INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
QUIMICO BIOLOGICAS

MAESTRf’A EN CIENCIAS EN
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PROTEINAS G MONOMERICAS Rho Y Rac Y EL ESTRES OXIDATIVO Y
NITROSATIVO EN PLACENTAS HUMANAS EN LA PREECLAMPSIA

Tesis que presenta Para Obtener el Grado de
Maestro en Ciencias en Biologia Experimental

Q.F.B Ana Gabriela Campos Arroyo

Director de tesis

D.C. Salvador Manzo Avalos

Sinodales
D.C. Alfredo Saavedra Molina
D.C Daniel Godinez Hernandez

D.C Homero Reyes de la Cruz

Morelia, Michoacan, México.

DC. Victor Meza Carmen PR 011



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Bioquimica del
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de Ia
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, bajo la
direccion del D.C. Salvador Manzo Avalos.

Tesis apoyada por el Programa de Investigacion 2009
Coordinacion de la Investigacion Cientifica
Consejo Estatal de Ciencia y Tecnologia
CONACYT

HOSPITAL General Dr. Miguel Silva



INDICE GENERAL

I. INTRODUCCION

1.1. La placenta

1.2. Unidn fetomaterna

1.3. Espacio intervelloso

1.4. Circulacion placentaria

1.5. Circulacién placentaria fetal

1.6. Circulacién placentaria materna

1.7. La Placenta y membranas fetales tras el nacimiento
1.8. Superficie materna de la placenta

1.9. Superficie fetal de la placenta

1.10. Cordon umbilical

Il. ANTECEDENTES

2.1. Hipertension asociada al embarazo
2.2. Preeclampsia

2.3. Estrés oxidativo y nitrosativo

2.4. Sistemas antioxidantes

2.5. Proteinas G

2.5.1. Proteinas Rho

2.5.2. Proteinas RhoA, RhoB y Rac
2.5.3. Proteinas Rac

I11. JUSTIFICACION
IV. HIPOTESIS
V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
5.2. Objetivos especificos

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biol6gico

o

oo ~NOO UL WEF P

10
10
14
23
25
25
26
31

33

33

34

34
34

35

35



6.2. Obtencién de las muestra

6.3. Determinacion de la concentracion de proteina

6.4. Determinacion del 6xido nitrico

6.5. Determinacion de TBARS

6.6. Inmunodeteccion de las proteinas RhoA, RhoB, Rac, SOD, eNOS y
catalasa

6.7. Perfil de nitrosilacion

VII. RESULTADOS

7.1. Datos clinicos de las pacientes

7.2. Presencia del estrés nitrosativo en placentas de mujeres sanas y con PE
7.2.1. Determinacion de los niveles de oxido nitrico

7.2.2. Perfil de nitrosilacion

7.2.3. Inmunodeteccién de la eNOS

7.3. Analisis del estrés oxidativo en placentas de mujeres sanas y con PE
7.3.1. Determinacién de los niveles de lipoperoxidacion

7.3.2. Presencia de los niveles de SOD

7.3.3. Determinacion de los niveles de catalasa

7.4. Presencia de las proteinas RhoA, RhoB y Rac en placentas de mujeres
sanas y con PE

7.4.1. Inmunodeteccion de las proteinas RhoA y RhoB

7.4.2. Inmunodeteccion de la proteina Rac

VIII. DISCUSION
IX. CONCLUSION

X. LITERATURA CITADA

35

35
37
39
40

41

43

43
45
45
47
49
51
51
53
55
57

S7
61

63

72

73



Proteinas G monomeéricas Rho y Rac y el estrés oxidativo y nitrosativo en placentas humanas en la preeclampsia

I.  INTRODUCCION
1.1. Laplacenta

La placenta es el lugar principal de intercambio de nutrientes y de gases entre la

madre y el hijo. La cual consta de dos componentes:
¢ Una porcion fetal que se desarrolld a partir del saco coridnico
¢ Una porcion materna que procede del endometrio

La placenta y el cordon umbilical constituyen un sistema de transporte de
sustancias entre la madre y el feto. Los nutrientes y el oxigeno pasan de la sangre
materna a través de la placenta a la sangre fetal, mientras que los productos de
desecho y el didxido de carbono circulan en sentido contrario. La placenta y las
membranas fetales realizan las siguientes funciones y actividades: proteccién,
nutricion, respiracion, excrecion, produccion de hormonas. Al nacer se expulsa la

placenta y las membranas fetales del Utero (Moore y Persaud, 2004).

1.2. Union materno-fetal

La parte fetal de la placenta (corion velloso) estd unida a la porcién materna
(decidua basal) a través del escudo citotrofoblastico, una capa externa de células
trofoblasticas situadas en la superficie materna de la placenta (Fig. 1). Las arterias
y las venas endometriales pasan libremente a través de las hendiduras del escudo

y se abren hacia el espacio intervelloso (Moore y Persaud, 2004).

La forma de la placenta depende del area persistente de vellosidades coridnicas.
Normalmente se trata de una zona circular, que otorga forma de disco a la
placenta. A medida que las vellosidades coridnicas invaden la decidua basal, el
tejido decidual se erosiona para aumentar el espacio intervelloso. Esta erosion
produce varias zonas de tejido decidual en forma de cufa, los tabiques

placentarios, que se proyectan hacia la placa coridnica, la parte de pared coridnica
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relacionada con la placenta. Los tabiques placentarios dividen la parte fetal de la
placenta en regiones convexas irregulares, los cotiledones. Cada cotiledén esta
formado por dos o mas vellosidades primarias y sus multiples vellosidades
ramificadas. Al finalizar el cuarto mes, la decidua basal ha sustituido casi

completamente sustituida por los cotiledones (Fig. 1 y 2) (Cross, 2005).

Decidua parietal
Vena umbilical 2 Arterias umbilicales

(sangre rica en O,) (sangre empobrecida en O,) Corion liso

Membrana amniocoriénica Circulacién fetal Espacio intervilloso Amnios

Mundn de vellosidad

Placa coridnica etithery
primaria

Vellosidades
{ f/ secundarias

|| [ Vellosidad primaria

Tabigue placentaric
i Vellosidad de anclaje
Decidua basal
Cubierta citotrofobléastica
Miometrio

Venas Arterias
lendnmetriales emu:iometria]esI

- 3

Circulacion materna

Figura 1. Esquema de un corte transversal de una placenta a término que muestra 1) relacion de
corion velloso (parte fetal de la placenta) con la decidua basal (parte materna de la placenta), 2)
circulacion placentaria fetal y 3) circulacion placentaria materna. Obsérvese que las arterias
umbilicales llevan sangre fetal poco oxigenada (en azul) a la placenta y que la vena umbilical lleva
sangre oxigenada (en rojo) al feto (Moore y Persaud, 2004).
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La sangre materna fluye hacia el espacio intervelloso en pequefias cantidades en
forma de embudo de las arterias endometriales espirales y realiza un intercambio
con la sangre fetal a medida que la sangre materna pasa alrededor de las
vellosidades secundarias. A través de ellas se lleva a cabo el principal intercambio
de material entre madre y embridn/feto. La sangre arterial que penetra desplaza la
sangre venosa hacia el espacio intervelloso en las venas endometriales, que se
diseminan en la totalidad de la superficie de la decidua basal (Moore y Persaud,
2004).

1.3. Espacio intervelloso

El espacio intervelloso que contiene sangre materna procede de las lagunas que
se formaron en el sincitiotrofoblasto durante la segunda semana del desarrollo.
Este espacio grande relleno de sangre es consecuencia de la unién y crecimiento
de las redes lacunares. Los tabiques placentarios dividen el espacio intervelloso de
la placenta en compartimientos; no obstante, existe comunicacion libre entre ellos

debido a que los tabiques no llegan a la placa coridénica (Iglesias y col., 2002).

La sangre materna penetra en el espacio intervelloso a través de las arterias
endometriales espirales de la decidua basal (Fig. 3). Las arterias espirales pasan a
través de hendiduras del escudo citotrofoblastico y vierten la sangre en el espacio
intervelloso. Este gran espacio es drenado por las venas endometriales, que
también penetran el escudo citotrofoblastico. Las venas endometriales se
encuentran en toda la superficie de la decidua basal. Las numerosas vellosidades
coridnicas secundarias, que surgen de las vellosidades primarias, son banadas
continuamente por sangre materna que circula a través del espacio intervelloso. La
sangre lleva el oxigeno y las sustancias nutritivas necesarias para el crecimiento y
desarrollo del feto. La sangre materna también contiene productos de desecho,
como dioxido de carbono, sales y productos del metabolismo proteico (Moore y
Persaud, 2004).
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Figura 2. Estructura interna de la placenta. A, Vellosidad coridnica primaria que muestra su
sistema arteriocapilarvenoso. B y C, cortes a través de una vellosidad en rama a las 10 semanas y a
término, respectivamente. Obsérvese que la membrana placentaria se adelgaza mucho a término.
Se cree que las células de Hofbauer son células fagociticas (Moore y Persaud, 2004).

1.4. Circulacion placentaria

Las vellosidades coridnicas secundarias de la placenta funcionan como una barrera
placentaria en la que se intercambian materiales a través de ella entre las
circulaciones fetal y materna. Se cree que el intercambio principal entre la madre y
el feto tiene lugar a través de las numerosas vellosidades secundarias que surgen

de las vellosidades primarias (Lagman, 2001).
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Figura 3. Corte sagital de un Utero gestante a las cuatro semanas que muestra la relacion de las
membranas fetales entre si, asi como con la decidua y el embriéon (Lagman, 2001).

1.5. Circulacion placentaria fetal

La sangre con poco oOxigeno sale del feto y pasa a la placenta a través de las
arterias umbilicales. En el lugar de unidén del corddn a la placenta, estas arterias se
dividen en varias arterias coridnicas de disposicion radial que se ramifican
libremente en la placa coridnica antes de penetrar en las vellosidades coridnicas de
disposicion radial que se ramifican libremente en la placa coridnica antes de
penetrar en las vellosidades coridnicas. Normalmente no se mezclan la sangre fetal
y la materna; sin embargo, a veces pueden pasar cantidades muy pequefas de
sangre fetal a la circulacion materna cuando aparecen defectos diminutos en la
membrana placentaria. La sangre fetal bien oxigenada de los capilares fetales pasa
a venas de pared delgada que siguen a las arterias coridnicas hasta el sitio de
union del cordédn umbilical, donde convergen para originar la vena umbilical. Este
vaso de gran tamano porta sangre enriquecida en oxigeno hasta el feto (Moore y
Persaud, 2004).
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1.6. Circulacion placentaria materna

La sangre materna del espacio intervelloso se encuentra temporalmente fuera del
sistema circulatorio materno. Penetra en dicho espacio a través de 80 a 100
arterias endometriales espirales de la decidua basal. Estos vasos vierten sangre en
el espacio intervelloso a través de las hendiduras del escudo citotrofoblastico. El
flujo sanguineo de las arterias es pulsatil y la circulacion materna lo impulsa en
movimientos tipo chorro. La sangre que entra tiene una presion mucho mayor que
la que se halla en el espacio intervelloso y emane hacia la placa coridnica que
constituye el “techo” del espacio intervelloso. A medida que se disipa la presion, la
sangre fluye lentamente alrededor de las vellosidades secundarias, permitiendo el
intercambio de productos metabdlicos y gaseosos con la sangre fetal. La sangre
vuelve finalmente a la circulacion materna a través de las venas endometriales
(Moore y Persaud, 2004).

El bienestar del embrion y del feto depende en gran parte del bafio adecuado de
las vellosidades secundarias por la sangre materna. La reduccién de la circulacion
uteroplacentaria conlleva a hipoxia fetal lo que puede producir la muerte del feto.
El espacio intervelloso de la placenta madura contiene alrededor de 150 ml de
sangre que se repone de tres o cuatro veces por minuto. Las contracciones
intermitentes del Utero durante el embarazo disminuyen ligeramente el flujo
sanguineo uteroplacentario; sin embrago, no expulsan cantidades importantes
fuera del espacio intervelloso. Por consiguiente, la transferencia de oxigeno al feto
disminuye, pero no se interrumpe, durante las contracciones uterinas (Moore y
Persaud, 2004).

1.7. Placenta y membranas fetales tras el nacimiento

La placenta y las membranas fetales expulsadas del Utero después del nacimiento

son las secundinas (siguiente al nacimiento). La placenta (Plakuos, pastel plano)
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suele tener forma de disco de un diametro de 15 a 20 cm y un grosor de 2 a 3 cm
(Fig. 4). Pesa entre 500 y 600 gramos, lo que representa alrededor de un sexto del
peso de un feto promedio. Los bordes de la placenta se contindan con los sacos

amnidtico y coridnico rotos (Lagman, 2001).

4

Corddn umbiiical

Vasos umbiiicales
que irradian
para formar
Vasos cofionicos
Amnios
(transparente)

Vasos coridnicos
(bajo el amnios)

Figura 4. Placentas y membranas fetales después del nacimiento. A, superficie materna que
muestra cotiledones y los surcos a su alrededor. B, superficie fetal que muestra vasos sanguineos
que transcurren desde la placa corionica profunda al amnios y convergen para formar vasos

umbilicales en la unién del cordén umbilical (Moore y Persaud, 2004).

