemos que son precisamente éstos quienes
contribuyen de manera mas importante con las altas cifras de morbi-mortalidad materna, no
solo por la carencia de servicios médicos, sino también por la elevada tasa de fertilidad que

presentan (Elu 2004).

Analicemos ahora las causas de morbi-mortalidad perinatal que aunque estdn muy ligadas a
las causas maternas, no son forzosamente las mismas. Los indicadores de mortalidad
perinatal constituyen en la actualidad los evaluadores mas eficaces de las condiciones del
desarrollo de un pais y del seguimiento obstétrico de las embarazadas y su hijo. Para
mejorar la mortalidad perinatal es necesario enfatizar el trabajo profilactico y concretar los
trabajos de investigacion sobre aquellos factores que favorecen la prematuridad y la
hipotrofia fetal que a su vez propician un aumento de los dafios neuroldgicos y retraso
mental en el producto al nacimiento, es decir, de los futuros recién nacidos. Bajo estas
condiciones y como el periodo fetal es la piedra angular en lo que se refiere a la reduccion

de tales indicadores, deben identificarse los factores de riesgo que se puedan presentar en la



gestacion, el periparto y en el periodo de fertilidad de la vida de la pareja, para ofrecerles

atencion y cuidados especializados.

Recientemente se reportd que las 4 principales causas de mortalidad perinatal son:
enfermedades hipertensivas del embarazo, malformaciones (causas genéticas), ruptura
prematura de membranas y alteraciones placentarias asociadas con gestorragia (Hernandez-
Cabrera 2003). Estas patologias (a excepcion de la genética) son todas responsables de
fetos con bajo peso al nacer y sobre todo de nacimientos prematuros, primera causa

absoluta de morbi-mortalidad perinatal.

La preeclampsia se presenta en el 3 a 14% de todos los embarazos a nivel mundial, cada
afio mueren 50,000 mujeres en el mundo por preeclampsia. Es la primera causa de muerte
materna en México, en el afio 2000 la Secretaria de Salud reporté 466 muertes maternas
relacionadas a este trastorno representando una mortalidad de 35.17%. La presencia de
hipertension gestacional condiciona una marcada alteracion en la homeostasis materna y un
ambiente uterino desfavorable para el feto, destinado con frecuencia al nacimiento
prematuro, por lo que el producto pretérmino no solo tendra que afrontar los riesgos
inherentes a su prematuridad sino ademas el efecto de la hipertension materna, muchas
veces complicada por el efecto de los medicamentos administrados a la madre. Hasta la
fecha no se conoce con precision la causa de la hipertension inducida por el embarazo, pero
si se ha asociado importantemente su relacion con un pobre nivel de salud, siendo mas alta
su incidencia en paises en vias de desarrollo (Inglaterra 4.8%, EUA 5-8% vs México 12-

22%) (Karchmer 2006).

La preeclampsia se presenta en el 10% de los embarazos menores de 34 semanas, la
hipertension gestacional en el 6% y la hipertension cronica en el 3%. Sus complicaciones

son responsables del 20-25% de las muertes perinatales.



3. Endotelio

Fisiologia del endotelio

Hoy se ha descubierto que el endotelio es el 6rgano mas grande de la economia del
mamifero. Sin embargo, el estudio de sus funciones y disfunciones es relativamente
reciente. Es sorprendente reconocer que si bien William Harvey al comienzo del siglo XVII
descubrié que la sangre se desplazaba en un circuito cerrado, hallazgo investigativo que
revoluciond la Medicina, hace apenas 25 afos que se ha iniciado el florecimiento del
estudio del endotelio. Se ha observado que este érgano extraordinario, siendo una estructura
unicelular invisible que tapiza tanto los vasos sanguineos como los linfaticos y las
cavidades cardiacas, dirige el funcionamiento de todo el sistema cardiovascular. Desde el
trabajo pionero de Furchgott y Zawadzki (1980), el endotelio ha sido reconocido como el
mas importante regulador de la homeostasis vascular. Las células endoteliales, como union
de los vasos celulares, estan estratégicamente ubicados entre las células sanguineas
circulantes y las células sanguineas fijas, asi como las células musculares vasculares. En
una persona con un peso corporal de 70 kg, el endotelio cubre un area aproximada de 700
m’ y pesa alrededor de 1 a 1.5 kg. La integridad funcional del endotelio es crucial para el
mantenimiento del flujo sanguineo y la capacidad antitrombotica, porque el endotelio libera
factores humorales que controlan la relajacion y la contraccion, la trombogénesis y la
fibrindlisis, asi como la activacion de plaquetas y la inhibicidon de las mismas. Por lo tanto,
el endotelio contribuye a controlar la presion y flujo sanguineos, asi como el tono vascular.
Ahora esta claro, que la funcion endotelial contribuye no solamente a los desordenes
cardiovasculares como la ateroesclerosis, la hipertension, la insuficiencia cardiaca, que
conducen a hipoperfusion, oclusion vascular, y dafio terminal o destruccion del érgano sino
también en los estados hipertensivos del embarazo. Ya que no es motivo de este trabajo el
estudio del endotelio, solo resumiremos brevemente algunos de los aspectos de su funcién

y disfuncion que estan directamente relacionados con la PE.



Factores relajantes y de contraccion derivados del endotelio

La figura 1.3 resume los principales mecanismos que actian en la relajacion-contraccion

del musculo liso vascular controlado por el endotelio.

Soebb S

Figura 1.3 Mediadores vasoactivos liberados por el endotelio. El endotelio produce factores que inducen la relajacion y la contraccion.
Ang = angiotensina, ACE = enzima convertidora de la angiotensina, Ach = acetilcolina, ADP= adenosin difosfato. ATP = adenosin
trifosfato, BK = bradiquinina, cAMP/cGMP = adenosin y guanosin monofosfato ciclicos, ECE = enzima convertidora de endotello,
EDHF = factor hiperpolarizante derivado del endotelio, ET-1 = endotelina-1,5 HT = 5-hidroxi-triptainina (serotonina), L-Arg = L-
arginina, NO = 6xido nitrico, NOS = éxido nitrico sintetasa, O = anién superoéxido, PGH = prostaglandina H, PGI = prostaciclina, TGF =
factor de creciemiento transformador B;, Thr = trombina, TXA, = tromboxano A,. Los circulos representan receptores, (AT =
angiotemsinérgico, B = bradiquinergicos, ET = receptor endotelina, M = muscarinico, T = receptor de tromboxano, S = receptor de
serotonina, P = receptor de adenosin fosfato

Disfuncion Endotelial

La disfuncion endotelial estd caracterizada por un desbalance en los factores de relajacion y
contraccion derivados del endotelio. Puede ser la causa o la consecuencia de enfermedades
vasculares (y de preeclampsia) y es conocida medianamente como marcador de factores de
riesgo cardiovascular. Es interesante que la disfuncion endotelial precede las alteraciones
en la estructura vascular, indicando un papel protector de endotelio intacto funcionalmente.
Mientras que algunos vasos son particularmente propensos a desarrollar disfuncion
endotelial y ateroesclerosis (arterias coronarias epicardicas, arterias grandes, tales como la
aorta o la arteria iliaca), otros parecen ser inertes (la arteria mamaria interna, la arteria

braquial).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las alteraciones hipertensivas que acompafan al embarazo determinan una complicacion
obstétrica frecuente y de notable morbimortalidad materna y perinatal. Ademéas es una
entidad de prevalencia sostenida, a pesar de los grandes esfuerzos para su control, con la
busqueda de medidas preventivas. Sin embargo, el prondstico es susceptible de modularse

mejorando el diagnostico temprano.

La preeclampsia es la manifestacion hipertensiva mas frecuente del embarazo, siendo ésta
una enfermedad de gran complejidad, de multiples etiologias, para la cual se requiere un

manejo de alto nivel.

A pesar de todas las investigaciones hechas alrededor de la preeclampsia, se desconoce
hasta la actualidad cuales son los factores primarios que causan el dafio endotelial en la
preeclampsia y su origen aln es especulativo. La mejoria del cuadro despuées de la
resolucion del embarazo, sugiere que los factores implicados tienen una vida media corta.
La existencia de dafio endotelial secundario a factores presentes en el suero provenientes de
la placenta se basa en los cambios observados en las placentas de pacientes preeclampticas
y en las evidencias de citotoxicicdad de células endoteliales in vivo e in vitro del suero de
pacientes con PE.

Por otro lado se ha reportado que el manejo con bajas dosis de aspirina retrasa la aparicion
de la preeclampsia y mejora asi el prondstico materno-fetal. Si se determinaran los factores
séricos responsables de las primeras manifestaciones del cuadro, seria posible hacer
diagnostico temprano y oportuno por medio de pruebas en sangre materna. Esto permitiria
identificar a las pacientes que estan en riesgo de padecer la enfermadad y tratarlas
oportunamente. Mas aln, si estos factores fueran susceptibles de ser blogueados o
modificados se podria prevenir que la enfermedad evolucionara hasta etapas en las que
pone en peligro el bienestar del binomio. En este trabajo se estudiara el homogenado
placentario de placentas toxémicas, y su efecto sobre el endotelio. Se pretende contribuir

asi a la identicacién del famoso factor X (o factores) que permitieran el diagnostico precoz



de la enfermedad y eventualmente su manejo temprano y oportuno. Por otro lado se quiere
estudiar si hay algun efecto sobre el homogenado placentario -y el dafio endotelial in vitro-
en las pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo que reciben aspirina a baja

dosis.



ANTECEDENTES

Preeclampsia como enfermedad endotelial

Endotelio y PE

Grados de injuria endotelial durante el embarazo patoldgico. Clasicamente el
endotelio ha sido considerado una capa de células poligonales con importantes funciones de
barrera fisica que garantiza la contingencia intravascular. Este comportamiento de barrera
mecanica semipermeable mantiene la presion oncotica intersticial. Se conoce la bondad de
ciertos endotelios, para permitir el transito transcelular de albiimina. Esta caracteristica
endotelial define el coeficiente de reflexion de Staverman, que corresponde a la
permeabilidad endotelial para las moléculas circulantes.

El endotelio es una capa didfana monocelular que reviste la superficie luminal de todos los
vasos sanguineos. Participa en una gran diversidad de efectos hemostaticos que ya se han
mencionado previamente.

Revisando los anteriores datos hay justificacion para considerar el endotelio como un
organo de gran versatilidad, susceptible de gran especializacion y digno de ser considerado
como el director de orquesta de la homeostasis corporal.

Durante el embarazo es necesaria la indemnidad endotelial para garantizar fendmenos
particulares de este modelo biologico: la inmunomodulacion, la adaptacién circulatoria, la
simbiosis placentaria etc. De esta manera, la gestacion debe ser considerada como un
estado de hiperactividad endotelial. El endotelio participa en importantes funciones de
barrera de filtracion y barreras inmunolégicas.

