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1. INTRODUCCION
1.1.Preeclampsia

La preeclampsia (PE) es universalmente definida como la hipertensiéon y proteinuria
significativa desarrollada en o después de 20 semanas de embarazo (Milne y col., 2005).
Se produce en un 3-8% de los embarazos y es responsable de generar 60,000 muertes
maternas anuales en todo el mundo (Redman y Sargent, 2005). La importancia de la PE
radica en que constituye la primera causa de muerte materna en paises en desarrollo y
pese a los multiples avances en medicina, aun no existen estrategias eficientes para
prevenir esta patologia, siendo la interrupcién del embarazo el Unico tratamiento efectivo

actualmente disponible (Rodriguez y col., 1012).

La PE también puede presentar hemodlisis, bajo conteo de plaquetas y elevacién de
enzimas hepaticas, como parte del sindrome de HELLP (Stennett y Khalil, 2006). La PE
severa es una causa importante de morbilidad materna, asi como efectos adversos
perinatales, tales como el parto prematuro y la restriccién del crecimiento intrauterino

(Lykke y col.,2009).

Durante muchos afios se ha considerado a este sindrome como la enfermedad de las
teorias, porque las multiples hipdtesis no han logrado explicar el cuadro clinico en su
totalidad(Rodriguez y col., 2012). Se han implicado varios factores de riesgo en la PE entre
los que se incluyen la edad materna, hipertensidon crdénica, nacimientos multiples,
polimorfismo genético, factores ambientales y dietéticos, la obesidad y la diabetes antes
del embarazo y factores inmunolégicos(Lykke y col., 2009). Estos factores pueden causar
el desarrollo anormal de la placenta, induciendo un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS)y un desequilibrio en la circulacion de factores angiogénicos y
antiangiogénicos y llevar a un dafio general del endotelio. El dafio endotelial a nivel
vascular contribuye al desarrollo de la hipertensidn y el dafio a nivel glomerular produce la
proteinuria, esto conduce al desarrollo de la PE. Por otro lado se puede generar también
un dano vascular a nivel cerebral lo que conduce a problemas visuales, dolor de cabeza

intenso y convulsiones, provocando la eclampsia(Figura 1)(Maynard y col., 2008).
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Figura 1. Factores de riesgo y patogénesis de la PE.Algunos factores genéticos, ambientales e
inmunoldgicos causan una placentacion anormal y se desencadena un desbalance entre los factores
angiogénicos y anti-angiogénicos y la elevacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual afecta a los
vasos sanguineos sistémicos y se genera una vasoconstriccion generalizada, aumento de la resistencia
vascular y la hipertensidn en el embarazo. Los factores bioactivos pueden lesionar el rifidn, llevando a un
aumento del volumen plasmatico y una hipertensidn severa, asi como endoteliosis glomerular y proteinuria.
El aumento de la permeabilidad vascular cerebral origina problemas visuales, dolor de cabeza intenso y
convulsiones, generandose la eclampsia poniendo en peligro la vida. Modificada de Ossama y col.(2010).

En el sindrome materno de la PE y eclampsia hay compromiso del endotelio de todos los
sistemas maternos, como lo son: a) en cerebro; b) en higado; c) en rifidn; d) en pulmodn; e)
en sangre y f) en pancreas (Pacora, 2006). El sindrome fetal se manifiesta por alteraciones
vasculares en la placenta, restriccién del crecimiento fetal, desprendimiento prematuro de
la placenta, muerte fetal, anomalias anatémicas congénitas, parto prematuro e hipoxia

fetal (Pacora, 2006).



No se conoce la causa del sindrome pero existen varias hipdtesis entre las que se incluyen:
la insuficiencia placentaria, la reaccion autoinmune, el estrés oxidativo, liberaciéon de
fragmentos apoptdticos de células de trofoblasto, disminucion en la sintesis de
aldosterona, sustancias antiangiogénicas y una inadecuada invasién de las arterias
espirales por el trofoblasto durante la implantacién embrionaria que alteran el desarrollo
de la vasculatura materno fetal, por consecuencia un defecto en la implantacion fetal,
resultando en una reduccién de la perfusion uterina y una placenta isquémica (Chaddhay
col., 2004). La patogénesis de la PE sefiala que este sindrome clinico materno-fetal es una
enfermedad vascular. Con frecuencia,en la placenta de embarazos con PE, existen

anormalidades morfoldgicas de las vellosidades placentarias (Pacora y col., 2004).

