UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

( \\&‘;_\;\*\«,\a\i},\"\‘\r\ﬂmmM?{'j/(
N —
\ = = 25N S

& 7,
aled, o .
= 2] A | y
e \im ) S
1(m\ AN \:iik ,S) 1
i (8

A e

COMPOSICION MOLECULAR DE LAS UNIONES ESTRECHAS
DEL ENDOTELIO PLACENTARIO HUMANO
DURANTE LA PREECLAMPSIA.

T E S Il S
Que para obtener el doctorado en Ciencias
presenta:

SAMUEL ALEJANDRO LIEVANO TORRES

TUTOR: DRA. LORENZA GONZALEZ-MARISCAL Y MURIEL

MEXICO 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Son vanas y estan plagadas de errores las ciencias que no han nacido del experimento,
madre de toda certidumbre.

Leonardo da Vinci.

La investigacion se funda en tomar una porcion del caos de lo desconocido, estudiarlo e

incorporarlo al orden del conocimiento*.

La ciencia moderna no es mas que el Gltimo modelo de la manera humana de interpretar

el mundo en que vivimos.

Marcelino Cereijido Mattioli.

*Cereijido, M. Ciencia Sin Seso Locura Doble. Siglo XXI Editores, Mexico, 1994 y Por Que No

Tenemos Ciencia. Siglo XXI Editores, Mexico, 1997.
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RESUMEN

Este estudio explora la composicion molecular de la unién estrecha (UE) en la placenta
humana a término de mujeres sanas y con preeclampsia. La preeclampsia es una
enfermedad que se caracteriza por el aumento de la presion arterial durante el embarazo.
La disfuncion del endotelio materno es una caracteristica de la preeclampsia, por lo que
he analizado su impacto en el endotelio placentario. Este estudio se concentra en la UE
porque esta estructura regula el sellado de la ruta paracelular. En este trabajo he
encontrado que en el endotelio de la placenta los componentes de la UE incluyen a la
proteina submembranal ZO-1 y a las proteinas integrales: ocludina y claudinas 1, 3 y 5.
Durante la preeclampsia la expresion de ocludina y ZO-1 no varia significativamente,
en cambio, la expresion de las claudinas 1, 3 y 5 disminuye, lo que nos sugiere la
presencia de UEs permeables en los endotelios de placentas preeclampticas,
posiblemente en respuesta a la disminucion de la perfusién de este 6rgano durante la
enfermedad. También observé que en la placenta normal, la claudina-4 se encuentra
localizada en la superficie basal de la membrana plasmatica del sincitiotrofoblasto y la
claudina-16 a lo largo tanto de la membrana apical como de la membrana basolateral.
Por microscopia electrénica de transmision y por co-inmunolocalizacién de claudina-16
con las proteinas marcadoras de membrana plasmatica Na'K*-ATPasa y GP135 se
demostro la presencia de canales que cruzan el sincitiotrofoblasto y constituyen la ruta
paracelular. Ya que la claudina-16 funciona como un canal paracelular para Mg?*, su
patrén difuso de distribucion en las placentas de mujeres con preeclampsia sugiere que
en esta condicién patolégica se encuentra alterado el transporte paracelular de Mg

entre la sangre materna y el tejido placentario.



CAPITULO I: LAPREECLAMPSIA.
Todo conocimiento comienza por los sentimientos.
Leonardo da Vinci

1.1. Hipertension en el embarazo.

La hipertension en el embarazo constituye un factor de riesgo para la morbi-
mortalidad materna y fetal en el mundo (Cunningham and Lindheimer 1992;Ceron-
Mireles et al. 2001;MacKay et al. 2001). La enfermedad hipertensiva ocurre en un 12 a
22% de los embarazos (Walker 2000;Koonin et al. 1997;Roberts and Redman 1993) y
genera al menos el 17.6% de la mortalidad materna (Walker 2000;Koonin et al.
1997;2000). Esto es especialmente cierto en paises en vias de desarrollo.

La hipertension en la mujer embarazada se define como la elevacion de la presion
sistolica a 140 mm Hg o mas, acompafiada de un incremento en la presion diastolica a
90 mm Hg o maés, después de las 20 semanas de gestacion, en una mujer que
previamente registraba presiones normales (2000).

Los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos y el grupo de trabajo
sobre presién sanguinea alta en el embarazo, distinguen las 4 siguientes categorias de

desordenes hipertensivos en el embarazo:

I. Hipertension crénica.- Incluye hipertension preexistente, hipertension
esencial y secundaria (enfermedades renales preexistentes), diagnosticada
previamente al embarazo o antes de la semana 20.

I. Preeclampsia-eclampsia.- Hipertension Unica en el embarazo, diagnosticada
después de la semana 20 de gestacion y asociada con proteinuria. La
proteinuria se define como la presencia de 0.3g 0 mas de proteina en orina de

24hrs. 0 su correlacion con 1+ en tira reactiva de una muestra de orina



(2002). Si ocurren convulsiones desde antes del alumbramiento hasta los 7
dias del puerperio (Pritchard et al. 1984;Sibai 1990) se denomina eclampsia.
I1l. Preeclampsia asociada a hipertension cronica.- Aparicion o empeoramiento

de proteinuria, incremento de la presién arterial, trombocitopenia, 0

elevacion de enzimas hepéticas después de la semana 20 de gestacion en una

mujer hipertensa.
IV. Hipertensién Gestacional.- Hipertension diagnosticada después de la semana

20 de gestacion, no acompariada de proteinuria y que retorna a la normalidad

en el postparto. Incluye dos subgrupos:

a) Hipertension transitoria.- Resuelta antes de la semana 12 del puerperio,
usualmente leve y que ocurre frecuentemente al final del embarazo, sin
perjuicio del mismo o del estado metabodlico de la madre.

b) Hipertension crdnica.- Permanece al termino del puerperio.

La preeclampsia es un sindrome exclusivo del embarazo humano que no ha sido
descrito o reproducido experimentalmente en ningln animal (Ramsay et al. 1997;Seidl
et al. 1979;Gille et al. 1977).

La preeclampsia se asocia ademas con otros signos y sintomas tales como
edema, hiperreflexia, alteraciones visuales, cefalea, dolor epigastrico y alteraciones de
laboratorio que incluyen hemolisis, elevacion de enzimas hepaticas (liver) y baja cuenta
de plaquetas (LP), de alli el nombre del sindrome HELLP.

La preeclampsia puede aparecer repentinamente y progresar rapidamente. Con
frecuencia se acomparia de manifestaciones sistémicas en multiples érganos, incluyendo
cerebro, rifion, higado y placenta (Gant et al. 1974).

2.2 Etiologia de la preeclampsia.



La etiologia de la preeclampsia se desconoce (Pridjian and Puschett
2002a;Dekker et al. 1998;Dekker 1999), aunque se sabe que la preeclampsia solo ocurre
cuando hay tejido placentario y con mayor frecuencia cuando hay un exceso de este.
Asi, las mujeres con multiples gestaciones desarrollan més facilmente preeclampsia
(Mastrobattista et al. 1997). Sin embargo es importante destacar que la enfermedad se
puede presentar en ausencia de feto como ocurre cuando se tiene un embarazo molar
(SCOTT 1958;CHUN et al. 1964). Por ello se piensa que la placenta es el 6rgano que
induce la preeclampsia (Redman 1991). Los estudios histologicos sugieren que la parte
de la placenta que esta mayormente afectada por la enfermedad es la porcion que se
adhiere a la pared uterina (Brosens et al. 1972;Gerretsen et al. 1981;Khong et al. 1986).

A continuacion realizaré una somera descripcion de los principales factores
etiologicos implicados en la preeclampsia y sus interrelaciones.

1.2.1. Predisposicion genetica.

La relacién familiar de incidencia de preeclampsia en madres e hijas hasta 3
generaciones ha sido descrita como Mendeliana autosomica dominante con una
penetracién incompleta en un 30% (Thornton and Onwude 1991).

Sin embargo, los estudios de gemelas contradicen al modelo genético Mendeliano
simple pues demustran la aparicion de preeclampsia en una gemela y nunca en las dos
(Thornton and Onwude 1991).

1.2.2 Mala adaptacion inmune.

Esta propuesta se basa en la observacion epidemioldgica que demuestra como el
riesgo de desarrollo de preeclampsia se reduce con los embarazos (Feeney and Scott
1980;Campbell et al. 1985).

Se hipotetiza que la preeclampsia es un desorden inmunolégico que surge como

respuesta materna a los antigenos paternos presentes en la placenta. De hecho se ha



observado que la exposicién materna al esperma provee una proteccién parcial contra el
desarrollo de preeclampsia (Marti and Herrmann 1977) y que las mujeres que usan el
condon como método anticonceptivo, tienen mayor riesgo de desarrollar preeclampsia
que las que utilizan hormonales orales o DIU (Klonoff-Cohen et al. 1989).

Asi mismo se ha demostrado que la incidencia de preeclampsia en mujeres
multiparas es mas bajo que en las primigestas, pero es mayor si tienen diferentes
parejas.(Li and Wi 2000). También se ha demostrado que los intervalos cortos de
cohabitacion sexual antes del embarazo se asocian con el incremento del riesgo de
preeclampsia. (Robillard et al. 1994). Otro estudio en cambio demostré que el riesgo de
preeclampsia en embarazos subsecuentes esta relacionado con el tiempo intergenésico,
asi cuando el intervalo entre los nacimientos fue mayor a 10 afios el riesgo de la
multipara fue similar al de la primigesta. En resumen, se cree que la mujer con mayor
tiempo de cohabitacion sexual antes del embarazo ha estado m&s expuesta a los
antigenos paternos y en consecuencia es mas tolerante a ellos y por ello disminuye su
riesgo de preeclampsia.

Una de las funciones de la placenta es la regulacion de la respuesta inmune
materna. El trofoblasto es esencial en esta funcion ya que se encuentra en la interfase
materno-fetal, y esta en contacto directo con las células del sistema inmune materno.

La mala adaptacion inmune en la preeclampsia puede causar la caracteristica
invasion trofoblastica endovascular poco profunda y la consecuente isquemia
placentaria con la disfuncion celular endotelial, teoria que compagina con la hipotesis
de la isquemia placentaria (Smarason et al. 1993). Alternativamente la mala adaptacion
inmune puede causar la liberacion de citocinas toxicas, y enzimas proteoliticas de la
decidua, las cuales pueden dafar y/o alterar la funcion normal del sincitiotrofoblasto y

del endotelio materno (Zeeman and Dekker 1992;Dekker and van Geijn 1996a;Dekker



and van Geijn 1996b). La isquemia placentaria y la activacion de neutrofilos
polinucleares parece ser la consecuencia mas severa de esta anormalidad en la respuesta
inmune materna, con el disparo de una cadena de eventos con el Unico fin del dafio/
disfuncion del sistema endotelial asociado a la sintomatologia de la preeclampsia.

La mala adaptacion inmune no contradice los estudios que involucran a factores
genéticos en la etiologia de la preeclampsia. Desde 1985 se ha sugerido que la mujer
que tiene genéticamente una pobre respuesta inmune unida a un hombre quien tiene un
disefio bajo estimulador de respuesta podria definitivamente encabezar una inadecuada
respuesta inmunoldgica materna.

El embarazo humano normal consiste en una implantacion exitoso de un tejido
vivo de una persona a otra, sin embargo la homeostasis inmunolégica entre la madre y
el feto no siempre es perfecta (Scott and Beer 1976). Se ha mantenido la idea que la
preeclampsia es una enfermedad del primer embarazo(Dekker and Sibai 1999), por lo
que el cambio de pareja reduce la inmunidad a la preeclampsia. Las células T del tracto
genital pueden reconocen antigenos sin la necesidad de unirse a los de clase HLA-I o
células presentadoras de antigeno, lo que permite al trofoblasto sin tener HLA clasico
ser reconocido (Clark 1994). Se ha reportado un estado de linfocitos T hiporeactores al
HLA-I paterno los cuales impactan en esta reaccién inmune (Robertson et al. 1997). Un
nivel mas bajo el RNAm para HLA-G se ha identificado en trofoblastos de mujeres
preeclampticas mas que en mujeres normales (Colbern et al. 1994) pero esto puede ser
el resultado de algunas células trofoblasticas en mujeres preeclampticas (Hara et al.
1996;Lim et al. 1997). Candidatos para mediadores de adaptacion inmune en
preeclampsia incluye citocinas, especialmente TNF-a e interleucina- 2 y -6 (Dekker and
Sibai 1999). Adicionalmente las enzimas liberadas por neutrofilos activados, como la

elastasa y radicales libres de oxigeno, incluyendo lipidos perdxidados han sido



sugeridos como potencialmente implicados (Dekker and Sibai 1999). La concentracién
de bufadienoides en preeclampsia, pueden estas elevados, estas sustancias tienen
propiedades inmunoregulatorias por inhibir la funcidon de la célula T (Terness et al.
2001).

1.3. Disfuncion endotelial y factores vasculares mediadores

Varias enfermedades clinicas o subclinicas con interferencia de la funcion
endotelial se conocen como riesgos de preeclampsia. Estas condiciones actGan en tres
niveles de la cascada de la preeclampsia: placentacion deficiente, isquemia placentaria y
disfuncion de la célula endotelial (Figura 11.2). La diabetes y la hipertensidn crénica son
factores de riesgo muy bien conocidos. Se ha demostrado que mas del 50% de pacientes
con preeclampsia tenian historia de alteraciones del metabolismo y/o hemostasis,
consistentes en deficiencia de proteina S, activacién de proteina C reactiva, presencia de
anticuerpos anticardiolipina en sangre e hiperhomocisteinemia. La identificacion previa
al embarazo de estas sustancias en pacientes con historia de preeclampsia posibilita el
anticipar un riesgo de recurrencia.

Se sospecha que en la preeclampsia existe un factor que interfiere con la funcion
endotelial originando vasoconstriccion, aumento de la permeabilidad capilar y
activacion de la cascada de coagulacion. De hecho se ha visto (Rodgers et al. 1988) que
el suero de mujeres con preeclampsia dafa la célula endotelial in vivo y que productos
del sincitiotrofoblasto interfieren especificamente con el crecimiento in vitro, de células

endoteliales (Smarason et al. 1993).



ISQUEMIA — CELULA ENDOTELIAL

PLACENTARIA
DISFUNCIONAL
VASOESPASMO ARTERIAL
1 AGREGACION PLAQUETARIA
PLACENTACION t PERMEABILIDAD CAPILAR
DEFICIENTE
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PROTEINURIA, EDEMA
TROMBOCITOPENIA

HIPOPERFUSION DE
ORGANOS

-MALA ADAPTACION INMUNE
-PREDISPOSICION GENETICA
-FACTORES VASCULARES —

Figura ll.2. Esquema representativo de las condiciones que actuan en los tres
niveles de la cascada de la preeclampsia. Tomado de Van Beek E 1998.

En pacientes con preeclampsia se ha observado endoteliosis glomerular en
placenta y vasos uterinos adyacentes (Shanklin and Sibai 1989), y la anemia hemolitica
microangiopatica y Trombocitopenia.

Asi mismo, se detecta un incremento en la circulacion de factor von Willebrand
(Redman et al. 1977;Inglis et al. 1982), endotelina (Kraayenbrink et al. 1993;Florijn et
al. 1991) y el epitope celular de Fibronectina (Lazarchick et al. 1986;Ballegeer et al.
1989;Lockwood and Peters 1990). También se encuentran alteraciones del Activador
del Plasminogeno total (tPA) y desbalance del plasminogeno activador/inhibidor y de la
prostaciclina (PGl; ) / tromboxano (TXAy).

Estos cambios morfologicos y funcionales de la célula endotelial pueden ser
directamente responsables del sindrome clinico de vasoespasmo arterial, incremento de

la agregacion de plaquetas e incremento de la permeabilidad capilar permitiendo la



hipertensidn, proteinuria, edema y algunas veces trombocitopenia e hipoperfusiéon de
organos (Figura 11.2.)
1.4 Patogenia.

La preeclampsia tiene efectos en casi todos los organos y sistemas de la madre,
pero principalmente en el sistema vascular, el higado, el rifidn y el cerebro, asi como en
la cascada de la coagulacion. El volumen intravascular de una mujer con preclampsia no
se expande como en el embarazo normal, sino que al contrario se contrae. La severidad
de la contraccion de volumen vascular correlaciona con la severidad de la enfermedad.
El fluido intersticial en la preeclampsia aumenta notablemente por lo tanto, la mayoria
de las mujeres tienen edema mas alla del que se desarrolla en el embarazo normal. El
aumento de fluido intersticial se debe principalmente al dafio endotelial que permite la
fuga capilar de fluido y proteina al intersticio. Este efecto es exacerbado por la
hipertension, y por la baja presion de coloides oncoticos del plasma. Durante la cesarea
de pacientes con preeclampsia, es comun encontrar acumulaciones relativamente
grandes de fluido ascitico en la cavidad peritoneal.

El edema de higado ocurre en la mayoria de las mujeres con preeclampsia. El
dafio hepatico puede provocar desde sangrado subcapsular y hemorragia intrahepética
que puede ser reversible (Muchnok et al. 1998;Zissin et al. 1999), hasta la ruptura de la
capsula de Glisson, hemorragia intraabdominal aguda y muerte materna. La necrosis
hepatocelular debido a una hemorragia periportal y subcapsular incrementa las
aminotransferasas y la deshidrogenasa lactica en la sangre. De hecho aproximadamente
20% de la mortalidad materna en preeclampsia se debe a complicaciones hepaticas
(Knox and Olans 1996) y lo estudios postmortem del higado revelan edema, hematomas
subcapsulares y periportales, infartos y cambios en el contenido graso intracelular

indistinguible del higado graso agudo del embarazo.



La lesion clasica de la preeclampsia en los rifiones es la endoteliosis glomerular.
Bajo microscopia simple de luz puede observarse una hipertrofia glomerular moderada
no proliferativa, con disminucion del espacio capilar glomerular secundario a edema del
endotelio glomerular. La fibrosis glomerular focal, similar a la glomeruloesclerosis
segmental no es rara en preeclampsia, sin embargo cuando se termina el embarazo se
pasa la progresion del dafio renal (Schwartz and Korbet 1993), lo que suguiere
hipoperfusion renal durante la preeclampsia. La excresion de acido urico se encuentra
disminuida y su elevacion en sangre (superior de 6.7 mg/dl) correlaciona con la
severidad de la enfermedad (POLLAK and NETTLES 1960).