Existen ciertas consideraciones especiales durante el embarazo. La barrera placentaria
implica la presencia de una membrana endotelial de origen fetal, adosada a una capa de
sincitiotrofoblasto qué comparten importantes funciones respiratorias, secretorias y

nutritivas.



Oxido Nitrico y preeclampsia
Este gas enddgeno se encuentra modulado durante el embarazo por el hiperestrogenismo

feto-placentario. La ubicuidad del 6xido nitrico (NO2) determina la gran importancia de
esta molécula para regular procesos vasculares, crecimiento celular, consolidacion de la
memoria reciente, fendmenos inmunoldgicos citotoxicos y agregacion plaquetaria.

El principal sitio de sintesis de Oxido Nitrico es el endotelio. Ademas se produce a nivel de
las neuronas del hipocampo, de los macréfagos y de los nervios periféricos. El 6xido nitrico
es sintetizado a partir del aminodcido arginina, por una familia de enzimas, la sintasas del
NO2.

Existen dos grandes formas de sintasa del 6xido nitrico: una enzima constitutiva, localizada
a nivel endotelial y neuronal.

La enzima presenta caracteristicas estructurales muy importantes:

1. Similitud estructural con citocromos.

2. Capacidad de reducir y oxidar el NADP.

3. Labilidad frente a la hemoglobina.

4. Susceptibilidad a multiples estimulos qué modulan su actividad: estrogenos, corticoides,
calcio, estrés tangencial vascular.

El hiperestrogenismo propio del embarazo, explica un reclutamiento sistémico de la sintasa
del 6xido nitrico endotelial. Ha sido complejo cuantificar de manera exacta el aumento de
la sintesis del oxido nitrico por los endotelios maternos y fetales. Sin embargo, se ha
encontrado una mayor excrecion urinaria de GMPc durante la gestacion, fendémeno
indirecto que obedece a una mayor actividad del NO2 (Gragner 2000).

El segundo mensajero, reclutado cuando el NO2 actia a nivel celular es el GMPc. Este
mecanismo es compartido con la Hormona Natriurética Auricular (HNA). Este ultimo
péptido también se encuentra hiperactivo durante el embarazo. Sin embargo, existe una
asincronia entre el momento que se eleva la eliminacion del GMPc urinario durante el
embarazo, y la elevacion de la HNA.

El primer evento ocurre desde el primer trimestre del embarazo, y el ultimo evento ocurre
durante el tercer trimestre y ostensiblemente durante la primera semana de puerperio. Esta
incongruencia conduce a la busqueda de una sustancia putativa qué reclute la actividad del

NO desde las primeras semanas del embarazo.



Probablemente esto sea consecuencia directa de las concentraciones crecientes de
estrogenos circulantes, fabricados desde la unidad feto-placentaria. Los estrégenos regulan
la expresion celular de la sintasa del 6xido nitrico endotelial. Quizés, el endotelio que
responde de manera mas temprana durante el embarazo aumentando la actividad del NO es
el renal. La vasomodulacion de los circuitos renales comienza desde la sexta semana del
embarazo y parece depender de la actividad de la Relaxina secretada por el Cuerpo luteo.
La hiperactividad del NO2 endotelial durante el embarazo puede explicar los siguientes
mecanismos de la fisiologia obstétrica:

-La refractariedad a los vasoconstrictores circulantes

-La hiperfiltracion glomerular

-El remodelamiento especial del circuito vascular fetoplacentario, con pérdida de la
inervacion autonoma y disminucion de la muscularizacion de las arterias espirales

-La hemorreologia circulatoria funicular

Adicionalmente es tentativo especular qué el NO2 sintetizado a nivel miometrial puede
participar en la quiescencia uterina presente durante el embarazo, la cual termina para
iniciar el trabajo de parto (Gragner 2000).

Existen varias evidencias de que la disminucion del NO2 durante el embarazo puede estar
involucrada en la fisiopatologia de la preeclampsia. Se ha propuesto que la isquemia
placentaria puede ser la causante de la reduccion de la sintesis renal de NO2; por otro lado,
se ha encontrado elevacion del GMPc y de la excrecion de nitritos/nitratos en modelos de
ratas hipertensas, otros estudios ha demostrado que al inhibir las NOS en ratas se presentan
efectos similares al cuadro de PE (proteinuria, hipertension) (Alexander 1999).

La sintesis y la actividad del NO2 endotelial se aumenta desde muy temprano durante la
gestacion normal. Aunque existen evidencias de que la disminucion del NO2 se relaciona
con la fisiopatologia de la preeclampsia, no es aun claro cudl es el mecanismo de accion y

si éste es un proceso primario o secundario en el desarrollo de la enfermedad.

Inmunomodulacion gestacional y su regulacion por citocinas

El éxito inmunologico del embarazo radica en un balance linfocitario a favor de citocinas
Th2. La actividad de linfocitos Thl, se encuentra probablemente bloqueada desde que se

instala la barrera celular hematoplacentaria y se reactiva durante el trabajo de parto.



Las citocinas clasicas Thl son el TNF-a el IFN-y y la IL-2. La administracion de estas
citocinas, 0 la elevacion enddgena de ellas por mecanismos no esclarecidos, conducen a un
pésimo pronodstico gestacional. Algunas hormonas que participan durante el embarazo
podrian explicar parcialmente el paradigma Thl/Th2. La progesterona modula una
respuesta decidual Th2, mientras que la relaxina regula una respuesta Thl, asi, la falta o
exceso de éstas durante ciertas etapas del embarazo, podria también estar implicada en el
desarrollo de PE. Recientemente se reporté que la administraciéon de progesterona retarda
los efectos hipertensivos del TNF-a y previene el incremento de los niveles de tromboxano
en modelos de ratas preeclampticas, aunque ain se necesitan mas estudios antes proponer la
suplementacion de progesterona en embarazadas, estos datos indican que la progesterona
podria disminuir o prevenir la hipertension y la disfuncion endotelial de la PE (Briery 2006)
El endotelio participa de manera muy activa en el didlogo molecular entre las citocinas y el
reclutamiento de células inflamatorias. Esta es una propiedad ostensible de todos los
endotelios venulares, comportamiento hiperactivo durante el curso clinico del sindrome
HELLP, donde la patologia endotelial principal se localiza en el sinusoide hepatico. De esta
manera la célula endotelial participa de manera importante en la expresion de antigenos, las
moléculas de adhesividad celular, la respuesta diapedésica leucocitaria, los factores
angiogenéticos.

Todas estas funciones deben ser moduladas de manera especifica durante el embarazo para
evitar la expresion de antigenos de histocompatibilidad trofoblastico, la migracion
trofoblastica, la apoptosis placentaria entre otros. Ademads, el endotelio puede también
sintetizar citocinas de manera directa y comportarse como una célula inflamatoria secretora
de sustancias pardcrinas. Por ejemplo, la barrera hematoplacentaria, conformada por una
pelicula endotelial fetal, en contacto con sincitiotrofoblasto, produce IL10, que suprime la
respuesta citolitica Thl.

Se ha estudiado ampliamente el efecto de diversas citocinas en el embarazo y al PE. Se ha
reportado que el TNF-a y la IL-1 simulan cambios descritos en PE. Los niveles de TNF se
encuentran aumentados de 2 a 3 veces en pacientes con PE con respecto a pacientes con
embarazos normoevolutivos. Se sabe que el TNF favorece la formacion de endotelina,

reduce la vasodilatacion por acetil-CoA, produce dafio oxidativo mitocondrial, formacion



de radicales libres y peroxidos lipidos. Los niveles de IL-6 también se encuentran
aumentados en la PE (Conrad 1997).

Algunos estudios se han realizado para determinar por qué el aumento de TNF-a produce
HAS, activa el endotelio y reduce la funcion renal. La inyeccion de lipopoliasacéarido de E.
Coli (LPS) provoca activacion del sistema inmunolédgico con liberacion de TNF-a. En un
modelo de ratas prefadas a las que se inyectaba LPS se provocaban efectos similares a la
PE (HAS, proteinuria, agregacion plaquetaria) (Hubel 1999). En otro modelo se inyectod
una infusion de TNF-a por 5 dias a dosis de 50 ng/dL de los 14 a los 19 dias de gestacion y

esto provoco hipertension y reduccion de la funcion renal (Granger 1999).

Preeclampsia y estado trombofilico del embarazo

Siempre la gestacion ha sido considerada como un momento bioldgico pre-trombotico. Las
explicaciones bioquimicas son muy claras: con escasas excepciones todos los factores de
coagulacion sintetizados en el higado materno estdn aumentados, adicionalmente la
placenta es capaz de sintetizar inhibidores del plasminogeno, que disminuyen de manera
importante la fibrindlisis durante el embarazo. Esta clasica hipercoagulabilidad del
embarazo, no explica la baja cifra de fendémenos tromboticos clinicos durante la gestacion.
No es logico, considerar qué durante 40 semanas se prepare la actividad exagerada de la
coagulacidn, que se necesita cuando ocurre el alumbramiento. De esta manera, el equilibrio
procoagulante-anticoagulante, que garantiza el éxito reologico del espacio intervelloso, y
por ende la respiracion fetal depende de la indemnidad endotelial y probablemente de la
sintesis decidual y trofoblastica de factores anticoagulantes naturales como el Péptido
Asociado al embarazo (PPA-P) y la Anexina.

Es fundamental la minima expresion de receptores para Selectina P y trombomodulina a
nivel de la membrana endotelial durante el embarazo, para evitar una tendencia
trombofilica durante el embarazo. El endotelio debe comportarse como un O6rgano
eminentemente anti-trombdtico durante la gestacion.

Recordemos la capacidad endotelial de almacenar en sus granulos de Weibel-Palade, factor
de Von Willebrand, el cual es degranulado de manera significativa, durante la elevacion

fisiologica de oxitocina, durante el periodo expulsivo del trabajo de parto.



Modulacion de la barrera microcirculatoria de permeabilidad durante la gestacion. Los
endotelios de los territorios capilares de la economia materna regulan el trafico de solutos y
solventes desde el compartimento intravascular, hacia el intersticial. Este permanente
equilibrio de tonicidad hidroscopica intersticial define el volumen circulante efectivo que
debe repletar un territorio vascular expandido durante la gestacion. Los endotelios capilares
manifiestan una virtud estructural muy importante, estdn en contacto intimo con células
perivasculares de propiedades contractiles: los pericitos 6 células de Rouget.

Estas células mantienen prolongaciones celulares qué se adosan a la membrana endotelial y
dependiendo del grado de contraccion o relajacion aumentan o disminuyen el trafico
intercelular capilar. Es frecuente encontrar edemas hacia el final del embarazo normal. Esto
depende de un aumento del coeficiente de ultrafiltracion capilar.