La placenta isquémica puede inducir la liberacidn de factores bioactivos en la circulacion
que causan la disfuncién de las células endoteliales observada en la PE, mediante la
alteracion de los niveles circulantes de los factores angiogénicos y antiangiogénicos
(Levine y col., 2006). Debido a esto, la PE ha sido descrita recientemente como un estado
de desbalance entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos. Los principales factores
gue promueven la angiogénesis en la placenta pertenecen a la familia del factor de
crecimiento endotelial vascular(VEGF, por sus siglas en inlés)(Pacora, 2006). Ademas de
los miembros de la familia VEGF, en la placenta normal se expresan abundantemente las
angiopoyetinas (Ang-1 y Ang-2) y sus receptores endoteliales tipo tirosina cinasa, que

actuan en las etapas finales de la angiogénesis (Dunk y col., 2000).

Una proteina antiangiogénica que se ha implicado recientemente en la génesis de la PE es
la sFlt-1 (siglas en inglés de soluble fms-like tyrosine kinase 1), la cuales producida en
cantidades excesivas por la placenta en la PE(Maynard y col., 2003). Se sugiere que las
propiedades antiangiogénicas del suero de mujeres con PE se debe al bloqueo de las
proteinas angiogénicas de la familia VEGF y delfactor de crecimiento placentario(PIGF, por
sus siglas en inglés)por el exceso de sFlt-1 circulante (Maynard y col., 2003). Todo esto
sugiere que sFlt-1 se une a PIGF y VEGF; por lo tanto, causa un cambio hacia un estado
antiangiogénico, el cual causa dafio al endotelio materno y ocurre el cuadro clinico de la

PE (Figura 2)(Pacora, 2006).
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Figura 2. Factores que causan disfuncion endotelial durante la PE.El sFLT-1 (forma soluble del receptor FLT-
1) ocasiona disfuncion endotelial debido a que bloquea la funcién del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y al factor de crecimiento placentario (PIGF). A: en el embarazo normal, la placenta produce
factores anticoagulantes y vasodilatadores generando concentraciones modestas de VEGF, PIGF y sFLT-1. B:
en la PE, la placenta produce factores procoagulantes y vasoconstrictores, esto conduce a que el exceso de
sFLT-1 placentario se una al VEGF y PIGF circulante e impide su interaccién con los receptores FLT-1 de las
células del endotelio. Esto resulta en una disfuncion de las células del endotelio. Modificada de Ananth y
col.(2005).

Las mujeres con PE pueden desarrollar dafio al endotelio, inflamaciéon glomerular y
depdsitos de fibrina entre las células endoteliales y las células mesangiales que pueden
causar dano renal (Suzuki y col., 1997). La microalbuminuria es una importante
manifestacidn de la disfuncién endotelial renal y dos tercios de las mujeres con PE pueden
presentarla 2-4 meses después del parto (Bar y col., 1999). En la PE, la disminucion de los
niveles de VEGF puede ser en parte responsable de dafio al endotelio glomerular. El VEGF
es producida en el glomérulo por los podocitos y es esencial para la preservacion de la
salud delendotelio. Ademas el VEGF también juega un papel importante en la formacién
de fenestras, los pequefios poros en las células endoteliales que permiten la transferencia
de moléculas de los capilares glomerulares hacia el espacio urinario. En mujeres con PE, la
produccién excesiva de sFlt-1 inhibe la sefalizacidon de VEGF y la falta de fenestras causa la
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reduccion de la tasa de filtracion glomerular, y finalmente conduce a la proteinuria

(Stillman y Karumanchi, 2007).

El dafio al endotelio de los vasos sanguineos puede causar el aumento de la resistencia
vascular y la hipertensidn. El daifo vascularen el cerebro puede afectar la barrera hemato-
encefalica y conducir a dolor de cabeza severo, disturbios visuales y convulsiones. El dafio
en los vasos hepaticos también puede conducir al desarrollo del sindrome HELLP (Ossama

y col., 2010).

El 6xido nitrico presente en el endotelio vascular es un potente antioxidante, con
propiedades vasodilatadoras, antiagregante plaquetario, modulador de la apoptosis y de
la permeabilidad endotelial. En la PE se encuentra disminuido, debido a una disminucién
de la actividad de ladxido nitrico sintetasa(NOS, por sus siglas en inglés),la cual es la

enzima responsable de su sintesis (Ossama y col., 2010).