1.8. Superficie materna de la placenta

El aspecto de la superficie materna se debe a las zonas vellosas ligeramente
abultadas, los cotiledones, que se hallan separadas por los surcos ocupados
previamente por los tabiques placentarios (Fig. 4 y 5). La superficie de los
cotiledones esta cubierta por delgados fragmentos grisaceos de decidua basal que
se separaron de la pared uterina al expulsar la placenta. Estos fragmentos se

pueden reconocer en cortes de la placenta examinados al microscopio. La mayor
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parte de la decidua se retiene temporalmente en el GUtero y se elimina con la

hemorragia uterina (Moore y Persaud, 2004).

1.9. Superficie fetal de la placenta

El corddn umbilical se une normalmente a la superficie fetal de la placenta y su
epitelio forma un continuo con el amnios adherido a dicha superficie. La superficie
fetal de una placenta recién expulsada es lisa y brillante, ya que esta cubierta por
el amnios. Los vasos corionicos que se dirigen hacia y salen del cordon umbilical
son visibles con claridad a través del amnios transparente. Los vasos umbilicales se
ramifican en la superficie fetal para originar vasos coridnicos que penetran en las
vellosidades coridnicas y forman el sistema arteriocapilar venoso (Moore vy
Persaud, 2004).

1.10. Cordon umbilical

La fijacion del cordon umbilical a la placenta se ubica normalmente cerca del
centro de la superficie fetal de este 6rgano (Fig. 4A y 4B), pero se pueden situar

en cualquier punto (Moore y Persaud, 2004).

El corddn umbilical suele tener entre 1 y 2 cm de didametro y 30 a 90 cm de
longitud un promedio 55 cm, los cordones excesivamente largos o cortos son poco
frecuentes. Los cordones de gran longitud tienden al colapso o a enroscarse
alrededor del feto. Es importante reconocer el colapso del cordén umbilical de
forma precoz, ya que dicho cordon podria estar comprimido entre la parte del
cuerpo fetal que se presenta y la pelvis materna y producir hipoxia fetal o anoxia.
Si la falta de oxigeno se mantuviese durante un periodo superior a 5 minutos, se

podria dafar el cerebro del feto y causar retraso mental (Lagman, 2001).
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El cordon umbilical suele tener dos arterias y una vena rodeadas por tejido
conjuntivo mucoso (gelatina de Warton). Como los vasos umbilicales son mas
largos que el corddn, es comln que se doblen o enrosquen. Frecuentemente
forman bucles, originando nudos falsos sin importancia; sin embargo, en alrededor
del 1% de los embarazos se forman nudos verdaderos en el corddn, que se
pueden apretar y producir la muerte fetal por anoxia. En la mayoria de los casos,
los nudos se forman durante el trabajo de parto como consecuencia del paso del

feto a través de un bucle del corddn alrededor del feto (Lagman, 2001).

Amnios (removido

Su rfncie
5 |, en parte)

Corte transverso * ‘

X © de placenta a nivel del
cordon umbilical

Superficie

materna

Figura 5. Estructura de la placenta donde se muestra algunos componentes de la misma, asi como
la superficie fetal y la superficie materna de la placenta (Moore y Persaud, 2004).
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II. ANTECEDENTES
2.1. Hipertension asociada al embarazo

La salud de la mujer, en especial durante el embarazo, demanda diagndsticos
exactos y congruentes, sobre todo cuando presenta problemas agudos como las

complicaciones hipertensivas de la gestacién (Gémez y col., 2003).

La hipertensidn arterial durante el embarazo se define como la elevacion sostenida
de la presion arterial > a 140 mm Hg sistdlica /90 mm Hg diastdlica, por lo menos
en dos registros con un minimo de 6 horas entre uno y otro; o bien, una elevacion
de 30 mm Hg o mas en la presion sistolica y 15 mm Hg o mas en la presion
diastdlica, sobre las cifras previas existentes en el primer trimestre del embarazo

(Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva., 2007).

Los estados hipertensivos durante el embarazo se clasifican de acuerdo a la
Secretaria de Salud (2007) en:

¢ Hipertension gestacional
¢ Preeclampsia/Eclampsia
¢ Hipertension cronica

e Preeclampsia agregada a hipertension crénica

2.2. Preeclampsia

La preeclampsia (PE) es un desorden especifico del embarazo que se caracteriza
por hipertension y proteinuria después de la semana 20 de gestacion (Dechend y
col., 2003). Ademas, es una de las principales causas de mortalidad materna, fetal
y neonatal en todo el mundo. Se ha estimado que del 5 al 7% de embarazos en el
mundo estda acompafado por este desorden, resultando en una enfermedad de
alta morbilidad (Mutter y Karumanchi, 2008).
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De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre el 8% y el 10% de
las mujeres embarazadas en Latinoamérica sufren de PE. En México es la
complicacion mas frecuente del embarazo y la primera causa de ingreso de
pacientes embarazadas a las unidades de terapia intensiva debido a hemorragia
masiva (Fig. 6) (Estrada-Altamirano y col., 2002). En Michoacan, las principales
causas de muerte materna estan asociadas a hemorragias obstétricas y a la
preeclampsia-eclampsia. En el 2008, se registraron 40 defunciones en mujeres
embarazadas o durante el parto o el puerperio; el grupo de edad mas frecuente
fue el de 25 a 29 anos (Michocan.gob.mx, 2009).

[ )

tras enfermedades maternas

Anormalidades de la
dinamica uterina

22

I v o
w w

Hemorragia postparto

Hipertension gestacional con 36
preeclampsia

Eclampsia 48

N\ j

( Modificada de Gomez y col., 2003)

Figura 6. Mortalidad materna segin causa. Las causas mas frecuentes de muerte se relacionan
con hipertension arterial; la principal es eclampsia con el 22% de las defunciones; sumando las
cinco principales causas presentadas en la grafica, se integra el 67% del total de este rubro (Gomez
y col., 2003).

Algunas de las complicaciones fetales incluyen bajo peso al nacimiento, nacimiento
prematuro y muerte. Algunas complicaciones maternas incluyen danos renales, el
sindrome HELLP (Hemodlisis, linfocitopenia, trombocitopenia y elevacién de las
enzimas hepaticas), dano al higado, edema cerebral y muerte (Mutter vy
Karumanchi., 2008).
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Son numerosos los factores de riesgo que predisponen a la preeclampsia los cuales
incluyen condiciones médicas con el potencial para causar la enfermedad
microvascular (ejemplo: preeclampsia previa, embarazos multiples, hipertension
crénica, diabetes mellitus y enfermedades del rifidn). Otros factores de riesgo
estan asociados con el embarazo por si mismo o pueden ser especificos de la

madre o el padre del producto (Tabla 1) (Wagner, 2004).

Aunque la causa exacta de la PE se mantiene sin conocer, varios mecanismos
patofisioldgicos se han implicados en el desarrollo de la preeclampsia. Estos
mecanismos incluyen: disfuncion endotelial, estrés oxidativo, activacion de
trombosis y el sistema de renina-angiotensina (RAS). La perfusion deficiente
uteroplacentaria se ha reconocido como una caracteristica en todos los sindromes

de preeclampsia (Dinesh, 2005).

La PE se ha observado sdlo en mujeres embarazadas conduciéndonos a la
conclusion de que la placenta es necesaria para el desarrollo de la enfermedad. En
casi todos los casos, la enfermedad desaparece poco después del parto cuando es
expulsada la placenta, pero puede persistir si el tejido placentario se mantiene (Del

Monaco y col., 2008).
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TABLA 1. Factores de riesgo de la PE (Modificada de Wagner, 2004)

/ Factores especificos de la \

madre
Factores asociados al ;
embarazo «Edad superior a 35 afios Factores especificos del

+Edad inferior a 20 afios padre
*Anormalidades cromosomales *Raza negra
+Hidropesia fetal «Historia familiar de preeclampsia *Padre primerizo
*Embarazo multifetal *Condiciones medicas especificas: +Padre de un embarazo
*Anomalias congénitas diabetes gestacional, diabetes tipo preeclamptico
«Infeccion del tracto urinario I, obesidad, hipertension cronica,

enfermedad renal

*Estrés

N W

Un evento clave en la placentacion normal es la invasion de las arterias espirales
maternas en la decidua y el miometrio por los citotrofoblastos fetales (Mutter y
Karumanchi, 2008). Normalmente las células del trofoblasto invaden el miometrio y
la decidua materna en un proceso denominado pseudovasculogénesis. La
migracion de estos trofoblastos transforman las arteriolas espirales maternas que
suministran la sangre materna a la placenta a partir de vasos de resistencia de
calibre pequefio a vasos de grande calibre permitiendo un adecuado flujo
sanguineo materno. En la PE este proceso es desordenado y el trofoblasto fetal no
invade adecuadamente el miometrio materno y las arteriolas espirales (Fig. 7)
(Brosens y col., 1972). La incompleta conversion de las arterias espirales resulta
en una persistente hipoxia e insuficiencia placentaria, disfuncién endotelial,

restriccion del crecimiento uterino y preeclampsia (Jauniaux y col., 2006).
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Figura 7. Esquema de las arterias espiraladas del Utero en que se muestra el reemplazo del
endotelio de la arteria por células del trofoblasto y la falta de este fendmeno en la placentacion
anormal, una de las causas de la preeclampsia (Redman y col., 2005).

2.3. Estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo y nitrosativo se definen como el desbalance que existe entre la
cantidad de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, y los sistemas
antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos (Seddon y col.,, 1994;
Aejmelaus y col., 1997). De esta manera se induce dafio a moléculas bioldgicas
como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Ademas, se presenta en diversos
estados patoldgicos en los cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo
o retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la
aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas, cancer, hipertension
arterial, etc. (Dorado y col., 2003).
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Las especies reactivas incluyen a las de oxigeno (ERQ), las especies reactivas de
hierro (ERI), asi como las especies reactivas de nitrdgeno (ERN). Las especies
reactivas se forman como productos del metabolismo de los radicales libres, y
aunque no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes que se transforman
facilmente en radicales libres lo que les confiere la caracteristica de ser

compuestos muy daninos para las células (Dorado y col., 2003).

Podemos definir “radical libre” como cualquier molécula que es capaz de existir
independientemente y que contiene uno o mas electrones no apareados en sus
orbitales mas externos. Un electron se encuentra no apareado cuando aparece
solo en un orbital. La mayoria de las moléculas bioldgicas no son radicales libres y

contienen Unicamente electrones apareados (Romero, 1990).

Algunos ejemplos de los radicales libres mas frecuentemente producidos por los
sistemas bioldgicos que dan origen a especies reactivas son los mostrados en la
tabla 2 (Dorado y col., 2003).

Tabla 2. Radicales libres (Dorado y col., 2003)

B: Reaccion mas comun

A: Radical libre que los origina
*0, - Radical superoxido NADPH + 2 O, - NADPH" +
H*+2+0,
*OH- Radical hidroxilo *UQ- + H,0, = UQ + +OH + +OH-
RO,* Radical peroxilo LH+ROs = L++H,0

RO+ Radical alcoxilo o fenoxilo Re + O, = RO
L+  Radical peroxido lipido LO,+LH = LOOH + L+
*NO, Radical de 0xido nitrico  *OH + NO,- - OH- + *NO,

Tabla 2. (A) Ejemplo de los radicales libres mas frecuentemente producidos por los sistemas
bioldgicos que dan origen a especies reactivas y (B): reacciones mas comunes que los origina
(Dorado y col., 2003).
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Durante el embarazo, la placenta es una fuente importante de la sintesis de
prooxidantes y antioxidantes enddgenos. El exceso cronico de la generacion de
radicales libres podria, en teoria, agotar los sistemas antioxidantes y resultar en el

dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN (Scholl y col., 2005).

El estrés oxidativo se ha implicado en la fisiopatologia de la PE debido a que dana
el endotelio vascular materno y hay evidencias de que el papel normal de esta
capa celular es severamente comprometido. Los radicales libres liberados de la
unidad fetoplacentaria mal perfundida inician la peroxidacion lipidica por el ataque
de acidos grasos poliinsaturados en la membrana celular, convirtiéndolos a
peroxidos lipidicos y una variedad de metabolitos secundarios. La peroxidacion
descontrolada altera la fluidez y permeabilidad de la membrana, por lo tanto, los
peroxidos lipidicos y los metabolitos secundarios, tales como el malondialdehido
(MDA; un buen indicador de estrés oxidativo formado en primer lugar), son
transportados a través de la circulacion por lipoproteinas, causando dafio en
distintos tejidos. La peroxidacion lipidica es balanceada en todas las células y

tejidos por una variedad de mecanismos antioxidantes (Fiore y col., 2005).

Se ha observado que los niveles de isoprostano, un marcador de estrés oxidativo
que induce vasoconstriccion y el malondialdehido aumentan en placentas con PE

comparados con placentas normales (Dechend vy col., 2003).

El anion superdxido (0,7) es la principal especie reactiva de oxigeno producida por
la placenta el cual es generado en las células por la NADPH oxidasa, xantina
oxidasa y componentes de la cadena transportadora de electrones mitocondrial
(METC). ElI O, también puede ser generado bajo ciertas condiciones por vias
enzimaticas que producen otras ERO incluyendo Oxido nitrico, mondxido de
carbono y peroxinitrito las cuales tienen efectos vasoactivos en la placenta (Myatt
y Cui, 2004).