Quizds, est¢ determinado por la actividad pericitaria, por disminucion de uniones
intercelulares, o aumento de la tonicidad oncotica intersticial. Probablemente la barrera
hematoplacentaria posee importante capacidad de modular el contenido total de agua
corporal fetal. Es curioso recordar la gran capacidad de transporte pinocitdsico vesicular
que manifiesta el endotelio del cordon umbilical. La causa de una mayor permeabilidad
capilar durante el embarazo es desconocida, existiendo multiples candidatos putativos:
estrogenos, Oxido nitrico, citocinas, péptido relacionado con el gen de la calcitonina,
inervacion simpatica, cininas etc. La mayor permeabilidad capilar encontrada durante la
toxemia edematosa ha sido atribuida a un aumento considerable del factor de crecimiento

vascular (VEGF) secretado por los endotelios o los pericitos.

La preeclampsia como enfermedad endotelial compleja

La preeclampsia es un sindrome polimorfico qué virtualmente puede afectar cualquier
sistema de la economia materna. Desde hace 11 afios, la entidad ha sido explicada en su
fisiopatologia como una endoteliopatia generalizada. Las evidencias clinicas y bioquimicas
que explican la universal disfuncién endotelial en el momento clinico y pre-clinico de la
entidad son multiples, muchas moléculas han sido propuestas: proteinas de muy baja
densidad, perdxidos lipidos, factor de necrosis tumoral, citocinas proinflamatorias,
prostaglandinas, 6xido nitrico, endotelina, moléculas de adhesion y factores de la cascada

de coagulacion. Pero el gran ausente es un candidato inico que esclarezca el dilema eterno



del denominado factor X. Probablemente una sustancia fabricada endégenamente por el
trofoblasto que determina el dafio endotelial. Un modelo actual para explicar el dafo
endotelial de la preeclampsia surge del aumento enddgeno de radicales libres oxidativos:
radical hidroxil (HO), anion superoxido (O=), peréxido de Hidrogeno (H202) y anion
peroxinitrito (ONOO). Estos radicales libres actuan sobre acidos grasos poli-insaturados o
colesterol de las membranas celulares o lipoproteinas determinando disfuncion y dafio
celular a nivel endotelial. Esto probablemente ocurre cuando el organismo estd menguado
de su capacidad endégena de compensar sintesis de oxidantes mediante anti- oxidantes
endogenos: tocoferol, ascorbato, acido urico, bilirrubinas, acido retinoico, selenio, acido
linoleico, magnesio entre otros. La causa del estrés oxidativo exagerado que durante el
embarazo conduce a la preeclampsia probablemente sea multifactorial y debe implicar
multiples mecanismos:

- Hipoxia trofoblastica.

- Hiperactividad de neutrofilos en el lecho placentario.

- Disonancia inmunologica con hiperactividad de citocinas inflamatorias.

- Dafio tisular fetal.

- Deficiencia genética o nutricional de antioxidantes endogenos.

- Hiperlipidemia

- Sindrome de reperfusion tisular

El dafio endotelial encontrado durante el curso evolutivo de la preeclampsia explica las
multiples manifestaciones del sindrome: la sensibilidad vascular a los constrictores
(hipertension arterial, isquemia tisular), proteinuria, edema generalizado, RCIU (que refleja
un trafico anormal de aminoécidos esenciales entre la madre y el feto), trombocitopenia,
fragilidad eritrocitaria, glomeruloendoteliosis, aterosis placentaria, aumento circulante de
Antigeno relacionado con el factor Von Willebrand, incremento de los niveles circulantes
de fibronectina y endotelinas, alteracion en la sintesis de activador del plasminogeno
tisular, disminucion de la Antitrombina III.

De acuerdo a estas evidencias, se han propuesto algunos medicamentos con potencial
beneficio experimental para modular el dafio oxidativo encontrado en la preeclampsia:
como el alopurinol, por su capacidad inhibitoria de la xantino-oxidasa, el gosypol, por su

capacidad para inactivar radicales libres, la N-acetilcisteina por su capacidad de estimular



la glutation sintetasa, los inhibidores de la superdxido dimutasa, las vitaminas E, A y C por
su accion antioxidante, loa flavonoides y carvediol, la pentoxifilina, la progesterona.

Probablemente la mejor comprension del dafio endotelial presente durante el curso de la
preeclampsia conduzca al encuentro de un farmaco mégico, quizas de la lista anterior, qué
detenga la progresion de la enfermedad y permita el éxito, del fracaso actual de los

tratamiento expectantes.

Preeclampsia y factores circulantes y placentarios

La evidencia de que el suero de pacientes preeclampticas y especificamente algunas
substancias del suero, dana a las células endoteliales in vitro, sugiere la existencia de uno
o varios factor(es) citotoxico(s) circulante(s) (Powers 1998, Heyl 1999, Arechavaleta-
Velazco 2000, Myers 2005). Algunos datos sugieren que el trofoblasto puede ser la fuente
del factor o factores causantes del dafio endotelial. Evidencia histopatologica,
epidemiologica y experimental sefialan a la reducciéon de la perfusion trofoblastica como el
primer y mas consistente cambio en la PE. La ocurrencia de la enfermedad en embarazos
ectopicos uterinos y embarazos molares, indica que ni factores uterinos ni fetales se
requieren. Existen muchas evidencias de que las arterias espirales no perfunden el espacio
intervelloso adecuadamente y no adquieren los cambios morfolégicos del embarazo
normal. Durante la implantacion normal, las arterias espirales aumentan al menos cuatro
veces su didmetro y pierden sus componentes nervioso, elastico y muscular; estos cambios
se extienden a través de la decidua y en la porciéon miometrial de los vasos y parecen estar
totalmente establecidos hacia la semana 20. En vasos de mujeres preeclampticas, estos
cambios no se producen, y mas aun, muchos son ocluidos por material fibrinoide y
presentan invasion por células espumosas adyacentes, como sucede en la aterosis. Estos
trastornos tienen claramente el potencial de reducir la perfusion trofoblastica. La reduccion
en la perfusion trofoblastica, provocaria a su vez respuesta de éste tejido con liberacion
hacia el sistema de factores perjudiciales cuyo blanco es el endotelio. La figura 1.2 a

manera de resumen, muestra las complejas relaciones entre las teorias de la preeclampsia.



JUSTIFICACION

Las alteraciones hipertensivas que acompafan al embarazo determinan una complicacion
obstétrica frecuente y de notable morbimortalidad materna y perinatal. Ademéas es una
entidad de prevalencia sostenida, a pesar de los grandes esfuerzos para su control, con la
busqueda de medidas preventivas. Sin embargo, el prondstico es susceptible de modularse

mejorando el diagnostico temprano.

La preeclampsia es la manifestacion hipertensiva mas frecuente del embarazo, siendo ésta
una enfermedad de gran complejidad, de multiples etiologias, para la cual se requiere un

manejo de alto nivel.

A pesar de todas las investigaciones hechas alrededor de la preeclampsia, se desconoce
hasta la actualidad cuales son los factores primarios que causan el dafio endotelial en la
preeclampsia y su origen aln es especulativo. La mejoria del cuadro despuées de la
resolucion del embarazo, sugiere que los factores implicados tienen una vida media corta.
La existencia de dafio endotelial secundario a factores presentes en el suero provenientes de
la placenta se basa en los cambios observados en las placentas de pacientes preeclampticas
y en las evidencias de citotoxicicdad de células endoteliales in vivo e in vitro del suero de
pacientes con PE.

Por otro lado se ha reportado que el manejo con bajas dosis de aspirina retrasa la aparicion
de la preeclampsia y mejora asi el prondstico materno-fetal. Si se determinaran los factores
séricos responsables de las primeras manifestaciones del cuadro, seria posible hacer
diagnostico temprano y oportuno por medio de pruebas en sangre materna. Esto permitiria
identificar a las pacientes que estan en riesgo de padecer la enfermadad y tratarlas
oportunamente. Mas aln, si estos factores fueran susceptibles de ser blogueados o
modificados se podria prevenir que la enfermedad evolucionara hasta etapas en las que
pone en peligro el bienestar del binomio. En este trabajo se estudiara el homogenado
placentario de placentas toxémicas, y su efecto sobre el endotelio. Se pretende contribuir

asi a la identicacién del famoso factor X (o factores) que permitieran el diagnostico precoz



de la enfermedad y eventualmente su manejo temprano y oportuno. Por otro lado se quiere
estudiar si hay algun efecto sobre el homogenado placentario -y el dafio endotelial in vitro-
en las pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo que reciben aspirina a baja

dosis.
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Figura 1.2. Relacion entre las diferentes teorias de la preeclampsia.

OBJETIVOS

Objetivo general. Determinar si el homogenado placentario de pacientes con preeclampsia
contiene mayor cantidad de proteinas y linfocinas comparado con el homogenado
placentario de pacientes sanas y ver si causa dafios en células endoteliales cultivadas.
Determinar si esta composicion y estos danos son diferentes en las pacientes que fueron

tratadas con aspirina a baja dosis.

Objetivos especificos:

1. Obtener muestras de homogenados de placenta de pacientes con enfermedad
hipertensiva del embarazo (manejadas o no con aspirina) y pacientes sanas
(controles) y llevar a cabo una caracterizacion basica de los mismos:

0 Revisar los expedientes clinicos para recabar los datos relacionados con la
evolucion de las madres y sus hijos: edad materna, paridad, antecedente de
enfermedad, manejo, dias de evolucién del cuadro, niveles maximos de TA,
proteinuria, tipo de resolucidon, peso placentario y niveles de liquido
amniotico (cuando estaban registrados), y por otro lado peso fetal y Apgar.

0 Medir la expresion de proteinas en los homogenados placentarios por medio

de la técnica de Bradford



0 Determinar la expresion de citocinas (tipo Thl, Th2 y proinflamatorias)
sometiendo los homogenados a ensayo con multiplex.
0 Estudiar el patron protéico en los homogenados placentarios con gel de

acrilamida con tincion de plata

2. Estudiar el efecto de los homogenados placentarios en cultivos primarios de
endotelio humano:
0 Medir la reduccion de MTT
0 Estimar si la exposicion de células endoteliales al homogenado provoca
citotoxicidad, medida como exclusion con azul tripano.
0 Estudiar si el homogenado placentario puede activar al endotelio, por medio

de un ensayo de adhesion.

HIPOTESIS

La placenta es el origen de los factores citotoxicos liberados a la circulacién materna y el
homogenado placentario de pacientes con PE produce citotoxicidad en células endoteliales
in vitro. Esta citotoxicidad endotelial se correlaciona con la severidad del cuadro clinico, de
manera que la preeclampsia severa y la eclampsia producen mayor dafio endotelial in vitro.
La composicion del homogenado placentario es diferente en placentas de pacientes sanas y
pacientes toxémicas. El homogenado placentario de pacientes preeclampticas contiene
factores toxicos que dafian el endotelio. Este dafio endotelial es menor en las pacientes con
enfermedad hipertensiva del embarazo que son manejadas con acido acetil salicilico a bajas

dosis (100mg por dia).



MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Las actividades realizadas se resumen en la figura. Primero se obtuvieron homogenados
placentarios que fueron sometidos a estudio para evaluar sus caracteristicas: se
cuantificaron niveles de proteina y se determinaron sus patrones de bandeo proteico en
geles de acrilamida tefiidos con plata. Su composicion fue parcialmente estudiada al
determinar por MULTIPLEX la concentracion de 10 diferentes citocinas. Posteriormente se
establecieron cultivos de endotelio obtenido de venas de cordon umbilical humano
(HUVEC). Se evaluo la capacidad del homogenado placentario de activar el endotelio con
un ensayo de adhesion heterdlogo asi como la capacidad de provocar estrés oxidativo por
medio de la reduccion de MTT, por otro lado, se determind también la citotoxicidad por
exposicion a homogenados placentarios por conteo celular por exclusion con azul tripano.

La figura 1.6 muestra el disefio experimental.

Figura 1.6 Disefio experimental



Obtencion y analisis de homogenados placentarios

Obtencion de los homogenados placentarios

Las placentas fueron obtenidas de pacientes sanas con embarazos de término, cesarea
programada sin trabajo de parto y sin patologias fetales o maternas o pacientes con
preeclampsia (definida como hipertension >140/90 arterial y proteinuria >30mg/dL) del
Instituto Nacional de Perinatologia (InPer), el protocolo de este trabajo fue evaluado y
aprobado previamente por el comité de ética del InPer. También se incluyd un grupo
pequetio de pacientes de la consulta privada que previamente habian aceptado donar sus
placentas firmando consentimiento informado y que fueron tratadas con aspirina a bajas

dosis (100mg por dia).

Las muestras de placenta fueron obtenidas inmediatamente después del alumbramiento, se
lavaron con solucion salina isotonica. Se tomaron entre 20 y 80g de tejido a los cuales se
agregaron 2 mL de medio M-199 (Gibco/BRL, EUA) por cada gramo de tejido placentario.
Se homogeniz6 con politroén, posteriormente se centrifugd durante 30 minutos a 3,500 g a
4°C, el sobrenadante fue ultracentrifugado a 27,000g durante una hora a 4°C. Finalmente se

recolectd el sobrenadante y se almacen6 a 4°C.

Se utilizaron 30ul. de cada homogenado placentario para determinar el contenido de
proteina con el reactivo comercial de Bradford, utilizando concentraciones de 0-16ug/mL

de albumina bovina sérica (BSA) para la curva patron.

Electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

El SDS-PAGE es un método para analizar cualitativamente mezclas proteicas. Este método
se basa en la separacion de proteinas de acuerdo a su tamafio. En este proyecto se utilizo el

método Laemmli.

Para separar las proteinas presentes en los homogenados placentarios se realizd una
electroforesis de tipo SDS-PAGE, con un gel concentrador de acrilamida al 4% y un gel

separador de acrilamida al 10%. Se tomaron 3 pg de proteina de cada lote de homogenado



placentario y se diluyeron en un amortiguador de muestra 5x que contiene el agente
reductor beta mercaptoetanol (0.5%). Posteriormente las muestras se colocaron a ebullicion
en bafio maria durante 15 minutos y después se cargaron en el gel. Las muestras se
corrieron a 80 V durante 30 min. Para que se concentraran antes de entrar al gel separador,

y después, se aument6 el voltaje a 100 V durante 1-2 horas (Walker 1996).

Tincidén con plata. Para visualizar el patrén de bandeo proteico de los homogenados

placentarios que se separaron con la técnica SDS-PAGE se realizé una tincion de plata de
los geles obtenidos. Esta depende de la union de plata idnica a las proteinas y su posterior
reduccion a su forma metdlica. La resolucion de este método es de 0.1 ng por banda. En
este proyecto se utilizo el método alcalino con plata amoniacal que se describe a

continuacion (Walker 1996).

Después de realizar la SDS-PAGE, los geles de acrilamida se fijaron con &cido
tricloroacético (TCA) al 20% durante 12 horas. Se pusieron en contacto con una solucion
acuosa de etanol al 40% y 4cido acético al 10%, haciendo dos lavados durante 30min.
Posteriormente se lavaron 2 veces con agua destilada por 20 min. Después se sensibilizaron
con una solucion de glutaraldehido al 10% por 30 min. Se realizaron 3 lavados por 20 min
con agua destilada. Los geles se impregnaron durante 30 min con una solucion de plata
amoniacal (solucion acuosa de nitrato de plata al 20% y 6xido de sodio al 0.2% e hidroxido
de amonio al 45% aforando con 50mL con agua destilada). A continuacion los geles fueron
lavados 3 veces con agua destilada por 5 min. Finalmente se revelaron las bandas con una
solucion acuosa de formaldehido en un ambiente acido (0.02% formaldehido, 0.05% acido
citrico). El revelado se detuvo con una solucién de etanol al 40% y acido acético al 10%.
Para preservar los geles se efectuaron 3 lavados de un minuto cada uno con agua destilada.
Se conservaron en solucién de preservacion (10% etanol, 4% glicerol). Todas las

incubaciones y lavados se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con agitacion suave

(Walker 1996).



Medicion de la concentracion de citocinas

El equipo Bio- Plex (Bio Rad) utiliza un método modificado de ELISA empleando
microesferas que tienen adheridos anticuerpos para las citocinas que se analizaron. La
concentracion de citocinas se estimé mediante el uso de anticuerpos secundarios acoplados
a un fluorocromo. Este equipo es capaz de medir la concentracion de diferentes citocinas al
mismo tiempo, al exponer diferentes tipos de microesferas (un tipo para cada citocina)
mezcladas junto con 50 pL de muestra. El limite inferior de deteccion de la concentracion
de citocinas es de 2 pg/mL aproximadamente. La concentracion de 1L-2, IL-4, IL6, ILS, IL-
10, IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-12 e IL-1a fue calculada con el equipo Bio-Plex (Bio-Rad) de

acuerdo al protocolo establecido por el fabricante para la medicion de citocinas.

Ensayos

Obtencion de células endoteliales humanas

Las células endoteliales derivadas de vena umbilical humana (HUVEC) fueron extraidas de
cordones provenientes de pacientes con embarazos de término sin ninguna complicacion y
se incluyeron cordones obtenidos por parto o cesarea indiferentemente (Jaffe 1973). Los
cordones se obtuvieron del hospital de Gineco-Obstetricia No. 4 del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS); el protocolo de investigacion de este proyecto fue aprobado por el

Comité de Evaluacion Interno del IMSS.

Los cordones fueron recolectados en solucion salina istonica y manejados bajo condiciones
de esterilidad. Se canaliz6 la vena umbilical y se lavo 3 veces con solucion salina para
limpiar residuos de sangre. Posteriormente se llend la vena con solucion de colagenasa IV
al 0.02% (preparada en solucion de HEPES pH 7.4), y se incub6 durante 20min a 37°C para
obtener las células por disgregacion enzimatica. Al final de este tiempo se colectd la
solucion y se lavaron nuevamente los cordones con el fin de obtener la mayor cantidad de
células posible, se detuvo la accidon de la colagenasa colocando 0.5ml de suero fetal bovino
(SFB). Se colectaron las células obtenidas y se centrifugaron a 1000 g durante 10 min. Se

aspir6d el sobrenadante y el boton celular se resuspendié en medio M-199 (Gibco/BRL,



EUA) suplementado con glutamina (Gibco) al 1%, 0.1 mg de extracto de pituitaria de
bovino, rico en factor de crecimiento endotelial (Biomedical Technologies Inc EUA), 0.1
mg/mL de heparina (Sigam EUA), 10% de SFB y antibiotico-antimicotico al 1% (Jaffe
1973). Por cada 4 cordones utilizados para la obtencion de células se utilizé una caja de

Petri de 68cm” para la siembra.

Las HUVEC se incubaron en medio M-199 suplementado en incubadora con humedad
relativa del 100%, a 37°C y en una atmdsfera con 5% de CO2, saturada de H20 y fueron
utilizadas para los experimentos cuando llegaron a confluencia entre los dias 3 a 4
posteriores al cultivo. Entre los pases 1 y 3 fueron sembradas a una densidad de 3x10 4

células/cm” en placas de 12, 24 0 48 pozos (Corning EUA).

Para realizar los experimentos las células HUVEC se crecieron hasta 50-80% de
confluencia, se desprendieron del plato con tripsina 0.1 % (Sigma, St. Louis, MO) y se
contaron con ayuda de una camara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen,
Alemania). Se sembraron a 20, 000 células por cm® y cuando llegaron a confluencia se
agregaron 5 mg/mL de proteina de homogenado placentario de placenta preeclamptica o
sana (n=10 para cada situacion) y se incubaron por el tiempo indicado en una atmosfera
controlada con 100% de humedad relativa y 5% de CO2. El grupo control fue aquel que no
se expuso a ningun tipo de homogenado placentario. Todos los ensayos se hicieron por

duplicado.

Células de linfoma U937

Las células U937 fueron obtenidas de de la compania American Type Culture Collection
(ATCC, EUA) y se mantuvieron en cultivo de acuerdo a las indicaciones con medio RPMI
(Gibco) suplementado con 10% SFB y antibiotico-antimicotico al 1% (penicilina 100U/mL,
estreptomicina 100pg/mL, anfotericina B 0.25 pg/mL) en incubadora con humedad relativa

del 100%, a temperatura de 37°C y en una atmosfera con 5% de CO2 saturada de H20.



Reduccion de bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

Se cultivaron las células HUVEC con los homogenados placentarios por un tiempo de entre
4y 72 horas. EIl MTT (Sigma, St. Louis, MO) se afiadi6 a los cultivos 4 h antes del término
de cada experimento a una concentracion final de 200 pg/ml. Después de este lapso, el
medio se aspir6 y las sales de formazan se solubilizaron con 250 pl (en pozos de 1 cm®) de
isopropanol (Sigma, St. Louis, MO) 4cido (0.1 N HCI en isopropanol). Después de 10 min
se adicionaron 250 pl de amortiguador de fosfatos (PBS) (J. T. Baker, Xalostoc, México),
este material se someti6 a un analisis espectrofotométrico a 570 y 630 nm y la diferencia
entre las dos densidades dpticas obtenidas (DOs79 nm — DOg30 nm) S€ tom6 como un valor
directamente proporcional a la reduccion del MTT. El PBS se prepard con 8 g de NaCl (J.
T. Baker, Xalostoc, México), 0.2 g de KCI (J. T. Baker, Xalostoc, México), 2.16 g de
Na,HPO4 (J. T. Baker, Xalostoc, México) y 0.2 g de KH,PO4 (J. T. Baker, Xalostoc,
Meéxico) para 1 litro.