El sindrome de la PE esta asociado con la placenta, ya que se requiere la presencia del
tejido trofoblastico para su desarrollo. El sindrome se resuelve después del nacimiento, un
hecho que pone como papel principal a la placenta en la etiologia de la enfermedad. La
presencia del feto no es necesaria para que se desarrolle la PE, ya que esto ocurre en
embarazos molares y la remocion del trofoblasto resuelve la enfermedad y se normaliza la

sintomatologia, por lo tanto es la base para el estudio de la PE(Myatt, 2002).
1.2. La placenta

La placenta es el primero de los érganos fetales en desarrollarse y tiene funciones criticas.
Esta media la implantacién y establece la interfase para el intercambio de nutrientes,
oxigeno y desechos entre la circulacién materna y fetal (Figura 3), asi como ser el primer
reconocimientomaterno del embarazo, alterando el ambiente inmune local y alterando
funciones maternas cardiovasculares y metabdlicas a través de la produccién de
hormonas pardcrinas y enddcrinas. Las anormalidades en cualquiera de estas funciones
pueden estar asociadas con enfermedades en el embarazo, las cuales incluyen muerte

embrionaria, restriccién de crecimiento fetal y preeclampsia(Cross, 2006).
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Figura 3.Estructura y funcion de la placenta en mamiferos.Se muestra: A) relacién del feto con la placenta;
B) relacidn de la porcién fetal con la porcion materna de la placenta; C) circulacion placentaria fetal y D)
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. Modificada de Sadava
y col.(2006).

La placenta se forma a partir de la capa externa del blastocisto llamada trofoflasto durante
la implantacién embrionaria(Mutter y col., 2008). Su funcién al principio del embarazo es
mediar la implantacién del embrién en el Utero. Después de la implantacién, la principal
funcién de la placenta es regular el transporte de nutrientes hacia el feto. Por otro lado
también la poblacion trofoblastica invasiva produce factores angiogénicos vy
vasodilatadores e invaden las arterias espirales para incrementar el flujo sanguineo al sitio

de implantacion (Cross, 2006).
Funcionalmente la placenta esta dividida en dos porciones:

Porcion fetal: estacompuesta de multiples unidades funcionales llamadas vellosidades o
vasos coridnicos. La superficie se halla cubierta por el anmios transparente o membrana

anmiotica(Figura 4 A) (Moore y Persaud, 2004).
11



Porcion materna: estd conformada de cotiledones irregulares divididos por surcos

producidos por los tabiques placentarios (Figura 4 B)(Moore y Persaud, 2004).

Cordon umbilical Cotiledéon Decidua basal
Amnios removida
' Lamina coriodnica + 1

.l J
A A

.~ " Vasos T ’
. =l corionicos

A B

Figura 4. Estructura de la placenta a término. A. Placenta vista por el lado fetal, se observa la lamina
coridnica, los vasos coridnicos y el cordon umbilical que estan cubiertos por el amnios. B. Placenta vista por
el lado materno mostrando los cotiledones con la decidua basal removida. Sadler(2009).

1.2.1. Anatomia general de la placenta

Vellosidades coridnicas: son las unidades anatdmico funcionales de la placenta.
Transfieren productos metabdlicos cuando la sangre materna desemboca en los espacios
intervellosos y el intercambio con la sangre fetal tiene lugar a medida que la sangre

materna circula alrededor de las vellosidades (Moore y Persaud, 2004).

Cotiledones placentarios: en la placenta, vista desde la superficie materna, existe un
numero variable (10-38) de areas convexas un poco elevadas denominadas cotiledones.
Las vellosidades se ramifican de manera repetida y forman subdivisiones cada vez mas
finas. Cada una de las vellosidades del tallo principal y sus ramificaciones constituyen un
cotileddn. Cada cotileddn esta abastecido por una rama de la arteria coridnica; asi mismo,
para cada cotileddn existe una vena, lo que resulta en una relacién 1:1:1 de la arteria a

vena a cotiledén (Moore y Persaud, 2004).

Tabiques placentarios: los cotiledones estan separados de manera incompleta por surcos
de profundidad variable que se denominan tabiques placentarios, compuestos de tejido

fibroso con pocos vasos confinados principalmente a sus bases. Estos tabiques de base
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ancha no alcanzan ordinariamente la placa coridnica, por lo que producen sdlo

compartimientos incompletos (Moore y Persaud, 2004).

Cordon umbilical: es una estructura que une un embridn en vias de desarrollo o feto a su
placenta. Su exterior es blanco y opaco, humedo y revestido por el amnios, a través del
cual pueden verse sus dos arterias y una vena. Su didmetro es de 0.8-2.0 cm, con una
longitud promedio de 55 cm. La matriz extracelular, que es un tejido conectivo gelatinoso
especializado, consta de gelatina de Wharton. Las dos arterias tienen un diametro mas
reducido que el de la vena. Los vasos que contiene el corddn se caracterizan por ser

espirales o retorcidos (Moore y Persaud, 2004).