La alteracion cerebral mas frecuente en la preeclampsia es el edema, secundario
a la disfuncion de la autorregulacion vascular (Port and Beauchamp, Jr. 1998). Las
necropsias de pacientes que murieron por preeclampsia revelan lesiones que incluyen
desde petequias, necrosis fibrinoide y microinfartos hasta la hemorragia cerebral
(GOVAN 1961). Las mujeres con preeclampsia presentan alteraciones visuales como
fosfenos y escotomas que pueden ocurrir por dafio retinal o por lesiones en el l6bulo
occipital (Cunningham et al. 1995).

Las alteraciones en la coagulacién incluyen a las plaquetas, al sistema
fibrinolitico y a diversos factores de la cascada de coagulacion activados en
consecuencia del dafio endotelial.

En el parto las complicaciones se incrementan en las pacientes con preeclampsia
e incluyen hemorragias, desprendimiento de placenta normalmente insertada (DPPNI),
coagulacion intravascular diseminada (CID), edema pulmonar y dehicencia de herida
quirdrgica. Las complicaciones son mayores si la preeclampsia evoluciona a

eclampsia.



Se han reportado en la eclampsia incrementos en el riesgo de DPPNI incrementa un
10%, el sindrome de HELLP un 11 %, y el CID un 6%. En los recién nacidos de madres
con eclampsia aumenta el déficit neuroldgico en 6%, la neumonia por aspiracion en 7%,
el edema pulmonar en 5%, falla cardiopulmonar en 4%, la falla renal en 4% y la muerte
en 1% (Mattar and Sibai 2000). Estas complicaciones son generalmente el resultado de
DPPNI, de una inadecuada perfusion placentaria o de un parto prematuro.
1.5. Diagnostico de preeclampsia, eclampsiay HELLP.
A) Preeclampsia leve

Se diagnostica cuando hay presencia de hipertension y proteinuria, pero no hay
evidencias de otras disfunciones organicas.
B) Preeclampsia severa.
Los criterios para considerar a la preeclampsia como severa son (2002;Many et al.
1999):
1.- Presion arterial mayor a 160/100 en reposo en cama.
2.- Proteinuria mayor a 5 gm/24 Hrs.
3.- Oliguria menor a 400 ml durante 24 Horas.
4.- Edema Pulmonar.
5.- Manifestaciones en el sistema nervioso central tales como cefalea, escotomas, vision
borrosa y alteraciones de conciencia.
6.- Dolor en hipocondrio derecho indicativo de hemorragia hepatica potencial.
7.- Trombocitopenia menor a 100,000
8.- Cualquier signo de sindrome de HELLP
9.- Retraso en el crecimiento intrauterino.
10.- DPPNIy CID

C) Eclampsia



La preeclampsia pasa a ser clasificada como eclampsia cuando se presentan
convulsiones durante el embarazo, durante la labor de parto e inclusive 7 dias después
del parto y que no tienen nada que ver con la epilepsia u otro desorden convulsivo.
Generalmente se presenta un caso de eclampsia por cada 2000 o 3000 embarazos
(Mahmoudi et al. 1999) y en el 22% de las mujeres con preeclampsia (Sibai et al. 1984).
D) Sindrome de hellp

El sindrome HELLP, es una variante de la preeclampsia severa, caracterizada
por la hemolisis intravascular que induce anemia hemolitica microangiopatica,
diagnosticada por la anormalidad periférica de los eritrocitos y plaquetas de menos de
100,000 u/L. Adicionalmente en este sindrome se eleva la lactato deshidrogenasa a
valores superiores a las 600 U/L, la bilirrubina excede los 1.2 mg/ dl; y la aspartato
amino transferasa es mayor a 70 U/L (Sibai et al. 1993).

El sindrome HELLP se observa en el 15 % de las mujeres que padecen
preeclampsia y da lugar a un riesgo de 21% de CID, de 16% de DPPNI, de 7.7% de
falla renal y de 6% de edema pulmonar (Sibai et al. 1993;Crosby 1991).

1.6. Tratamiento de la preeclampsia severa.

La preeclampsia en cualquier modalidad de diagnostico se debe de tratar con
cuidado y seriedad, y aun en el posparto la madre no esta exenta de presentar
complicaciones en su salud.

En la actualidad el tratamiento tiene como meta evitar las convulsiones,
estabilizar la presion sanguinea y estimular el parto. Si bien, el nacimiento del producto
es hasta ahora el mejor tratamiento cuando ya ha ocurrido la enfermedad, un manejo
agresivo con interrupcion inmediata del embarazo, sobre todo antes del término trae
consigo una alta morbilidad y mortalidad neonatal (Redman and Roberts 1993) por las

complicaciones asociadas a la prematurez. Por otro lado la permanencia del embarazo



incrementa la gravedad de la preeclampsia e incrementa la morbilidad y mortalidad
materna. Por ello se considera que el manejo optimo es aquel que sin comprometer a la
madre (Many et al. 1999) mejorare la sobrevida del feto.

El manejo clinico de la preeclampsia se puede dividir en dos aspectos:

1) Medidas generales. Utilizado principalmente para el tratamiento de preeclampsia
leve y consiste en : Estrecha vigilancia prenatal, monitoreo fetal frecuente, dieta
hiperproteica, monitoreo de la proteinuria, determinacion semanal de la depuracion de
creatinina en orina de 24 Hrs y evaluacion cuidadosa de la presion sanguinea para
intervenir en caso de progresion a un estado severo.

2) Tratamiento farmacologico. Se encamina al control de la preeclampsia severa, sus
objetivos principales son: evitar las convulsiones, evitar o disminuir el nimero y
gravedad de complicaciones, disminuir el vasoespasmo, estabilizar a la madre y facilitar
la madurez del feto. (Sibai et al. 1990). Se recomienda el tratamiento hospitalario, bajo
una estricta vigilancia y el sulfato de magnesio como medicamento imprescindible para
evitar las convulsiones (Sibai 1990).

El Sulfato de Magnesio administrado antes del parto reduce los niveles plasmaticos de
endotelina-1 (Mastrogiannis et al. 1992), asi como su sintesis y liberacion local, ademés
de favorecer la produccion endotelial del factor relajante derivado del endotelio y de
prostaglandinas vasodilatadores (Mitchell et al. 1990). Por otro lado tambien reduce la
actividad de la enzima convertidora de angiotensina (Fuentes and Goldkrand 1987).
Durante la labor y el parto, la mayoria de las mujeres con preeclampsia reciben sulfato
de magnesio via intravenosa como profilactico. Se han usado varios protocolos para el
tratamiento (1995;Coetzee et al. 1998;Roberts 1995). Pero el mas comun (Pridjian and
Puschett 2002b) consiste de una dosis de 4 a 6 gramos de sulfato de magnesio

administrada via intravenosa durante 15 o 20 minutos, seguida de una infusion



intravenosa continua de 2 gramos de sulfato de magnesio por hora. Debido a que el
magnesio se elimina en la orina, los niveles de este catién en sangre también dependen
de la produccion de ésta. Los niveles de magnesio en la sangre deben monitorearse al
menos al principio. Los niveles ideales de magnesio en el suero varian de 4 a 6
mEq/litro (4.8-9.6 mg/dl). En el periodo postparto, el sulfato de magnesio se sigue
administrando durante 24 horas. La diuresis después del parto provoca la reversion de
las anormalidades fisiopatoldgicas en esta enfermedad, y se ha utilizado como un punto
final clinico para descontinuar la dosis profilactica con terapia de sulfato de magnesio
(Lang et al. 1991). En los Estados Unidos, el sulfato de magnesio se usa como
profilactico, en todas las mujeres sin importar la severidad de la preeclampsia (Roberts
1995), en cambio en otros paises se administra s6lo a las mujeres con preeclampsia
severa 0 eclampsia (Walker 2000). Se ha demostrado la superioridad del sulfato de
magnesio sobre la fenitoina para evitar las convulsiones (Lucas et al. 1995).

Cuando la preeclampsia severa con o sin el sindrome de HELLP se presenta en
una mujer con un feto prematuro, es decir de menos de 32 semanas de gestacion, se
intenta retrasar el parto, manteniendo a la paciente en una clinica con especialistas
capacitados. La eclampsia en cambio obliga a la interrupcion inmediata del embarazo
sin importar la etapa de gestacion.

El parto es méas seguro que la cesarea en mujeres con preeclampsia (Pridjian and
Puschett 2002b) y debe intentarse a menos que haya otras indicaciones obstétricas para
la cesarea. Los agentes coadyuvantes de la dilatacion cervical, como prostaglandinas y
misoprostol, un analogo sintético de la prostaglandina, se han usado con éxito. Si el
parto vaginal no es inminente en 24 horas en mujeres con preeclampsia o eclampsia, se

debe tener en consideracion el nacimiento por cesarea.



La analgesia y anestesia durante la labor de parto y la ceséarea en la preeclampsia
ha cambiado al paso de los afios. Mientras que en el pasado se recomendaba anestesia
general para la cesarea, actualmente, la anestesia regional como el bloqueo epidural se
ha usado con éxito, siendo el método de anestesia méas utilizado (2000).

La trombocitopenia materna constituye una contraindicacion para la colocacion
del catéter epidural. Por ello solo se emplea cuando la cantidad de plaquetas es de al
menos 70,000 (Hogg et al. 1999;Beilin et al. 1997).

1.7. Prevencién de la preeclampsia.

La prevencion de una enfermedad como la preeclampsia que no tiene una etiologia clara
0 que tiene multiples etiologias cosntituye un reto. Debido a las anormalidades
endoteliales y de las plaquetas que se presentan en la preeclampsia se estudio el efecto
de una dosis baja diaria de aspirina (50 -150 mg) como terapia preventiva. Sin embargo,
se han obtenido resultados contradictorios que no pueden relacionarse con diferencias
en el tamafio y composicion de las poblaciénes en estudio.

Asi mismo se ha visto que la administracion de al menos 1 gm diario de calcio
elemental, a mujeres con riesgo de preeclampsia y que viven en comunidades donde se
consume en bajas cantidades de calcio en la dieta (Lopez-Jaramillo et al. 1997;Lopez-

Jaramillo and de 1991) ayudan a prevenir la preeclampsia.



CAPITULO II: IMPLANTACION Y DESARROLLO PLACENTANTARIO
El movimiento es el origen de toda vida.
Leonardo Da Vinci

La fertilizacion en la mujer ocurre en el tercio distal de las trompas de Falopio,
24 a 48 horas despues de la ovulacién. El zigoto y posteriormente la masa de 12 a 16
células denominada mérula, viaja atraves de la trompa de Falopio encapsulada en una
capa protectora no adherente conocida como zona pellucida, 2 a 3 dias después de la
fecundacién la mérula entra en la cavidad uterina. En esta etapa comienza a aparecer
liquido en su interior con lo que la mdrula se transforma en blastula. Dicha blastula
tiene orientada hacia la pared de la cavidad uterina una masa celular interna que dara
origen al embrion. La superficie celular de la blastula se denomina trofoblasto y
originard a la placenta.

2.1. Estadios del proceso de implantacion

El proceso de implantacion en humanos ocurre en tres estadios:

A) Aposicion. Es la adhesion inicial e inestable del blastocito en la superficie
del epitelio endometrial de la pared uterina ahora denominada decidua. Las
microvellosidades de la superficie del sincitiotrofoblasto conocidas como pinopodios se
introducen en la superficie apical del epitelio uterino (Ver figura I11.1). La aposicién y
consecuentemente la implantacion de la blastula ocurren generalmente en la pared

posterior y superior de la pared del utero.



Figura IIl.1. Aposicion y adhesion del blastocisto. Se muestra un blastocisto en el
proceso de adhesion a la pared uterina. Tomado de Norwitz 2001.

B) Adhesion estable. Esta fase se caracteriza por el incremento de interaccion
fisica entre el blastocito y la decidua. En corto tiempo comienza la invasion y el
sincitiotrofoblasto penetra la decidua. En esta proceso el blastocito orienta su polo
embrionario hacia la decidua (HERTIG et al. 1959).

Siete dias y medio después de la fecundacion, la pared del blastocisto continua
aun formada por una sola capa de células aplanadas; y los tejidos maternos en contacto
con el trofoblasto muestran signos definidos de lesién. La masa celular interna ahora
denominada disco embrionario presenta una placa de ectodermo primitivo y una capa de

endodermo, es decir se ha pasado del estadio de blastula al de gastrula (Figura 111.2).



Figura 111.2. Implantacién del blastocisto. Se muestra la invasion del
Gtero por el blastocisto 9 o 10 dias después de la fertilizaciéon. Tomado
de Norwitz 2001.

Diez dias después de la concepcion el blastocito implantado se encuentra
completamente cubierto por el tejido estromal Uterino y el epitelio uterino se engrosa
cubriendo el sitio de la implantacion (Pijnenborg et al. 1981).

Once dias después de la fecundacién, las células madres del trofoblasto
denominadas células citotrofoblasticas o de Langhans se diferencian uniéndose para
formar en la superficie el denominado sincitiotrofoblasto. Este tiene como funcién
principal el transporte y por microscopia electronica se distingue con facilidad por la

enorme cantidad de vacuolas que contiene (Figura I11.3).



FIGURA 111.3. Microscopia electronica de corte fino del sincitiotrofoblasto en la placenta humana a
las 9 semanas de gestacion. El genuino caracter sincitial se aprecia en el panel izquierdo, En la porcion
superior de la imagen se observa el sincitio caracterizado por la presencia de microvellosidades orientadas
hacia el espacio intervelloso (asterisco) y por la abundancia de vesiculas y vacuolas (flechas) en el
citoplasma. En la parte inferior se distinguen tres células de Langhans del citotrofoblasto. En la
microfotografia electrénica derecha se aprecian dos nicleos y abundante reticulo endoplasmico, asi como
numerosas gotas y granulos lipidicos. (Tomada de WISLOCKI, 1955)].

C) Desarrollo de la circulacion uteroplacentaria.

Esta circulacion se establece cuando el trofoblasto entra en contacto con la
sangre materna.

Aunque los senos venosos maternos se perforan precozmente, no es sino hasta el
decimocuarto o decimoquinto dia, que la sangre materna arterial entra en el espacio
intervelloso (Figura 111.4).

El trofoblasto humano genera dos tipos de vellosidades: las primarias
denominadas libres que se caracterizan por flotar en la sangre materna y las secundarias
denominadas de anclaje porque sirven para fijar la placenta a la pared uterina. En estas
Gltimas las células del citotrofoblasto tambien se funden en la superficie para formar un
sincisio, pero a diferencia de lo que ocurre en las vellosidades libres, en las de anclaje se
conservan muchas células del citotrofoblasto que se agregan y forman columnas. En los

extremos distales de las columnas de anclaje las células del citotrofoblasto se unen al



Utero e invaden las arteriolas maternas en un proceso conocido como invasion
endovascular. A consecuencia de esta invasion las células del citotrofoblasto sustituyen
al revestimiento endotelial y muscular de las arteriolas uterinas aumentando
significativamente su diametro e iniciando el flujo de sangre materna hacia el espacio

intervelloso (Figura I111.5 y 5A).
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Figura Ill. 4. Mantenimiento del embarazo temprano. Se muestra la implantacion del embrién
(aproximadamente 14 dias después de la fertilizacién) y el proceso necesario para el mantenimiento del
embarazo temprano. VEGF denota Factor de crecimiento endotelial vascular, y hCG hormona gonadotropina

coriénica humana. Tomado de Norwitz 2001.

A medida que el embridén crece se destruye mas tejido endometrial y se
erosionan las paredes de mas capilares maternos. Asi, se van formando las lagunas de
sangre materna que al fusionarse forman un complicado laberinto dividido por las
columnas de anclaje (Figura Ill. 4).La sangre materna presente en las lagunas entra en

contacto directo
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Figura lll.5. Diagrama de una vellosidad de anclaje en la interfase feto-materna a las 10 semanas de
gestacion . Zona |, Vellosidades de anclaje y flotante (FV); Z Il y Ill, células en columna; Z IV, trofoblasto
invade la decidua y primer tercio de miometrio; Z V, vasculatura materna. Observe el cambio en la
expresion de integrinas de a6 B4 a al 1. Tomado y modificado de Zhou, 1997.
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Figura lll. 5A. Diagrama de una arteria espiral con invasion endovascular en
progreso entre la semana 10 a 18 de gestacion. Observe la modificacion
progresiva de los diferentes segmentos de la arteria. a, regién totalmente
modificada en la region de mayor diametro del vaso; b, segmento parcialmente
modificado con tunica media poco definida; ¢, segmento sin modificar en el tercio
superficial del miometrio (semana 22). Tomado y modificado de Zhou, 1997.

con las vellosidades libres derivadas del trofoblasto ramificado. Cada vellosidad libre y
primaria consiste de un centro de citotrofoblasto cubierto por una capa irregular de
sincitio.

2.2. La deciduay el corion frondoso humano.



La porcion de decidua por debajo del sitio de implantacion se conoce como
decidua basal. Por encima del huevo en desarrollo y separandolo del resto de la cavidad
uterina se halla la decidua capsular, Mientras que el resto del Utero esta revestido por la
decidua parietal.

La decidua basal comprende tres capas: una superficial o zona compacta; una
porcion media o zona esponjosa, con glandulas y numerosos vasos sanguineos
pequefios; y una zona profunda o zona basal. La compacta y la esponjosa juntas forman
la zona funcional.

Las vellosidades del trofoblasto en contacto con la decidua basal, proliferan para
formar el denominado corion frondoso, mientras que las que estan en contacto con la
decidua capsular dejan de crecer y degeneran formando el denominado corion liso.