Los ensayos de reduccion de MTT se realizaron por duplicado. Para unificar los datos

obtenidos, se transformaron en porcentajes de sus propios contrales.

Conteo celular por exclusion de azul de tripano.

Después de la incubacion por 8 horas a 37°C en una atmosfera controlada con 100% de
humedad relativa y 5% de CO2 con homogenado placentario (de sana o PE n=10 para cada
caso) se aspird el medio de cultivo, se afiadieron 100 ml de tripsina 0.1% (pozos de 1 cm®).
Al desprenderse el 100% de las células se afiadieron 100 ml de azul de tripano (Sigma), se
mezcld con micropipeta varias veces y se contd en la camara de Neubauer. Para los
experimentos de viabilidad se contaron 10 campos para cada pozo. Se obtuvieron los

promedios y desviaciones estdndar a partir de los duplicados.



Ensayo de adhesion

Por este ensayo quisimos determinar si el homogenado placentario de pacientes con PE y
sanas activa el endotelio y si hay diferencias en esta activacion, la cual se manifiesta al
aumentar la capacidad de células endoteliales de unirse a las U937 (Estrada 2003).

El ensayo de adhesion utilizado en este proyecto fue desarrollado en el laboratorio para
medir la capacidad de las células HUVEC de establecer uniones firmes con las células de la
linea U937. Este ensayo es heterdlogo, pues se estimula el endotelio con diferentes factores
y se evalta el efecto que tiene en la activacion midiendo de manera indirecta la cantidad de
células que se le adhieren.

Marcaje con timidita tritiada. Con el fin de realizar la cuantificacion de los ensayos de

adhesion, es necesario marcar las células U937 con timidina tritiada, un is6topo radiactivo
capaz de incorporarse al ADN. Al medir la radiaciéon emitida por las células U937 es
posible cuantificar indirectamente el porcentaje de éstas que se ha adherido a la monocapa
endotelial al final del ensayo. Las células se cultivaron en medio RPMI (Gibco/BRL EUA)
suplementado con 10% de SFB al que se le afiadié 1p Ci/mL de timidina tritiada (New
England Nuclear), durante 24h. Posteriormente las células marcadas se lavaron 2 veces con
PBS y resuspendieron en medio RPMI para ponerlas en contacto con las células

endoteliales.

Se sembraron las células endoteliales en placas de 48 pozos (1 cm® por pozo) y cuando
llegaron a confluencia se trataron con diferentes concentraciones de TNF-a o 5 mg/mL de
homogenado de placenta sana o preeclamptica (n=10 para cada caso) durante 8 horas a 37
°C en una atmosfera controlada con 100% de humedad relativa y 5% de CO2.
posteriormente se aspird el medio de la monocapa de células endoteliales y se lavaron una
vez con PBS suplementado con CaCl2 (3mM) y MgClI2 (5SmM). Posteriormente las células
endoteliales se pusieron en contacto con las U937 por 3 horas mas para permitir la

interaccion con el endotelio. Después del tiempo establecido, la monocapa se lavé 3 veces



con una solucién salina amortiguadora con fosfatos (PBS) suplementado con CaCl2 (3mM)
y MgCl2 (5mM). Posteriormente a cada pozo con la monocapa de células endoteliales y
las U937 adheridas se le afiadieron 500 uL. de NaOH 0.2N con el fin de lisarlas e hidrolizar
el ADN las células U937. Después de 48h esta solucion alcalina se mezclé con 3mL de
liquido de centelleo (7g/L PPO, 0.5 g/L POPOP, 65% Tolueno, 35% Triton x-100) y la
radiactividad incorporada se cuantificdé en un contador de emisiones B (Estrada 2003,
Montes-Sanchez 2003).

Los ensayos de adhesion se realizaron 3 veces y cada uno de ellos por duplicado. Para

unificar los datos obtenidos, se transformaron en porcentajes de sus propios contrales.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con ayuda de los programas Minitab y SPSS. Para los
resultados con distribucién normal, se aplicd la prueba de two sample t test, cuando la
distribucion de los resultados no fue normal se aplico la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney para su comparacion. Los resultados fueron presentados en forma de gréficas
temporales cuando se mostrd la tendencia en el tiempo o en forma de Box plot cuando se
compararon grupos. Se establecid un intervalo de confianza de 99% por lo que una p<0.01

fue considerada como estadisticamente significativa.




RESULTADOS

Datos clinicos

Se estudiaron 10 casos de pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo, 2 de los cuales
fueron tratados con aspirina a baja dosis, y 10 casos de pacientes sanas. Los resultados
epidemiologicos fueron obtenidos de los expedientes clinicos. Se registraron las edades
maternas, el diagnodstico de ingreso, las semanas de gestacion, la paridad, la tension arterial
(TA) maxima registrada, los niveles de proteina, si tenia o no oligohidramnios, el tiempo de
evolucion desde su diagndstico hasta la resolucion (nacimiento), si ameritd manejo y de qué
tipo y si hubo o no trabajo de parto. De los fetos se registré si hubo sufrimiento fetal, los pesos
y el Apgar.

La edad promedio para las pacientes sanas fue de 28.3 afios, y para las preeclampticas de 29.9
afos, sin diferencia estadisticamente significativa. La edad gestacional fue de 35.5 semanas
para las preeclampticas y 39 semanas de gestacion para las sanas (p<0.05). No hubo diferencia
para la paridad, que vari6 de 1 a 4 embarazos en cada grupo, el 40% de las pacientes de cada
grupo era primigesta, el promedio de paridad fue de 2.8 +/- 1.35 para las pacientes sanas y de
1.8 +/- 0.78 para las pacientes con PE. La tension arterial fue mucho mas elevada en el grupo
de pacientes con PE, se presentaron cifras de 109 vs 144 para la diastolica y de 73 vs 98 para la
sistdlica en sanas y preeclampticas respectivamente (p<0.05). Ninguna paciente sana presento
proteinuria y de las enfermas, las dos que llevaron manejo con aspirina tampoco. El tiempo de
evolucion desde el diagndstico hasta la resolucion del embarazo varid entre 12 horas y hasta 3
semanas. Para el grupo de pacientes preeclampticas los manejos administrados fueron alfa metil
dopa (AMD) 250 mg a 1 g cada 6 h, hidralazina (HDZ) 30 a 100 mg cada 6 h y acido acetil
salicilico (ASA) 100 mg cada 24 h. Se present6 oligohidramnios en el 40% de las pacientes con
PE y en ninguna sana. El peso placentario solo fue registrado en los dos casos que llevaron
mayor tiempo de seguimiento y en ambos casos fue bajo (420 g).

En cuanto a los fetos, el 50% de los hijos de madres con PE presentd sufrimiento fetal y
ninguno de los hijos de pacientes sanas (p<0.05). El peso fetal fue de 3048.5 g para las sanas y
2258 g para las preeclampticas (p<0.05). El 30% de los hijos de pacientes con PE presentd
Apgar bajo (menor de 7) (p<0.05) y solo el 10% de los hijos de pacientes sanas.
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Tabla 1.1 Datos clinicos de las pacientes sanas. En total se estudiaron 10 casos, los datos fueron obtenidos de
los expedientes clinicos. TA tension arterial
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Tabla 2.1 Datos clinicos de las pacientes con preeclampsia. En total se estudiaron 10 casos, los datos fueron
obtenidos de los expedientes clinicos.

TA tension arterial, HAS hipertension arterial sistémica, AMD: alfametil dopa, HDZ hidralazina, ASA acido
acetil salicilico
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Caracterizacion de los homogenados placentarios

Cuantificacion proteica
La cantidad de proteina para cada homogenado placentario se midi6 con el reactivo

comercial de Bradford. La cantidad de muestra utilizada para este ensayo fue de 30 pL. El
ensayo se realizo por duplicado. Los resultados se muestran en la  fig. 5.7. Aunque no
hubo diferencias estadisticamente significativas las poblaciones no se comportaron de
manera normal, ya que en los casos PE9 y PE10 (manejadas con aspirina) se encontraron
mayores niveles de proteinas con respecto a las demds pacientes, por otro lado, la
distribucion de los niveles de proteinas en las pacientes sanas es mas homogénea que en las
enfermas, y las pacientes con PE tendieron a tener niveles mas bajos de proteinas, a

excepcion de las pacientes tratadas con ASA.
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Fig 5.7 Niveles de proteinas en los extractos placentarios cuantificados con el método de Bradford (n=10)



Patrones de bandeo proteico

Después de la cuantificacion proteica se corrieron geles de acrilamida que fueron tefiidos

con plata con el fin de comparar los patrones de bandeo proteico (Fig. 6.6).

Fig. 6.7 Patrones de bandeo proteico. Tincion de plata de los 10 homogenados placentarios provenientes de
pacientes con preeclampsia (PE) y 4 provenientes de pacientes sanas (S). PE9 y PE10 fueron tratadas con
aspirina a dosis de 100 mg / dia. Las principales diferencias se sefialan con las flechas.

Se pueden observar claramente 2 grupos con diferentes patrones proteicos. Al primer grupo
pertenecen los primeros ocho casos de homogenados de pacientes con PE y al segundo los
casos de pacientes sanas y los casos de pacientes con enfermedad hipertensiva del
embarazo tratadas con ASA (pacientes PE9 y PE10). Las diferencias se observan en las

bandas que estan por debajo del peso molecular que corresponde a la albumina.

Composicion de los homogenados placentarios



Se estudiaron 10 citocinas diferentes, 3 principalmente proinflamatorias de respuesta Thl
(IL-2, IFN-y, TNF-a), 3 de respuesta clasica Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), y 4 principalmente
proinflamatorias reguladoras (IL-1 o y B, IL-8, IL-12). La cuantificacion se determind a
partir de una muestra de 50 pL de homogenado placentario con el sistema Bio-Plex de
BioRad (InPer). La cantidad de citocinas se normalizd con respecto a los niveles de
proteina de cada uno de los homogenados con el fin de eliminar las variaciones en la
cantidad de proteina total de un mismo volimen. En la tabla 3.7 se muestran los resultados

de los homogenados de pacientes sanas y en la tabla 4.7 los de pacientes con PE.