La funcion catalitica de la NADPH oxidasa, es la reduccion de un electron del

oxigeno molecular, permitiendo la formacién del O, (Fig. 8) (Mizrahi y col., 2006).
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20, + NAD(PH ——>» 20, + NAD(P) + H~*

Figura 8. Reaccién en donde se muestra la produccion de anidon superodxido, por la reduccion
univalente del oxigeno usando a la NAD(P)H como donante de electrones (Mizrahi y col., 2006).

La NADPH oxidasa unida a la membrana celular es la principal fuente de
generacion de 0,7, y tanto el O, derivado de la NADPH oxidasa como el O~
derivado de la mitocondria constituyen la mayor parte de este radical en la

vasculatura (Madamanchi y col., 2005).

La NADPH oxidasa es una enzima multimérica compuesta de un flavocitocromo
bsso asociado a la membrana (un heterodimero que consta de dos subunidades,
gp91P"™* y p22P") y cuatro componentes citosdlicos: p47P">, p67°"%, p40P"™, v la
Rac GTPasa pequefia (Mizrahi y col., 2006). Bajo una apropiada estimulaciéon esas

subunidades se ensamblan en la membrana celular.

Basados en las diferentes interacciones identificadas entre los componentes del
sistema multienzimatico, De Leo y Quinn (1996) han elaborado un modelo que
explica la forma y la secuencia en que se produce el ensamblaje (Fig. 9) (Méndez y

col., 1997). Este modelo se plantea de la siguiente manera:

1. En el reposo, el complejo citosdlico se mantiene estabilizado a través de

diferentes interacciones incluidas las homologias en tandem src3 (SH3). La regién

- phox | _— . - phox
cationica de p47  esta secuestrada, lo que impide su interaccidon con p22 en

la membrana.

0 - 7 phox - - T4 - -
2. En la activacion, p47 se fosforila y pierde la unidon intracatenaria por el

dominio SH3. Esto expone los dominios SH3 y la regién catidnica, lo que facilita su

- T4 phOX - - - s -
interaccion con p67 ,inicialmente. Después el complejo se transloca a la
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. . . -, phox .
membrana y se alinea a traves de la interaccion SH3 entre p47 vy las regiones

. : phox ., . phox
ricas en prolina de p22 . En este momento la region cationica de p47  se

. -, phox -
libera de su union a p67 y establece un enlace de alta afinidad con el

; pho!
flavocitocromo b558, lo que puede deberse a una mayor fosforilacion de p47 " o]

a la accién de Rac (Dang y col., 2001).

fosforilacion
p40phox ! intercambio de

: 47ph0 {£Y nucleotidos
=

D& 7D

: Rac
' GTP

0, COMPLEJO ACTIVO Oz-

Figura 9. Ensamblaje de los componentes de la NADPH oxidasa para formar el complejo activo. A
la izquierda se muestran los componentes de la NADPH oxidasa cuando la célula esta en reposo. A
la derecha se muestra el complejo activo. Para la formacion del complejo activo p47 ha tenido que
sufrir multiples fosforilaciones en residuos de serina cercanos al C-terminal y Rac ha tenido que
cambiar de un estado inactivo unido a GDP a un estado activo unido a GTP (Cascales, 2005).

Se han identificado varios homoélogos de la subunidad gp91°"™* en células
somaticas por clonacion molecular (Tabla 3). A estos homologos de la subunidad
gp91P"™* se les conoce como NOX. Aunque la funcidn fisioldgica de los genes Nox

no fagociticos sigue siendo en gran parte desconocida, algunas de esas nuevas

Campos-Arroyo 18



Proteinas G monomeéricas Rho y Rac y el estrés oxidativo y nitrosativo en placentas humanas en la preeclampsia

isoformas Nox han demostrado generar especies reactivas de oxigeno en modelos

de reoxigenacion (Myatt y Cui, 2004).

Tabla 3. Caracteristicas de genes Nox (Modificada de Myatt y Cui, 2004)

Nox1 Nox2 Nox3 Nox4
Cromosoma X X 6 11 15
Tamano del péptido 564 569 569 578 566
Generacion de ROS Si Si Desconocido Si Si
Regulacion EGF Ca™? Desconocido Ang Il Ca*?
Funcion Proliferacion Defensa Desconocido Deteccion de Proliferacion
0,

Tabla 3. Caracteristicas de genes Nox. En esta tabla se muestra las principales caracteristicas de
genes Nox donde se puede observar que algunas isoformas Nox generan especies reactivas de
oxigeno (Myatt y Cui, 2004).

Las NADPH oxidasas estan presentes en la placenta y son excesivamente
estimuladas en la preeclampsia. Mediante Western blot y expresion cuantitativa del
RNAm se ha confirmado que p22, p47 y p67 phox son expresados en cantidades
bajas en la placenta normal y son sobre-regulados en placentas de pacientes con
PE (Dechend y col., 2003).

Por otro lado, se ha demostrado que la PE esta asociada con una predisposicion a
incrementar la produccién de especies reactivas de oxigeno mediadas por la

NADPH oxidasa estimulada por agonistas (Lee y col., 2003).

Cuando el O," y el NO' se encuentran presentes, su interaccion produce el anion
peroxinitrito (ONOO"), un poderoso oxidante de una variedad de biomoléculas. El
ONOO™ provoca peroxidacion lipidica, inhibiendo el sistema de transporte de

electrones mitocondrial y nitra residuos de tirosina; ademas, oxida grupos sulfidrilo
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sobre proteinas alterando su actividad 6 interrumpiendo vias de transduccién de

sefales (Kossenjans y col., 2000).

La produccion de ONOO™ puede ser indirectamente determinada por la presencia
de residuos de nitrotirosina (Beckman y col., 1994). Se ha observado un
incremento en la expresion de residuos de nitrotirosina, formados a partir de la
interaccion del ONOO™ con residuos de tirosina en la vasculatura fetal y estroma
velloso de placentas preeclampticas. Esto sugiere la participacion del ONOO™ en los

procesos patoldgicos de placentas con PE (Myatt y col., 1996).

El ONOO™ puede ser representativo de una disminucion de la biodisponibilidad del
oxido nitrico, asi como un iniciador de varios efectos nocivos en las células
endoteliales. Sin embargo, es posible que el ONOO pueda tener un papel
protector. Ya que se ha reportado que puede ser benéfico en la adhesion
leucocitaria. Son necesarios mas estudios para comprender los efectos vasculares
del incremento del ONOO™ en mujeres con preeclampsia (Roggensack y col.,
1999).

El éxido nitrico es sintetizado durante la conversion enzimatica de la L-arginina a L-
citrulina por la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Fig. 10). Existen 3 isoformas de la NOS
cada una codificada en genes diferentes, siendo dos constitutivas y una inducible
por estimulos inflamatorios (Tabla 4). La NOS constitutiva descubierta en endotelio
vascular se denominé eNOS (NOS III) y su gen se encuentra en el cromosoma
7q35-36 que contiene 26 exones, mientras que la isoforma constitutiva neuronal
se encuentra en el cerebro, la médula espinal y el sistema nervioso periférico, la
cual fue denominada nNOS (NOS I); su gen se encuentra en el cromosoma
12g24.2-3 y contiene 29 exones. La isoforma inducible es conocida como iNOS
(NOS 1II); y su gen se encuentra en el cromosoma 17cenqll.2 y contiene 26
exones. Existe otra isoenzima: la NOS mitocondrial (mtNQOS) de la cual no se sabe
si esta codificada en un gen independiente o0 es la nNOS con cambios

postraduccionales que la translocan a la mitocondria. Aunque también se han
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encontrado las isoformas eNOS e iNOS dentro de la mitocondria, recientemente
existen evidencias que la mtNOS no es ninguna de las 3 isoformas descritas
(Sanchez vy col., 2004).

H;M

NH; NTOH 0
NADF‘H NADP* 172 NADF‘H 1/2 NADP*
NH NH 4 NH
% % + MO

¥
H,0
+

Coo” Coo” HiM COo”

L-arglnlna N"’-hld roxi-L-arginina L-citrulina

Figura 10. Biosintesis del 6xido nitrico. La 6xido nitrico sintasa (NOS) cataliza una oxidaciéon de 5
electrones de un nitrégeno guanidino de la L-arginina, para generar NO y L-citrulina. La L-
hidroxiarginina es un intermediario que estd estrechamente unido a la enzima. Ambos pasos en la
reaccion son independientes de calcio-calmodulina y esta reaccidon se potencia con la presencia de
la tetrahidrobiopterina (Bredt y Snyder, 1994).

Caracterlaticas NOS endotelial NOS neuronal NOS inducitile
feMOS) ANDS [MNOS) ANOS (INOS) AMOS Tipo I,
tipo i, NOS-3) tipa I, MOS-1, bNOS) NOS-2 macMNOS,

hepMOS)

Requlacién primaria Ca®fcalmodulina Ca™fcalmodulina Expresidn génica

Localizacion suboalular Membrans y citosal Citoaal? Citosal y membrana

Cantidad de MO®R producida baja (pmolan baja (pmolar) atta (umolar)

Funcign Sefalzacidn celular Sefalizacian celular Citotdxica

Citostatica
Citoprotectara
" Abrewiaturas alte rmativas,
Tomado dé Moncada 5 Plrarmacologioal Resiews 190 7; 44 137-42,

Tabla 4. Isoformas de las 6xido nitrico sintasas. Principales caracteristicas de las NOS cada una
codificada en genes diferentes, dos constitutivas y una inducible por estimulos inflamatorios
(Sanchez y col., 2004).
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El éxido nitrico (NO) durante el embarazo es un factor importante de relajacion del
miometrio debido a que controla el flujo sanguineo en el Utero y la placenta,
donde se mantiene el tono vascular basal y se atenla la accién de

vasoconstrictores (Hudicek-Martincinc y col., 2004).

Varios estudios sugieren que la concentracidn de nitritos en suero de sangre
periférica de mujeres con PE es significativamente mas alta que cuando se
comparan con pacientes sanas. EI NO se detectd en el suero utilizando la
reduccidn de nitratos por la nitrito reductasa y la deteccion de nitritos empleando

la reaccidn de Griess (Aleman y col., 2008).

En la PE, la actividad de la NOS fetoplacentaria y las concentraciones del NO en la
circulacion umbilical estan alteradas. Algunos estudios han descrito una
disminucion en la actividad de la NOS placentaria; ademas se han encontrado
concentraciones elevadas de nitrito/nitrato en la sangre de la vena umbilical de
pacientes preeclampticas comparadas con pacientes normales, sugiriendo un
incremento de la produccidon de NO en la unidad fetoplacentaria en la PE (Schiessl
y col., 2005).

Myatt y col. (1997) observaron un incremento en la expresion de la eNOS en el
endotelio vascular de pacientes con preeclampsia, el cual de atribuye una posible
respuesta adaptativa al incremento del estrés inducido por la vasoconstriccion a

través de las células endoteliales en las placentas PE.

Se ha observado que la expresion de la iNOS en el tejido de placentas de mujeres
con PE es significativamente mas alta comparadas con las mujeres sanas. Este
aumento probablemente se deba a una respuesta a la elevada presion arterial, por
el papel del NO como vasodilatador. Sin embargo, a pesar de ello no se genera
una respuesta vasodilatadora por el NO en la PE, por lo que probablemente hay un

dafio en el endotelio en los pacientes con esta patologia (Aleman y col., 2008).
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2.4. Sistemas antioxidantes

Puesto que tanto a nivel celular como tisular es necesario un control de las
reacciones oxidativas asociadas con la produccién de energia, biosintesis, defensa
contra infecciones y toxicidad quimica, este control esta mediado por un sistema
de defensa antioxidante presente en todas las células y formado por moléculas

capaces de actuar como atrapadoras de radicales libres (Romero, 1990).

Estos sistemas antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo a Dorado y col. (2003)

en dos grupos:
1.- Enzimaticos:

e Superdxido dismutasas (Cu/Zn-SOD y Mn-SOD)

¢ Citocromo oxidasa

¢ Catalasa

¢ Peroxidasas (Glutatidon peroxidasa y Glutation reductasa)
2.- No enzimaticos:

¢ VitaminasAyE

o Acido ascérbico

e Acido drico

La enzima superdxido dismutasa (SOD) convierte el anion superdxido en peroxido
de hidrégeno y oxigeno, prolongando la vida media bioldgica del NO' por el
removimiento del anidon superdxido. Existen tres isoenzimas de la SOD las cuales
se encuentran ampliamente distribuidas. Una enzima intracelular dependiente de
cobre/zinc (Cu/Zn-SOD & SOD1) se encuentra predominantemente en el
citoplasma y el nucleo, una SOD dependiente de manganeso (Mn-SOD 6 SOD2) se

encuentra predominantemente en la mitocondria, mientras que una tercera
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isoenzima se encuentra en la matriz extracelular (EC-SOD 6 SOD3). La importancia
de la SOD en el aumento de la actividad del NO se demostrd por experimentos
empleando el dietilditiocarbamato (DETCA), un inhibidor de la Cu/Zn-SOD, donde
se observo que disminuye la relajacion mediada por el NO del musculo liso

vascular (Telfer y col., 1997).