Dado que casi todo el aporte nutricional requerido para el desarrollo y la maduracién fetal
se realiza desde la placenta por la vena umbilical, la circulacidn fetal tiene que diferir
respecto a la del adulto. La vena umbilical transporta sangre oxigenada y nutrientes desde
la placenta al feto. La sangre no oxigenada retorna a la placenta a través de las dos

arterias umbilicales (Moore y Persaud, 2004).
1.2.2. Placentacion

Normalmente en la implantacién del blastocisto, el trofoblasto invade las arterias
espirales uterinas(Master y col., 2004). Esto lleva a un remodelado de las arteriasespirales
en donde se modifican todas las capas de estos vasos sanguineos y pierden la capa
muscular y el endotelio para convertir los vasos sanguineos de pequefo calibre en arterias
Utero-placentarias de gran capacidad para una adecuada perfusidon sanguinea al feto. Esto
genera una disminucidn en la resistencia vascular y la consiguiente dilatacién y aumento
del flujo sanguineo (Del Monaco y col., 2008). La falla en esta transformacion, ocasiona un
abastecimiento sanguineo insuficiente para la placenta en crecimiento, hipoxia y un

cambio en la secrecién de factores angiogénicos (Pacora, 2006).

En la PE, hay una invasion endovascular limitada y superficial de las arterias espiralespor
parte del trofoblasto y no sufren la transformacidon vascular adecuada (Figura 5).

Alrededor del 30 a 50% de las arterias espirales escapan a la remodelacién del trofoblasto
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endovascular y por lo tanto hay una disminucidon de la perfusidon sanguinea hacia el

espacio intervelloso, ocasionando isquemia placentaria (Huppertz, 2008).

A) Normal B) Preeclampsia
Placenta

Figura 5. Remodelacion de las arterias espirales durante la placentacion normal y con PE. Durante la
placentacion normal (panel A), las arterias espirales maternas en el miometrio cambian de vasos de
pequefio calibre a vasos de mayor calibre y mayor capacitancia, favoreciendo el mayor suministro de sangre
materna y nutrientes al feto. Durante el proceso de invasidn vascular, el trofoblasto se transforma de un
fenotipo epitelial a un fenotipo endotelial (seudovasculogénesis). En la PE (panel B), las arterias espirales
conservan un calibre disminuido y mayor resistencia al flujo sanguineo, con sus paredes musculares bajo
control del sistema nervioso auténomo. Esto favorece la isquemia placentaria y la enfermedad vascular del
embarazo. Las flechas muestran la invasidon por trofoblastos durante la implantacion embrionaria.
Modificada de Karumanchi y col.(2005).

Se ha propuesto que en la PE, la isquemia placentaria es un evento temprano, la cual
ocasiona la produccion de factores solubles que causan la disfuncidon endotelial materna,

produciendo el cuadro clinico de la enfermedad (Genbacev y col., 1999).

La disfuncion endotelial se caracteriza por una respuesta endotelial alterada, adhesidn
celular y coagulacién. La regulacion de la barrera de células endoteliales es absolutamente
dependiente de los componentes del citoesqueleto y su alteracién aumenta la disfuncion

de la barrera endotelial (Rolfe y col., 2005).

En el embarazo se produce estrés oxidativo caracterizado por la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), tales como el anidn superdxido (0,") y
el peroxido de hidrégeno (H,0;). En el embarazo normal, la producciéon de ROS se ve
contrarrestada por las defensas antioxidantes abundantes. Sin embargo, en la PE la
produccién excesiva de ROS domina las defensas antioxidantes, conduciendo a un
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aumento del estrés oxidativo, incluyendo radicales hidroxilo (—OH) y peroxinitrito (ONOO-)

(Takagi y col., 2004).

El embarazo normal se asocia con un aumento en el ritmo cardiaco, volumen plasmatico y
gasto cardiaco, asi como la disminucién a mediados de la gestacion de la resistencia
vascular y la presion sanguinea. Estos cambios hemodindmicos garantizan la suficiente
sangre y el suministro de nutrientes al feto en desarrollo. En cambio durante la PE el flujo
sanguineo Uutero-placentario estd disminuido y la resistencia vascular uterina se

incrementa generando la hipertensién arterial(Ossama y col., 2010).

La hipertensién en el embarazo continda siendo un gran problema de salud en todo el
mundo. Es una de las mayores causas de parto prematuro, mortalidad perinatal y figura
ademas entre las primeras causas de muerte materna, tanto en paises industrializados
como aquellos en desarrollo (Saftlas y col., 1990). Su prevalencia es del 5-10% de los

embarazos (Roberts y Gammill, 2005).

La hipertension arterial que se presenta en la PE es un trastorno cardiovascular
caracterizado por la alteracién del tono vascular con un aumento de la contractilidad
vascular, que se acompana de proliferacién y migracion de las células musculares lisas
vasculares y de diversos grados de infiltracion de la pared arterial, lo que se denomina
como remodelado vascular.La angiotensina Il contribuye al remodelado vascular mediante
la activacién de sefiales que promueven la vasoconstriccién, el crecimiento celular y la

inflamacién(Jalila y col., 2005).