S1 <.02 <0.22 3.01 2433 0.37 9.43 14.3 2.1 0.55 251.6
S2 0.35 <0.22 1.9 43.16 0.27 51.18 21.8 11.1 1.11 508.2
S3 <.02 <0.22 0.66 36.94 0.08 31.85 12.7 2.26 0.96 238.1
S4 0.02 <0.22 0.43 42.11 0.05 10.97 8.5 0.81 0.96 115.4
S5 0.14 <0.22 1.95 33.37 0.215 29.81 15.6 3.8 0.89 456.5
S6 0.08 <0.22 1.47 71.13 0.05 44.05 26.4 49 0.82 252.4
S7 <.02 <0.22 0.22 34.32 0.04 223 14.6 1.45 0.82 131.2
S8 0.14 <0.22 0.615 58.1 0.09 24.72 10.2 1.07 1.11 171.7
S9 0.42 0.29 2.77 227.14 0.12 60.35 11.7 15.8 0.96 82.5

S10 0.49 <0.22 1.76 71.66 0.19 23.71 12.8 8.3 0.96 131.3
promedio  0.23 DND* 1.4 61.1 0.14 26.20 14.86 5.159 0.89 233.8

Tabla 3.7 Niveles de citocinas en los homogenados placentarios de pacientes sanas en pg/mL. Todas las
citocinas se encontraban presentes, solo para la IL-4 se encontraron por debajo del nivel de deteccion (DND).

PE1 <0.12 <0.19 2.6 24.43 <0.8 0 17.26 1.28 <0.81 272
PE2 <0.12 <0.19 1.13 13.49 <0.8 0 15.17 0.66 <0.81 13.24
PE3 <0.12 <0.19 1.58 11 <0.8 0 38.5 1.47 <0.81 35.2
PE4 <0.12 <0.19 2.12 13.53 <0.8 0 37.7 0.49 <0.81 6.8
PES 0.05 <0.19 2.96 39.35 0.22 0 10.4 0.75 0.82 45.6
PE6 <0.12 <0.19 2.06 16.56 <0.8 0.26 16.1 2.52 <0.81 49
PE7 <0.12 <0.19 4.8 24.75 0.22 0 20.9 0.49 0.82 15.6
PES8 <0.12 <0.19 0.93 15 <0.8 0 16.08 0.105 <0.81 13.24
PE9 0.35 0.29 1.16 201.26 0.318 53.22 16.4 8.2 0.96 177.6




PE10 <0.12 <0.19 1.1 21.6 0.22 15.56 13.4 2.27 0.82 12.9

promedio 0.2 DND 2.044 38.097 DND 13.808 20.18 1.8235 0.855 3522

Tabla 4.7 Niveles de citocinas en los homogenados placentarios de pacientes con PE. Todas las citocinas
estudiadas fueron detectadas, solo para las IL-4 y la IL-10 se encontraron por debajo del nivel de deteccion
(DND).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para IL8, siendo mayor su
concentracion en sanas (casi el doble), el IFN-y con niveles mas altos en homogenados de
pacientes sanas con respecto a los de pacientes con PE sin embargo, en 7 de los 10 casos de
homogenados de PE ni siquiera fue detectada la presencia de esta citocina. Los niveles de
IL-10 también se encontraron mas elevados en homogenados de pacientes sanas, aunque
cabe mencionar que ni siquiera fueron detectables en el grupo con PE. Finalmente los
niveles de IL-1 tanto a como  se encontraron elevados casi al 500% en homogenados de

pacientes sanas con respecto a los de pacientes con PE.
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Fig. 7.7 Niveles de TNF-a pg/mL pacientes sanas vs PE. Se analizaron los niveles de 10 homogenados
placentarios provenientes de pacientes con preeclampsia (PE) y 10 provenientes de pacientes sanas con el
equipo Bio-Plex de Bio-Rad.
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Fig. 8.7 Niveles de IL-1 a y B pg/mL pacientes sanas vs PE. Se analizaron los niveles de 10 homogenados
placentarios provenientes de pacientes con preeclampsia (PE) y 10 provenientes de pacientes sanas con el
equipo Bio-Plex de Bio-Rad. * Estadisticamente significativo (p<0.01).
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Fig. 9.7 Niveles de IL-6 pg/mL pacientes sanas vs PE. Se analizaron los niveles de 10 homogenados
placentarios provenientes de pacientes con preeclampsia (PE) y 10 provenientes de pacientes sanas con el
equipo Bio-Plex de Bio-Rad.

Citotoxicidad celular

Se cultivaron las HUVECs con homogenado placentario de pacientes sanas y PE (5
mg/mL) y se observo la morfologia celular a las 24, 48, 72 y 168 h (7 dias). Las células
modificaron radicalmente su morfologia a partir de las 72 horas de exposicion a
homogenado de pacientes con PE (fig. 10.7). Se observé que las células se alargaron y
detuvieron su duplicacion, mostrandose falta de confluencia en el cultivo. La citotoxicidad
celular fue estimada por medio del conteo celular por exclusion con el colorante azul de
tripano que se introduce en las células cuyas membranas han sido dafiadas, lo cual es signo
de muerte celular. La tabla 5.7 muestra los resultados después de la incubacion de las
células HUVEC con homogenados placentarios de pacientes sanas (n=10, 5 mg/mL), o
preeclampticas (n=10, 5 mg/mL) durante 8 horas. No hubo diferencias estadisticamente

significativas ni variaciones importantes en el numero de células vivas después del cultivo

por 8 h con homogenados placentarios ni al compararlos con el grupo control o al comparar

los grupos de sanas contra PE.
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Fig. 10.7 Morfologia de las células HUVEC (a) posterior al cultivo sin homogenado placentario durante 72 h,
(b) posterior al cultivo con homogenado de paciente sana (10 mg/mL) durante 72 h y (c) posterior al cultivo
con homogenado de paciente con PE (10 mg/mL) durante 72 h. Obsérvese la falta de confluencia de las
células expuestas al homogenado de placenta con PE( * ) y el acumulo de detritus (flecha).

Control 21.32+2.8
+homogenado sana 19.224+2.2
+homogenado PE 21.89+2.6

Tabla 5.7 Conteo celular por exclusion con azul de tripano. Después de la exposicion durante 8 h sin
(control) o con homogenados de pacientes sanas (S) (n=10) o preeclampticas (PE) (n=10) se cont6 el numero
de células vivas por exclusion con azul de tripano con la camara de Neubauer.

Reduccion de MTT

Para determinar si la exposicion a homogenados placentarios genera estrés oxidativo en
las células HUVEC, se realizaron experimentos con el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)2,5-difeniltetrazolio (MTT). La reduccion de esta sal de tetrazolio produce formazan que
se precipita y forma cristales de tal forma que ya no es soluble en el medio. Con la posterior
solubilizacion de los cristales con isopropanol acido es posible cuantificar la cantidad del
MTT que se reduce y asi determinar indirectamente la actividad respiratoria de las células.

El MTT es una molécula que puede aceptar electrones de alto potencial redox, como los
provenientes de las deshidrogenasas mitocondriales (Slater 1963) o del radical superoxido
(O7) (Burdon 1990). La reduccion de esta sal de tetrazolio produce formazan que se utiliza
comunmente como una medida de actividad respiratoria -y consecuentemente de viabilidad
celular- (Denizot1986; Carmichael 1987; Vistica 1991). En este proceso el anillo de
tetrazolio se rompe por accion de las deshidrogenasas de mitocondrias activas (Mosmann
1983) y admite los electrones provenientes del O,  que se produce colateralmente en la
transferencia mitocondrial de electrones (Halliwell 1989; Gardner 1990). El formazéan que
se produce precipita y forma cristales de tal forma que ya no es soluble en el medio. Con la
posterior solubilizacion de los cristales con isopropanol acido es posible cuantificar la

cantidad del MTT que se reduce e indirectamente la actividad respiratoria de las células.



En una primera aproximaciéon se determino la reduccion de MTT después de incubar las
HUVEC a intervalos de entre 4 y 72 h. La figura 11.7 muestra la curva de reduccion de
MTT después de la incubacién a 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48 y 72 h. Obsérvese que a las 12
horas tanto los cultivos con homogenado de paciente sana como los cultivos con
homogenado de paciente con PE presentan aumento en la reduccion de MTT con respecto
al control sin homogenado (143 vs 187%), sin embargo, la diferencia mas significativa
entre ambos cultivos se dio a las 8 horas con un aumento del 53% en la reduccion de MTT
de cultivo con homogenado de paciente con PE con respecto al cultivo con homogenado de
paciente sana. Por este motivo, los ensayos posteriores se llevaron a cabo incubando 8 h a
las HUVEC con los diferentes homogenados placentarios.

La figura 12.7 muestra los resultados obtenidos después de la incubacién por 8 horas con
homogenado placentario de pacientes sanas o preeclampticas, se consideré como 100% la
reduccion del grupo control, incubado sin ningtin homogenado y a partir de ésta se calculd

la reduccion de MTT en los otros grupos.
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Fig. 11.6 Curva temporal de la reduccion de MTT. Porcentaje de reduccion de MTT.  ®epresenta al grupo
control en el que se considerd que 100% de reduccion corresponde al grupo sin homogenado placentario. Se
incubaron las células HUVEC durante 4 a 72 h con los diferentes homogenados placentarios de pacientes con
preeclampsia (PE) (n=5) y provenientes de pacientes sanas (S) (n=4) a dosis de 5 mg/mL, los ensayos se
hicieron por duplicado. Posteriormente, se determiné la reduccion de MTT al estimar por espectrofotometria
la cantidad de sales de formazan formadas. * p<0.05 estadisticamente significativo sanas vs PE, ** p<0.05
estadisticamente significativo control vs PE.
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Fig. 12.7 Reduccién de MTT. Porcentaje de reduccion de MTT@ Representa al grupo control en el que se
consider6 que 100% de reduccion corresponde al grupo sin homogenado placentario. Se incubaron las células
HUVEC durante 8 h con los diferentes homogenados placentarios de pacientes con preeclampsia (PE) (n=10)
y provenientes de pacientes sanas (S) (n=10) a dosis de 5 mg/mL, los ensayos se hicieron por duplicado.
Posteriormente, se determiné la reduccion de MTT al estimar por espectrofotometria la cantidad de sales de
formazan formadas. *estadisticamente significativo p<0.05.

Obsérvese que en las células incubadas con homogenado de pacientes sanas la reduccion de
MTT es incluso levemente menor a la basal, sin tener una diferencia estadisticamente
significativa. Por el contrario, la reduccién en el grupo incubado con homogenado
proveniente de pacientes con PE aumentd considerablemente, un 40% con respecto a la
basal y casi un 60% con respecto al grupo de pacientes sanas, encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa al comparar ambos grupos. Estos resultados sugieren la
presencia de factores en el extracto placentario de pacientes con PE que aceleran el

metabolismo oxidativo celular, lo que resulta en aumento de la reducciéon de MTT.