Se ha observado una disminucion en la actividad antioxidante de las superdxido
dismutasas (SODs) en placentas de pacientes con PE. Recientemente se ha
demostrado que la disminucién de la actividad de la SOD en la PE puede ser
atribuida a la ausencia de la SOD1 en de la labor de parto. Ademas, en la PE la
labor de parto sobre regula actividad de la SOD1 en membranas fetales, asi como

a la SOD2 y la SOD3 en la placenta completa (Roland y col., 2010).

Por otro lado, se ha observado que hay una disminucion en la expresién del RNAm
de la SOD1 en las placentas preeclampticas. Donde ademas, se ha especulado que
el decremento de la actividad antioxidante puede resultar en un aumento en los

niveles de peroxidos lipidicos en placentas con PE (Wang y Walsh, 1996).

Algunos estudios sugieren que la SOD3 se encuentra presente en elevadas
concentraciones dentro de la matriz extracelular de las arterias sistémicas, donde
se ha propuesto que regulan el tono vascular del musculo liso mediante el
aumento de la biodisponibilidad del NO. La localizacion de la SOD3 alrededor de
los vasos vellosos, sugiere que la SOD3 sirve potencialmente para proteger la
vasculatura fetal del anién superdxido, tanto en embarazos normales como
preeclampticos. La distribucion y la actividad de la SOD3 difiere entre mujeres con
un embarazo normal y mujeres con PE, sugiriendo que la SOD3 no esta

involucrada en los cambios vasculares observados en la PE (Boggess y col., 1998).

La catalasa se localiza principalmente en los peroxisomas, la cual cataliza la

reduccién del perdéxido de hidrégeno a agua (Romero, 1990).
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En el suero de mujeres con PE se ha detectado una disminucion en los niveles de
catalasa comparados con el suero de mujeres sanas. Un desbalance entre
oxidantes y antioxidantes en mujeres embarazadas podria ser Uutil en la
identificacion temprana de la PE y la suplementacién con antioxidantes en las

primeras semanas de gestacidn podria ser Gtil (Kolusari y col., 2008).

2.5. Proteinas G

Existen 2 clases de proteinas G dependiendo del peso y estructura molecular: las
proteinas G heterotriméricas y las proteinas G monomeéricas (proteinas G de bajo
peso molecular), conocidas como proteinas G debido a que unen nucledtidos de
guanina (Kaziro y col., 1991). Las proteinas G heterotriméricas constan de tres
subunidades (alfa, beta y gamma) que funcionan como transductores de los

receptores de la membrana plasmatica (Yamamoto y col., 1989).

Actualmente se han identificado alrededor de 100 proteinas G monoméricas en
eucariontes, las cuales se han incluido en la superfamilia de Ras. Los integrantes
de esta superfamilia se han agrupado en 5 familias: la familia Ras, Rho, Rab,
Sarl/Arf y Ran. Los miembros de Ras principalmente regulan eventos de
transformacion celular y expresion génica; los miembros de Rho regulan tanto la
organizacion del citoesqueleto como la expresion génica; los miembros de Rab y
Sar1/Arf regulan el transporte intracelular de vesiculas y los miembros de Ran
regulan el transporte nucleocitopldsmico durante las fases G1, S y G2 del ciclo
celular (Takai y col., 2001).

2.5.1. Proteinas Rho

La familia de las proteinas Rho en mamiferos consiste en 6 subfamilias: Rho (A, B
y C), Rac (1 y 2), Cdc42 (HS y G25K), Rnd, RhoBTB y RhoT/Miro (Bustelo y col.,
2007).
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Como todos los miembros de la superfamilia Rho, estas proteinas funcionan como
interruptores moleculares, ciclando entre un estado inactivo, en el que se
encuentran unidas a GDP, y un estado activo en el que se hallan unidas a GTP
(Fig. 11) (Takai y col., 2001). La actividad de las proteinas Rho es determinada
por el radio de su forma de unién al GTP/GDP. La activacion de estas proteinas
debido al intercambio de GDP por GTP es promovido por factores de
intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs) mientras que las proteinas
activadoras de la actividad GTPasa (GAPs) promueven la hidrdlisis del GTP, de tal
modo conduciéndola a su inactivacién (Bustelo y col., 2007). Su actividad también
es controlada por las proteinas Rho-GDI (inhibidores de disociacion de nucledtidos
de guanina), que mantienen a las proteinas Rho/Rac inactivas secuestradas en el
citosol. Una vez activadas las proteinas Rho, estas pueden interaccionar con varios
efectores (Seasholtz y Brown, 2004) permitiendo la estimulacién de cascadas de
senalizacion que promueven respuestas celulares entre las que se incluyen la
regulacién del citoesqueleto, trafico vesicular, crecimiento celular, citocinesis y la

transcripcidon génica (Bustelo y col., 2007).
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Figura 11. Ciclo de actividad de las Rho GTPasas. Esquema de las proteinas Rho ciclando entre un
estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP (Bustelo y col., 2007).
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2.5.2. Proteinas RhoA, RhoB y Rac

El gen rho fue clonado por primera vez en 1985 del molusco Ap/ysia por Madaule y
Axel. Al menos 3 genes se han encontrado en humanos, denominados r/10A (clona
1 0 12), rhoB (clona 6) y rhoC (clona 9) (Chardin y col., 1989), los cuales codifican
para las proteinas RhoA, RhoB y RhoC, respectivamente. Estas proteinas tienen un
peso molecular de alrededor de 21 kDa, y muestran entre si un 85% de identidad
en su secuencia de aminoacidos (Ridley., 1995); mantienen pequefos bloques de
secuencias altamente homodlogas implicadas en la union e hidrdlisis del GTP vy
tienen secuencias C-terminal requeridas para la fijacion a la membrana plasmatica
(Madaule y Axel, 1985).

RhoA induce la formacion de fibras de estrés, adhesidén celular, migracion e
invasion, crecimiento celular y expresion génica. Se ha observado que RhoB es una
proteina inducible que participa en la inhibicion del crecimiento celular e induccion
de la apoptosis. Mientras que RhoC se expresa en ciertas formas de cancer y su

expresion se ha correlacionado con la invasién celular (Seasholtz y Brown, 2004).

Las proteinas Rho tienen importantes funciones en la fisiologia vascular en
condiciones normales. Recientemente se ha sefialado que la activacion del sistema
transduccional Rho/Rho-cinasa es uno de los nuevos y principales mecanismos de
vasoconstriccion en la hipertension arterial con potencial terapéutico (Johns y col.,
2000). Estudios recientes sugieren que esta ruta de sefalizacién desempefia un

papel crucial en la regulacion de la presion arterial /n vivo (Jalil y col., 2005).

El sistema Rho A/Rho cinasa esta estrechamente vinculado a prolongados estados
de contraccion del musculo liso, é vasoconstriccion, y a su vez a desordenes

hipertensivos en modelos animales y humanos (Friel y col., 2006).

La contraccién del musculo liso es regulada por la cinasa de la cadena ligera de
miosina dependiente de calcio (MYLK). El aumento del calcio intracelular ([Ca*?];)

activa a la MYLK, la cual fosforila a la cadena ligera de miosina (MYL), aumentando
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la actividad de la ATPasa de miosina para provocar un incremento en la tension
(Fig. 12). La fosfatasa de miosina puede revertir la fosforilacion de la MYL para
inducir un estado de relajacién. Sin embargo, durante la contraccién inducida por
agonistas en una constante [Ca*?];, la inhibicion simultdnea de la fosfatasa de
miosina conduce al aumento de la fosforilacion de la MYL y tensidon de la misma.
Ese incremento independiente de calcio en la fosforilacién de miosina y la tensién
se denomina “sensibilizacién de calcio”. RhoA activa se une a Rho cinasa (ROCK1),
la cual fosforila a la subunidad de unidn a miosina (PPP1R12A) de la fosfatasa de
miosina, inhibiendo su actividad. ROCK activada puede fosforilar a la cadena ligera
de miosina (MYL) en Thr18 y Ser19. Ambas acciones permiten la sensibilizacion de

calcio, permitiendo la contraccion del musculo liso (Fig. 12) (Lartey y col., 2007).

Se conoce que la proteina RhoB en su forma activa es blanco de la proteina cinasa
N (PKN1) la cual es un efector de Rho en los endosomas, donde regula el trafico
endosomal mediado por el receptor EGF. Ademas, RhoB estimula el ensamblaje de
los filamentos de actina y regula el transporte endosomal a través de la proteina
efectora DIAPH1. Algunos estudios gendmicos han demostrado la sobre regulacion
de las proteinas RhoB y Rab durante el embarazo en el cerdo de Guinea. En
células neuronales, RhoB es el principal regulador de la fosforilacién de la cadena

ligera de miosina (Conway y col., 2004).

Lartey y col. en el 2007 mediante ensayos de Western blot determinaron la
presencia de la proteina RhoB y su efector DIAPH1 en miometrio humano donde
ademas los niveles del efector DIAPH1 aumentan en muestras de mujeres
embarazadas, comparadas con mujeres normales, sugiriendo que esta proteina
esta implicada en la regulacién de las interacciones actina-miosina durante el

embarazo.
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Figura 12. Esquema de algunas vias involucradas en la fosforilacién de la cadena ligera de miosina
(MYL) en el miometrio humano. El nivel de fosforilacion de la MYL y la posterior interaccion actina-
miosina para producir la contraccion, esta principalmente determinada por el equilibrio entre MYLK
y la actividad de la fosfatasa de miosina. (1) el incremento del [Ca*?]; activa la calmodulina (CALM),
que se une a la MYLK, resultando en la fosforilacién de la MYL. La cadena ligera de miosina
fosforilada interactUa con la actina polimerizada para provocar un aumento en la contraccion y
tension. (2) Rho unido a GTP activa a Rho cinasa (ROCK1), la cual fosforila a la subunidad de la
fosfatasa de miosina PPP1R12A, inhibiendo su actividad. Esta inhibicion resulta en un aumento
independiente de calcio en la fosforilacion de la cadena ligera de miosina, la cual se denomina
“sensibilizacién de calcio” (Modificada de Lartey y col., 2007).

Ademads, se ha observado que una disminucion significativa de los niveles del
RNAm de la proteina RhoA en la arteria umbilical en embarazos complicados con
PE puede servir para contrarrestar la perfusién disminuida asociada con la

fisiopatologia de la PE (Friel y col., 2006).

Por otro lado, existe una fuerte relacion entre la ruta de sefializacién de Rho y el
oxido nitrico en la hipertensién. La inhibicion de las proteinas Rho, mediante

estatinas o la exoenzima C3 de Clostridium botulinum que regulan negativamente
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la expresion de la eNOS (Laufs y Liao, 1998) y de la iNOS en células del musculo
liso vascular (VSMC) en ratas (Muniyappa y col., 2000), sugiriendo que la inhibicion

de la proteina Rho estimula la produccion del oxido nitrico en células VSMC.

2.5.3. Proteinas Rac

Las proteinas Rac son miembros de la familia Rho, existiendo varias isoformas
Racl, Raclb, Rac2 y Rac3 (Matos y col.,, 2003). Estas desempefan un papel
importante en la migracién celular induciendo morfologia y migracion celular,
ademas de la expresidon génica (Higashi y col., 2010). Es considerada como un
mediador central en la fisiologia cardiovascular, reactividad vascular y regulacién

de la presién sanguinea (Nowicki y col., 2001).

La proteina Rac puede interactuar con varias moléculas efectoras rio abajo y
desencadenar varias respuestas celulares. Por ejemplo, un efector es la proteina
cinasa PAK que se activa mediante la interaccion directa con Rac-GTP (Matos y
col., 2003). Racl también puede estimular la actividad de la cascada de
senalizacion de la cinasa del amino terminal de JUN (INK), resultando en la
fosforilacion del factor de transcripcién c-Jun y de esta forma aumentando su
potencial de activacion transcripcional y por lo tanto afectando la expresion de
varios genes (Hannke-Lohmann y col., 2000). Algunas proteinas cinasas activadas
por mitégenos (MAP cinasas o MAPK) en la vasculatura, como la JNK y la p38, son
activadas por factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF) y la Ang II. En células del musculo liso vascular, la Ang II
induce la activacion de p38, dependiente del perdxido de hidrégeno,
probablemente derivado de la NADPH oxidasa. La activacion de esta via puede
estar afectando el sistema vascular en diferentes niveles (Paravicini y Touyz,
2006).
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El papel de Rac como regulador del complejo NADPH oxidasa fue descrito por
primera vez en fagocitos y neutréfilos. Recientemente, un complejo NADPH
oxidasa, regulado por Racl, se ha caracterizado en células no fagociticas, tales
como el musculo liso vascular, cardiomiocitos y células endoteliales (Griendling y
col., 2000). Rac es un componente esencial para el ensamblaje del complejo
NADPH oxidasa, la cual participa en la generacion del anidon superdxido, tanto en
células fagociticas como en no fagociticas. La activacién de la NADPH oxidasa no

fagocitica, depende de la interaccién de Racl con p67°" (Moldovan y col., 2006).