Las proteinas Rho, han sido implicadas en una amplia gama de trastornos vasculares del
musculo liso incluyendo hipertensién, ateroesclerosis y el dano al miocardio por isquemia,
ya que tienen un papel importante en la contraccidn vasculargenerando vasoconstriccion
en la hipertension arterial y debido a esto pueden participar en la patogénesis de la

PE(Wareing y col., 2005).

15



2. ANTECEDENTES

2.1. Proteinas G

Existen 2 clases de proteinas G dependiendo del peso y estructura molecular: las proteinas
G heterotriméricas y las proteinas G monoméricas (de bajo peso molecular). Se conocen
como proteinas G debido a que unen nucleétidos de guanina y ciclan entre un estado
inactivo cuando tienen unido GDP y un estado activo cuando tienen unido GTP. Las
proteinas G heterotriméricas constan de tres subunidades (a, B y y) que funcionan como
transductores de ciertos receptores conocidos como receptores acoplados a proteinas G

(GPCR), localizados en la membrana plasmatica(Kaziro y col., 1991).

Las proteinas G monoméricas pertenecen a la superfamilia de Ras, éstas son importantes
ya que sus miembros son reguladores maestros de muchos procesos celularesque se
detallan en la Tabla 1 (Manneville y Hall, 2002). La superfamilia Rasse agrupa en funcion
de la homologia de su composicién de aminodacidos en las siguientes subfamilias: Ras, Rho,
Rab, Arf y Ran(Wennerberg y col., 2005). La familia Rho es de interés especial ya que
regula vias de transduccion de sefiales intracelulares segin cambios en el medio(Sagi y

Hall, 2000).

Tabla 1. Funciones de los miembros de la superfamila de Ras. Menna y col. (2010).

Subfamilia Funciones Miembros
Principales representativos
Ras Control de la expresion génica, Ras, Rap, R-Ras, Ral,
proliferacion celular, diferenciacion, Rheb {36 miembros)
supervivencia
Rho Reorganizacion del citoesqueleto, Rac, Rho, Cdc42
progresidn del ciclo celular, {20 miembros}
expresion génica
Rab Trafico vesicular, vias endociticas Rab1, Rabs
¥ secretorias (61 miembros)
Ran Transperte nucleoplasmatico de Ran
ARN y proteinas
Arf Regulacion de trafico vesicular Arf1, Arfé

{35 miembros)
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2.1.1. Proteinas Rho

La familia Rho incluye proteinas clave en la transduccion de sefales provenientes del
exterior de la célula hacia los efectores intracelulares tanto citoplasmaticos como
nucleares. Estas proteinas monoméricas contienen entre 190 y 250 residuos y presentan

pesos moleculares que van de 20 a30 kDa (Lartey y Lopez, 2009).

Las proteinas pertenecientes a la familia Rho desempefian un papel importante en varias
funciones celulares, especialmente en la regulacién de la organizacién del citoesqueleto
de actina y por lo tanto en la morfogénesis de la célula, asi comoen la capacidad de las
células para migrar e invadir los tejidos circundantes, incluyendo ademas el crecimiento
celular, la diferenciacion, la motilidad, la citocinesis, el transporte intracelular, regulacidon

de la transcripcién de genes, entre otras funciones(Sorokina y Chernoff, 2005).

La alternancia entre los estados de activacion de las proteinas Rho esta altamente
regulada por las proteinas que regulan la actividad de GTPasa o el intercambio de
nucledtidos. Existen tres clases de proteinas reguladoras: (a) los factores intercambiadores
de guanina (GEF, por sus siglas en inglés), que activan a las GTPasas incrementando la tasa
de liberacion del nucleétido unido y por lo tanto facilitando el intercambio de GDP por
GTP, de los cuales se han identificado mas de 60 GEFs; (b) las proteinas activadoras de la
actividad de la GTPasa (GAP, por sus siglas en inglés) que estimulan la actividad de GTPasa
enddgena vy asi facilitan la hidrélisis de GTP a GDP, de las cuales se han identificado cerca
de 70 proteinas (Manneville y Hall, 2002); (c) los inhibidores de la disociaciéon de
nucledtidos GDP (GDI, por sus siglas en inglés), que inhiben la disociacién del GDP

previniendo su reemplazo por GTP (Figura 6)(Colemany col., 2004).
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Figura 6. Modelo de regulacion de lasproteinas Rho. Las proteinas actian como transductores de sefiales al
ser activadas por los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs), que responden a una gran
variedad de estimulos extracelulares a través de la activacion de diferentes receptores de membrana. La
conformacion activa de Rho es capaz de unirse a diversas moléculas efectoras, regulando asi variadas
funciones celulares como pueden ser la organizacion del citoesqueleto, transcripcion génica, apoptosis y
trafico de membrana entre otras. Las proteinas activadoras de la actividad de GTPasa (GAP) aceleran la
hidrdlisis del GTP inactivando la proteina Rho.Mennay col.(2010).