A partir del decimoquinto dia después de la fecundacion hay cordones de
trofoblasto que crecen centrifugamente desde la superficie del corion y forman las
vellosidades coriales primarias. Estas pronto son invadidas en su base por el
mesénquima corial que avanza hasta los extremos de las vellosidades en crecimiento
convirtiendo las vellosidades primarias en vellosidades secundarias. Asi, estas
vellosidades secundarias que se bafian en la sangre materna del espacio intervelloso
estan constituidas por una capa externa de trofoblasto sincitial, una capa interna de

citotrofoblasto y un eje central de mesénquima (Figura 111.6).
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Figura lll. 6. Desarrollo de las vellosidades coriénicas. Se representa el desarrollo de las vellosidades de
los 15 a los 22 dias de la fecundacion. Observe la invaginacion del mesodermo extraembrionario panel
central y derecho, asi como la formacion de capilares vellosos.

Los vasos sanguineos fetales se forman en los ejes mesenquimatosos de
las vellosidades secundarias en forma de espacios discontinuos revestidos por endotelio.
Mas tarde estos espacios se fusionan para formar canales vasculares continuos que
conectaran con el corazén embrionario por medio de vasos diferenciados en la
superficie interna del coridn y en el cordén umbilical. Hacia el dia 22, la sangre fetal
comienza a circular por los capilares de las vellosidades.Una vez vascularizadas las
vellosidades secundarias se llaman vellosidades definitivas o terciarias (Figura I11.6).

A medida que la placenta madura, las vellosidades primarias o libres se
ramifican. Asi, cada vellosidad troncal o primaria puede mostrar hasta 15
ramificaciones terciarias. Las ramificaciones mas delgadas o distales presentan una gran
superficie para el intercambio de sustancias nutritivas. De hecho se calcula que en un
embarazo normal la superficie de intercambio se aproxima a los 90 metros cuadrados.
(Figura I11. 8). Cada una de estas vellosidades troncales principales y sus ramificaciones

constituyen un cotiledon fetal.
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Figuralll. 7. Esquema de la interrelacién sanguinea entre la madre y el feto, en una placenta normal a
término. Se representa la circulacién placentaria, detalla las vellosidades corionicas y la sangra materna en
el espacio intervelloso. Tomado de Vander A., 1998.

2.3. El sincitiotrofoblasto humano.

El sincitiotrofoblasto humano posee abundante reticulo endoplasmico, aparato
de Golgi, mitocondrias, nucleos densos y numerosas gotas y granulos lipidicos (Figura
111.3).

El sincitiotrofoblasto humano a pesar ser un sincitio, contiene en ciertas areas
desmosomas y UE, lo que sugiere que no es un sincitio completo (Wang and Schneider
1987). De hecho por microscopia electronica de criofractura se ha observado en él, la
presencia de filamentos de UE.(de Virgiliis et al. 1982) (Figura IlI. 8).

Conforme avanza el embarazo la composicién de la placenta varia. Asi, hacia el
principio del cuarto mes comienzan a desaparecer las células citotrofoblasticas de las
vellosidades placentarias, asi como, algunas células de tejido conectivo. De esta manera
las Unicas capas que separan a la sangre materna presente en el espacio intervelloso y a
la fetal presente en el endotelio de las vellosidades son el sincitio y la pared endotelial

de los vasos sanguineos. Esta reduccion de capas celulares se traduce en un transito



transplacentario méas rédpido de sustancias. La desaparicion de las células

citotrofoblésticas, es més notoria en las vellosidades menores. ( Figura 111.9).

Figura Ill. 8. Union intertrofoblastica en
placenta de embarazo temprano y de
término. a-d embarazo temprano y e-g
embarazo de término. En d observe los
filamentos de Unién Estrecha en la cara P
y en e surcos en la cara E; e y f, visualice
particulas de uniones GAP y
desmosomas (D) en la cara E y en el
panel g en la cara P.

Tomado de: de Virgiliis 1982.

El sincitiotrofoblasto a medida que progresa el embarazo, muestra grandes
variaciones en su grosor. De manera que se observan tanto areas gruesas con grupos de
nucleos, como zonas mas finas que carecen de ellos. Los capilares en la porcion central
de las vellosidades se suelen encontrar localizados en las zonas mas delgadas del
sincitiotrofoblasto, de tal forma que el grosor de la barrera entre la sangre presente en
los lechos maternos y la fetal ubicada en los capilares de las vellosidades placentarias,
es un poco mayor de dos mm, distancia semejante a la presente entre los capilares

pulmonares y el lumen alveolar.



FIGURA 111.9. Microscopia eléctronica de corte fino de un capilar presente en la placenta humana. En el panel superior a
las 9 semanas de gestacion se observan 2 eritrocitos dentro del capilar (cabeza de flecha), asi como células del mesenquima por
arriba y abajo del capilar (flechas). En el panel inferior en la placenta humana a término se aprecia como el capilar fetal que
contiene un eritrocito (cabeza de flecha), se ubica a muy corta distancia del espacio intervelloso (asterisco), en la region donde el
sincitiotrofoblasto es mas delgado (flecha). Tomada de WISLOCKI, 1955.

Todas las sustancias que entran o salen de la sangre fetal deben de atravesar el
sincitiotrofoblasto. Para ello existen dos rutas. La primera consiste en cruzar por la via
transcelular lo que requiere que la sustancia en cuestion sea liposoluble y por lo tanto
sea apta para atravesar las membranas plasmaticas del sincitiotrofoblasto, o bien, que
cuente con un mecanismo de difusion de la membrana, tal como, canales, acarreadores,
bombas, etc. La segunda ruta radica en el transito de la sustancia o ion atravez de la via
paracelular, es decir por el espacio intercelular localizado entre una célula sincitial y su
vecina.

En las células epiteliales y endoteliales el transito por la ruta paracelular es
controlado por la union estrecha (UE). En el caso del sincitio placentario humano se
desconocia hasta antes de realizar este trabajo, el grado de sellado de sus UE y se

ignoraba la composicion molecular de las mismas.



2.4. Irrigacion uterina

El endometrio y miometrio reciben su principal aportacion de sangre de las
arterias uterinas, las cuales emiten ramificaciones que penetran al miometrio donde
forman una arcada, las arterias arcuatas, de esta union se forman las arterias radiales
que se ramifican en las arterias basales y espirales (Brosens et al. 1972).

Durante el primer trimestre del embarazo, los vasos invadidos por trofoblasto
sufren distensién, convirtiéndose en vasos dilatados y tortuosos que se abren al espacio
intervelloso. Estas arterias Gteroplacentarias, pierden la capacidad de respuesta a las
influencias vasomotoras porque pierden tejido muscular elastico e inervacion, lo que
ocasiona una menor resistencia y un incremento en el flujo sanguineo, asi como una
presion menor de pulso dentro del espacio intervelloso y a través de este. La placenta
recibe sangre de mas de 100 arterias Uteroplacentarias.

Durante el desarrollo de la placenta y del espacio intervelloso, ocurre una
invasion de los vasos deciduales y miometriales por el trofoblasto. La migracién del
trofoblasto dentro de las arterias espirales ocurre en dos etapas:

Primera. Se presenta cuando las arterias espirales se comunican con el espacio
intervelloso. Esto sucede cerca de la semana 6 de gestacién y continlia hasta la semana
12. En esta etapa durante este tiempo el segmento decidual de las arterias espirales son
gradualmente convertidas en arterias placentarias.

Segunda. Inicia alrededor de la semana 16 de gestacion, cuando el segmento
miometrial de las arterias espirales es colonizado por el trofoblasto. La funcion de la
invasion trofoblastica es realizar cambios en las paredes de las arterias invadidas para
convertirlas en arterias Uteroplacentarias. El trofoblasto penetra a las paredes de los
vasos a través del endotelio y capa intima hasta la capa media muscular donde se

deposita material fibrinoide (Khong et al. 1986).



En la preeclampsia el citotrofoblasto no se diferencia de manera normal. Asi, su
membrana basal aparece irregularmente delgada con inclusiones de fibrina, en
consecuencia falla la invasion normal del utero. Anormalidades semejantes en el
citotrofoblasto se pueden generar cultivando a estas celulas en ambientes hipoxicos
(Genbacev et al. 1996). Por ello se cree que los cambios en el sincitiotrofoblasto y
citotrofoblasto observadas en la preeclampsia son secundarios a la pobre perfusion
placentaria que se presenta en este padecimiento (Genbacev et al. 1996).

Estos cambios inducidos por hipoxia indican que el dafio endometrial en una
primera etapa esta confinado a la vasculatura placentaria y que posteriormente se
transforma en un dafio endotelial generalizado.

2.5. Placentacion humana anormal en la preeclampsia.

En la preeclampsia, la invasion del utero por el citotrofoblasto es poco profunda y la
endovascular no avanza mas alld de las porciones terminales de las arterias espirales
(Robertson et al. 1967). Cuando se estudia en detalle las interacciones entre las células
del citotrofoblasto y los vasos uterinos, se observa que aun cuando las células del
citrotrofoblasto llegan a la luz del vaso no forman agregados densos entre ellas ni se
extienden hacia la pared vascular, como se observa en muestras de testigos de edad
gestacional comparables. En su lugar, tienden a mantenerse como células individuales
redondeadas, lo que sugiere que estan poco ancladas a la pared vascular. Asi, las células
del citotrofoblasto en la preeclampsia no sélo tienen una capacidad limitada de invasion
endovascular, sino que también muestran una morfologia alterada en sus interacciones

con las arteriolas maternas (Figura 111.10 y 11).
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Figura 111.10. Esquema de invasion intersticial y endovascular en el embarazo
humano después de las 20 semanas de gestacion. A) Embarazo normal, note la
dilatacion del vaso, B) Observe como en la preeclampsia se activan los macréfagos
gue liberan TNFa e Indolamina (IDO) que cataboliza el tript6fano local e induce la
apoptosis, C) La invasioén trofoblastica endovascular en la preeclampsia se limita a la
superficie y el diametro del vaso se reduce. Tomado de Kauffman, 2003.
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Figura Ill.11 Ruta hipotética de la invasion trofoblastica endovascular. A, la
invasion trofoblastica se realiza por via de la luz vascular; B, la invasion vascular
se realiza a través de las células de la columna por via intersticial. Tomado de
Kauffman, 2003.

Debido a estas alteraciones en la invasion endovascular, los vasos maternos en la
preeclampsia no presentan la variedad completa de cambios fisiologicos normales como
la perdida del revestimiento endotelial y del tejido musculoelastico. EI didmetro externo
promedio de los vasos miometriales de pacientes con preeclampsia es menor de la mitad
del de vasos similares de embarazos sin complicacion (Brosens et al. 1972;Gerretsen et
al. 1981;Moodley and Ramsaroop 1989). Ademas, no tantos vasos muestran invasion

citotrofoblastica (Khong et al. 1986). Asi, la arquitectura de los vasos impide una



respuesta adecuada a las demandas fetales de un mayor riego sanguineo vinculadas con
la gestacion.
2.6. Proliferacion y diferenciacion in vitro del citotrofoblasto humano

En el embarazo normal las células del citotrofoblasto invaden arteriolas de gran
calibre, donde entran en contacto con sangre materna bien oxigenada. En cambio, en la
preeclampsia, las células invasoras del citotrofoblasto estdn relativamente hipoxicas.
Otra consideracion importante es que el riego sanguineo placentario cambia mucho en
las etapas tempranas del embarazo. Asi, en el primer trimestre hay poca invasion
endovascular, por lo que el riego sanguineo de la placenta es minimo. Las presiones de
oxigeno en el espacio intervelloso y dentro del endometrio, son de 18 y 40 mm Hg
respectivamente entre las 8 y 10 semanas de gestacion (Rodesch et al. 1992). Mas tarde,
la invasion endovascular avanza rapidamente y entonces las células del citotrofoblasto
entran en contacto directo con la sangre de las arteriolas espirales maternas, que pueden
tener una presion promedio de oxigeno de hasta 90 a 100 mmHg. Asi, conforme las
células del citotrofoblasto invaden el Gtero en la primera mitad del embarazo,
encuentran un gradiente cada vez mayor de presion positiva. Estas observaciones, junto
con los resultados obtenidos con células del citotrofoblasto aisladas, sugieren que la
presion de oxigeno puede regular la proliferacion del citotrofoblasto y su diferenciacion
en la via invasora (Genbacev et al. 1997).
2.7. Modulacion del repertorio de moléculas de adhesion de los citotrofoblastos
invasores, para simular el de células vasculares, en el embarazo normal.

Conforme se diferencian las células del citotrofoblasto se produce una
disminucion de los receptores de adhesion caracteristicos de las células epiteliales como
la integrina a6B4 vy la E-cadherina. Asi mismo, se incrementan los receptores que se

expresan en las células endoteliales como integrinas alfl y aVB3 y VE-cadherina.



Estas observaciones sugieren que las células normales del citotrofoblasto sufren un
cambio en el fenotipo para simular a las células endoteliales a las que sustituyen durante
la invasion endovascular (Damsky et al. 1992)

La invasion de las células del citotrofoblasto es tan extensa que las arteriolas
espirales se convierten en estructuras hibridas en las que las células del citotrofoblasto
sustituyen al endotelio materno y gran parte de la tinica media muscular. En
consecuencia, el diametro de las arteriolas espirales aumenta en forma notoria y permite
que el flujo sanguineo a la placenta corresponda al crecimiento fetal. Las moléculas de
adhesion parecen tener una funcion importante en la formacion de las nuevas
interacciones vasculares. En el ratdn, por ejemplo, la mutacién puntual de la molécula
de adhesion de células vasculares (VCAM-1) o la expresion de la subunidad o4 de la
integrina bloquea la fusion corioalantoidea. Ademas es importante destacar que las
celulas del citotrofoblasto son las Unicas, ademés del endotelio, en expresar VE-
cadherina. Dicha cadherina y la molécula de adhesion de células endoteliales PECAM-
1, son los primeros receptores de adhesidn que se expresan en las células endoteliales
diferenciadas durante el desarrollo temprano y la expresion de aVB3 aumenta en células
endoteliales durante la angiogénesis. Asi, se concluye que las moléculas de adhesion
que tienen participacién vital en la diferenciacion y expansion de la vasculatura se
expresan conforme las células normales del citotrofoblasto se diferencian e invaden
(Zhou et al. 1997).

En la preeclampsia se altera la capacidad de las células del citotrofoblasto de
expresar moléculas de adhesion presentes durante el embarazo normal en la
transformacion del epitelio vascular (Zhou et al. 1997). Por ejemplo en la preeclampsia
persiste una fuerte tincion de E-cadherina y en cambio esta ausente la marca de VE-

cadherina en las células del citotrofoblasto de las columnas y la decidua superficial.



Estos resultados sugieren que la incapacidad de las células del citotrofoblasto de
expresar moléculas de adhesion de tipo vascular en la preeclampsia, altera su capacidad
de formar conexiones con los vasos uterinos. Este fracaso limita el aporte de sangre

materna a la placenta y al feto.



CAPITULO I11: LAS UNIONES ESTRECHAS.

La sabiduria es la hija de la experiencia.
Leonardo Da Vinci.

3.1. Los epitelios
En los organismos multicelulares los epitelios constituyen la frontera entre el

individuo y el medio ambiente. Los epitelios y endotelios constituyen tejidos en los que
las células se encuentran estrechamente unidas entre si y a su sustrato mediante las
uniones intercelulares. Estas uniones, permiten que los epitelios que cubren todas las
cavidades y superficies libres del cuerpo, formen barreras que limitan el movimiento de
agua, solutos y iones de un compartimiento del cuerpo a otro (Tsukita et al. 2001a).

Uno de los eventos mas tempranos durante el desarrollo embrionario es la
formacion de células epiteliales polarizadas. Estas células juegan un papel fundamental
en coordinar la arquitectura estructural del embrion y de los érganos individuales.

Las células epiteliales se caracterizan por: Tener uniones estrechas y estar
polarizadas.

La polarizacion establece en la célula epitelial dos dominios, estructural,
fisiologica y bioquimicamente diferentes (Cereijido et al. 1989). EI dominio apical o
luminal, orientado hacia el medio externo y el basolateral dirigido hacia el
compartimiento intersticial. Estos dos dominios estan separados por las Uniones
Estrechas (UEs) en vertebrados o uniones septadas en los invertebrados. La polarizacion
es de suma importancia ya que permite el transito vectorial de iones y moleculas a
través de los epitelios. Asi por ejemplo el Na* entra a la célula por medio de un canal de
sodio sensible a amilorida ubicado en la cara apical, y del citoplasma pasa al espacio
intercelular por medio de la accion de la ATPasa Na'-K”, ubicada en la membrana
basolateral, que saca al Na’ del interior celular e introduce K* a la célula. La

distribucion polarizada de proteinas entre las membranas apical y basolateral es el



resultado de las sefiales de direccionamiento presentes en las proteinas. Sin embargo, el
mantenimiento de la polaridad se debe a la presencia de las UEs (Cereijido et al. 1993).
3.2. Morfologia y Funcién de la UE

La UE rodea a la célula a manera de cinturdn y se localiza justo en el limite
entre las membranas apical y basolateral. Alli actia como una barrera de difusion que
regula el paso de iones y moléculas por el espacio intercelular, también Ilamada ruta
paracelular, esta funcién se denomina de compuerta. La UE también participa en el
mantenimiento de la polaridad celular ya que esta funcién se denomina de cerca.

La UE mediante microscopia electronica de corte fino se observa como una serie
de contactos puntuales de la membrana plasmatica, donde las caras externas de las
membranas adyacentes de celulas vecinas convergen y parecen fundirse (“puntos de
fusion” o “kissing points”), obliterando el espacio intercelular (Tsukita et al. 2001b).
(Figura 1V.1).

Cuando se observa por criofractura, la UE (Figura 1VV.2) aparece como una serie
de filamentos que circundan a la celula por debajo de las microvellosidades apicales en
la cara protoplasmatica (P) y de surcos complementarios en la cara exoplasmatica (E)
que se entrecruzan formando una red (Gonzalez-Mariscal et al. 2001), (Chalcroft and
Bullivant 1970), (Tsukita and Furuse 1999). Se sabe que existe una correlacion
cuantitativa entre el numero de filamentos y la resistencia eléctrica transepitelial (RET),

ya que esta aumenta de manera exponencial con el nimero de filamentos (Claude 1978).