Por otro lado, por medio de ensayos de “pull-down” se ha observado que la
actividad de Racl disminuye en placentas de mujeres con PE, comparadas con
placentas de mujeres normales. Donde ademas, la actividad de una via de
transduccion de sefales dependiente de JNK es regulada rio abajo en la PE. Lo
anterior sugiere que la regulacién rio abajo de esta via de transduccién de sefales
esté involucrada en la alteracion de genes importantes para la invasion,
proliferacion y adhesion de células placentarias en la PE (Hannke-Lohmann y col.,
2000).
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III. JUSTIFICACION

Debido a que la preeclampsia es una de las principales causas de mortalidad
materna y fetal en el mundo y a la falta de antecedentes de como las proteinas
Rho y Rac, asi como el estrés oxidativo y nitrosativo pueden participar en muestras
de cotiledones y cordon umbilical para conllevar a la PE, motiva el presente trabajo

de investigacion.

IV. HIPOTESIS

Los niveles de las proteinas G monoméricas Rho y Rac, asi como del estrés

oxidativo y nitrosativo aumentan en las placentas de pacientes preeclampticas.
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V. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de las proteinas G monoméricas Rho y Rac, asi como el

estrés oxidativo y nitrosativo en placentas de pacientes preeclampticas.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Estudiar el estrés nitrosativo en placentas humanas con PE.
¢ Analizar el estrés oxidativo en placentas humanas con PE.

¢ Investigar los niveles de las proteinas RhoA, RhoB y Rac en placentas

humanas para observar su posible relacion con la PE.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material bioldgico

Se emplearon placentas de pacientes normotensas y con preeclampsia,
proporcionadas de acuerdo al Convenio realizado con el comité de ética del
Hospital General “Dr. Miguel Silva” de la Ciudad de Morelia, Michoacan. Las
placentas se colectaron inmediatamente después del parto y se les agregd un
buffer de fosfatos (PBS) pH 8.3, el cual contenia NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM,
Na;HPO4 10.1 mM y KH,PO4 1.8 mM y se colocaron en un contenedor especial con
hielo para su traslado al laboratorio.

6.2. Obtencion de muestras

Se tomaron muestras de cotileddn y cordon umbilical de la porcién materna y fetal,
vena y arteria umbilical y se depositaron en solucién PBS realizando varios lavados
para retirar el exceso de sangre presente en las muestras. Posteriormente, las
diferentes muestras se cortaron en trozos pequenos en un buffer de lisis pH 8.0
(Dodecilsulfato sddico (SDS) 0.1%, Tris 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl 0.5 mM, MgCl,
0.5 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato de sodio 0.5%) y se homogenizaron.
Enseguida se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min y del sobrenadante se
obtuvieron las alicuotas para cada una de las diferentes muestras. Finalmente los
homogenados totales se mantuvieron en refrigeracion a 4°C para la realizacién de

los experimentos posteriores (Fig. 13).

6.3. Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina se determind por el método de Lowry y col. (1951).
Este es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. A la

muestra se afade el reactivo de Folin que forma un complejo coloreado con las
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proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucidn resultante proporcional a la

concentracion de proteinas.

>
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Figura 13. Esquema representativo del material bioldgico empleado y de la obtencion de las

muestras.

El procedimiento se realizd por duplicado. Para realizar la curva de calibracion, se
prepard una bateria de tubos con los volimenes correspondientes a 0, 12.5, 25, 75
y 100 pg de albumina sérica bovina a partir de una solucién patrén de 0.5 mg/ml y
se completd un volumen de 200 pl en cada tubo con agua desionizada. Para las
diferentes muestras de placentas de pacientes hormotensas y con preeclampsia, se
colocaron 10 pl de muestra a 190 ul de agua desionizada. Tanto para la curva de
calibracién como para las diferentes muestras se les adiciond 1ml de solucién C, la

cual consta de la solucion A (Na,COs al 2%, NaOH al 0.4% vy tartrato de Na* al
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0.21%) vy la solucion B (CuSO4 al 0.5%); se agité y se dejé reposar por 10
minutos. Finalmente, se afiadieron 100 pl del reactivo de Folin (1:1) y se dejo
reposar por 30 minutos. Después, se leyo la muestra a una absorbencia de 660 nm
en un espectrofotometro UV/vis Perkin-Elmer Lambda 18, usando un blanco para
ajustar el aparato y se registraron las lecturas obtenidas. La curva de calibracién
se grafic6 en Excel (Microsoft Office®) y por interpolacion se estimé la

concentracion de proteina de las muestras, empleando la linea de interpolacion.

"o toarss
(O)-on Reactivo de Folin
183488 W\ olr e
T e ey

-* _c_N_ ----'

1 n i

A R OH

Compisjo Cu**-proteina Reactivo de Folin
on medio alcalino reducido
{color azul péiido) (W, Mo**)

(color azui)

Tomada de
http: /Awww2,ush.es/sancho/far maciafpracticas fguiones/1ler % 20cuatrimestre/G uichesLowry pdf

Figura 14. Reaccidén entre la proteina y los reactivos. Esquema ilustrativo de la reaccién del
reactivo de Folin con la proteina indicando el color resultante de dicha interaccion.

6.4. Determinacion de los niveles de 6xido nitrico

La determinacién del éxido nitrico se realizd de manera indirecta por medio de la

cuantificacion de nitritos por el método de Griess, de acuerdo al protocolo descrito
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por Green y col. (1982), el cual consiste en una reaccion de diazotizacion para la
determinacion espectrofotométrica de nitritos formados por la oxidacion

espontanea del NO' bajo condiciones fisioldgicas (Fig. 15).

La deteccidn limite para este método esta entre 0.1 y 1uM de nitritos. Se cuantifica
el nitrito, ya que es uno de los principales productos, estables y no volatiles del

oxido nitrico.

NOz_ Hzo

HZNOzs @ N|--|2 L/é HZNOZS N2+ -
H 2
Sulfanilamida |/NED @

NH
H 2

Compuesto AZO

Figura 15. Determinacion indirecta del dxido nitrico. En la figura se muestra la reaccién de nitritos
(producto del metabolismo del ‘NO) con el reactivo de Griess, conformado por sulfanilamida y N-1-
naftiletilendiamina (NED), produciendo un compuesto AZO, el cual puede ser leido a 540 nm (Green
y col., 1982).

El ensayo se realizd agregando 0.50 mg de proteina de los diferentes
homogenados totales y medio base (PBS) a un volumen final de 2 ml y se
incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd 20 ul de
HCLO4 al 0.4% vy se dejaron permeabilizar por 10 min. Después se centrifugaron a
5 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se tomaron 1400ul del

sobrenadante y se agregaron 200ul de reactivo de Griess; a continuacion, se

Campos-Arroyo 38



Proteinas G monomeéricas Rho y Rac y el estrés oxidativo y nitrosativo en placentas humanas en la preeclampsia

incubaron durante 30 min a temperatura ambiente protegidos de la luz. Y se
leyeron a una absorbencia de 540 nm en un espectrofotdmetro UV/vis Perkin-Elmer
Lamba 18.

Para determinar la concentracidon del éxido nitrico se prepard una curva estandar
empleando concentraciones conocidas de NaNO, para obtener concentraciones en
el rango PM. La concentracion del éxido nitrico se calculd mediante la grafica
obtenida de la curva patrén. La curva de calibracion se graficd en Excel (Microsoft
Office®) y por interpolacion se estimé la concentraciéon de proteina de las

muestras, empleando la linea de interpolacion.

6.5. Determinacion de TBARS

Para determinar los niveles de estrés oxidativo de manera indirecta se utilizd una
modificacion del método del acido tiobarbitirico (TBA) reportado por Buege y Aust,
(1978). Este método cuantifica la produccion de especies reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS por sus siglas en inglés) entre las que ese encuentra el

malondialdehido, el principal producto de la oxidacién de lipidos (Fig. 16).

Este experimento se realizd por duplicado. Se prepard una bateria con las muestras a
utilizar, agregando a cada tubo 1 mg de proteina de cada homogenado y medio PBS
hasta completar un volumen de 1 ml. Se dejaron incubar por 30 min con agitacion
suave (80 rpm). Enseguida a cada tubo se les adicionaron 2 ml de una solucién acida
(acido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y HCl 0.25 N). Posteriormente, los tubos se
calentaron en bafio Maria hirviendo y a los 15 min se retiraron para ser enfriados en
hielo. Enseguida se centrifugaron a 7500 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente, se tomd 1.5 ml del sobrenadante y se leyé a una absorbencia de 532 nm
en un espectrofotometro UV/vis Perkin-ElImer Lamba 18. Los resultados fueron
expresados en nmolas de TBARS/mg de proteina y se calcularon en base al

coeficiente de extincién molar del malondialdehido (1.56X10°M™*cm™).
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Figura 16. Diagrama de la formacion del aducto MDA-TBA. En la figura se muestran las reacciones
involucradas en la formacion del malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la
lipoperoxidacion. Se muestra también la reaccion entre el MDA y el acido tiobarbitdrico (TBA) para
formar el aducto MDA-TBA, el cual se cuantifica espectofotométricamente a 532 nm (Buege y Aust,
1978).

6.6. Inmunodeteccion de las proteinas RhoA, RhoB, Rac, SOD,
catalasa, eNOS y perfil de nitrosilacion

La inmunodeteccion se realizd de acuerdo al protocolo de Laemmli y col. (1970) y
Tobwin y col. (1979). Se tomaron 30 ug de proteina del homogenado total de cada
una de las diferentes muestras y se mezclaron con 6 pl de buffer de solubilizacién
(Tris/HCI 0.5M pH 6.8, SDS 8%, glicerol 40%, 2-Mercaptoetanol 20%, azul de

bromofenol 100 pl y H,O cbp 5ml) y se hirvieron a 95°C durante 3 minutos. En
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seguida se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE al 13 %) a 100v durante 2 hrs aproximadamente.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Floruro
de polivinildieno), empleando una solucion de transferencia (Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20%) a 100 v durante 1h. Una vez transferidas las proteinas, las
membranas fueron tefidas con rojo de Ponceau para verificar una O6ptima
transferencia y posteriormente se destiferon con buffer de lavado TBS-T pH 7.6
(Tris/HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%) durante 5 minutos.

Las membranas ya lavadas se incubaron con TBST-leche al 5% durante toda una
noche para bloquear sitios inespecificos. Transcurrido este tiempo las membranas
se lavaron 3 veces con TBS-T, pH 7.6, durante 10 min cada lavado. En seguida, las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-RhoA, anti-RhoB, anti-
Racl, anti-eNOS, anti-SOD2 y anti-catalasa (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una
dilucion 1:2000 en 10 ml de TBST-leche al 5% durante 90 min en agitacién
moderada. Posteriormente, se lavaron las membranas 3 veces con TBS-T pH 7.6
durante 10 min cada lavado y se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal
IgG acoplado a peroxidasa a una dilucion 1:4000 en 10 ml de TBST-leche al 5%
durante 90 min, y mediante quimioluminiscencia se determind la interaccion
antigeno-anticuerpo  (Western  Blotting Luminol Reagent; Santa Cruz
Biotechnology), exponiendo las membranas a una pelicula de rayos X para su
posterior revelado vy fijacion durante 30 segundos. Las peliculas se digitalizaron con
ayuda de un escaner Scanlet 3400C (Hewlett Packard) y las imagenes se
guardaron en una computadora. La intensidad de las bandas se determin6

empleando un software de andlisis de imagenes (Imagel®).

6.7. Perfil de nitrosilacion

Se emplearon 30 pg de proteina y se mezclaron con 6 pl de buffer de

solubilizacidn. Posteriormente se hirvieron a 95°C durante 3 minutos. Las proteinas
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se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE (10%) durante 90 min a 100 V.
Una vez completada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas
de PVDF empleando un equipo de transferencia hUmeda (Bio-Rad) durante 60 min
a 100V. Una vez transferidas, las membranas fueron tefiidas con rojo de Ponceau
para verificar una Optima transferencia, posteriormente se destifieron con buffer
de lavado TBS-T pH 7.6. Las membranas fueron bloqueadas con TBS-T-gelatina

(USB) al 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion continua.

A continuacién las membranas fueron incubadas con el anticuerpo policlonal de
conejo anti-3-nitrotirosina (anti-3-NT, Molecular Probes) en TBST-T-gelatina al 1%
a una diluciéon 1:2000 por una hora a temperatura ambiente en agitacion
constante. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 min y se
incubaron con el anticuerpo secundario IgG acoplado a peroxidasa (goat anti-
rabbit; Southern Biotech) en TBS-T-gelatina 1% a una dilucion 1:4000. Las
membranas se lavaron tres veces con TBS-T durante 10 min. La interaccion
antigeno-anticuerpo se determiné mediante quimiolumincencia (Western Blotting
Luminol Reagent; Santa Cruz Biotechnology), exponiendo las membranas a una
pelicula de rayos X para su posterior revelado y fijacion durante 30 segundos. Las
peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner Scanlet 3400C (Hewlett
Packard) y las imagenes se guardaron en una computadora. La intensidad de las

bandas se determind empleando un software de analisis de imagenes (Imagel®).
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VII. RESULTADOS
7.1. Datos clinicos de las pacientes

Para verificar que nuestro material bioldgico (placenta) procedia de mujeres con
un embarazo normal y mujeres con preeclampsia, el hospital general “Dr. Miguel
Silva” de la Ciudad de Morelia, Michoacan, nos proporciond algunos datos clinicos
gue nos permitid corroborar que las placentas provenian de pacientes con PE y

fueran viables para nuestra investigacion (Tabla 5y 6).