Los cambios morfoldgicos inducidos por las formas activadas de la familia Rho comparten
muchos aspectos: incremento en la polimerizacidn de actina, agrupamiento de integrinas

y ensamblaje de complejos de proteinas del citoesqueleto (contactos focales).

Todas las proteinas Rho han conservado los residuos de Gly14, Thr19, Phe30 y GIn63 que
son necesarios para la unién al GTP. Su estructura central incluye un dominio efector, el
cualcambia la conformaciéon entre los estados de unién a GTP y GDP; 4 regiones
separadas de unidn al nucledtido; una regidn hipervariable, la cuales la regidon de mayor
diversidad entre los distintos miembros de la familia Rho y un motivo denominado caja
CAAX, la cual actla como senal para tres modificaciones postransduccionales

secuenciales: prenilacidn, protedlisis y metilacién (Lartey y Lépez, 2009).
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2.1.2 Tipos de proteinas Rho

La familia Rho en mamiferos se puede dividir en 8 subgrupos que componen 22
miembros, de los cuales Rho, Rac y Cdc42 son considerados los miembros “clasicos” y son
los tres miembros mas extensamente caracterizados de la familia. Estas proteinas son
estructuralmente muy parecidas (de 40 a 95% de identidad en su composicion
aminoacidica), ademds de tener un tamafio muy similar (190-195 aminoacidos)

(Ellenbroek y Collard, 2007).

Ademas de laregulacién del citoesqueleto, las proteinas Rho, Rac y Cdc42 estan
involucradas en una gran variedad de funciones celulares, mediando la transcripcion de
determinados genes. La proteina Rac, por ejemplo, estimula la cascada de cinasas del
amino terminal de c-Jun (JNK) y transmite asi informaciéon al ndcleo para regular la
expresion de un gran numero de genes (Ellenbroek y Collard, 2007). En las células de
mamiferos, la proteina Rac es crucial para la generacion de lamelipodios induciendo la
polimerizacién de actina, que conduce a la protrusién de la membrana y es esencial para
la migracion de todas las células examinadas hasta ahora. La inhibicion de Rac impide

completamente el movimiento(Heasman y Anne, 2008).

La proteina Cdc42 ha sido implicada en la quimiotaxis, induce la curvatura de la
membrana, asi como el control de las sefiales de polaridad que se requieren para la
migracion dirigida e induce filopodios, los cuales funcionan como sondas sensoriales
durante la migracion dirigida. En ausencia de Cdc42, los macréfagos ya no reconocen un
gradientequimioatrayente y se mueven al azar. El aumento en la actividad de Cdc42
puede estimular la velocidad de migracién. También esta proteina se requiere para la

generacion del axén, las dendritas y las neuritas (Heasman y Anne, 2008).

Las proteinas Rac y Cdc42 desempefian un papel regulador esencial durante la fagocitosis
en los macroéfagos. Son necesarios para la internalizacion de los microorganismos por
inmunoglobulinas. Ademds, la fagocitosis esta acompanada por un aumento en la
actividad de la NADPH oxidasa que genera radicales superdoxido como parte del

mecanismo de muerte bacteriana, y la proteina Rac es un regulador alostérico de esta
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enzima, ademds que estimula la extensidon de la membrana durante la fagocitosis

(Manneville y Hall, 2002).

Hay tres isoformas de Rho: RhoA, RhoB y RhoC, las cuales son altamente homdlogas y
todas inducen la formacién de fibras de estrés, adhesiones focales y se requierendurante
el movimiento para generar las fuerzas de retraccion. La repulsidon requiere la activacion
de Rho, mientras que el avance celular esta asociado con la activacion de Rac(Heasman y

Anne, 2008).

RhoB se localiza en endosomas vy regula el trafico de vesiculas. También se ha propuesto
que funciona como supresor tumoral ya que su expresion se reduce en los tumores y su
sobreexpresién inhibe el crecimiento celular, supervivencia, invasion y metdstasis. En
cambio, la expresion de RhoC se relaciona con la metdstasis para varios tipos de cancer

(Heasman y Anne, 2008).