FiguralV. 1. Complejo de Uni6n de células epiteliales. Microscopia electronica
de corte fino 1, célula intestinal; 2, célula vesical; 3y 4, detalle de la unién
estrecha donde se aprecia la aparente fusién de membranas; 4, se detallan los
puntos de fusion (flechas). Zo, Zonula ocluyente —unidn estrecha-; Za, Zonula
adherente; D, desmosoma. Tomado de Farquhar y Palade,1963.

Figura IV. 2. Microscopia electrénica de la UE en células epiteliales MDCK. A, corte fino
de una monocapa tratada con rojo de rutenio. La flecha indica la localizaciéon de la UE.
Observe como esta estructura bloquea el paso del material electrodenso a través de la ruta
paracelular. Tomado de Gonzéalez-Mariscal, 1985. En B, imagen de una réplica de criofractura
de la UE, donde se aprecia la red de filamentos en la cara protoplasméatica (P) y los surcos
complementarios en la cara exoplasmatica (E). Escala = 100 nm. Tomado de Gonzalez-
Mariscal, 2003.

El transporte a través de la UE es pasivo, guiado por gradientes electro-
osmoticos y muestra una discriminacién de carga ionica y tamarfio. La conductividad es
variable entre las UEs, asi existen uniones permeables y bién selladas con diferencias de
hasta por tres ordenes de magnitud, dependiendo del tejido epitelial en que se
encuentren.

3.3. Composicion Molecular de la Union Estrecha.



A nivel molecular, la UE esta integrada por un conjunto complejo de proteinas.
Algunas de ellas son transmembranales y a través de sus segmentos extracelulares
establecen el contacto célula-célula. Estas proteinas al carecer de actividad enzimatica,
no pueden enviar mensajes de la membrana al interior celular, por lo que esta funcién se
suple con la presencia de maltiples proteinas adaptadoras que se localizan en la regién
citosolica de la UE. Estas proteinas unen a las proteinas integrales de la UE entre si 0 al
citoesqueleto de actina. En la regién submembranal de la UE han sido identificadas méas
de 16 proteinas diferentes, que ha su vez se asocian a supresores tumorales, factores de
transcripcion y proteinas implicadas en el transporte vesicular (Gonzalez-Mariscal et al.

2003) (Figura 1V. 3).
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Figura IV. 3. Representacion esquemaética de la organizacion molecular de la unién estrecha.
Observe las principales proteinas que constituyen los dominios estructurales transmembranal TM y
submembranal SM.

3.3.1. Proteinas transmembranales de la UE.

Se han identificado tres grupos de proteinas integrales en la UE: la occludina,
las claudinas y las JAMs. Las dos primeras constituyen los filamentos de la UE,(Furuse
et al. 1998b;Morita et al. 1999a) (Figura IV. 4) mientras que las JAMSs, son importantes
para la diapédesis que efectian los linfocitos, neutrofilos y células dendriticas de los

vasos linfoides y sanguineos hacia los tejidos.



¥ ® L4 -~ ! > ‘
& o™ 4 v o ’
o e e g s i
° " 3} @ \ L v’. 3 '
’ / < Qg R -
- ,/’- - ; - 0 &7 - o
b Vi Jiv, ‘ S & a2 A L i
Sl ; R e ¢
i BRSS! e O ;
- s “'/,' . V. y 4
s ‘.. :' . ; 4 ’~ .' 4 A
; ° i 5 ‘ . Yoy Wy J 'Q’
- = B Pl
g . ( R e e o £
~ ; Wt ' o 5
e ¥ 5 v -_. :
. o&'ﬂ(‘d 3 ety 47 y ol i p : i
- - i 3 - 2 & - als "
o o 50 A % :
P : &£ or : s
. v .54 4 i ‘o o ‘4 ,‘: ’ o £ ", : ]
¢ ilgda ik i
A Ve 2o 5 o/, AR r/‘ "’".'_. g £
il e | P ok y JEE Pk Y
‘ ‘.t.‘ ¢ "’}f’:}? o N Y b g ) ’ /“’; ‘.o LA 4 o
WA el M i iR S ] e C R L

Figura IV. 4. Componentes de los filamentos de la union estrecha. Imagen de una réplica de
criofractura donde se observa en un fibroblasto cotransfectado con una marca de particulas
de oro a occludina (flechas) y Claudina-1 (Cabeza de flechas) que copolimerizan en los
filamentos de la UE. Tomado de Furuse, 1998.

A. Occludina. El nombre de la proteina deriva de la palabra en latin
“occludere” que significa ocluir (Furuse et al. 1993). Fué la primera proteina
transmembranal e integral de la UE en ser identificada. Es una fosfoproteina de 65 kDa,
constituyente de los filamentos de la UE, y que se expresa tanto en células epiteliales
como endoteliales.

A.l. Estructura: La occludina es una tetrasparina ya que atraviesa 4 veces la
membrana plasmatica (Balda and Matter 2000b). Tiene cuatro dominios
transmembranales y dos asas extracelulares. Sus extremos amino y carboxilo estan
dirigidos hacia el citoplasma. Sus dos asas extracelulares poseen 44 y 45 residuos de
aminoacidos respectivamente. La primer asa es rica en glicina y la segunda rica en
tirosina (Figura 1V.5) y su fosforilacion se incrementa significativamente durante la

formacion de las uniones estrechas (Sakakibara et al. 1997).
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FIGURA V. 5. Representacién esquematica de Occludina. A, observe el dominio
extracelular con la primera asa rica en glicina y la segunda rica en tirosina, el extremo carboxilo
es mas largo que el amonio ambos dirigidos al citosol. B, al incubar con péptidos sintéticos de
la segunda asa, observe como cae la resistencia transepitelial. Tomado de Wong 1997. En C,
imagen de una réplica de criofractura donde se observa un filamento de occludina (flechas) en
la cara P de un fibroblasto transfectado. Tomado de Furuse, 1998.

La occludina establece interaciones homotipicas a través de sus asas
extracelulares (Van lItallie and Anderson 1997) (Wong and Gumbiner 1997). También
interactua con la claudina-1 a traves de la region central de su segunda asa. A traves de
los ultimos 150 aminoacidos de su extremo carboxilo terminal orientado hacia el
citoplasma la occludina interactua con las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 asi como con el
citoesqueleto de actina (Wittchen et al. 1999;Haskins et al. 1998;Itoh M 1999).

A.2. Funcién: La interaccion occludina-occludina (Nusrat A 2000) en el espacio
intercelular es crucial para mantener la barrera de difusion paracelular de los epitelios.
Por ejemplo, se ha encontrado cuando se incuban células epiteliales con péptidos
sintéticos que corresponden a los dominios extracelulares de la occludina, disminuye la
RET y aumenta el flujo paracelular de moléculas no cargadas (Tsukita et al. 2001c)
(Lacaz-Vieira et al. 1999) (Wong and Gumbiner 1997)(Figura IV.5).

La expresion de occludina esta relacionada con el nivel de resistencia
transepitelial (RET) que desarrolla un tejido. Por ejemplo, las células endoteliales de

cerebro que tienen una elevada RET, expresan altos niveles de occludina, en cambio, las



células endoteliales de aorta, que forman UEs con muy baja resistencia, apenas y
presentan occludina (Hirase et al. 1997).

Asi mismo, en la nefrona del mamifero la expresion de occludina aumenta
conforme se incrementa la RET y la complejidad de la UE de los diferentes segmentos
tubulares (Gonzalez-Mariscal et al. 2000b), asi la expresion de occludina es menor en
los tubulos proximales que en los tubulos colectores. En el caso del arbol vascular
placentario se ha observado que la expresion de occludina es intensa en los vasos
gruesos Yy es un cambio indetectable en los capilares terminales (Leach et al. 2000).

Otras evidencias que ponen de manifiesto la importancia de la occludina en la
estructura y funcion de las UEs son las siguientes:

A) En células no epiteliales como los fibroblastos que no expresan occludina y
carecen de UEs (Saitou et al. 1997), su transfeccion genera la aparicion de filamentos de
la UE que pueden observarse por crio-fractura (Furuse et al. 1998b).

B) Cuando las células epiteliales se transfectan con una occludina mutante que
carece del dominio N-terminal, disminuye la RET y aumenta el flujo paracelular de
moléculas no cargadas (McCarthy et al. 1996). Asi mismo, cuando se sobreexpresa una
occludina mutante que carece del dominio C-terminal, aumenta la RET vy
paraddjicamente también el flujo paracelular (Balda et al. 1996b).

A pesar de estos resultados que evidencian la importancia de la occludina en la
estructura y funcion de las UEs, se encontro que los ratones Knock-out (KO) de
occludina si tienen UEs y que estas son funcionales. Estos ratones KO, sin embargo,
desarrollaron calcificaciones en el cerebro y alrededor de los vasos cerebrales, retraso
del crecimiento postnatal, atrofia testicular, anormalidades en la conducta sexual, asi
como, inflamacion cronica e hiperplasia del epitelio gastrico. (Ver Figura IV. 6 y 6A)

(Saitou et al. 2000). Lo anterior pone de manifiesto que el papel de la occludina es méas



complejo de lo que se habia supuesto y que probablemente también esta involucrada en
el control de la proliferacion celular. A este respecto es pertinente comentar que la
administracion en forma continua a cultivos celulares del péptido de occludina
correspondiente a la segunda asa genera un crecimiento celular descontrolado que da
lugar a cultivos multiestratificados constituidos por células despolarizadas (Vietor et al.

2001).
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Figura IV. 6. Células STEM Knock-out de occludina tienen UE funcional. Imagen de

una réplica de criofractura (a-d) donde se observan filamentos de UE; Microscopia
electronica de corte fino (e, f) donde se aprecia la UE (TJ). Tomado de Saitou 2000.
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Figura IV. 6A Resultado histopatoldgicos del Knock-out de occludina en ratén. En el panel
izquierdo corte 6seo normal (a, c) y sin occludina (b, d), observe disminucién del espesor del
tejido. En el panel derecho cortes tefiidos con hematoxilina de testiculo (a-f) normal (a, c, €) y sin
occludina (b, d, f); corte de glandula salival normal (g) y sin occludina (h), observe el edema de
tejidos. Tomado de Saitou 2000.

B. Claudinas.

Su nombre proviene del latin “claudere”, que significa cerrar, en referencia a la
funcion de la UE de bloquear el paso de moléculas por la ruta paracelular. Constituyen
una familia de proteinas tetraspan integrada por mas de 20 miembros. Pesan entre 20 a
27 kDa y presentan el motivo conservado WGLWCC en la primera asa. Las claudinas
junto con la occludina forman los filamentos de la UE (Furuse et al. 1998b;Morita et al.
1999a).

Las primeras claudinas fueron identificadas en preparaciones de higado de pollo
enriquecidas en UEs y se denominaron claudina-1 y 2 (Furuse et al. 1998a)

Posteriormente, se buscaron moléculas homologas en bases de datos de ADN
complementario y gendmico. Asi se lograron identificar a los restantes 22 miembros la

familia de las claudinas (Tsukita et al. 2001d).



La expresion de las claudinas varia en los diferentes tejidos y etapas de
desarrollo. Asi por ejemplo la claudina 1 se expresada conspicuamente en diferentes
tejidos, mientras que la claudina 16 es exclusiva de la porcidn ascendente gruesa del asa
de Henle.Por otro lado, mientras que algunos tejidos y lineas celulares expresan varias
claudinas, otras las celulas de Sertoli expresan unicamente a la claudina 11.

En la tabla IV.1 se resumen las caracteristicas distintivas de diferentes claudinas.
B.1. Estructura:

Las claudinas poseen 4 dominios transmembranales y dos asas extracelulares. Su
estructura general se diferencia de la de occludina en que en las claudinas la primer asa
extracelular es méas larga que la segunda (41-55 aa Vs 10-21 aa) y en que ambas asas
contienen residuos cargados. Esta ultima caracteristica es sumamente importante pues la
carga de los aminoacidos (aa) presentes en la primera asa determina la selectividad
i6nica de la ruta paracelular (Rahner et al. 2001b).

La cola citoplasmica de las claudinas es de 21-44 aa notoriamente mas pequefia
que la de occludina. Los ultimos aa del extremo carboxilo estan muy conservados entre
los diferentes miembros de esta familia y constituyen sitios de reconocimiento (motifs)
para dominios PDZ’s. Estos son dominios de interaccion proteina-proteina presentes en
multiples proteinas incluidas la mayoria de componentes periféricos de la UE (Figura

IV.7).



CLAUDINA CARACTERISTICAS DISTINTIVAS
Se presenta en epitelios de alta RET (p. ej. segmento colector del rifién) y esta ausente en epitelios de

1 baja RET (p. €j. tibulo proximal renal) y en la mayoria de las lineas celulares de cancer de seno.
Responsable de la barrera epidermal de los mamiferos.

Se presenta en epitelios de baja RET y esta ausente en epitelios de alta RET.

2 Su sobre-expresién disminuye la RET y aumenta la permeabilidad a los cationes (Amasheh, 2002; Van
Itallie, 2003). Presente en el epitelio del plexo coroideo.

También se conoce como RVP1, pues su expresion se eleva en la regresion ventral de la prdstata y en

3 los adenocarcinomas prostaticos. Se presenta en los segmentos con mayor RET de la nefrona. Se une a
la toxina de Clostridium perfringens (CPE).

También se conoce como receptor para la CPE. Se presenta en los segmentos con mayor RET de la
nefrona.

4 Su expresion incrementa la RET y disminuye selectivamente la permeabilidad paracelular de Na* (Van
Itallie, 2001; Colegio, 2002; Van Itallie, 2003) Se sobre-expresa en tumores pancreaticos y
gastrointestinales.

También se conoce como TMVCF, ya que esta deletada en pacientes con el sindrome velo-cardio-facial.
Constituyente esencial de las UE de las células endoteliales.

5 Se expresa transientemente durante el desarrollo del epitelio pigmentario de la retina. Su ausencia
genera un incremento en la permeabilidad paracelular (Nitta, 2003).

Se expresa en el epitelio embrionario. Su sobre-expresién en ratones transgénicos hace que la epidermis

6 pierda su hermeticidad y el animal muera a las pocas horas del nacimiento.

7 Su expresion se encuentra disminuida en células escamosas de carcinomas de cabeza y cuello.

8 Se presenta en los segmentos con mayor RET de la nefrona.

Se conoce alternativamente como OSP, pues esta presente en los oligodentrocitos.

1 También se expresa intensamente en las células de Sertoli. Su expresién disminuye selectivamente la
permeabilidad paracelular de Na* (Van Itallie, 2003) Su ausencia genera en los ratones, machos estériles
y con paralisis de las patas traseras.

Se expresa en el epitelio sensorial del 6rgano de Corti.

14 Mutaciones en este gen alteran la permeabilidad idnica en las células pilosas de la coclea, lo que causa
sordera autosémica recesiva (Ben Yosef, 2003).

Se presenta en células endoteliales.

15 Su expresion incrementa selectivamente la permeabilidad paracelular de Na* (Colegio, 2002;Van ltallie,
2003).

También se conoce como Paracelina-1. Constituye un canal selectivo para Mg2* y Ca2*.

16 En humanos, las mutaciones en este gen causan hipomagnesemia con hipercalcinuria y nefrocalcinosis;
y en el ganado originan nefritis intersticial crénica (Hirano, 2000; Hirano, 2002).

18 Se expresa en pulmén y estbmago

19 Sella los contactos en las células de Schwann de axones aislados

TABLA 1V.1 CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LOS DIFERENTES

TIPOS DE CLAUDINAS.
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FIGURA 1V. 7. Representacion esquematica de las Claudinas. A, observe el dominio
extracelular con la primera asa mas grande que la segunda y ambas asas con carga. B,
modelo estructural y funcional donde se aprecian en la primera asa los residuos altamente
conservados W-GLW-CC, asi como el sitio de fosforilaciéon y unién a PDZ en su cola C-
terminal.

Asi, a traves de estos motivos las claudinas se unen a los dominios PDZs de ZO-
1, ZO-2, ZO-3 (ltoh et al. 1997;ltoh et al. 1999) , MUPP1 (Hamazaki et al. 2002) y
PATJ (Roh et al. 2002a).

La mayoria de las claudinas contienen en su extremo carboxilo terminal sitios
potenciales de fosforilacion en serina/treonina (Yamauchi K 2004). En células
cancerosas de ovario se observa un incremento en la fosforilacién de las claudinas 3y 4
(D"Souza T 2005).

B.2. Las claudinas y su relacion con los filamentos de la UE.

Las claudinas son los constituyentes principales de los filamentos de la UE ya
que cuando se transfectan a celulas carentes de UE como los fibroblastos, forman redes
de filamentos entrecruzados, morfoldgicamente semejantes a los vistos por criofractura
en la UE de los epitelios nativos (Furuse et al. 1998b;Furuse et al. 1998a). Asi mismo,
cuando las criofracturas se analizan por inmunodeteccion con anticuerpos anti-claudinas
acoplados a particulas de oro, se observa que éstos marcan a los filamentos de la UE
(Morita et al. 1999a). La transfeccion de claudinas a fibroblastos, les confiere a estas
celulas adhesion celular.

Los filamentos de la UE vistos por crio-fractura revelan patrones distintos

dependiendo de las claudinas que se expresan en cada tejido (Furuse et al. 1998b;Furuse



et al. 1999). Por ejemplo, las claudinas 1 y 3 generan filamentos y surcos continuos en
las caras P y E respectivamente. Mientras que las claudinas 2 y 5 forman un patron
discontinuo de particulas en lugar de filamentos en la cara P, y en la cara E generan
surcos con hileras intermitentes de particulas (Furuse et al. 1999;Morita et al. 1999a), lo
que suguiere una UE mas permeable que la integrada por la de claudina 1. Por otro
lado, la claudina-11 genera en la cara P un patron de filamentos punteados, en paralelo y

que no se ramifican (Morita et al. 1999b) (Figura 1V.8).
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Figura IV.8. Diferentes claudinas expresan
diferentes patrones de filamentos de UE.
Imagenes de réplicas de criofractura A, Claudina-
1, filamentos en cara P y surcos en la E; B,Claudina- 2
y C,Claudina-5 ambas con patron discontinuo de
particulas en cara P y surcos con particulas
intermitentes en E; D, Claudina-11, patrén de
filamentos punteados y paralelos no ramificados en la
cara P. Tomado de (A-B) Furuse, 1998; (C y D)
Morita,1999.