1.- Paciente 1 17 120/70
2.- Paciente 2 25 115/70
3.- Paciente 3 34 120/70
4.- Paciente 4 38 120/80

Tabla 5. Datos clinicos de mujeres con un embarazo normal. Donde se muestra que la edad varia
desde 17 a 38 afios de edad y la presion arterial es menor o igual a 120/90 mmHg para cada una
de las diferentes pacientes.
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1.- Paciente 1 190/130 700mg/ml
2.- Paciente 2 23 160/100 380mg/ml
3.- Paciente 3 29 150/90 900 mg/ml
4.- Paciente 4 30 140/100 350mg/ml

Tabla 6. Datos clinicos de mujeres con preeclampsia. Donde se muestra que la edad varia desde
19 a 30 afos, la presion arterial es mayor a 120/90 mmHg y existe una presencia de proteinuria
mayor a 300 mg/ml, las cuales son las principales caracteristicas de la preeclampsia.

Una vez corroborado que nuestras placentas provenian de mujeres con un
embarazo normal y con preeclampsia, se obtuvieron las muestras de cotiledon y
corddn umbilical tanto de la porcidn materna como fetal, vena y arteria umbilical.
Esto con el objetivo de poder analizar las posibles diferencias que pudiesen existir

entre cada una de las muestras normales y preeclampticas.
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7.2. Presencia del estrés nitrosativo en placentas de mujeres sanas

y con PE
7.2.1. Determinacion de los niveles del oxido nitrico

Con la finalidad de analizar el estrés nitrosativo en las diferentes muestras de
placentas de mujeres sanas y con preeclampsia, se determind la concentracién del
oxido nitrico de manera indirecta por el método de Griess, de acuerdo al protocolo

descrito por Green y col. (1982).

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos, donde podemos observar un
aumento significativo en los niveles del éxido nitrico en las muestras de cordodn
umbilical porcién materna (99.50%), corddn umbilical porcion fetal (99.97%), vena
(99.99%) y arteria (99.98%) de mujeres con PE comparadas con las muestras

control.

Los resultados obtenidos nos sugieren que el aumento del dxido nitrico en
muestras de placentas de pacientes con PE se pueda deber a una respuesta a la
elevada presion arterial, por el papel que tiene el dxido nitrico como vasodilatador
y que a pesar de ello no se esté generando una respuesta vasodilatadora por el
NO' en la PE, por lo que probablemente hay un dano en el endotelio de las

mujeres con esta patologia.
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Figura 17. Niveles del éxido nitrico en muestras de placentas de mujeres con PE. (1) Cotiledon
porcion materna, (2) cotiledon porcion fetal, (3) corddon umbilical porcién materna, (4) corddn
umbilical porcidn fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. En barras grises se representan las
muestras de placentas de pacientes normales (N) y en barras azules las muestras de placentas de
pacientes con preeclampsia (PE). El experimento fue repetido tres veces con resultados similares y
los datos fueron procesados para la obtencion de la media * desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizdé por medio de la t de Student para datos no pareados. Un valor de "P<0.05 y

*P<0.01 fueron estadisticamente significantes.
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7.2.2. Perfil de nitrosilacion

El éxido nitrico puede reaccionar rapidamente con otras moléculas como el anidn
superoxido para formar el ONOO, un poderoso oxidante, la produccion de
peroxinitrito puede ser indirectamente analizada, determinando la presencia de
residuos de nitrotirosina. Para corroborar si las proteinas se encontraban
nitrosiladas por accion del peroxinitrito, se realizd un Western blot empleandose el

anticuerpo 3-NT.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 18. En el panel (A) se muestra el
perfil de nitrosilacion, donde podemos observar varias proteinas nitrosiladas con
diferentes pesos moleculares tanto en las muestras de placentas de pacientes con
PE como en las muestras de placentas de pacientes normales, en el panel (B) se
muestra la placa correspondiente a la inmunodeteccion de la tubulina con un peso
molecular esperado de 55 kDa como control de carga. En el panel (C) se muestra
el analisis densitométrico correspondiente al perfil de nitrosilacién, en el cual
podemos apreciar que la nitrosilacion de proteinas es mayor en cordén umbilical
porcion materna y fetal, vena umbilical y arteria umbilical comparadas con los
cotiledones porcion materna y fetal. Ademas, existen algunas tendencias a
aumentar los niveles de nitrosilacion en las muestras de cotiledén porcion materna,
corddn umbilical porcidn materna y cordon umbilical porcion fetal de placentas de
mujeres con PE comparadas con las mujeres sanas. Estos resultados nos sugieren
que el éxido nitrico efectivamente esta reaccionando con el anién superoxido para
formar peroxinitrito, y que algunas muestras son mas susceptibles a ser
nitrosiladas como la vena y arteria umbilical, ademas de que el aumento de la
nitrosilacion de proteinas puede estar relacionado con procesos patoldgicos como
la PE.
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Figura 18. Perfil de nitrosilacion de proteinas en muestras de placentas de mujeres
sanas y con PE. (1) Cotiledon porcion materna, (2) cotiledon porcion fetal, (3) cordon umbilical
porcién materna, (4) corddon umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A)
Inmunodeteccion de las proteinas nitrosiladas en las diferentes muestras de placentas de mujeres
sanas y con PE, (B) niveles de tubulina como control de carga y (C) analisis densitométrico
correspondiente al perfil de nitrosilacion. En barras grises se representan las muestras de placentas
de pacientes normales (N) y en barras azules las muestras de placentas de pacientes con
preeclampsia (PE). Los resultados mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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7.2.3. Inmunodeteccion de la eNOS

Con la finalidad de determinar si la sintesis de oxido nitrico en las diferentes
muestras de placentas de mujeres sanas y con PE provenia de la eNOS se realizd

un Western blot para analizar si los niveles de esta proteina variaban.

Con los datos obtenidos en el Western blot se realizd el analisis densitométrico,
dividiendo el nimero de pixeles de la proteina entre el niumero de pixeles del
control de carga. La grafica obtenida se muestra en la figura 19 panel (A), en el
cual se puede observar que existen algunas tendencias a aumentar los niveles de
la eNOS en muestras de cotiledon porcién materna y arteria umbilical de muestras
de placentas de mujeres con PE comparadas con sus respectivos controles. En el
panel (B) se muestra la inmunodeteccién de tubulina que nos sirvid como control
de carga, observandose una banda con un peso molecular esperado de 55 kDa,
donde se puede notar que la carga para las diferentes muestras de placentas de
pacientes normales y con PE es homogénea lo que garantiza que la
inmunodeteccidon de nuestras proteinas no se debe a una carga inadecuada de la
muestra. En el panel (C) se muestra una banda con un peso molecular esperado
de 140 kDa correspondiente a la proteina eNOS, donde la intensidad de la banda
es mayor tanto en el cotileddn porcidbn materna y cotiledon porcion fetal
comparado con el corddn umbilical porcion materna y fetal, vena umbilical y arteria

umbilical.

Estos resultados nos sugieren que la sintesis del éxido nitrico observada en
nuestro experimento anterior no proviene en su totalidad de la eNOS y que
probablemente otras éxido nitrico sintasas (iNOS y nNOS) estén participando en la

produccién del dxido nitrico.
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Figura 19. Inmunodeteccion de los niveles de la eNOS en muestras de placentas de mujeres sanas
y con PE. (1) Cotileddn porcién materna, (2) cotiledén porcién fetal, (3) cordén umbilical porcion
materna, (4) corddn umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Analisis
densitométrico correspondiente a la inmunodeteccién de la eNOS, (B) Inmunodeteccién de los
niveles de la eNOS en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE y (C) niveles
de tubulina como control de carga. En barras grises se representan las muestras de placentas de
pacientes normales (N) y en barras azules las muestras de placentas de pacientes con preeclampsia
(PE). Los resultados mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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7.3. Analisis del estrés oxidativo en placentas de mujeres sanas y

con PE
7.3.1. Determinacion de los niveles de lipoperoxidacion

Para analizar el estrés oxidativo en placentas de mujeres sanas y con PE se
determinaron los niveles de lipoperoxidacion por medio de una modificacion del
método de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) reportado por
Buege y Aust, (1978). En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos, donde se
observa un aumento significativo en los niveles de TBARS en las muestras de corddn
umbilical porcion materna (99.83%) y arteria umbilical (97.95%) de placentas de
mujeres con PE comparadas con las placentas de mujeres sanas. Estos datos nos
indican la presencia del estrés oxidativo en las diferentes muestras de placentas de
mujeres sanas y con PE. Siendo unas muestras mas susceptibles al aumento del
estrés oxidativo, sugiriéndonos que este aumento puede estar relacionado con la
fisiopatologia de la PE, probablemente por dafio el endotelio vascular. Por otro
lado, (Fig. 20) se puede apreciar que no existen diferencias significativas en las
muestras de cotileddn porcion materna y porcion fetal, cordon umbilical porcién
fetal y vena umbilical entre los grupos comparados; este resultado nos puede
sugerir que los mecanismos de defensa antioxidante probablemente estén
actuando de tal manera que no se produzca un incremento en la peroxidacion de

lipidos, contrarrestando asi el dafio por estrés oxidativo.
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Figura 20. Niveles de TBARS en muestras de placentas de mujeres sanas y con PE. (1) Cotiledon
porcion materna, (2) cotiledon porcion fetal, (3) corddon umbilical porcién materna, (4) corddn
umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. En barras grises se representan las
muestras de placentas de pacientes normales (N) y en barras azules las muestras de placentas de
pacientes con preeclampsia (PE). El experimento fue repetido tres veces con resultados similares y
los datos fueron procesados para la obtencién de la media * desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizd por medio de la t de Student para datos no pareados. Un valor de "P<0.05 y
*P<0.01 fueron estadisticamente significantes.
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7.3.2. Presencia de los niveles de la SOD2

Con la finalidad de determinar si los mecanismos de defensa antioxidante variaban
entre las muestras de placentas de mujeres sanas y con PE, se analizaron los

niveles de la SOD2 mediante Western blot.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21. En el panel (A) se muestra el
analisis densitométrico correspondiente de la inmunodetecciéon de la SOD-2, en el
cual se puede observar que existen tendencias a aumentar los niveles de la SOD-2
principalmente en cordon umbilical porcion fetal y porcion materna, asi como en
arteria umbilical de placentas de mujeres con PE comparadas con sus respectivos
controles. En el panel (B) se muestra una banda con un peso molecular esperado
de 27 kDa correspondiente a la proteina SOD-2 en cada una de las muestras de
placentas de mujeres sanas y con PE. En el panel (C) se muestra la
inmunodeteccidon de la tubulina que sirvid como control de carga, observandose
una banda con un peso molecular esperado de 55 kDa, donde se puede notar que
la carga para las diferentes muestras de placentas de pacientes normales y con PE
es homogénea lo que garantiza que la inmunodeteccidon de nuestras proteinas no

se debe a una carga inadecuada de la muestra.

Los resultados obtenidos nos muestran una expresion diferencial en los niveles de
SOD-2, y las tendencias a aumentar en los niveles de la SOD-2 en muestras de
placentas de mujeres con PE comparadas con sus respectivos controles, nos
sugieren que la capacidad antioxidante esta actuando de tal manera que no
permite el aumento de la peroxidacién de lipidos; sin embargo, las tendencias a
disminuir los niveles de la SOD-2 en muestras de placentas de mujeres con PE, nos
indican una menor capacidad de dismutacidon del anidn superoxido, implicando asi
un mayor dafo oxidativo expresado por otros mecanismos diferentes a la

lipoperoxidacion.
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Figura 21. Inmunodeteccion de la SOD-2 en muestras de placentas de mujeres sanas y con PE.
(1) Cotileddn porcién materna, (2) cotiledén porcion fetal, (3) cordéon umbilical porcién materna, (4)
corddn umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Analisis densitométrico
correspondiente a la inmunodeteccion de la SOD-2. (B) Inmunodeteccion de los niveles de la SOD-2
en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE y (C) niveles de la tubulina
como control de carga. En barras grises se representan las muestras de placentas de pacientes
normales (N) y en barras azules de pacientes con preeclampsia (PE). Los resultados mostrados son
representativos de tres experimentos individuales.
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7.3.3. Determinacion de los niveles de la catalasa

La catalasa rompe el producto generado por la SOD-2 (H;0,), desdoblando al
peroxido de hidrogeno en agua. Con la finalidad de observar la capacidad
antioxidante de la catalasa en las diferentes muestras de placentas de mujeres

sanas y con PE se determinaron sus niveles mediante Western blot.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22. En el panel (A) se muestra el
analisis densitométrico correspondiente de la inmunodeteccion de la catalasa, en el
cual se puede observar que existe una tendencia a disminuir los niveles de la
catalasa en todas las muestras de placentas de mujeres con PE comparadas con
las placentas de mujeres sanas. En el panel (B) se muestra una banda tenue con
un peso molecular esperado de 60 kDa correspondiente a la catalasa en cada una
de las muestras de placentas de mujeres sanas y con PE. En el panel (C) se
muestra la inmunodeteccion de la tubulina que sirvi6 como control de carga,
observandose una banda con un peso molecular esperado de 55 kDa, donde se
puede notar que la carga para las diferentes muestras de placentas de pacientes
normales y con PE es homogénea lo que garantiza que la inmunodeteccién de

nuestras proteinas no se debe a una carga inadecuada de la muestra.