Entre las tres isoformas de Rho, RhoA es la mds ubicua y abundante. Es un miembro
importante de la familia Rho ya que regula muchas actividades vitales de las células
eucariontas tales como la formacion de adhesiones focales, fibras de estrés, activacion
transcripcional, crecimiento celular, cambio en la permeabilidad del tejido endotelial, la
regulaciéon del ciclo celular, la contraccion celular y regulando diversos procesos

relacionados con la hipertensién, inflamacion y trombosis(Shigetatsu y col., 2002).

En las células musculares lisas de los vasos sanguineos se estimula la fosforilacién de la
cadena ligera de miosina a través de la proteina RhoA que promueve la contraccién de

actina y miosina de esta manera regula la contraccién del musculo liso(Zhao y col., 2006).

Se ha reportado que varios factores activan a la proteina RhoA en las células vasculares
entre las que se incluyen la trombina, el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF, por sus siglas en inglés), la angiotensina Il, el acido lisofosfatidico y la endotelina 1,
las cuales generan la contraccién vascular involucrada en la hipertension arterial(Rolfe y

col., 2005).
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Los efectos bioldgicos de las proteinas Rho son mediados por un nimero de proteinas
efectoras rio abajo. Varias proteinas efectoras de Rho han sido aisladas, entre ellos se
encuentra la Rho cinasa (ROCK) que ha sido muy estudiada y se ha sugerido que es uno de
los principales efectores de Rho que median la reorganizacién del citoesqueleto de actina,

ademas estd involucrada en la fisiologia de la hipertension(Thumkeo y col., 2003).
2.1.3. Efectores de las proteinas Rho

Las proteinas efectoras de Rho se definen como proteinas que se unen selectivamente a
las proteinas Rho activas. Hay mas de 70 efectores identificados para los miembros de la
familia Rho, las cuales incluyen serina-treoninacinasas, tirosina cinasas, lipido cinasas,
lipasas, oxidasas y proteinas de andamiaje (scaffold proteins). El grupo de proteinas
efectoras mas conocidas es el que estd involucrado en la reorganizacidn del citoesqueleto

de actina como ROCK, PKN, Dia, entre otros(Jaffe y Hall, 2005).

Las diferencias conformacionales de unién a GDP y GTP se limitan principalmente a 2
regiones en la superficie llamadas regiones interruptoras o switch I y Il (Iharay col., 1998).
Las proteinas efectoras utilizan estas diferencias para discriminar entre las formas activas
e inactivas, a pesar de que también interactian con otras regiones de las GTPasas (Bishop
y Hall, 2000).El mecanismo mdas comun de la activacion del efector por las proteinas Rho,
parece ser la alteracién de sus interacciones autoinhibitorias, exponiendo dominios

funcionales dentro de la proteina efectora (Bishop y Hall, 2000).

Se conocen dos moléculas efectoras de RhoA, la ROCK y la formina Dia, los cuales se
requieren para el ensamblaje de fibras de estrés, la formacién de adhesiones focales y la
union de actina a la membrana. Por otra parte, las proteinas efectoras de Cdc42 tales
como WASP y N-WASP (Wiskott-Aldrich sindrome proteins) estan involucradas en la
formacion de filopodios. A su vez, estas proteinas se unen directamente a mondmeros de
actina y activan al complejo Arp2/3, el cual actia como un sitio de nucleacién para
comenzar la polimerizacién del citoesqueleto. Por su parte, Rac también es capaz de
activar el complejo Arp2/3 mediante la interaccion con WAVE (WASP-like prolin-

homologous protein) provocando la formacién de lamelipodios. Otro de los efectores
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importantes de Rac es la familia de PAK (p21-activated kinase)que son capaces de activar

a LIM cinasa y asi modular la longitud de los microfilamentos(Bishop y Hall, 2000).

Ademas de su efecto sobre el citoesqueleto, las proteinas Rho regulan diferentes vias de
transduccion de sefiales que llevan a cambios en la expresién génica. Regulan factores de
transcripcién entre los que se incluyen SRF (serum response factor) y NFkB, ademas de
diferentes vias de sefiales como JNK (c-jun N-terminal kinase) y p38 MAP cinasa(Jaffe y

Hall, 2005).

Por otra parte, las proteinas Rho son capaces de influenciar diferentes actividades
enzimdticas. Uno de los primeros efectores de Rac identificados fue p67phox, un
componente estructural del complejo NADPH oxidasa que se encuentra en las células
fagociticas. A partir de estos datos, se reportd que Rac promueve la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), actividad posiblemente mediada por la familia de

oxidasas Nox (Bishop y Hall, 2000).

Las proteinas Rho controlan multiples aspectos de la progresion de la fase G1 y de la fase
M en el ciclo celular, ya que activan proteinasclaves en la divisidon celular y modulan la
expresion de moléculas reguladoras del ciclo celular como la ciclina D1(Bishop y Hall,

2000).