Las claudinas pueden interactuar en el espacio intercelular entre ellas mismas, en
una interaccion homotipica, como es el caso de la interaccio6n claudina 1 con claudina
1, o con otras claudinas, en una interaccion heterotipica (Figura 1V.9), como se da entre
la claudina 1 con la claudina 3 (Furuse et al. 1999). Las claudinas polimerizan en el

plano de la membrana tanto con claudinas de diferente tipo como con la occludina. Esto



se observd en réplicas de criofractura, tratadas con anticuerpos anti-occludina y anti-
claudinas acoplados a particulas de oro de diferentes tamafios (Furuse et al. 1998b)

(Figura IV .4).
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Figura IV.9 Diferentes claudinas pueden interactuar homotipica o heterotipicamente.
Imagenes de réplicas de criofractura de fibroblastos cotransfectados. Compare los
patrones de filamentos del panel derecho superior, con el inferior no cotransfectado.
En la figura de la izquierda se representa esquematicamente las interacciones
heterotipicas entre claudina 1 y 2. Tomado de Tsukita 2000 (izq); Furuse 1999 (der).

Por otro lado, se ha demostrado que al transfectar fibroblastos con claudinas
quiméricas construidas con las asas extracelulares de otras claudinas no se modifica el
patron de filamentos de la UE. Lo que indica que, el tipo de asociacion de la claudina a
las caras P y E de la membrana y su polimerizacion para formar redes, depende de la
porcién intracelular y transmembranal de la molécula (Colegio et al. 2003).

B.3. Las claudinasy su relacion con la funcién de compuerta de la UE.

Una de las funciones fundamentales de la UE es la de compuerta que consiste en

regular el paso de iones por la ruta paracelular. Las claudinas constituyen los canales

i6nicos que determinan la selectividad i6nica de la UE (Wong and Goodenough 1999).



Las evidencias que llevan a este descubrimiento son las siguientes:
B.3.1. Estudios en lineas celulares.

A) En las células MDCK tipo Il o de baja resistencia, la sobre-expresion de la
claudina-1 aumenta la RET y reduce el flujo paracelular de moléculas (Inai et al. 1999).
En contraste, la sobre-expresion de la claudina-2 en las células MDCK tipo | o de alta
resistencia, disminuye la RET. Concluyendo que la claudina-2 forma canales
permeables a iones. Posteriormente se demostré que la claudina 2 es selectiva a cationes
(Amasheh et al. 2002;Furuse et al. 2001).

B) Cuando se sobre-expresan las claudinas 4 y 8 en las células MDCK 1l, se
produce un aumento en la RET debido a una disminucion en la permeabilidad
paracelular de Na* (Van et al. 2001b) (Yu et al. 2003) (Van Itallie et al. 2003).

C) En la neurona de los mamiferos la claudina-2 solo se expresa en el tubulo
proximal. Esta es una zona de baja RET y de un intenso transporte paracelular de
cationes.

D) La transfeccion de diferentes claudinas a lineas celulares han revelado que las
claudinas 2, 15 y 16 son selectivas a los cationes (Amasheh et al. 2002;Van ltallie et al.
2003;Simon et al. 1999), mientras que la sobre-expresion de las claudinas 4 y 11
disminuyen la selectividad al Na* (Van Itallie et al. 2003) (Van et al. 2001a) (Colegio
et al. 2002).

E) Tanto la selectividad ionica como la RET parecen estar determinadas por la
primer asa extracelular de las claudinas. Asi cuando se transfectan claudinas quiméricas
, Se observo que si esta tiene la primer asa de la claudina-2 y el resto de la claudina-4 su
selectividad y RET es como la de la claudina-2. Si al contrario tiene la primer asa de la
claudina-4 y el resto de la molécula corresponde a la claudina 2, su selectividad y RET

corresponde a la claudina 4 (Colegio et al. 2003).



Recientemente se ha observado que enfermedades humanas son resultados de
mutaciones en los genes que codifican a varias claudinas (sobre todo 1,14 y 16), es
decir, enfermedades por defectos de canales. Por ejemplo, la mutacion del gen de
claudina 1 ha sido reportada en nifios con escaras de la piel y fibrosis progresiva y
obstruccion de los ductos biliares tambien llamada colangitis esclerosante neonatal con
ictiosis (Hadj-Rabia S 2004).

B.3.2. Estudios en humanos.

A) Mutaciones en la primera asa de la claudina-16 gener6 un cuadro clinico de
hipomagnesemia con hipercalciuria y nefrocalcinosis(Simon et al. 1999), esta
observacion indico que la claudina 16 es un canal que regula la selectividad al Mg™ vy al
Ca™" .Posteriormente se demostro que la claudina 16 se expresa selectivamente en la
porcidn ascendente del asa de Henle. En este segmento se produce la reabsorcion por
via paracelular del mismo porcentaje de Mg™™ en el rifion. Asi mismo, una mutacion en
el gen de claudina 16 presente en pacientes con una enfermedad conocida como
hipercalciuria idiopatica, impide la unién de la claudina 16 con el dominio PDZ de
ZO1. Esta situacion envia a la claudina 16 a degradacion a los lisosomas (Muller et al.
2003).

B) Las mutaciones en la claudina 14 causan sordera. Se ha visto que la claudina-
14 constituye la barrera paracelular que mantiene altos los niveles extracelulares de K*
en las células pilosas del epitelio sensorial del organo de Corti. Por ello se cree que al
sufrir una mutacion autosomica recesiva se altera la permeabilidad ionica en el oido, y
se produce la sordera (Ben-Yosef et al. 2003a).

En la siguiente tabla IV.2, se presentan las caracteristicas de los diferentes tipos

de claudinas en relacion con su permeabilidad ionica paracelular.



Claudina Epitelio Permeabilidad ionica paracelular RET Referencias
Inai T, et al. Eur J Cell Biol
1 MDCK T 78:849-55, 1999.
+
TNa Amasheh, et al. J Cell Sci 115:4969-
2 MDCK | K*=Na*>>>Cl|-=Br- J 4976, 2002.
Van ltallie, et al. Am J Physiol Renal
LLC-PK TNa + Physiol 285:F1078-F1084,2003.
Van ltallie, et al. J Clin Invest
4 MDCK I JNa+ 1 107:1319-1327,2001.
Wen, et al. Mo/ Cell Bio/
5 MDCK I {Na+ 1 24:8408-17,2004.
Alexandre, et al.J Ce// Sci 118
7 LLC-PK T Na* 1 2683-93, 2005,
_ INa * Yu, etal. Biol Chem 278: 17350-
8* MDCK I Na*=Li*=K*>Rb*>>Cs* 1 17359,2003.
Van ltallie, et al. Am J Physiol Renal
11 MDCK I I Na+ 1T Physiol 285:F1078-F1084,2003.
Ben Yosef, et al. Hum Mol Genet
14 MDCK I Na+ 0 12-.2049-61, 2003
Van ltallie, et al. Am J Physiol Renal
15 LLC-PK TNa* J Physiol 285:F1078-F1084,2003.
Simon, et al. Science 285:103-
16 Human t+Mg 2* +Ca 2+ 106,1999.
Weber, et al. JAm Soc Nephrol
12:1872-1881,2001

* | Expresion de Claudina 2

Tabla IV.2. Diferentes tipos de claudinas y su relacion con su permeabilidad idnica

B.3.3. Estudios en animales.

A) Los ratones Knock-out de claudina-1 y los transgénicos que sobre-expresan a
la claudina-6 mueren a las 24 Hrs del nacimiento por deshidratacién ocasionada por
pérdida de agua a través de la piel. Esto indica que la claudina-1 es importante para la
formacion de la barrera epidermal mientras que la sobre-expresiéon de la claudina-6

impide el sellado correcto de la UE (Saitou et al. 2000;Turksen and Troy 2002) (Figura

1V.10).
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Figura IV.10. El Knock-out de Claudina 1 y la sobreexpresién de claudina 6 causa la muerte de ratones
recién nacidos por deshidratacion. En panel izquierdo se muestra un corte histoldgico de piel normal (+/+) y
Knock-out de claudina-1 (-/-), observe el espesor del estrato corneo (SC), y la similitud del estrato granuloso
(GR) y espinoso (SP). En el panel central observe como el marcador de via paracelular (biotina) se detiene
entre GR y SC a la altura de la UE, identificada con occludina en el ratén normal (+/+) y el paso del marcador
hasta la capa externa de SC en el ratén -/-. En el panel derecho, observe en la parte superior el fenotipo de
ratones Knock-out de claudina-1 (-/-) y sus controles (+/+); en la parte inferior ratones con sobreexpresion de
claudina-6 (T) que muestran material de contraste en su piel durante su desarrollo y nacimiento, en sus
controles (WT) Unicamente se aprecia este en las primeras etapas del desarrollo (E16), no asi en estadios
posteriores (E18) y nacimiento. Tomado de Furuse, 2002 y Turksen, 2002.

B) En los ratones KO de claudina-11 se presenta un retrazo en la velocidad de
conduccidn eléctrica y debilidad en las patas traseras. Es probable que esto se deba a la
ausencia de filamentos de UE en las vainas de mielina de los oligodendrocitos (primera
evidencia del papel de claudinas como barrera en celulas no epiteliales). Estos ratones
también presentan esterilidad debido a la falta de UEs en las células de Sertoli de los
testiculos (Gow et al. 1999).

C) Los ratones Knock-out de Claudina 14 tienen un fenotipo de sordera
semejante al humano y en consecuencia proveen un modelo para estudiar esta patologia

(Ben-Yosef et al. 2003b) (Figura IV.11).



Figura IV.11. El
Knock-out de
Claudina 14 causa
sordera. La claudina
14 constituye la barrera
para mantener niveles
extracelulares altos de
potasio en las células
pilosas en la cocléa.
Observe la rapida
degeneracion  celular
en los ratones knock-
out (/- ; G-L) en
diferentes periodos de
tiempo (P7,P13,P18),
en comparacion de
ratones deletados (+/-;
A-F). La sordera es el
resultado de la
degeneracion  celular.
Las flechas marcan los
diferentes estratos
celulares. Tomado de
Ben-Yosef, 2003.

D) Los ratones KO de claudina 5 presentan UE aparentemente normales (Nitta et
al. 2003) (Figura 1V.12). Sin embargo mueren despues de nacer, por un incremento en
la permeabilidad de la barrera hematoencefélica. Cuando el espacio vascular se
perfunde con marcadores paracelulares de diferentes tamafios se observa que el
endotelio de ratones KO es permeable para el marcador de 1.9 RDa, pero impide el paso
del marcador 10 RDa. Este resultado suguiere que claudina-5 regula el tamarfio del poro

de la UE en la barrera hematoencefalica (Petty and Lo 2002).
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Figura IV.12. El Knock-out de Claudina 5 forma UE en el endotelio cerebral, pero estas son permeables
alterando la funcion de la barrera hematoencefélica. En 1 observe la formacion de UE en el endotelio cerebral
tanto en ratdon normal (+/+) como en el Knock-out de Claudina 5 (-/-), en 2 observe la inmunodeteccion de
claudina 5,12 y ZO-1 en vasos cerebrales (+/+) y la ausencia de claudina 5 en KO (-/-), en 3 y 4, al transfundir
marcador intravascular observe como en el ratén KO difunde al parénquima cerebral. Tomado de Nitta, 2003.

C. JAM (Junctional Adhesion Molecule).- Las proteinas de la familia JAM
atraviesan una vez la membrana. En su porcion extracelular contiene dos dominios
semejante a las inmunoglobulinas (Martin-Padura et al. 1998). Cuando se tranfecta
disminuye la permeabilidad paracelular de moléculas. JAM media adhesiones célula-
célula y también facilita la extravasacion y transito por diapedesis a través de los
epitelios, de linfocitos T, neutréfilos, monocitos y células dendriticas (Martin-Padura et
al. 1998;Palmeri et al. 2000). Asi, los anticuerpos contra JAM inhibe la migracion
transendotelial de los monocitos in vitro e in vivo.

Se han identificado varias moléculas que integran a la familia JAM: JAM-A,
JAM-B, JAM-C, CAR (receptor de adenovirus y del virus ckosakie), ESAM (molécula
de adhesion celular selectiva endotelial), JAM-4, BT-IgSF superfamilia de
inmunoglobulina especifica de cerebro y testiculo) y CLMP (Proteina de membrana
semejante al receptor de ckosakie y adenovirus).

3.3.2. Proteinas submembranales



Las proteinas submembranales de la UE interactuan con proteinas citoplasmicas,
que sirven como puente para que las primeras se asocien al citoesqueleto de actina.
Ademas las proteinas submembranales también conocidas como adaptadoras, sirven
para reunir a diversas proteinas tales como factores de transcripcion, cinasas, fosfatasas
y proteina G, en la reunion de la UE.

La proteina ZO-1 fue la primera molécula de la UE en ser identificada. ZO-1,
(Stevenson et al. 1986). Posteriormente se identificaron otras moléculas semejantes a la
Z0O-1 que se denominaron ZO-2 (Jesaitis and Goodenough 1994) y ZO-3 (Haskins et
al. 1998) de acuerdo al orden en que fueron descubiertas. EI analisis secuencial revel6
que estas proteinas eran miembros de una familia, denominada MAGUK o proteinas
asociadas a la membrana con homologia a la guanilato cinasa (membrane associated
guanylate kinase homolgues ) (Anderson 1996).

Las proteinas MAGUK contienen 3 regiones distintas: los dominios PDZ, SH3 y
GK (FIGURA 1V.13). Estos tres dominios median interacciones proteina-proteina
(Gonzalez-Mariscal et al. 2000a). Los dominios PDZ estan constituidos por regiones de
80-90 aminoéacidos que se unen al extremo carboxilo terminal de proteinas donde se
localizan los motivos S/TXV 6 ®Xd (Songyang et al. 1997;Bezprozvanny and
Maximov 2001;Fan and Zhang 2002). Los dominios PDZ también se unen de manera
homotipica a repetidos PDZ de otras proteinas (Shieh and Zhu 1996), asi por ejemplo

Z0O-1 se une a través de su segundo PDZ al segundo PDZ de ZO-2 y ZO-3.



Centro MAGUK

PDzZ1 + PDZ2 PDZ3 SH3 GK = PR
01 i —a—I -G S
- L 1 J L |
claudinas | Z0-2, ZO-3 | ZONAB occludina | actina |
l JAM ZAK 41 |

CAR, cingulinay AF-6

PDZ1 + PDZz2 PDZ3 SH3 GK - PR
202 - .
[ E— [
|claudinas Z0-1 ] actina, 4.1
1 occludina |
cingulina, PCK atipica, AP-1y C/EBP
PDZ1 + PDZ2 PR PDZ3 SH3 GK -
203 <D
. — u
1 claudinas Z0-1

J PATJ
| actina |

occludinay cingulina

Figura 1V.13. Proteinas ZO de la UE. Representacion esquematica del centro MAGUK (Membrane
Associated GUanilate Kinases homologues) con sus médulos PDZ, SH3 y GK, y de las 3
proteinas MAGUK de la familia de las Zos presentes en la UE. PR regidn rica en prolina, +
dominio basico; - dominio acidico; con corchetes se representan las asociaciones
intermoleculares con otras proteinas de la UE. Tomado y modificado de Gonzalez-Mariscal,
2003.

El dominio SH3 es homdlogo al tercer moédulo SH de la tirosin-cinasa Src. Este
dominio estd formado por 50-70 aminoacidos y se puede unir a regiones GK y a otros
dominios ricos en prolina que tengan el motivo PXXP (McGee and Bredt
1999;Dalgarno et al. 1997).

El dominio GK es homologo a la enzima guanilato cinasa aunque en las
proteinas MAGUK de la UE es enzimaticamente inactivo ya que no posee los sitios de
unién a ATP y GMP (Haskins et al. 1998;Roh et al. 2002b). Este dominio se une a
diversas proteinas (Kim et al. 1997) y también interacciona con el dominio SH3 de la
misma proteina MAGUK, es decir establece una asociacién intramolecular, o de otras
proteinas.

A continuacion describiré las caracteristicas principales de las proteinas ZO de la
UE que se analizan en esta tesis.
3.3.2.1. ZO-1 (210-225 kDa) (Stevenson et al. 1986). Se localiza en la UE de epitelios y

endotelios, aunque también se encuentra en el citoplasma y en los contactos puntuales



de células no epiteliales como astrocitos, células de Schwann, fibroblastos, glioma,
sarcoma y lineas celulares de mieloma (Howarth et al. 1992).

ZO-1 interacciona con diversas proteinas de la UE. Asi, se asocia con su primer
dominio PDZ al extremo C-terminal de las claudinas (Itoh et al. 1999), por su segundo y
tercer PDZ se une a JAM (Ebnet et al. 2000) y por su dominio GK a occludina (Fanning
and Anderson 1998). ZO-1 también interacciona a través de su extremo carboxilo
terminal al citoesqueleto de actina (Fanning et al. 1998;Wittchen et al. 1999). ZO-1 se
une también a proteinas corticales de la UE como AF-6 (Yamamoto et al. 1997),
cingulina, ZO-2 y Z0O-3 (Cordenonsi et al. 1999) y a la proteina de union a actina, 4.1
(Fanning et al. 1998;Itoh et al. 1997;Wittchen et al. 1999;Mattagajasingh et al. 2000).
Z0O-1 también, se asocia a la molécula de la UA, a-catenina y a las proteinas de la unién
comunicante, conexina 43 y 45 (ltoh et al. 1997;Gonzalez-Mariscal et al.
2000a;Gonzalez-Mariscal et al. 2003) (Toyofuku et al. 1998).