Estos resultados nos sugieren que la capacidad antioxidante al menos por esta
enzima se ve comprometida en procesos patoldgicos como la preeclampsia,

permitiendo asi el aumento del estrés oxidativo.
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Figura 22. Inmunodeteccién de la catalasa en muestras de placentas de mujeres sanas y con PE.
(1) Cotiledén porcion materna, (2) cotiledon porcion fetal, (3) corddn umbilical porcion materna, (4)
corddn umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Analisis densitométrico
correspondiente a la inmunodeteccion de la catalasa. (B) Inmunodeteccion de los niveles de la
catalasa en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE y (C) niveles de la
tubulina como control de carga. En barras grises se representan las muestras de placentas de
pacientes normales (N) y en barras azules de pacientes con preeclampsia (PE). Los resultados
mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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7.4. Presencia de los niveles de las proteinas RhoA, RhoB y Rac en

placentas de mujeres sanas y con PE
7.4.1. Inmunodeteccion de las proteinas RhoA y RhoB

Para observar la posible relacién de las proteinas RhoA y RhoB en la PE, se
determinaron los niveles de expresion mediante Western blot en las muestras de

placentas de mujeres sanas y con PE.

Con los datos obtenidos en el western blot se realizd un analisis densitométrico,
dividiendo el nimero de pixeles de la proteina entre el niumero de pixeles del
control de carga. La grafica obtenida se muestra en la figura 23 panel (A) donde
podemos observar que existe una ligera tendencia a disminuir los niveles de la
proteina RhoA en las muestras de cotileddn porcién materna y porcion fetal, vena
umbilical y arteria umbilical de placentas de pacientes con PE, comparados con sus
respectivos controles. En el panel (B), se puede apreciar una banda con un peso
esperado de 25 kDa correspondiente a la proteina RhoA en muestras de cotileddn
porcidn materna y porcion fetal, cordén umbilical porcién materna y porcién fetal,
vena y arteria umbilical de muestras de placentas de pacientes normales y con PE.
En el panel (C) se muestra una banda con un peso molecular esperado de 55 kDa
correspondiente a la tubulina, utilizada como control de carga, observandose que
la carga para las diferentes muestras de placentas de pacientes normales y con PE
es homogénea lo que garantiza que la inmunodeteccidon de nuestras proteinas no

se debe a una carga inadecuada de la muestra.

Por otro lado, la determinacion de la proteina RhoB se muestra en la figura 24. En
el panel (A) se muestra el analisis densitométrico correspondiente de la
inmunodeteccion de la proteina RhoB, en el que se puede que existe una
tendencia a disminuir los niveles de la proteina RhoB en muestras de cotiledén
porcion materna y fetal, corddn umbilical porcién fetal, vena umbilical y arteria
umbilical de las placentas de mujeres con PE comparadas con sus respectivos

controles, mientras que en el panel (B) se muestra la presencia de una banda de
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aproximadamente 26 kDa correspondiente a la proteina RhoB en cada una de las
diferentes muestras de las placentas de mujeres sanas y con PE. panel (C)
podemos observar una banda de aproximadamente 55 kDa correspondiente a la
tubulina que sirvié como control de carga, donde se puede notar que la carga para
las diferentes muestras de placentas de pacientes normales y con PE es
homogénea lo que garantiza que la inmunodeteccion de nuestras proteinas no se

debe a una carga inadecuada de la muestra.

Los resultados obtenidos nos indican la presencia de la proteina RhoA en las
muestras de placentas de mujeres sanas y con preeclampsia y ademas que los
niveles disminuidos de la proteina RhoA en las muestras de placentas de pacientes
con PE probablemente se deba a una respuesta compensatoria al aumento de la
presion sanguinea observada en esta patologia debido a que la proteina RhoA esta
implicada en la contraccion de las células del musculo liso vascular asociado con la
hipertensién. El mismo caso sucede con la proteina RhoB, sugiriéndonos que esta
proteina puede estar participando también en la regulacion de la contraccién de las

células del musculo liso vascular en la PE.
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Figura 23. Inmunodeteccidn de la proteina RhoA en muestras de placentas de mujeres sanas y
con PE. (1) Cotiledon porcién materna, (2) cotiledén porcién fetal, (3) cordon umbilical porcion
materna, (4) cordon umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Analisis
densitométrico correspondiente a la inmunodeteccion de la proteina RhoA. (B) Inmunodeteccidn de
los niveles de la proteina RhoA en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE
y (C) niveles de la tubulina como Control de carga. En barras grises se representan las muestras de
placentas de pacientes normales (N) y en barras azules de pacientes con preeclampsia (PE). Los
resultados mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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Figura 24. Inmunodeteccion de la proteina RhoB en muestras de placentas de mujeres sanas y
con PE. (1) Cotiledon porcién materna, (2) cotileddn porcién fetal, (3) cordon umbilical porcion
materna, (4) cordén umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Analisis
densitométrico correspondiente a la inmunodeteccién de la proteina RhoB. (B) Inmunodeteccion de
los niveles de la proteina RhoB en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE
y (C) niveles de la tubulina como Control de carga. En barras grises se representan las muestras de
placentas de pacientes normales (N) y en barras azules de pacientes con preeclampsia (PE). Los
resultados mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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7.4.2. Inmunodeteccion de la proteina Rac

Con la finalidad de observar la posible relacion de la proteina Rac en la PE, se
determinaron sus niveles mediante Western blot en las diferentes muestras de

placentas de mujeres sanas y con PE.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 25. En el panel (A) se muestra el
analisis densitométrico correspondiente de la inmunodeteccion de la proteina Rac,
en el cual podemos observar que existe una tendencia a disminuir los niveles de la
proteina Rac en las muestras de cotiledon porcion materna y fetal, corddon
umbilical porcién materna y fetal, vena y arteria umbilical de placentas de
pacientes con PE, comparados con sus respectivos controles. En el 25 panel (B) se
aprecia una banda con un peso esperado de 24 kDa correspondiente a la proteina
RhoA en las muestras de cotiledén porcion materna y fetal, cordéon umbilical
porcion materna y fetal, vena y arteria umbilical de placentas de pacientes
normales y con PE. En el panel (C) se muestra una banda de aproximadamente
55 kDa correspondiente a la tubulina, utilizada como control de carga,
observandose que la carga para las diferentes muestras de placentas de pacientes
normales y con PE es aproximadamente homogénea lo que garantiza que la
inmunodeteccidon de nuestras proteinas no se debe a una carga inadecuada de la

muestra.

Los resultados obtenidos nos indican la presencia de la proteina Rac en las
diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE. Ademas, nos sugiere
que los niveles disminuidos de la proteina Rac probablemente favorezcan la
disminucion de las especies reactivas de oxigeno provenientes de la NADPH

oxidasa, contrarrestando asi el aumento del estrés oxidativo en la preeclampsia.
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Figura 25. Inmunodeteccion de la proteina Rac en muestras de placentas de mujeres sanas y con
PE. (1) Cotileddn porcion materna, (2) cotiledon porcidn fetal, (3) cordon umbilical porcién
materna, (4) cordén umbilical porcion fetal, (5) vena umbilical y (6) arteria umbilical. (A) Andlisis
densitométrico correspondiente a la inmunodeteccion de la proteina Rac. (B) Inmunodeteccion de
los niveles de la proteina Rac en las diferentes muestras de placentas de mujeres sanas y con PE y
(C) niveles de la tubulina como Control de carga. En barras grises se representan las muestras de
placentas de pacientes normales (N) y en barras azules de pacientes con preeclampsia (PE). Los
resultados mostrados son representativos de tres experimentos individuales.
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VIII. DISCUSION

La preeclampsia (PE) es la principal causa de muerte materna en México

(http://www.spps.gob.mx), y en Michoacan las principales causas de muerte

materna estan asociadas a hemorragias obstétricas y a la preeclampsia-eclampsia
(Michocan.gob.mx, 2009). En la actualidad no se conoce con certeza cudl es la
causa especifica que conlleva a la PE, sin embargo se sabe que algunos factores
fisiopatolégicos como la disfuncion endotelial, el sistema renina angiotensina y el
estrés oxidativo y nitrosativo han sido implicados en la etiologia de la misma
(Dinesh, 2005).

En este trabajo se estudio el estrés oxidativo y nitrosativo, asi como la presencia

de las proteinas RhoA, RhoB y Rac en la etiologia de la PE.

El éxido nitrico es un factor importante de relajacién del miometrio debido a que
controla el flujo sanguineo en el Utero y la placenta (Hudicek-Martincinc y col.,
2004). En el presente trabajo de investigacion, encontramos que existe un
aumento significativo en los niveles del oOxido nitrico en muestras de corddn
umbilical porcion materno y fetal, vena y arteria umbilical de placentas de mujeres
con PE, comparadas con sus respectivos controles (Fig. 17). Estos resultados estan
en concordancia con varios investigadores, quienes han reportado un incremento
en la produccion del NO' en la circulacién placentaria, fetal y/o materna en estados
de PE. Ademas de que este aumento probablemente se deba a una respuesta a la
elevada presion arterial, por el papel del NO- como vasodilatador. A pesar de ello,
no se esta generando una respuesta vasodilatadora por el NO' en la PE, por lo que
probablemente hay un dafo en el endotelio en las pacientes con esta patologia
(Aleman y col., 2008).

Existen evidencias de que el NO' es inactivado por el anion superdxido limitando su
actividad y biodisponibilidad. Esta interaccion produce peroxinitrito, un poderoso
oxidante de una gran variedad de biomoléculas (Beckman y col., 1994). Algunas

evidencias de su presencia in vivo han sido indirectamente por la formacién de
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lipidos nitrados, nucledtidos nitrados y residuos de nitrotirosina en proteinas
(Pacher y col., 2007). La nitracidon de proteinas ha sido ampliamente reportada en
estados  patoldgicos asociados con inflamacién, en enfermedades
neurodegenerativas, asi como en la placenta en embarazos complicados por

preeclampsia y diabetes pregestacional (Webster y col., 2008).

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que existen algunas tendencias a
aumentar los niveles de nitrosilacién en algunas muestras de placentas de mujeres
con PE, comparadas con sus respectivos controles. Ademas, se puede observar
que algunas muestras son mas susceptibles a la nitrosilacién entre las que se
encuentran el cotileddn porcién materna y cordén umbilical porcién materna vy fetal
(Fig. 18). Estos resultados nos indican que efectivamente, el éxido nitrico esta
reaccionando con el anidn superdxido para la formacién de peroxinitrito, y que
ademas esta interaccion afecta a algunos tejidos placentarios alterando asi su
funcion, por medio del estrés nitrosativo. También, nuestros resultados
concuerdan con otras investigaciones, en las que se ha observado un aumento en
la inmunotincion de tejidos placentarios a partir de embarazos complicados con
preeclampsia, especialmente en el endotelio vascular, comparados con embarazos

normales (Myatt y col., 1996).

En el perfil de nitrosilacion (Fig. 18) observamos que existe una gran variedad de
proteinas nitradas de diferentes pesos moleculares tal es el caso de una banda de
un peso aproximado de 45, 31 y 14 kDa sugiriéndonos que probablemente algunas

de ellas puedan estar participando en condiciones patolégicas como en la PE.

El aumento en la nitracién de proteinas (estrés nitrosativo) se ha observado en la
vasculatura materna (Roggensack y col., 1999) y se ha considerado como un
factor etioldgico en la PE, esto podria ser debido al estrés nitrosativo preexistente
como resultado de una vasculatura materna previamente comprometida por una

enfermedad cardiaca o sindrome metabdlico (Ray, 2006).
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Muchas proteinas nitradas han sido detectadas en varios componentes del sistema
cardiovascular, en el plasma (fibrindgeno, plasmina, Apo-1), pared basal (Apo-B,
ciclooxigenasa, prostaciclina sintasa, MnSOD) y en el miocardio (creatinina cinasa

miofibrilar, alfa-actinina, Ca*? ATPasa sarcoplasmatica) (Peluffo y Radi, 2007).

Algunos blancos potenciales para la nitracién con funciones criticas en la placenta
incluyen a los receptores de membranas, transportadores, canales, moléculas que
participan en las cascadas de transduccion de sefales, enzimas, proteinas
estructurales, etc. Un ejemplo de esto se ha mostrado con la p38 MAPK, una
molécula de sefalizacidn, la cual aumenta su nitracién en la placenta con PE, y
resulta en una pérdida de la actividad catalitica de la cinasa, alterando la funcién
placentaria (Webster y col., 2006). Se ha observado también un aumento en la
nitracion del receptor purinérgico P2X4 en placentas con PE, la nitracién de ese
ligando dependiente de canales idnicos puede alterar la vasodilatacion dependiente

del endotelio o la contraccion del muasculo liso (Roberts y col., 2007).

La nitracion de tirosinas también puede funcionar como un mecanismo de
retroalimentacion inhibitoria por el ONOO"" inhibiendo la actividad de la iNOS v la
xantina oxidasa y de este modo la produccién del O, (Lee y col., 2000). Se ha
reportado /in vivo la nitracion de la iINOS en musculo esquelético de pacientes con
sepsis (Lanone y col., 2002). Potencialmente la éxido nitrico sintasa puede ser
nitrada en la placenta resultando en una inhibicion por retroalimentaciéon. Tal
disminucion de la actividad de la NOS podria tener un papel en la vasoconstriccion

observada en la PE.