Ensayos de adhesion

El incremento en la adhesion de células heterdlogas al endotelio es un pardmetro que
permite evaluar la activacion endotelial como respuesta a la exposicion a diversos factores
solubles derivados de la placenta o citocinas pro inflamatorias. E1 TNF-a es una citocina

que acttia en el proceso de inflamacion activando el endotelio vascular para que exprese



moléculas de adhesion, los ensayos de adhesion permiten determinar cuantitativamente esta
activacion al estimar el porcentaje de células adherentes unidas al endotelio. Como células
adherentes se emplearon las U937 marcadas con timidina tritiada. Al medir la radiactividad
incorporada se estimd indirectamente el porcentaje de células adheridas al endotelio. Los
datos se normalizaron siempre con respecto al grupo control que corresponde a la
radiactividad incorporada por 250,000 células U937 sin ningiin homegenado.

En la figura 13.7 se muestra como aumentd la adhesion de células U937 al endotelio
después de exponerlo a TNFa (0.1ng/mL), y a homogenado de placenta de paciente con PE
pero no asi al exponerlo al homogenado de paciente sana ni al cultivarlo sin ningun tipo de

homogenado.
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Fig. 13.6 Adhesion de células U937 a cultivos de células HUVEC. Después de la exposicion a (a) control,
(b) homogenado de paciente sana 5mg/mL, (c) homogenado de paciente con PE Smg/mL, y (d) TNFa
0.1ng/mL por 8 horas. Posteriormente se aspird el medio y se lavaron con PBS. Finalmente se cultivaron por
3 horas mas en presencia de células U937, se aspird y lavo 3 veces con PBS y se observo la adhesion.

La figura 14.7 muestra el resultado de la cuantificacion de la adhesion (n=10, ensayos por
duplicado) para cada caso (placenta sana o PE). La adhesion de U937 al endotelio en el
grupo control fue de 9.6%, y al endotelio expuesto a TNF 0.1 ng/mL fue de 38.4%. La
adhesion en el grupo cultivado con homogenado placentario fue de 20.1%, mucho mas

elevada que para el grupo control.
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Fig. 14. 7 Ensayo de adhesion de células U937 al endotelio estimulado con homogenado placentario de
paciente sana 5 mg/mL (n=10, ensayos por duplicado) o preeclamptica 5 mg/mL (n=10, ensayos por
duplicado). La adhesion de U937 al endotelio en el grupo control fue de 9.6%, y al endotelio expuesto a TNF
0.1 ng/mL fue de 38.4%.

Al comparar los 2 grupos no se observd una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.04) sin embargo, la adhesion en el grupo expuesto a homogenados de placentas con
PE fue mayor en todos los casos, lo que se habia observado previamente al fotografiar los
endotelios expuestos a los diferentes homogenados. Estos resultados sugieren la presencia
de factores capaces de activar la adhesion endotelial en extractos placentarios de pacientes

con PE.

En la tabla 6.6 se muestra un resumen de los resultados obtenidos de los ensayos de

citotoxicidad, reduccion de MTT y adhesion de U937.

Citotoxicidad 19.22+2.2 21.89+2.6 No
Reduccion de 140.5+9.3 81.3+10.3 Si
MTT

Adhesion 16.1+2.3 20.1+£2.9 No
heterologa

Tabla 6.7 Resumen de los resultados obtenidos de los ensayos.



Discusion

Resultados clinicos

Aunque se ha descrito que el embarazo en los extremos de la edad reproductiva
(adolescentes o mayores de 40 afios) es factor de riesgo para el desarrollo de PE (Dekker
2001), los datos clinicos analizados no mostraron diferencias en cuanto a la edad materna
en pacientes sanas versus preeclampticas (28.3 +/-7.4, 29.9 +/- 4.7 afios). A pesar de que la
primiparidad también ha sido descrita como factor de riesgo (Sibai 2003, Vatten 2004, Haut
2000), en nuestro grupos no hubo tampoco diferencias estadisticamente significativas en la
paridad, 2.8 +/- 1.35 embarazos para las pacientes sanas y de 1.8 +/- 0.78 embarazos para
las pacientes con PE. Esta falta de congruencia con lo antes reportado puede deberse al
pequefio numero de pacientes estudiadas (n=10 para sanas y n=10 para pacientes con PE).
La tension arterial siempre fue mas elevada en el grupo de pacientes con PE, como era lo
esperado por definicion (144/98 +/-10 vs 109/73 +/-5 mmHg, p<0.05). La proteinuria se
presentd en el 80% de los casos de pacientes con enfermedad hipertensiva del embarazo
(las otras dos por lo tanto solo tenian hipertension del embarazo y nunca desarrollaron PE)
y en ninguna paciente sana.

Es bien sabido que las complicaciones de la preeclampsia son responsables de hasta el 25%
de las muertes perinatales (Karchmer 2006). En nuestro grupo no se presentaron muertes
fetales pero si morbilidad en los hijos de pacientes con toxemia. En el grupo de pacientes
sanas solo 1 producto fue prematuro limitrofe (de 36.6 semanas), pero en el grupo de las
pacientes con PE el 50% de los productos fueron prematuros y el 20% prematuros
limitrofes (de 36.6 semanas), la prematurez y muy probablemente la restricciéon en el
crecimiento intrauterino (RCIU) frecuentemente reportada en la PE se asociaron con el bajo
peso al nacer de los productos obtenidos de madres con preeclampsia (2258+/-485 g vs
3048+/-327 g en sanas) y muy probablemente con el Apgar bajo (1 nifio con Apgar menor
de 7 a los 5 minutos de los hijos de pacientes sanas y 3 con Apgar menor de 7 en los hijos
de pacientes con PE) aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas para este

ultimo parametro. Solo el 20% de los hijos de mujeres con PE presentaba sufrimiento fetal



antes de nacer y ninguno de los hijos de pacientes sanas. Los elevados niveles de cortisol a
los que estan expuestos los hijos de mujeres con alteraciones placentarias favorecen la
madurez pulmonar y reducen el riesgo de presentar Apgar bajo al nacer (Gagnon 1999) a
pesar de la prematurez.

Ninguna paciente sana presenté oligohidramnios, pero si se reportd en el 40% de las
pacientes con PE. El oligohidramnios y la RCIU reflejan una mala funciéon placentaria y

frecuentemente se asocia con preeclampsia.

Caracterizacion de los homogenados placentarios

Cuantificacion proteica
Aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles proteicos de

pacientes sanas y pacientes con PE (1014 +/- 379 vs 744 +/- 392 pg/uL
respectivamente), si se presentd un tercer grupo en el que los niveles proteicos mas
elevados y corresponde al de pacientes que estaba recibiendo ASA (2 pacientes). Por un
lado estas pacientes fueron seguidas por mayor tiempo (2 y 3 semanas, cuando la moda de
los datos fue de 24 horas y el maximo de 5 dias para todas las demas pacientes), este mayor
tiempo de evolucion de la enfermedad seguramente permite que se desencadenen
mecanismos de defensa que favorecen la proteccion del endotelio (y la madre). Esta
respuesta se ve reflejada en este aumento de la cuantificacion proteica y de alguna manera
podriamos suponer que la elevacion de proteinas corresponde a la produccion de elementos
de proteccion. Sin embargo solo se pudieron estudiar 2 casos manejados con aspirina por lo
que los resultados solo son anecdoticos y seria necesario investigar con un mayor nimero

de pacientes para poder hacer alguna conclusion.

Patrones de bandeo proteico
Los patrones de bandeo proteico (Fig. 6.7) muestran claramente 2 grupos: el de las

pacientes sanas con un patron relativamente estable y el de las pacientes con PE también
relativamente constante pero diferente al de las pacientes sanas. Merecen especial atencion,
las pacientes manejadas con ASA a dosis de 100 mg diarios ya que su patrén de bandeo se

comporta igual al de las pacientes sanas. Seria muy aventurado hacer conclusiones con



respecto a esta variacion, sobre todo porque nunca antes ningin grupo habia estudiado los
niveles y caracteristicas proteicas de homogenados placentarios de pacientes con PE
manejadas con ASA, sin embargo, estas pacientes fueron las que “toleraron” la enfermedad
por un mayor tiempo (2 y 3 semanas) sin desarrollar PE y lograron la resolucion de sus
embarazos a término sin mayores complicaciones para ellas o sus productos, probablemente
en esa gran mezcla proteica del homogenado placentario, estdn incluidas algunas
substancias que frenaron el dafio sistémico de las mujeres y que eran inducidas (o
reprimidas) por la administracion de ASA.

Actualmente muchas investigaciones se han enfocado en el uso de aspirina durante el
embarazo para prevenir el desarrollo de PE (CLASP, BLASP, ERASME), pero aun no se
han mostrado resultados contundentes que permitan administrar el acido acetil salicilico a

todas las pacientes embarazadas para prevenir la aparicion de enfermedades hipertensivas

del embarazo, sin embargo si se recomienda administrarlo en mujeres con alto riesgo de

desarrollar la enfermedad (Ruano R. 2006).

Wallenburg 1986 23 23 9.5 vs 52%
Schiff 1989 34 31 11.8 vs 35.5% *
Benigni 1989 17 16 0vs 17.6%
McParland 1990 36 42 12.5 vs 25%%*
Sibai 1993 1485 1500 4.6 vs 6.3%*
Hauth 1993 302 302 1.7 vs 5.6%*
CLASP 1994 4679 4685 10.3 vs 21.4%
BLASP 1998 1822 1825 2.2vs2.5%

Yu CK 2003 276 284 18 vs 19%
Ebrashy 2006 74 64 35 vs 62%*

Tabla 1.8 Metanalisis de la Administracion de Aspirina e Hipertension Gestacional (¥p<0.05)



En la tabla 1.8 se analizaron algunos de los resultados obtenidos hasta la fecha de diversos
estudios de administracion de ASA durante el embarazo. Se aprecia el efecto de la aspirina
administrada a dosis de entre 60 y 300 mg/dia en la incidencia de hipertension gestacional
valorado por 10 diferentes autores. En todos ellos es manifiesta la menor incidencia de
hipertension gestacional en el grupo tratado con ASA respecto al placebo; pero solo 5 de
ellos tiene significancia estadistica. En nuestro pequefio grupo de pacientes tratadas con
ASA no se desarroll6 tampoco PE, sin embargo, a pesar de observar que el patron de las
bandas proteicas es muy similar al obtenido para los homogenados de pacientes sanas, una
muestra tan limitada, amerita un andlisis mucho mas profundo, que deberd iniciar

aumentando el namero de casos estudiados.