El extremo carboxilo terminal de ZO-1, tiene tres dominios de procesamiento
alternativo: o, B y y. El dominio o es una region de 80 aa. La isoforma o es mas
abundante en los epitelios mas que en los endotelios, por lo que se sospecha que es una
isoforma necesaria para desarrollar UE herméticas. En las primeras etapas del desarrollo
embrionario, antes de la compactacion del blastocisto, y cuando la UE aun no se ha
establecido la isoforma ZO-1a™ esta presente en la region de los contactos célula-célula
asociada a la UA. Las isoformas B, B2 Yy y tienen 7, 20 y 45 aa, respectivamente. Estas
isoformas se expresan en muy diversos tejidos, pero su funcion aldn se desconoce
{Gonzalez-Mariscal, 2000 204 /id}(Gonzalez-Mariscal et al. 1999).

En las monocapas epiteliales subconfluentes, algunos estudios reportan

localizacion de ZO-1 en el nucleo (Gottardi et al. 1996;Gonzalez-Mariscal et al.



1999;Islas et al. 2002), sin embargo esta observacion es controversial pero no ha podido
ser reproducido por otros (Balda and Matter 2000a).

Z0-1 es una fosfoproteina que se asocia y es sustrato de las cinasas: ZAK, PKC
y la activada por mitdgenos (Balda et al. 1996a;Chen et al. 2000;vila-Flores et al. 2001).
Sin embargo el efecto que ejerce la fosforilacién sobre su funcién, ain es muy
controversial. Por una parte, se ha observado que en células de baja resistencia, ZO-1
estd mas fosforilada que en monocapas de alta resistencia; pero por otro lado también se
ha visto que ZO-1 estd poco fosforilada, en células que carecen de UE o en las UE se
encuentran desensambladas (Howarth et al. 1994).

La expresion de ZO-1 juega un papel fundamental en la fisiologia de la UE. Se
observa mas en los segmentos de alta resistencia del rifion como son los tubulos
colectores, que en los de alta permeabilidad como los segmentos proximales (Gonzalez-
Mariscal et al. 2000b) Diversos agentes al modular la expresion de ZO-1 alteran la
funcionalidad de la UE. Por ejemplo los glucocorticoides incrementan en el ojo humano
la resistencia al flujo transendotelial a través de un aumento en la expresion de ZO-1
(Underwood et al. 1999); y el INF-y aumenta la permeabilidad epitelial de celulas T84
al disminuir los niveles de ZO-1 (Youakim and Ahdieh 1999).

La secuencia del cDNA de ZO-1 es homologa a la proteina supresora tumoral
“dics large” (DIg) de Drosophila, y se ha observado que ZO-1 actua también como un
supresor tumoral. Asi la disminucion de su expresion se relaciona con la progresion
tumoral en el cancer de mama (Hoover et al. 1998); mientras que la sobre-expresion de
una construccion de ZO-1 que carece de la cola carboxilo terminal, genera una
transformacion de epitelio a mesénquima (Ryeom et al. 2000). ZO-1 se une al factor de
transcripcion ZONAB (ZO-1-Associated Nuclei Acid Binding protein). Este es un

factor que se pega a la caja Y invertida de diversos promotores. ZONAB interacciona



con el dominio SH3 de ZO-1 y se localiza en el nucleo y en los bordes celulares de
celulas MDCK subconfluentes. En el nicleo, ZONAB funciona como un represor de la
transcripcion del gen ErbB-2, el cual es importante para la diferenciacion celular.
ZONAB se expresa intensamente en las células en proliferacion y muy poco en
monocapas confluentes, mientras que la expresién de ZO-1 aumenta conforme se
incrementa la densidad celular. ZO-1 secuestra en la UE al factor de transcripcion
ZONAB vy a la proteina reguladora del ciclo celular, la cinasa CDK4. Este mecanismo
podré explicar el efecto anti-proliferativo de ZO-1 (Balda and Matter 2000a;Balda et al.
2003).

Durante la formacion de los complejos de union de las células epiteliales, ZO-1
esta inicialmente localizada en la Unién Adherente (UA) (Yonemura et al. 1995;Adams
et al. 1996;Asakura et al. 1999). En cambio, cuando las UEs estan ya formadas y las
células epiteliales estan bien polarizadas, ZO-1 desaparece de las UAs y se concentra
especificamente en las UEs (Stevenson et al. 1986) (Itoh et al. 1993).
3.3.2.2. ZO-2, es una fosfoproteina de 160 kDa que pertenece a la familia MAGUK. Se
identifico porque coinmunoprecipita con ZO-1 en células epiteliales (Gumbiner et al.
1991). Ademaés de contener el centro MAGUK con tres regiones PDZ, un dominio SH3
y un repetido GK, ZO-2 contiene en el extremo carboxilo terminal, una region de
aminiacidos &cidos y, un sitio de procesamiento alternativo, y una region rica en
prolinas (Beatch et al. 1996;Collins and Rizzolo 1998;Gonzalez-Mariscal et al. 1999).
Z0-2 tiene ademas una region basica entre el primer y segundo PDZ.

ZO-2 interacciona mediante su primer dominio PDZ interacciona con el
carboxilo terminal de las claudinas (Itoh et al. 1999) y mediante su segundo repetido
PDZ con el segundo PDZ de ZO-1 (Wittchen et al. 1999). Su dominio rico en prolina se

asocia a dos proteinas del citoesqueleto: actina (Wittchen et al. 1999) y la proteina 4.1



(Mattagajasingh et al. 2000). ZO-2 se une también al carboxilo terminal de occludina.
Diversas evidencias asi como la observacién de lo que ocurre con ZO-1, sugieren al
dominio GK como blanco de union a occludina (Fanning et al. 1998). ZO-2 también
interacciona con la PKC (en sus isoformas A y C ), y con los factores de transcripcion
Jun, Fos y C/EBP (Betanzos et al. 2004). ZO-2 disminuye la actividad de genes
reporteros controlados por sitios AP-1. A estos sitios se unen los factores de
transcripcion Jun y Fos (Betanzos et al. 2004).

Z0-2 se localiza en la membrana de las células epiteliales confluentes y en el
nacleo y la membrana de las células subconfluentes. En el nucleo da un patron de
moteado nuclear en los que co-localiza con el factor de procesamiento alternativo SC35.
La presencia de ZO-2 en el nucleo obedece a sefiales de localizacion nuclear (NLS)
ubicadas en el primer dominio PDZ, mientras que su desplazamiento del nucleo a la
membrana en las monocapas confluentes, responde a cuatro sefiales de exportacion
nuclear (NES) presentes dos de ellas en el dominio PDZ-2 y las restantes en la region
GK (Islas et al. 2002;Jaramillo et al. 2004).

Z0O-2 funciona como una proteina supresora tumoral. Asi su expresion,
disminuye en la mayoria de lineas celulares de cancer de mama y adenocarcinomas
pancreaticos (Chlenski et al. 2000). Asi mismo, la sobre-expresion de ZO-2 neutraliza el
efecto tumoral de oncogenes virales.

3.4. La unidn estrecha en la placenta humana.

Los vasos presentes en las vellosidades terminales de la placenta humana
poseen numerosas uniones estrechas. Estas se diferencian de las epiteliales y de las de la
barrera hematocerebral en que no muestran una posicién prefente luminal, es decir en el
limite de las capas apical y lateral. En cambio se localizan a largo de la ruta paracelular

entremezcladas con las uniones adherentes (Leach and Firth 1992).



La frecuencia y complejidad de la UE en los vasos placentarios humanos
depende de su posicion anatémica en el arbol vascular (Simionescu et al. 1976). Asi, las
veénulas postcapilares carecen de UE, por ser el sitio preferencial para la extravasacion
de proteinas del plasma y leucocitos circulantes, mientras que los grandes vasos
contienen conspicuas UE.

Recientemente se encontrd que la occludina, se localiza en los grandes vasos
placentarios. Asi mismo, su presencia se reduce al disminuir el calibre de la vasculatura,
hasta que desaparece por completo en la zona de intercambio capilar. ZO-1 en cambio,
esta presente a lo largo de todo el &rbol vascular independientemente del calibre del

vaso en cuestion (Figura 1V.14).

Figura V. 14.
Inmunolocalizacion

y observacion con
microscopia confocal
de occludina en la
placenta humana. A,
Visualice a occludina
en algunos vasos, los
cuales son
identificados con
PECAM-1 (B); C, la
occludina se presenta
con una imagen de

empalizada en
grandes vasos y no se
observa en el

trofoblasto (D); E, en
una vellosidad se
aprecia marca de
occludina en grandes y
medianos vasos pero
no en capilares donde
se realiza el
intercambio.

Hasta antes de realizar el presente trabajo se desconocia el patron de distribucion

de las claudinas tanto en el endotelio placentario como en el trofoblasto humano.



También se desconocia en la preeclampsia si existian alteraciones en el patron de

distribucion de estas proteinas.



IV. Hipotesis.

Nada nos engafia tanto como nuestro propio juicio.
Leonardo Da Vinci.

4.1. Hipdtesis:

Ya que la preeclampsia es una enfermedad que genera dafio endotelial en la
madre, pensamos que afectara también al endotelio placentario. Concretamente creemos
que en la preeclampsia se alterara la expresion de las proteinas de la UE, que integran la

barrera hemato-placentaria.



V. Objetivos

5.1. Objetivo general
Caracterizar en el sincitiotrofoblasto y el arbol vascular velloso de
la placenta humana a término la expresion de diferentes proteinas de la union estrecha.
Asi mismo, analizar si durante la preeclampsia se detectan cambios

en la localizacion y el nivel de expresidn de estas proteinas.

5.2. Objetivos especificos

1.- Analizar por microscopia electronica de corte fino, si en el sincitiotrofoblasto
humano de placenta a término se detectan UE funcionales.

2.- Analizar por inmunofluorescencia si en el sincitiotrofoblasto y en el endotelio de
placentas a término obtenidas de mujeres embarazadas sanas y con preeclampsia, se
localiza las proteinas de la UE, claudinas 1, 3, 4, 5, 7, 15 y 16, asi como occludina y
Z0-1.

3.- Analizar por Western blot la expresion de las proteinas de la UE descritas en el

punto anterior.



VI. Materiales y métodos
Los que se enamoran de la préctica
sin la teoria son como los pilotos
sin timén ni brajula, que nunca podran
saber a donde van.
Leonardo da Vinci.
6.1. Seleccion del tejido

Este estudio fue realizado en placentas de pacientes con preeclampsia y
embarazo Unico del que se obtuvo un solo producto vivo a las 38 semanas de gestacion.
Como controles, se emplearon placentas a término sin complicaciones en el embarazo.
Todas las placentas fueron obtenidas por operacion cesarea realizada en la Unidad
Medica de Alta Especialidad, Hospital de Gineco-Obstetricia No.3 del Centro Médico
Nacional “La Raza”, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en la ciudad de
Meéxico. Las placentas se obtuvieron con el consentimiento informado de las pacientes
bajo aprobacion del comité local de ética e investigacion.

6.2. Procesamiento del tejido

La placenta se separd del tejido decidual inmediatamente después del parto. Se
hicieron biopsia de 1 cm?, se enjuagaron en solucién salina fria y se colocé en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) fria. Inmediatamente después se transfirié al
laboratorio.

Para la microscopia electrénica, las muestras del tejido se fijaron con 2.5 % de
glutaraldheido en 0.1 M de amortiguador de cacodilato de sodio a pH 7.2 durante 60
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron y post-fijaron con tetroxido de
osmio al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio conteniendo 5 pg/ml de rojo de
rutenio. Posteriormente las biopsias se deshidrataron, embebieron en Epon y se

seccionaron siguiendo los procedimientos estandar. Los cortes finos se observaron en el

microscopio de transmision electronica Philips Morgagni 268D.



Las dem&s muestras de placenta se incubaron durante 2 minutos en 2-
metilbutano, previamente congelado en nitrégeno liquido. Las muestras se transfirieron
posteriormente a nitrégeno liquido por 10 minutos. En seguida se cortaron secciones de
6 um con el criostato Leica (Leica CM 1900-3-1). Algunos cortes se tifieron con
hematoxilina-eosina siguiendo los protocolos estandar, mientras que el resto de los
cortes fueron procesados para inmunofluorescencia.

Ya que la placenta humana contiene una gran cantidad de material fibroso, se
disefio un protocolo que incrementa la eficiencia de la extraccion de proteinas para el
analisis por Western blot. Este protocolo se basa en métodos previamente descritos por
otros autores para lisar muestras de tejido (Sambrook J 2001) y por nuestro grupo de
trabajo para la determinacién de claudinas en los tubulos renales (Reyes et al. 2002), a
continuacidn descrivo elo procedimiento. Las biopsias de placenta se lavaron seis veces
con PBS frio que contenia ademas el inhibidor de proteasas, fenilmetano sulfonil-
fluoruro (PMSF) 1 mM. Las muestras posteriormente se sumergieron en nitrogeno
liquido y se pulverizaron en un mortero esmerilado pre-enfriado. El tejido pulverizado
se incubd con la solucion amortiguadora de lisis RIPA (TRIS-HCI pH 7.6 40 mM, NaCl
150 mM, EDTA 2 mM, glicerol 10%, Tritdn X-100 1%, deoxicolato de sodio 0.5%,
SDS 0.2% y PMSF 1 mM) y el coctel comercial de inhibidores de proteasas,
Complete®. Los lisados se sonicaron 3 veces por 1 minuto en un procesador ultrasonico
de alta densidad (Vibra cell, Sonios and Materials, Danburym Conn.). Posteriormente se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C (centrifuga Sorvall Biofuga
Fresco). El sobrenadante se usé para el Western blot. Para la generacion de las
fracciones solubles e insolubles en Triton X-100, el tejido lisado se incubo con una
solucion amortiguadora que contiene: TRIS-HCI 20 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, EDTA

2 mM, Triton X-100 1%, fluoruro de sodio 5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM y PMSF



2 mM. Esta solucién amortiguadora también contiene el cocktail de inhibidores de
proteasas, Complete®. Después de la incubacién por 30 minutos a 4°C bajo continua
agitacion, las muestras se sonicaron y centrifugaron como se describi6 anteriormente. El
sobrenadante se designo fraccion soluble en triton X-100. La pastilla se resuspendio en
la solucion amortiguadora RIPA, se sonico tres veces y se centrifugd como se describid
anteriormente. La pastilla resultante se descarto y el sobrenadante se designo fraccion
insoluble en tritén X-100.

6.3. Inmunofluorescencia.

Para la inmunofluorescencia, los cortes se procesaron como previamente fue
descrito (Gonzalez-Mariscal et al. 2000b), con la modificacion de ahora fijar las
muestras por 5 minutos en acetona fria y en seguida hacer 5 minutos de lavados con
PBS frio y posteriormente proceder a una incubacion de 10 minutos en triton X-100 al
0.25%. Los cortes se incubaron con anticuerpos policlonales generados en conejo contra
Z0-1 (Zymed 61-7300, San Francisco, Calif., USA) a una dilucion de 1:100, claudina-1
(Zymed 51-9000) dilucién 1:25, claudina-3 (Zymed 34-1700) dilucién 1:13, claudina-5
(Zymed 34-1600) dilucién 1:125, claudina-7 (Zymed 34-9100) dilucion 1:32, claudina-
16 (Zymed 34-5400) dilucién 1:85, occludina (Zymed 71-1500) dilucion 1:100, y contra
el péptido KETYY presente en el COOH-terminal de todas las isoformas de la
Na'K*ATPasa (Bayer 1990), Este Gltimo anticuerpo aportado amablemente por la Dra.
Liora Shoshani (CINVESTAYV, México), quién lo recibio del Dr. Nikolai Modyanov del
Colegio Médico de Ohio) se empleo a una dilucion 1:50. También utilizamos
anticuerpos monoclonales generados en raton contra la claudina-4 (Zymed 32-9400)
dilucion 1:167, claudina-15 (Zymed 32-9800) dilucion 1:25, la glicoproteina GP135
(amablemente donada por el Dr.George Ojakian, New York State University) dilucion

1:50, PECAM-1 (R&D Systems BBA7) dilucion 1:1000, y la subunidad B de la



Na'K*ATPasa (generosamente donada por el Dr. Marcelino Cereijido, CINVESTAYV,
México) dilucion 1:50. Utilizamos anticuerpos secundarios policlonales de cabra 1gG
anticonejo conjugados a isocianato de fluoresceina (Zymed 62-6111) dilucién 1:100 y
monoclonales de cabra IgG antiraton (Zymed 62-6511) dilucion 1:100. También se
utilizaron anticuerpos monoclonales conjugados a tetrametil-rodaminados-isocianato de
cabra 1gG anti raton (Zymed 62-6514) dilucionl:50, y anticuerpos monoclonales
conjugados de cabra IgG anti raton CY5 (Zymed 81-6516) dilucion 1:50.

Antes de montar las muestras, algunos cortes, se incubaron por 15 minutos con
yoduro de propidio (0.7 ug/ml; No Cat. 4170, Sigma) para tefiir el DNA. Posteriormente
estos cortes se lavaron tres veces con PBS. La fluorescencia se observd en un
microcopio confocal Leica SP2 con los lasers de argon y helio-nedn. Se emple6 el
software del confocal Leica. Todas las imagenes son representativas de al menos cuatro
experimentos independientes con placentas derivadas de diferentes pacientes.

6.4. Western blot

La cantidad de proteinas se cuantifico en los extractos totales de placenta, asi
como en las fracciones: soluble e insoluble en triton X-100. Las muestras se diluyeron
1:1 en solucioén amortiguadora de muestra y se corrieron en geles de acrilamida al 12%.
Posteriormente las muestras de los geles se transfirieron a membranas de polivinil
fluoruro (PVDF). La inmunodeteccion en la membranas de PVDF se hizo como
previamente fue descrito por Jaramillo (Jaramillo et al. 2004). Se utilizaron los
anticuerpos en contra de las proteinas de la UE descritas previamente y como control de
carga se utilizo al anticuerpo monoclonal contra actina (amablemente donado por el Dr
José Manuel Herndndez, CINVESTAYV, México). Como secundarios se utilizaron
anticuerpos policlonales de cabra anticonejo acoplados a peroxidasa (Zymed 81-6120)

dilucion 1:2000 y anticuerpos monoclonales antiraton; Zymed 62-6520) dilucién



1:2000. La deteccidn de las bandas se hizo utilizando el sistema de quimioluminisencia

ECL+Plus (Amersham Pharmacia Biotechnology).