El 6xido nitrico en la circulacion fetoplacentaria es derivado principalmente de la
actividad de la eNOS (Lyall y col., 2000). En el presente trabajo de investigacion,
se ha mostrado un aumento en los niveles de la eNOS en muestras de cotiledén
tanto en la porcidn materna como la fetal, comparado con las demas muestras
(Fig. 19). Y existen pequefas tendencias a aumentar los niveles de la eNOS en

muestras como cotileddn porcidn materna y arteria umbilical de placentas de
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mujeres con PE. Estos resultados concuerdan con otros reportes donde se ha
encontrado un aumento en la expresion de la eNOS en el endotelio vascular con
PE (Myatt y col., 1997) quizds como una respuesta compensatoria al aumento de
la vasoconstriccidn inducida por estrés por roce en las células endoteliales con esta

patologia.

Sin embargo, el hecho de que nuestros niveles de dxido nitrico (Fig. 17) y nuestros
niveles de la proteina eNOS (Fig. 19) no concuerden, puede deberse a que el 6xido
nitrico que se esta generando no derive en su totalidad de la eNOS y que otras
NOS participen en la sintesis del NO'. Algunos reportes apoyan estos resultados, en
donde se observa que la actividad de la NOS fetoplacentaria en la PE y las
concentraciones del NO' en la circulacion umbilical estan alterados (Schiessl y col.,
2005), mostrando que la actividad de la NOS no cambia 6 existe una disminucion

de los niveles en la PE (Lee y col., 1997).

Estudios recientes indican que los niveles de la proteina eNOS no necesariamente
reflejan el estado funcional de la enzima. Los cambios en la producciéon de NOr
pueden surgir a partir de modificaciones postraduccionales de la eNOS sin cambios
en los niveles de la proteina (Dudzinski y Michel, 2007). La biodisponibilidad del
NO- endotelial es regulada por mecanismos de regulacién postrasduccional de la
eNOS (Musicki y col., 2010), tales como fosforilacion, interaccion de proteinas,
estabilizacion de dimeros, localizacion subcelular, modificacion de acidos grasos
(miristoilacion y palmitoilacion) y regulacion por especies reactivas de dxigeno.
Estos mecanismos regulan respuestas mediadas por la eNOS bajo circunstancias
fisioldgicas y proporcionan diversos mecanismos por los cuales la disponibilidad del
NO' puede ser alterada en estados de disfuncién vasculogénica (Musicki y col.,
2009). Futuras investigaciones son requeridas para confirmar la relevancia

fisioldgica de las modificaciones postraduccionales de la eNOS.

Por otro lado, se ha observado que el estrés oxidativo ha sido implicado en la

etiologia de la preeclampsia alterando el endotelio vascular materno. Ademas, los

Campos-Arroyo 66



Proteinas G monomeéricas Rho y Rac y el estrés oxidativo y nitrosativo en placentas humanas en la preeclampsia

radicales libres liberados a partir de la pobre perfusion en la unidad fetoplacentaria
inician una peroxidacion lipidica atacando a los acidos grasos poliinsaturados en la
membrana celular, convirtiéndolos en perdxidos lipidicos (LPOs) y una variedad de

metabolitos secundarios (Fiore y col., 2005).

En el presente trabajo determinamos los niveles de lipoperoxidacion como medida
indirecta del estrés oxidativo y observamos que en muestras de corddn umbilical
porcion materna y arteria umbilical hay un aumento de los niveles de
lipoperoxidacion de mujeres con PE comparadas con sus respectivos controles (Fig.
20). Algunos reportes apoyan estos resultados, encontrando un aumento en los
niveles plasmaticos de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico en estados de
hipertension y preeclampsia (Rhian, 2004). Las reacciones originadas por los
radicales libres promueven un ciclo de eventos que comprometen el

funcionamiento defensivo del endotelio vascular en este tipo de patologias.

Otros estudios indican que los niveles del 4-Hidroxineonanal e isoprostano,
marcadores de estrés oxidativo que inducen vasoconstriccion, son mas altos en
placentas de mujeres con PE que en embarazos normales. Pero también existen
reportes en donde los niveles de 4-hidroxineonanal no presentan diferencias
significativas entre embarazos complicados con PE y embarazos normales,
sugiriendo que el estado de hidroperoxidacion lipidica no es elevada en la placenta
preeclamptica y que el dafio oxidativo parece ocurrir principalmente en las células
de crecimiento rapido, como las células trofoblasticas de la columna celular, donde
la peroxidacion lipidica ocurre principalmente en la membrana plasmatica, asi
como en los sincitiotrofoblastos. Esos resultados sugieren que el estrés oxidativo
puede influenciar en la placenta o células trofoblasticas de diferente manera entre

el daio al DNA y la peroxidacion lipidica (Takagi y col., 2004).

Se ha propuesto que la disminucidn de la actividad antioxidante puede contribuir al
estrés oxidativo. En la preeclampsia algunos marcadores de estrés oxidativo

aumentan en el plasma materno, mientras que los niveles de los sistemas
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antioxidantes disminuyen, de tal manera que se origina un dafio endotelial
vascular (Roberts y Hubel, 1999). Un ejemplo especifico de la disminucidon de la
proteccion antioxidante en la PE es la enzima superoxido dismutasa (SOD)

(Roggensack y col., 1999).

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que existe una tendencia a
disminuir los niveles de SOD2 en algunas muestras como cotileddn porcidn
materna y fetal y arteria umbilical de placentas de mujeres con PE, sin embargo
también se aprecia que existen tendencias a aumentar los niveles de la proteina
SOD en muestras de corddn umbilical porcion materna y fetal y arteria umbilical de
placentas de mujeres con PE comparados con sus respectivo control (Fig. 21),

indicandonos una expresion diferencial de los niveles de la SOD2 en esta patologia.

Una consecuencia de la disminucion de la SOD puede ser que al no tenerse una
adecuada proteccion contra el anién superoxido en el embarazo complicado con
PE, implicaria un mayor dafio oxidativo expresado por otros mecanismos diferentes
a la lipoperoxidacién, uno de estos mecanismos puede ser la produccion de
peroxinitrito. También puede proponerse que se necesitaria disponer de otros
sistemas antioxidantes que compensen a la SOD, para no llegar a producir un

mayor dafo oxidativo.

Otro sistema antioxidante es la catalasa, esta promueve la conversién del perdxido
de hidrégeno, el cual es un poderoso y potencial agente oxidante, a agua y
oxigeno molecular (Suhail y col., 2008). Nuestros resultados muestran una
tendencia a disminuir los niveles de la catalasa en todas las diferentes muestras de
placentas con PE, comparadas con su respectivo control (Fig. 22). Estos resultados
estan en concordancia con lo reportado en la literatura en donde observan una
disminucidn significativa de los niveles de la catalasa en el suero de mujeres con

preeclampsia (Kolusari y col., 2008).

El conjunto de nuestros resultados hasta este momento, nos indican que la

disminucion de los niveles de la eNOS y la disminucién de los sistemas
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antioxidantes como la SOD vy la catalasa en muestras de placentas de mujeres con
PE, puede favorecer el aumento del estrés oxidativo generado por la peroxidacion
lipidica y la formacién del anidon peroxinitrito (mediante la interaccion del elevado
NO' y el anidn superdxido). Los datos anteriores también nos sugieren que pueden
pudiendo existir otros mecanismos que favorezcan la produccién de estrés

oxidativo y nitrosativo, que acompanan la etologia de la PE.

Por otro lado, se sabe que las proteinas Rho tienen importantes funciones en la
fisiologia vascular en condiciones normales. Recientemente se ha sefialado que la
activacion del sistema transduccional Rho/Rho-cinasa es uno de los nuevos y
principales mecanismos de vasoconstriccion en la hipertension arterial con

potencial terapéutico (Johns y col., 2000).

La PE se caracteriza por una constante y elevada resistencia vascular sistémica,
donde la condicion central son los mecanismos que regulan la contraccién del
musculo liso vascular, en donde las proteinas Rho participan de esta manera

regulando la vasoconstriccion en la circulacion sistémica (Friel y col., 2006).

En el presente trabajo analizamos los niveles de la proteina RhoA y RhoB, con la
finalidad de observar una posible relacion de estas proteinas en estados
hipertensivos como la preeclampsia, asi como su posible relacion con el estrés

oxidativo y nitrosativo que acompafa a la PE.

Nuestros resultados nos arrojan datos novedosos acerca de la presencia de las
proteinas RhoA y RhoB en las diferentes muestras de placentas de mujeres con PE
y mujeres sanas. Donde se muestra una tendencia a disminuir los niveles de las
proteinas RhoA y RhoB en muestras de cotiledén porcion materna y fetal, vena y
arteria umbilical de placentas de mujeres con preeclampsia comparadas con sus
respectivos controles (Fig. 23 y 24 respectivamente). Estos resultados concuerdan
con el hecho de que existen reportes donde se muestra una significante reduccion
de los niveles del mRNA en arteria umbilical de embarazos complicados con PE.

Sugiriendo que esta disminucion pueda servir para contrarrestar la perfusion
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disminuida asociada con la fisiopatologia de la PE. Una posible interpretacién de
esto, es que la expresion disminuida del mRNA de RhoA probablemente disminuye
la actividad de la via de senalizacion RhoA/Rho cinasa, en asociaciéon con la PE, lo
que puede facilitar grandemente la vasodilataciéon o aumento del flujo sanguineo
fetal (Friel y col., 2006).

Los resultados obtenidos de la proteina RhoB son novedosos debido a que no
existen reportes acerca de la presencia y de la posible relacion de esta proteina en
estados hipertensivos como la PE en este tipo de muestras. Sin embargo, se sabe
que en células neuronales, RhoB es el principal regulador de la fosforilacion de la
cadena ligera de miosina (Conway y col., 2004), lo que permitiria la posterior
interaccion actina-miosina para producir la contraccion del musculo liso vascular.
Este hecho nos podria sugerir que la proteina RhoB puede tener un papel

importante en patologias como la PE.

Otra proteina importante que se considera un mediador central en la fisiologia
cardiovascular, reactividad vascular y regulacién de la presion sanguinea (Nowicki

y col., 2001) es la proteina Rac.

Existen pocos reportes de la presencia de la proteina Rac en la PE. Nuestros
resultados obtenidos aportan mas evidencias de la presencia de la proteina Rac en
diferentes muestras de placentas de mujeres con PE. Observandose una tendencia
a disminuir los niveles de la proteina Rac en muestras de placentas de mujeres con
preeclampsia comparadas con su respectivo control (Fig. 25). Esto concuerda con
lo reportado por Hannke-Lohmann y col. (2000), donde observan una disminucion

en la actividad de Rac en placentas de mujeres con preeclampsia.

Estos resultados en conjunto con lo observado para las proteinas RhoA y RhoB nos
indican la presencia de dichas proteinas en muestras de placentas de mujeres con
PE. Lo cual nos sugiere que estas proteinas pueden tener un papel importante en

la etiologia de la preeclampsia.
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Por otro lado, se sabe que existe una fuerte relacién entre la ruta de sefalizacion
de Rho y el éxido nitrico en la hipertension, en donde Rho actia regulando
negativamente la expresion de la eNOS (Laufs y Liao, 1998) y de la iNOS en VSMC
(células del musculo liso vascular) en ratas (Muniyappa y col., 2000), sugiriendo
que la inhibicion de la proteina Rho estimula la produccidon del éxido nitrico en las

células del musculo liso vascular.

Asi mismo, la proteina Rac, como componente de la NADPH oxidasa, juega un
papel importante en la produccidn de especies reactivas de oxigeno. Algunos
reportes muestran que la PE esta asociada con una predisposicion al aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno mediadas por la NADPH oxidasa
estimulada por agonistas, donde el aumento de la generacién de especies
reactivas de oxigeno puede ser importante en la disfuncion endotelial observada
en la PE (Lee y col., 2003).

Los niveles disminuidos de la proteina Rac nos sugiere que probablemente
favorezcan la disminucion de especies reactivas de oxigeno provenientes de la

NADPH oxidasa, contrarrestando asi el aumento del estrés oxidativo en la PE.

El conjunto de nuestros resultados nos proporcionan evidencia de la presencia y de
la posible participacion del estrés oxidativo y nitrosativo, asi como de las proteinas
RhoA, RhoB y Rac en la PE. Con nuestros resultados obtenidos no podemos
establecer una relacion estrecha entre las proteinas Rho y el estrés oxidativo y
nitrosativo en la PE; sin embargo si nos proporcionan evidencia que existen niveles
diferenciales de la presencia de estas proteinas en muestras de cotiledén porcion
materna y fetal, cordon umbilical porcion materna y fetal, vena y arteria umbilical
de mujeres con PE y nos da la pauta para realizar futuras investigaciones que nos

permitan aportan un mayor entendimiento de la etiologia de la PE.
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IX. CONCLUSION

El estrés oxidativo y nitrosativo aumenta en corddn, vena y arteria umbilical de
placentas de pacientes con PE, probablemente como una respuesta a la
disminucion de la perfusion sanguinea observada en la misma, donde ademas las
proteinas G: RhoA, RhoB y Rac podrian estar participando regulando el aumento

de la presion arterial sanguinea en la PE.
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