Composicion de los homogenados placentarios
El andlisis de la composicion de citocinas realizado con el sistema Bio-Plex de Bio-Rad

mostrd diferencias solo para algunas de las citocinas estudiadas. Se estudiaron 10 citocinas
diferentes, 3 principalmente proinflamatorias de respuesta tipo Th1 (IL2, IFN-y, TNF-a), 3
de respuesta Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), y 4 principalmente proinflamatorias reguladoras (IL-1
ay B, IL-8, IL-12). Lo esperado era que los homogenados de pacientes sanas tuvieran una
mayor concentracion de citocinas tipo Th2, ya que es la respuesta inmune que prevalece
durante el embarazo, y que los homogenados de pacientes con PE tuvieran mayor cantidad
de citocinas proinflamamtorias y de tipo Thl. Sin embargo no fue asi. Unicamente los
niveles de IL-1 a y B se encontraron mucho mas elevados en los homogenados de pacientes
sanas, pero ni los niveles de IL6 (que se esperaban mds elevados en homogenados de
pacientes sanas) ni los de TNF-a e IFN-y (que se creian mas elevados en homogenados de
pacientes con PE) presentaron diferencias. Existen muy pocos reportes de los niveles
normales de citocinas en suero en pacientes sanos y menos estudios ain en suero materno.
En el 2005 se reporté que los niveles sericos de IL6 en embarazadas se encontraban mas
elevados que en mujeres no embarazadas (Rodriguez 2005). La deteccion de TNF-a es

complicada debido a su corta vida media y a la posible interferencia de sus receptores



solubles. Podrian ser decepcionantes las conclusiones hechas a partir de los niveles
plasmaticos de TNF-a. Sus receptores solubles podrian ser mejores indicadores de su
actividad, sin embargo los resultados no estudian ni los niveles séricos ni los receptores
solubles. No podemos pensar que los niveles de citocinas séricas corresponden con los
niveles de citocinas a nivel placentario, de hecho deberiamos mdas bien suponer que el
trofoblasto es un 6rgano genéticamente independiente de la madre. De ser asi no tiene por
qué producir forzosamente niveles de citocinas proporcionalmente iguales a los del sistema
materno, y probablemente establece su propia respuesta inflamatoria que a su vez
desencadena una respuesta inflamatoria diferente y compensatoria en la madre. Hacen falta
mas estudios para profundizar el conocimiento del comportamiento de las citocinas en el
embarazo tanto a nivel placentario como materno, no solo de mujeres con preeclampsia

sino también de mujeres sanas.

Citotoxicidad celular
Después de la incubacion del endotelio con homogenado placentario a dosis altas (10

mg/mL) y por tiempo mds de 48 horas se observod detencion del crecimiento celular y
degeneracion del cultivo (fig. 10.7). De acuerdo con la evolucion natural de la PE severa
(Sibai 2005), lo esperado era que después de 48 h de exposicion a homogenado placentario
se observaran cambios morfologicos en las células, sugestivos de dafio endotelial, los
cambios fueron muy evidentes a las 72 h, pero es probable que el dafio funcional haya
aparecido mucho antes de que fuera evidente al microscopio. Anteriormente en nuestro
laboratorio se habia reportado que la reduccion de MTT estaba disminuida después de la
incubacion con homogenado placentario a las 72 horas (Monroy 1996), pero los hallazgos
actuales apoyan la teoria de que las células a las 72 horas de exposicidon ya se encuentran
muy danadas como para poder determinar ain su actividad respiratoria.

Con el fin de determinar si a las ocho horas de exposicion se presentaban ya efectos de
citotoxicidad (8 h de incubacion permiten detectar los cambios en la reduccion de MTT), se
realizd6 conteo celular por exclusion. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el conteo celular, lo cual implica que después de 8 h de incubacion, las
células no han sufrido aun muerte y por lo tanto, todos los resultados encontrados para los

demas ensayos (reduccion de MTT, adhesion) no pueden explicarse por alteraciones en el



nimero de células, sino mas bien son reflejo de la respuesta celular a la exposicion a
homogenado. Estudios posteriores deberan determinar las horas de exposicion necesarias
para empezar a ver citotoxicidad secundaria a la exposicion a homogenado, que deben ser

mayores de 8 pero mucho menores de 72 h.

Reduccion de MTT

Los perdxidos lipidos se encuentran aumentados incluso en embarazadas normales, lo que

sugiere que el embarazo normal produce cierto grado de estrés oxidativo.

En los primeros experimentos que se realizaron se comparé la reduccion del MTT de las
células que se trataron con el homogenado placentario de pacientes con PE y de
homogenado de pacientes sanas, con una exposicion de 4h al homogenado, no se observo
ninguna diferencia entre sanas y PE, por lo que inferimos que 4 horas es un tiempo muy
corto para observar una respuesta endotelial a la exposicion. A las 8 y 12h el valor de
absorbencia que corresponde a la reduccion del MTT es més elevado en las células tratadas
con homogenado de pacientes con PE. A las 8 h de exposicion se observa la mayor
diferencia en la respuesta de las células entre uno y otro grupo. La reduccion disminuida a
las 8 horas para el grupo incubado con homogenado de paciente sana podria corresponder a
una respuesta protectora previo al estrés oxidativo que permitiria proteger el embarazo de
los efectos nocivos de la oxidacion. Posteriormente la reduccion de MTT se mantiene mas
0 menos estable en el grupo tratado con homogenado de pacientes sanas, pero en el grupo
tratado con homogenado de placentas con PE la reduccién disminuye progresivamente
probablemente porque la respuesta de las células llega a un maximo y posteriormente
comienza su degeneracion. Clinicamente una paciente con preeclampsia severa presenta
una evolucion rapida hacia la gravedad, y puede observarse que mucho antes de doce horas
el cuadro evoluciona a eclampsia con las secuelas fatales que esto implica. En estos
estudios in Vvitro se observa también una respuesta rapida de deterioro celular.

Al realizar el ensayo con los 10 homogenados de pacientes sanas y PE durante 8 horas, se
encontrd que la reduccion de MTT estd disminuida con respecto a la reduccion basal en el
grupo expuesto a homogenado de pacientes sanas, podriamos pensar que esto refleja el

estado antioxidante propio de la embarazada sana, sin embargo, la reduccién aumenté para



el grupo incubado con homogenado de placenta toxémica, hasta un 50% con respecto a la
basal y hasta 60% con respecto al grupo de homogenado de embarazada sana. Este aumento
podria ser secundario al estrés oxidativo, que podria estar mediado por el aumento del
TNF-a sin embargo, no se encontraron diferencias en los niveles de esta citocina en los
homogenados placentarios, asi que este efecto podria ser secundario a una mezcla de
factores que no incluyen solamente a las citocinas, sino a una combinacion de éstas y mas
aun a cambios —radicales o sutiles- en los niveles de muchas otras substancias encargadas
del tono y la respuesta endotelial, como la angiotensina, la enzima convertidora de la
angiotensina, la acetilcolina, el adenosin difosfato, el adenosin trifosfato, la bradiquinina, el
complejo cAMP/cGMP, la enzima convertidora de endotello, el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio, el 6xido nitrico, el anion superdxido, y las prostaglandinas H e |
asi como el TXA,. También podria reflejar lesion mitocondrial como primer efecto
detectable de dafio por esta citocina lo que corroboraria los reportes previos de dafio
mitocondrial en pacientes con PE que sin embargo, no son secundarios unicamente al TNF-

o.

Ensayos de adhesion
Aunque no se caracterizd por completo la composicion de los homogenados placentarios,

sabemos que no solo estdn compuestos por una mezcla especial de citocinas, sino que
seguramente en ellos se encuentra una gran mezcla proteica y lipidica —entre muchos otros-
que refleja la interaccion molecular de la placenta con el matroambiente y el feto,
supusimos asi que si el endotelio de pacientes toxémicas se encuentra enfermo —y por lo
tanto activado- seria posible que el homogenado placentario de pacientes con PE activara el
endotelio y este seria una aproximacion al modelo in vivo. Los niveles de TNF utilizados
para los ensayos son mucho mayores que los nieveles encontrados in vivo, sin embargo,
solo asi se puede provocar una respuesta clara de adhesion. Lo que significa que esta
citocina potencia su efecto en presencia de otras como el IFN y de ahi que su efecto in vivo
se presente con niveles mucho menores. Los ensayos de adhesion a las 8 h no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la adhesion con homogenado sano o
toxémico, sin embargo, si hay una tendencia clara al aumento en la adhesion posterior a la

exposicion a homogenado de PE con respecto al homogenado sano. Probablemente a las



8h, estamos viendo el principio de la respuesta de activacion endotelial, pero seran
necesarios estudios posteriores para determinar si con mayor tiempo de exposicion aumenta

también la adhesion.

La preeclampsia, mas alld de una hipertension inducida por el embarazo, es un sindrome
secundario a interacciones que provienen de una perfusion placentaria disminuida y de la
alteracion en la funcion endotelial materna. La contribucion materna con factores que
anteceden al embarazo, influenciados por las adaptaciones metabolicas usuales puede hacer
que el cuadro y su estudio in vitro sean muy complejos. El endotelio y otros blancos de los
efectos de estas interacciones son mas sensibles a las grandes modificaciones del embarazo,
ya sea por activacion de la cascada inflamatoria normal del embarazo, por cambios en la

respuesta al estrés oxidativo, o por falta de factores protectores.



Conclusiones

La composicion de los homogenados no mostré diferencias importantes en la cantidad
de proteinas ni en la composicion de citocinas pero si demostro diferencias importantes
en el patrén de bandeo proteico.

El patron de bandeo proteico en los casos tratados con ASA a baja dosis corresponde
con el patron encontrado para homogenados de pacientes sanas, lo cual que nos haria
pensar que la aspirina frena algiin proceso molecular de la PE o acelera la produccion de
algun factor protector, aunque los casos estudiados no representan a ninguna poblacion
y deben tomarse como resultados observacionales.

No hubo aumento en la citotoxicidad en los cultivos expuestos a ninguno de los 2 tipos
de homogenados placentarios.

La reduccion de MTT aumentd cuando se cultivaron las HUVEC con homogenado de
pacientes preeclampticas, lo cual puede reflejar un aumento en el estrés oxidativo
celular y corresponde con lo descrito en la literatura.

El aumento de la adhesion en el grupo cultivado con homogenado de placenta
preeclamptica no fue estadisticamente significativo, sin embargo, si se observé una
tendencia mayor de adhesion al cultivar el endotelio con homogenado de placenta
toxemica, lo cual refleja un aumento en la activacion endotelial, aunque probablemente
se necesitan mas horas de cultivo para poder ver diferencias estadisticamente
significativas.

Dada la alta prevalencia de la enfermedad, es necesario realizar estudios que permitan
profundizar en la fisiopatologia de la toxemia sobre todo con un enfoque que permitiera
en un futuro, un diagndstico temprano con el fin de frenar la evolucion y prevenir asi la
alta morbimortalidad materno infantil de la que es causante. Aunque seguramente para
cada paciente existe un factor o factores diferentes que permiten el desarrollo de la
enfermedad y esto hace muy complejo generalizar los casos, al igual que para nuestro
pequefio grupo de pacientes es dificil generalizar los resultados y mas aun, atreverse a

decir que los resultados son el reflejo de un comportamiento universal de la enfermedad.
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