V1I. Resultados

El diagnostico de preeclampsia fue determinado por: 1) la presencia de una
presion sanguinea por arriba de 140/90 mm Hg o el incremento de 30 mm Hg en la
presion sistdlica o0 15 mm Hg en la presion diastélica sobre los valores detectados en el
control prenatal; 2) la existencia de una “+” o mas en el analisis de orina, y 3) la

presencia de edema en la pacientes (Tabla V.1).

Embarazo Normal Preeclampsia
Caracteristicas n =10 n =10
Edad Materna (afios) 27.3£5.85 29+7.73
Edad Gestacional (semanas) 38.1+1 37.5£0.7
Peso de Recién Nacido (grs) 2970+ 320 2440+ 370
Talla del Recién Nacido (cm) 49+ 2.36 46.31£2.63
Presion Sistolica (mm Hg) 110+8.8 149+9.95*
Presion Diastolica (mm Hg) 69+7.4 106+ 5.1*
Proteinuria Negativo ++ a +++
*p< 0.001

Tabla V.1. Caracteristicas de las pacientes incluidas.

Para facilitar la interpretacion de las imagenes de inmunofluorescencia, en la
figura V.1. presento un corte histolégico tefiido con hematoxilina y eosina de una
placenta a término derivada de un embarazo normal. Observese en la vellosidad
coridnica la presencia de humerosos vasos sanguineos y la capa del sincitiotrofoblasto
rodeada por el espacio intervelloso. Al término del embarazo el endotelio de las
vellosidades terminales, responsable del intercambio de nutrientes entre la sangre fetal y
la placenta, esta estrechamente adherido a la superficie basal del sincitiotrofoblasto. De

esta manera se forman &reas de menor resistencia a la difusion transplacentaria.



Observese en la vellosidad coridnica la presencia de numerosos vasos sanguineos y la
capa del sincitiotrofoblasto rodeada por el espacio intervelloso.
7.1. ZO-1

En la placenta de mujeres sanas y con preeclampsia, la proteina ZO-1 se detecto
en todos los vasos sin importar su calibre (Figura V.2).

Una cantidad similar de ZO-1 se detecto por Western blot, en las placentas
normales y en aquellas derivadas de pacientes con preeclampsia. Estos resultados asi
como los de las siguientes imagenes se resumen en la tabla V.2,

7.2. Occludina.

La tincion contra occludina en mujeres sanas es conspicua en las células
endoteliales de mayor calibre la vellosidad coriénica, mientras que los vasos de
didmetro pequefio son inmunonegativos. Estos dltimos pueden ser identificado por su
inmunoreactividad positiva a PECAM-1 (Figura V. 3A, segunda columna, flechas). Esta
molécula de adhesion célula-célula se expresa en todas las células endoteliales del arbol
vascular (Bazzoni and Dejana 2004;Newman 1997). En la placenta con preeclampsia,

los vasos de gran calibre también son inmunoreactivos a occludina (Figura V. 3 A).



INMUNOFLUORESCENCIA WESTERN BLOT
SINCITIOTROFOBLASTO TOTAL FRACCIONES TRITON X-100
VASOS N P
Proteina
GRANDES PEQUENOS LATERAL BASAL Nvs P Svs| Svs | SN vs SP| INvs IP
N P N P

Z0-1 + + + + =

OCCLUDINA + + > > - _
Claudina-1 + + - - > > = >
Claudina-3 + + - - > > > =
Claudina-4 - - - - - + > > = =
Claudina-5 + + + + > > = >
Claudina-16 + + > > = =

Tabla V. 2. Expresion de la proteinas de la Unién Estrecha en placentas de término derivadas de mujeres
con embarazo normal y preeclampsia.

N, Placenta Normal; P, Placenta con preeclampsia; S, Fraccion soluble en Triton X-100; I, Fraccion insoluble en
Triton X-100; SN, Fraccién soluble en Triton X-100 de placenta normal; SP, Fraccién soluble en Triton X-100 de
placenta con preeclampsia; IN, Fraccién insoluble en Triton X-100 de placenta normal; IP, Fraccion insoluble en
Triton X-100 de placenta con preeclampsia.

El analisis por Western blot revela dos bandas de occludina de 65 y 83 kDa,
ambas en las fracciones solubles e insolubles en Triton X-100. El analisis
densitométrico mostré que, en las placentas normales y con preeclampsia, una gran
cantidad de ocludina esta presente en la fraccion soluble. No se detectd diferencia en la
cantidad de occludina entre las placentas normales y con preeclampsia. (Figura V. 3B).
7.3. Claudina 5

A continuacion, se estudié la cantidad y el patron de distribucion de diferentes
claudinas. Empezamos por explorar a la claudina 5, ya que esta proteina, se concentra
en las células endoteliales (Morita et al. 1999c), aunque también esta presente en ciertos
epitelios (Rahner et al. 2001a). En placentas normales la expresién de claudina-5 es
clara en varios vasos sanguineos, mientras que esta ausente en otros aun de un diametro
similar (Figura V. 4 A, flecha). Una situacidon analoga se presenta en las placentas de
mujeres con preeclampsia (Figura V. 4A, panel inferior).

Por Western blot, detectamos claudina-5 en las fracciones solubles e insolubles

en Triton X-100, aunque la cantidad presente en esta ultima fraccion fue



significativamente menor (Figura V. 4B). La cantidad de claudina-5 presente en la
fraccion insoluble fue significativamente mayor en las placentas de las pacientes sanas
que en las placentas de las mujeres con preeclampsia.
7.4. Claudina-3

También analizamos la distribucion de las claudinas 3 y 15, las cuales
previamente habian sido localizadas en la barrera hemato-encefélica (Wolburg et al.
2003) y en los vasos renales (Kiuchi-Saishin et al. 2002) respectivamente. La claudina-
15 no se detecté en los vasos placentarios tanto de placentas normales como de
placentas de mujeres con preeclampsia (dato no mostrado). Sin embargo, la claudina-3
se observé claramente ideal a lo largo de los vasos de gran calibre presentes en las
placentas normales y con preeclampsia (Figura V. 5A). En contraste los vasos pequefios
presentaron una sefial apenas detectable de claudina-3 (Figura V. 5B). El ensayo de
Western blot revelé una mayor cantidad de claudina-3 en la fraccién soluble que en la
insoluble, tanto en placentas normales como en placentas con preeclampsia. Asi mismo
se detecto una menor cantidad de claudina-3 en la fraccion soluble de Triton X-100
proveniente de placentas con preeclampsia comparadas con aquellas de mujeres sanas
(Figura V. 5C).
7.5. Otras claudinas

Posteriormente se analizd la inmunoreactividad del tejido placentario a las
claudinas 1, 4, 7 y 16. Mientras que la claudina 7 fue apenas perceptible, las otras tres
claudinas mostraron una presencia conspicua en el tejido placentario.
7.5.1 Claudina-1

En la placenta humana a término, la claudina-1 fué previamente localizada en los
vasos de gran calibre correspondientes a las arterias y venas del tallo velloso, mientras

que los capilares de la terminal vellosa resultaron inmunonegativos (Leach et al. 2002).



Mis resultados de inmunofluorescencias con placentas sanas y preeclampticas estan de
acuerdo con estas observaciones (Figura V. 6A 'y B).
El anélisis de Western blot indica que en los dos grupos de mujeres estudiadas hay una
menor cantidad de claudina-1 en la fraccion insoluble de Triton X-100 que en la
fraccion soluble. En las muestras insolubles derivadas de pacientes con preeclampsia,
la cantidad de claudina-1 es significativamente menor (Figura V. 6C).
7.5.2. Claudina-4

La claudina-4 apenas se detecta en el endotelio placentario. Sin embargo, tanto
en placentas normales como en aquellas derivadas de mujeres con preeclampsia, la
claudina-4 da una fuerte sefial en la membrana basal del sincitiotrofoblasto en contacto
con el endotelio fetal, el estroma, y algunos remanentes de células del citotrofoblasto
que permanecen aun en la placenta a término. Las muestras de tejido se trataron con
anticuerpos anti claudina-4 y con yoduro de propidio (Figura V. 7), para distinguir el
nacleo de las células endoteliales (flechas) de las células del sincitiotrofoblasto (cabeza
de flecha llena) y del citotrofoblasto o las células del estroma (cabezas de flecha vacia).
Nuestras observaciones indican que la claudina-4 es una proteina presente en la
membrana basal de la capa del sincitiotrofoblasto y no una proteina de los vasos de la
placenta. El andlisis de Western blot revel6 una mayor cantidad de claudina-4 en la
fraccion soluble de Triton X-100 que en la fraccion insoluble tanto en las placentas de
mujeres sanas como en las provenientes de mujeres con preeclampsia. La cantidad de
claudina-4 encontrada en cada fraccion no varia con la preeclampsia.
7.5.3. Claudina- 16

En la placenta humana, la claudina-16 no se detecta en el endotelio, mientras que
se expresa conspicuamente en la membrana plasmatica del sincitiotrofoblasto (Figura V.

8). En la placenta derivada de mujeres con preeclampsia, se detecta un patron de



claudina-16 menos definido. El anlisis por Western blot revela una cantidad similar de
claudina-16 en las mujeres sanas y con preeclampsia tanto en las fraccion soluble como
en la insoluble en Triton X-100 (Figura V. 8B).

Para confirmar la presencia de claudina-16 en la membrana plasmaética, el tejido
placentario se incub6 con anticuerpos contra claudina-16 y un marcador de la membrana
apical, la glicoproteina GP135, o un marcador de la membrana basolateral, la proteina
Na'K*-ATPasa. En ambos casos los nicleos se marcaron con yoduro de propidio. La
claudina-16 colocalizd6 con GP135 (Figura V. 9) y con la proteina ATPasa Na'K"
(Figura V. 10) en la membrana plasmatica.

En las células epiteliales, la distribucion de estas proteinas es polarizada. Asi la
GP 135 marca la cara apical mientras que la ATPasa Na'K® se concentra en la
membrana basolateral.

En el sincitiotrofoblasto, estas proteinas dan un patrén de polarizacién menos
definido. Esto se confirm6 al tratar el tejido placentario con los anticuerpos contra
GP135 y Na'K*-ATPasa (Figura V.11 A y B). Asi los cortes xz obtenidos en el
microscopio confocal del tejido normal (Figura V. 11B), muestra como aunque la
Na'K*-ATPasa se concentra en la membrana basolateral del sincitiotrofoblasto, hay
inmunoreactividad en la membrana apical.

De manera similar, GP135 aparece predominantemente en la superficie apical de
la membrana del sincitiotrofoblasto (cabeza de flecha), aunque también esta presente en
algunos puntos de la superficie lateral (flechas). Los cortes xz de las muestras con
preeclampsia mostraron un patrén de tincion difuso (dato no mostrado).

7.6 Estudios por microscopia electrénica
La microscopia electrénica reveld que en placentas normales como en aquellas

derivadas de mujeres con preeclampsia, el marcador extracelular rojo de rutenio tifie las



microvellosidades de la superficie apical de la capa del sincitiotrofoblasto pero no el
espacio paracelular (Figura V. 12, flechas). La penetracion de este marcador a la
membrana lateral se encuentra bloqueada en el limite de las membranas apical y lateral
por la unién estrecha (cabeza de flecha).

La via paracelular del sincitiotrofoblasto conecta al espacio intervelloso bafiado
por la sangre materna (Figura V. 12, asterisco) con el compartimiento fetal localizado
por debajo del sincitiotrofoblasto (Figura V. 12, doble asterisco). En el
sincitiotrofoblasto la via paracelular exhibe dos patrones, uno tortuoso (Figura V.12 A)
y otro lineal (Figura V.12 B). Sin embargo, la forma mas frecuentemente encontrada en

las placentas normales y con preeclampsia fue la tortuosa.



VII1. Discusion

La preeclampsia es una enfermedad hipertensiva del embarazo que amenaza
tanto la vida del feto como la de la madre. La patogénesis central de la preeclampsia es
un defecto inicial de la placentacién que conduce a una disfuncion del endotelio
materno. En esta tesis se xploré la composicion molecular de la UE de placentas
humanas a término provenientes de mujeres sanas y de mujeres con preeclampsia. Se
encontrd que en la condicion patoldgica, la expresion de las claudinas 1, 3 y 5
disminuye mientras que la expresion de la proteinas ZO-1 y occludina permanece sin
cambio.

Se analiz6 también la expresion de ZO-1, ya que ésta es una proteina
submembranal que marca las UE tanto de epitelios como de endotelios
independientemente del grado de sellado de las uniones. Asi, ZO-1 ha sido encontrada
en epitelios de alta y baja permeabilidad tales como los tubulos proximales y colectores
del rifion (Gonzalez-Mariscal et al. 2000b) y en endotelios neurales y no neurales tales
como los de la placenta humana (Nitta et al. 2003;Leach et al. 2000;Leach et al. 2002).
Aqui observamos que en la placenta de mujeres sanas y con preeclampsia, ZO-1
inmunoreacciona en el endotelio a lo largo de todo el arbol vascular.

De las proteinas integrales de la UE, solamente occludina y claudina-1 habia
sido previamente detectadas en los vasos placentarios. Su expresion habia sido
reportada (Leach et al. 2000;Leach et al. 2002) exclusivamente en los vasos de mayor
calibre. En este estudio confirmamos esta observacion y descubrimos un patron similar
en el tejido con preeclampsia. Con respecto a la expresion de las claudinas 3, 5y 15
aqui encontramos que la claudina 15 no esta presente en el tejido placentario. En
cambio las claudinas 3 y 5 se detectan claramente en las placentas sanas y con

preeclampsia.



El anélisis de Western blot, revel6 una disminucién significativa en la cantidad
de claudinas 1, 3 y 5 en las placentas de mujeres con preeclampsia. En principio esta
disminucion de la expresion de claudinas podria generar UES mas permeables. Esta
condicion podria hipotéticamente surgir en la placenta como respuesta a la hipertension
de la madre con preeclampsia y ocasionaria un incremento de fluido intersticial
atribuido a fuga de fluidos y proteinas de los capilares. La evidencia que la presion
sanguinea de la placenta es afectada durante la preeclampsia viene de la observacion
que, en esta enfermedad, no solo el suero materno, sino también el derivado del corddn
umbilical exhiben bajos niveles de vasodilatadores potentes, gene-relacionados con la
calcitonina y con péptidos relacionados con la hormona paratiroidea en comparacion
con mujeres normotensas embarazadas (Halhali et al. 2001).

En este estudio, sorpresivamente encontré que las claudinas 4 y 16 estan
presentes en la membrana plasmatica del sincitiotrofoblasto. Este es el primer reporte de
claudinas localizadas en un sinsitio en los mamiferos. El hallazgo de que estas
claudinas no se concentran en el limite de las membranas apical y lateral, no es tan
sorprendente, ya que se ha descubierto que varias claudinas no restringen su
distribucion a la UE. Por ejemplo, en el epitelio de la vejiga del conejo, la claudina-4 se
encuentra a todo lo largo de la membrana basolateral (Acharya et al. 2004), y en el Utero
de rata, las claudina 1, 3 y 5 cambia su expresion de la region mas apical de la
membrana lateral hacia los dominios laterales y basales durante el estro, mientras que la
claudina-7 siempre se detecta en la membrana basolateral (Mendoza-Rodriguez et al.
2005).

En las células epiteliales, la claudina-4 disminuye la conductancia paracelular al
reducir la permeabilidad al Na* (Van et al. 2001c). Este efecto se revierte sustituyendo

su primer asa extracelular a una carga negativa por otra positiva (Colegio et al. 2003).



Sin embargo, en la placenta humana no encontramos a la claudina-4 localizada en la
membrana lateral donde funcionaria como disminuyendo la permeabilidad paracelular
del Na'. La razon de la presencia de la claudina-4 en la membrana basal del
sincitiotrofoblasto no es clara. Sin embargo, especulativamente se puede plantear que su
presencia puede deberse a que as claudinas funcionan como moléculas de adhesion a la
matriz extracelular.

La claudina-16 se expresa en la porcidén gruesa ascendente del asa de Henle
(TALH) (Simon et al. 1999). El potencial eléctrico intraluminal positivo de esta parte de
la nefrona conduce a los cationes de regreso a la sangre a través de la UE (Monnens et
al. 2000). De hecho en varias especies estudiadas hasta la fecha, se ha encontrad que el
60% del Mg?* filtrado por el rifion se reabsorbe en el asa ascendente gruesa de Henle
por difusion pasiva a través de la ruta paracelular (Quamme and de 2000). Esta
observacion ahunada al descubrimiento de que las mutaciones en el gen de la claudina-
16 son responsables de una enfermedad en la que se pierde el Mg?* del cuerpo (Simon et
al. 1999) indica que la claudina 16 constituye un canal paracelular de Mg?* .

La razon por la que la claudina 16 se localiza en la membrana plasmatica del
sincitiotrofoblasto se desconoce. Se sabe que el Mg ** reduce la presién sanguinea (Jee
et al. 2002), y por ello ha sido empleado en el embarazo humano. Se ha encontrado una
hipomagnesemia en las mujeres con preeclampsia mas pronunciada que en mujeres con
embarazos normales (Standley et al. 1997;Kisters et al. 1998). Esto sugiere que esta
situacion podria contribuir al desarrollo de la hipertension de los pacientes con
preeclampsia (Kisters et al. 2000;Adam et al. 2001). Sin embargo, mientras que unos
estudios reportan que el suplemento de Mg ?* durante el embarazo reduce la frecuencia
de retardo en ell crecimiento intrauterino del feto y la preeclampsia (Conradt

1984;Conradt et al. 1985) o la morbilidad materna y fetal (Spatling and Spatling 1988),



otros autores han observado que el suplemento de magnesio no mejora el resultado del
embarazo (Sibai et al. 1989;Morris et al. 2001). Esto, por su puesto, no esta relacionado
con la eficacia del MgSO, como anticonvulsivo que se suministra a las mujeres con
preeclampsia para reducir el riesgo de convulsiones (1995;Belfort et al. 2003;Altman et
al. 2002). La manera por la cual el MgSO, controla las convulsiones en la eclampsia no
es clara. Su efecto puede ser en parte como blogueador de los receptores excitatorios de
aminoécidos, tales como NMDA, cainato y AMPA en el cerebro (Hallak et al.
2000;Cotton et al. 1993) y/o atribuible a su accién de vasodilatacion. EI Mg ** puede
tener un efecto generalizado en el masculo liso, incluyendo la vasculatura periférica y el
utero y por lo tanto tener efectos antihipertensivos y tocoliticos.

La presencia de la claudina-16 en la membrana plasmatica lateral de la capa del
sincitiotrofoblasto es la primera evidencia que sugiere que ocurre un transporte
paracelular de Mg®*entre la sangre materna y el espacio intercelular de la placenta
humana. Es importante destacar que la sangre fetal tiene niveles altos de Mg** ionizado
en comparacion con la sangre materna (Standley and Standley 2002) La ausencia de
claudina-16 en los vasos placentarios sugiere que una vez que el Mg?* entra al lumen de
los vasos placentarios, por un mecanismo hasta ahora desconocido, el catién no puede
salir de alli a través de la UE. Con respecto al transporte de Mg®* en la placenta
humana, hasta ahora solamente se ha descrito la presencia de un intercambiador
Na*/Mg?" que mantiene bajas las concentraciones intercelulares de Mg?* en los cultivos
de células decoriocarcinoma JEG-3 (Standley and Standley 2002).

Desde un punto de vista especulativo, la expresion de la claudina-16 en la
membrana plasmatica lateral del sincitiotrofoblasto sugiere el flujo pasivo paracelular
de Mg?* desde la sangre materna hacia el tejido placentario. Esto podria ejercer un

efecto de vasodilatacion en los vasos placentarios. En la preeclampsia, el patron difuso



de claudina-16 en el sincitiotrofoblasto podria sugerir un influjo menor de Mg?* al tejido
placentario, con la consecuente minimizacion del efecto de vasodilatacion.

La presencia de una red paracelular en el sincitio de la placenta hemocorial fue
postulada hace varios afios (Stulc et al. 1969;Stulc 1989a). Los experimentos de
transporte demostraron flujo transplacentario de pequefias moléculas hidrofilicas,
proporcional a sus coeficientes de difusion en agua (Stulc 1989b;Thornburg and Faber
1977;Hedley and Bradbury 1980;Stulc and Stulcova 1986;Robinson et al. 1988). Poe
ello se sugiri6 desde hace varios afios la existencia de un transporte transplacentario
através de canales acuosos.

Sin embargo, la evidencia morfoldgica de la existencia de esta ruta fue materia
de debate debido a la naturaleza sincicial del sincitiotrofoblasto. La existencia de
canales conformados por membranas que atraviesan el sincitiotrofoblasto se propuso
después de observar la perfusion de marcadores electrodensos a través de la placenta de
rata y de humano, ante la presencia de presiones hidrostéaticas elevadas (Kertschanska et
al. 1997;Kertschanska et al. 2000). A esta ruta se le denominé sistema de canales
transtrofoblasticos. Se propone que dichos canales se originan de las invaginaciones
abundantes del plasmalema basal y se piensan que proveen una ruta paracelular abierta
que conecta el intersticio del feto con el espacio sanguineo materno. Las fotografias de
microscopia electronica de transmision presentadas aqui, ilustran la existencia de esta
ruta paracelular en el sincitiotrofoblasto que conecta al espacio intervelloso con el
compartimiento extracelular fetal que se localiza por debajo de la capa del
sincitiotrofoblasto. La co-inmunolocalizacion de la claudina -16, con la Na*K*-ATPasa,
y la protina GP135 nos permite comenzar a caracterizar esta red paracelular presente en

la placenta humana.



En sintesis, en este trabajo encontramos que durante la preeclampsia, disminuye
la expresion en el sinciciotrofoblasto de una proteina, la claudina 16, que regula el
transporte paracelular de Mg # y que el endotelio placentario expresaron menor
intensidad a las claudinas 1, 3 y 5, lo que sugiere que este endotelio es mas permeable
que lo normal. Los resultados obtrenidos en este trababjo nos ayudan a entender mejor
los cambios patologicos que ocurren en la placenta humana durante la preeclampsia.
Esto es relevante porque aunque la mortalidad materna en nuestro pais, se ha ido
reduciendo apreciablemente, (tabla 2, 3a, 3b), se ha incrementado como causa de muerte
la enfermedad hipertensiva del embarazo, hecho tambien observado a nivel mundial

(Leitch et al. 1997).

TABLA 2. EVOLUCION DE LA MORTALIDAD MATERNA.

Tasas
Afio Defunciones (Por m‘il
nacidos vivos)
1935 5.106 6,7
1940 4.693 54
1945 3.936 3,9
1950 3.231 2,8
1955 2.866 2,1
1960 3.104 1,9
1965 3.109 1,6
1970 3.050 1,4
1975 2.558 1,1
1980 2.296 0,9
1985 1.702 0,6
1990 1.620 0,5

Fuente: SPP, Anuario Estadistico de os Estados Unidos Mexicanos, 1981,
México. La Salud de a Mujer en México, Programa Nacional Mujer, Salud y
Desarrollo Sistema Nacional de Salud, México 1990,



TABLA 3a. MUERTES MATERNAS SEGUN GRUPOS DE CAUSAS
EN PORCENTAJES. 1970-1991

1970 1980 1991

Otras
complicaciones del
embarazo, parto y
puerperio

52,0 44,7 39,9

Hemorragias del
embarazo y del 22,5 17,8 23,1
parto

Sepsis del parto y

: 7,3 75 4,6
del puerperio

Otros, abortos y los

e 54 6,8 7,9
no especificados

Transtornos
hipertensivos del
embarazo y del
puerperio

Total 100,0 100,0 100,0

12,9 23,2 24,5

Fuentes: Salinas de Gortari, Carlos, Quinto Informe de Gobierno 1993, Anexo, Poder Ejecutivo Federal, en base a
informacion de la Secretaria de Salud, SSA 'y el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, INEGI.

TABLA 3b. MUERTES MATERNAS SEGUN GRUPOS DE CAUSAS
EN PORCENTAJES. 2000-2001

Causa de muerte Afio 2000 Afo 2001
materna
Aborto 6.80 5.40
Causa Obstétrica directa 17.80 19.40
Hemorragia del 19.50 20.80
embarazo y parto
Trastornos Hipertensivos 35.60 37.30
del Embarazo, parto y
puerperio
Infecciones del Aparato 0.80 0.80
Genitourinario
Parto Obstruido 0.50 0.60
Complicaciones del 8.20 7.20
puerperio
Causas Obstétricas 10.80 8.50
indirectas

Fuente: Secretaria de Salud, Direccion General de Estadistica - Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informética. Mortalidad, 2000 y 2001.

De hecho la Unidad Medica de Alta Especialidad Hospital de Ginecologia y
Obstetricia No 3 (UMAE HGO No. 3) del Instituto Mexicano del Seguro Social, cuya

area de atencion incluye al estado de México, zona norte del Distrito Federal y Estado



de Hidalgo, se ha observado en los ultimos 15 afios la prevalencia de la preeclampsia
como la primera causa de muerte materna (Tabla 4; Figura 2y 3).
Tabla 4. TOTAL DE CAUSAS DE MUERTE MATERNA POR ANO

UMAE HGO No 3 CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”
IMSS 1991-2005

CAUSA 199 | 199 [199 | 199 | 199 | 199 | 199 | 199 | 199 | 200 | 200 [200 | 200 | 200 |200 |[roral %
Preeclampsi [18 [211 [36 |49 [59 [615 [71 |81 [99 |04 [15 |24 [37 [46 [50 [ 130]53.
“Hemorragi 7 3 7| 4 2 2 23 2 1 3 0 0 0 1 | 36 | 74
ainfeccion 7 0 5 0 2 1 0 1 2 1 | 34 |83
Cardiopatia| 0 0 0 0 1 0 0 3 0 1 2 1 2 1 0| 17 |
Otras sl a2sf 1ol 2]z2]e]1]a]o]o]o]1]s]s
Cootade | 24 | 23] 2 | L | 17| 18| 2 | 3 | 18] 7 | ¢ 6 | 11| 8 | 3 | 244 200
muerte 7 4 4 0 4
S
Perinatologia y Medicina Fetal. Unidad Medica de Alta

FUENTE: Registros del mortalidad materna servicio de
Especialidad Hospital de Ginecoobstetricia No. 3 Centro Medico Nacional La Raza IMSS. Comunicaci 6én personal

Dra. Guadalupe Veloz Martinez.

Por ello creemos que es conveniente que en los laboratorios de investigacion basica
como el nuestro, también se desarrollen proyectos de investigacion en modelos
patologicos tales como la preeclampsia, que permiten unir esfuerzos de investigacion
basica con la clinica y asi lograr abrir la puerta para encontrar nuevas estrategias de

tratamiento para enfermedades de tan alto impacto en la salud de la poblacién mexicana.



Figura V.1. Corte histoldgico de vellosidades coridnicas en una placenta a término derivada de un embarazo
normal. El tejido de la placenta esta tefiido con hematoxilina y eosina (las abreviaturas de esta figura y de las siguientes
son: * vasos sanguineos; s sincitiotrofoblasto; m mesénquimay is espacio intervelloso).
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Figura V. 2. ZO-1 se encuentra conspicuamente en las células endoteliales de la placenta normal y con
preeclampsia. A. Imagenes de inmunofluorescencia, la placenta se incubo con anticuerpos especificos anti ZO-1. B.
Andlisis de Western blot. Gel representativo con muestras de dos pacientes sanas (N) y con preeeclampsia (P), el peso
de la banda se expresa en kDa. La grafica de la derecha muestra el analisis densitométrico de todas las muestras
analizadas, cada punto en la grafica representa un caso individual (valor promedio + error standar)
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FiguraV. 3. Las placentas derivadas de mujeres sanas y con preeclampsia muestran un patron similar de occludina. A. Imagenes
de inmunofluorescencia. Las placentas se trataron con anticuerpos especificos contra occludina y PECAM-1. Las flechas indican a los
vasos sanguineos de menor tamafio positivos para PECAM-1 y negativos para occludina. B Andlisis de Western blot. Al lado izquierdo se
presenta un gel representativo de pacientes sanas (N) y con preeclampsia (P). S, fraccién soluble en Triton X-100; I, fraccién insoluble en
Tritdbn X-100. Se detectaron dos bandas de 65y 83 kDa en las fracciones S e |. La gréafica de la derecha muestra el andlisis densitométrico
de todas las muestras analizadas. Cada punto de la grafica corresponde a un individuo (valor promedio + error estandar)
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Figura V. 4. La claudina 5 se localiza en los endotelios de las placentas normales y con preeclampsia, pero en las Ultimas, es menor la
cantidad de claudina 5 presente en la fraccién insoluble en Triton X-100. A. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran un patrén
conspicuo y en forma de palizada de claudina 5 en los vasos de la placenta derivadas tanto de las pacientes sanas como de aquellas con
preeclampsia. Sin embargo, en ambas condiciones varios vasos identificados con PECAM-1 no son reactivos al anticuerpo de claudina 5
(flechas). B. Analisis de Western blot, a la izquierda se muestra un gel representativo de las pacientes con embarazos normales (N) y aquellas
con preeclampsia (P). Hay que hacer notar la pequefia cantidad de la claudina 5 presente en la fraccién insoluble (1) a Tritébn X-100 comparada
con la fracccién soluble (S) y la disminucién significativa en la cantidad de claudina 5 en la fraccién insoluble de las muestras de placentas con
preeclampsia. En el panel derecho se muestra la grafica correspondiente al analisis densitométrico de todas las muestras analizadas. Cada
punto de la gréfica corresponde a un individuo (valor promedio + error estandar) *p< 0.05; test-t Student’s.1
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Figura V. 6. En las placentas derivadas de pacientes sanas y con preeclampsia la claudina 1 tiene una
fuerte inmunoreactividad en los vasos de gran calibre, pero su sefal es apenas perceptible en los
capilares terminales vellosos. A La marca de claudina 1 se observa a lo largo de los vasos sanguineos en
la vellosidad coriénica de placentas normales y con preeclampsia. B en vasos sanguineos de menor diametro
detectados por su inmunoreactividad por PECAM-1 la sefal de claudina 1 es muy baja. C El analisis por
Western blot muestra una cantidad menor de claudina 1 en la fraccion insoluble que en la fraccion soluble,
asi mismo, la cantidad de claudina 1 disminuye en la fracccién insoluble de las placentas con preeclampsia.
En el panel izquierdo se representa un gel con muestras de varias pacientes con embarazos normales (N) y
con preeclampsia (P). En el panel de la derecha observamos una grafica con el analisis densitométrico de
todas las muestras analizadas. Cada punto representa a una paciente. (valor promedio + error estandar) **p<
0.001; test-t Student’s.
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Figura V. 5. La claudina 3 se localiza a todo lo largo de los vasos sanguineos de la placenta normal y con
preeclampsia, aunque es menor la cantidad de la claudina 3 presente en la fraccion soluble en Tritobn X-100
en las pacientes con preeclampsia. Ay B. Por inmunofluorescencia la claudina 3 presenta un patron en forma de
palizada en los vasos sanguineos de la placenta. En los capilares terminales identificados por PECAM-1 es poco
visible la claudina 3 tanto en la placenta de mujeres sanas como en las placentas con preeclampsia. C. El analisis de
Western blot presenta una ligera disminucion en la cantidad de claudina 3 presente en la fraccion soluble en las
placentas con preeclampsia. En el panel izquierdo se presenta un gel representativo de muestras derivadas de varias
pacientes sanas (N) y con preeclampsia (P). A la derecha se muestra una gréfica con el analisis densitométrico de
todas las muestras. Cada punto en la gréfica corresponde a un individuo (valor promedio + error estandar) *p< 0.05;
test- t Student’s
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Figura V. 7. En las placentas derivadas de mujeres sanas y con preeclampsia la claudina 4 no se detecta en los vasos sanguineos,
sin embargo esta presente en el borde entre el sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto. A. En las muestras co-teflidas con anticuerpos
anti-claudina-4 y con yoduro de propidio para la identificacibn de los nucleos, se observa claudina 4 en el limite entre la capa del
sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto. Solamente hay una pequefia inmunodetecccion de claudina 4 en los vasos sanguineos (flechas, nucleo
de las células endoteliales; cabeza de flecha llena, nucleo del sincitiotrofoblasto; cabezas de flechas vacias, nlcleo de las células del
citotrofoblasto). B. El andlisis de Western blot no muestra diferencia significativa en la cantidad de claudina 4 tanto en la placenta normal
como en la preeclampsia. El panel izquierdo ilustra un gel representativo con muestras de varias pacientes sanas (N) y con preeclampsia (P).
A la derecha vemos el andlisis densitométrico de todas las muestras analizadas. Cada punto en la grafica corresponde a una paciente (valor
promedio + error estandar)
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Figura V. 8. La claudina 16 esta ausente de los vasos sanguineos de la placenta, mientras que tienen una
inmunoreacciéon muy pronunciada con la membrana plasmatica del sincitiotrofoblasto. A. La claudina-16 no se
detecta en el endotelio placentario, el cual es identificado por PECAM-1. Sin embargo, la membrana plasmatica del
sincitiotrofoblasto de la placenta de los embarazos normales es positiva para claudina 16. Inserto: Imagen ampliada del
sincitiotrofoblasto. En placentas con preeclampsia el patron de la claudina 16 es menos definido en la membrana del
sincitiotrofoblasto. B. El analisis por Western blot no muestra diferencia en la cantidad de claudina-16 entre las placentas
normales y las de preeclampsia. A la izquierda observamos un gel representativo con las muestras de placentas de
pacientes sanas (N) y pacientes con preeclampsia (P). En el panel de la derecha tenemos el analisis densitométrico de
todas las muestras. Cada punto en la grafica corresponde a una paciente (valor promedio + error estandar).
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Figura V. 11. B. Secciones de microscopia confocal en el plano xz.
GP135 se concentra en la superficie apical (cabeza de flecha) aunque
también se detecta cierta marca en la superficie lateral (flecha).
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Figura V. 9. La claudina-16 colocaliza con la proteina de membrana
GP135 en el sincitiotrofoblasto de las placentas de las pacientes sanas y
con preeclampsia. El tejido placentario fue tratado con yoduro de propidio
(YP) para la identificacion de los ndcleos y con los anticuerpos contra
claudina-16 y GP135
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Figura V. 10. La claudina 16 colocaliza con la proteina de la membrana
plasmética Na*K*ATPasa en el sincitiotrofoblasto de las placentas de
mujeres sanas y con preeclampsia. La placenta fue tratada con yoduro de
propidio (YP) para la identificacion de los ndcleos y con los anticuerpos
contra claudina-16 y Na*K*ATPasa,
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Figura V. 11. Na*K*ATPasa y GP 135 muestran un patron de distribucion
polarizado en la membrana plasmaéatica del sincitiotrofoblasto. El tejido
placentario se tratd con yoduro de propidio (YP) para la identificacion de los
ndcleos y con anticuerpos contra Na*K*ATPasa y GP135. A Secciones de
microscopia confocal.
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Figura V. 12. La ruta paracelular del sincitiotrofoblasto regulada por las uniones
estrechas conecta al intersticio fetal con la sangre materna. Las placentas de
mujeres sanas (A) y con preeclampsia (B) fueron tratadas con rojo de rutenio y
procesadas por microscopia electronica. El marcador electrodenso se detecta en las
microvellosidades del sincitiotrofoblasto (flechas) pero su paso por la ruta paracelular
fue bloqueado por la UE. (* sangre materna; ** compartimento extracelular fetal
localizado por debajo del sincitiotrofoblasto).
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