Las proteinas ROCK, efectores de RhoA, fosforilan varios sustratos, dando lugar a diversas
respuestas celulares tales como la contraccidn del musculo liso, la migracién celular y el

crecimiento de las neuritas(Blumenstein y Ahmadian, 2004).

RhoA en su forma activa eleva la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC), a
través de su efector rio abajo ROCK, el cual fosforila e inhibe la fosfatasa MLC (MLCP),
aumentando la actividad contractil del musculo liso. Esto produce un mayor nivel de

fosforilacién de la MLC resultando en la sensibilizacién al Ca**(Figura 7)(Rolfe y col., 2005).

22



Estimulo

_—

IP,
R

™ pag—» [TPKC] PKC Ca?*

|

GETJ

Rho-cinasa Mmsma

MLCP-P <7T1 -
(inli%livo)

Vasoconstriccion

Figura 7. Regulacion de la contraccion de las células musculares lisas vasculares por la Rho-cinasa (ROCK).

Los reguladores de la contraccion de las células musculares activan 3 mecanismos independientes. 1) El
mecanismo tradicional involucra la activacién de la fosfolipasa C (PLC), produccién de inositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3), aumento del calcio intracelular por activacion de un canal de calcio, y activacién de la cinasa
de la cadena ligera de la miosina (MLCK). La fosforilacion de la miosina induce y mantiene la contraccion
permanente de la fibra de actina-miosina. 2) El segundo mecanismo cursa a través de la activacién de la
proteina cinasa C (PKC) mediada por PLC, que a su vez se activa por fosforilacién de CPI-17. CPI-17 inhibe la
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP), manteniéndola fosforilada y contraida. 3) El tercer
mecanismo involucra la activacion del factor intercambiador de guanina (GEF), RhoA y la activacidon de Rho-
cinasa. Rho-cinasa fosforila la MLCP, inactivandola. Jalil y col.(2005).

Los neutrdfilos liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden activar la via
RhoA/ROCK para mejorar la reactividad muscular. Las arterias de mujeres con PE tienen
una extensa infiltracidon de neutréfilos y una mayor reactividad a la angiotensina Il, esto se
asocia con la inflamacion vascular (Mishra y col., 2011). Por otro lado también la via de
sefalizacion de RhoA/ROCK media la migracion endotelial y angiogénesis por medio del

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)(Zhao y col., 2006).

La molécula Dia (Diafana con homologia a formina en humanos) es un efector de la

proteina RhoA que promueve la polimerizacidon, nucleacién y ramificacion de los
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filamentos de actina por la interaccién con profilina (Ishizaki y col., 2001). RhoA unida a
GTP activa a Dia para transformar las fibras de actina en fibras de estrés inducidas por

ROCK (Watanabe y col., 1999).

La proteina cinasa N (PKN), al igual que ROCK, también aumenta la contraccién vascular
por la fosforilacion de la proteina PPP1R14A (antes conocida como CPI-17), la cual inhibe
la subunidad PPP1c de la fosfatasa de miosina, para permitir la fosforilacién de la miosina

y asi generar la contraccién del musculo liso (Watanabe y col., 1996).

Las proteinas ROCK, Dia y PKN son las moléculas efectoras de la proteina RhoA que operan
en las células del musculo liso regulando la reorganizacion del citoesqueleto y por lo tanto
su contraccién (Larsson y col., 2007). Debido a esto, podrian estar involucradas en la

contraccidn vascular observada en la PE.

2.2.Proteinas RhoA y su papel en la hipertensién

Las proteinas RhoA tienen un papel central en la regulacién de diversos procesos
celulares, por lo que su alteracidon o desbalance puede ser la causa molecular de diversas
enfermedades del ser humano incluyendo al cancer, desdrdenes neurodegenerativos,
enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias crdnicas, hipertensién, entre
otras. Por ello, se han convertido a las proteinas RhoA en blancos de diferentes estrategias

terapéuticas a nivel molecular (Mennay col., 2010).

La proteina RhoA es comunmente activada en las arterias de varios modelos de
hipertensién, indicando que RhoA muestra ser un interruptor molecular en Ia
hipertensidon. Se ha demostrado que hay sobreexpresién de la proteina RhoA en las
arterias de pulmon de pacientes con hipertensién arterial pulmonar idiopatica (IPAH) en

comparacion de los pacientes sanos (Figura 8) (Laumanns, 2009).
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Figura 8. Expresion de la proteina RhoA en arterias de tejido de pulmén.A) Tejido de voluntarios sanosy B)
Tejido de pacientes con hipertension arterial pulmonar. Donde se muestra que hay una sobre expresion de
la proteina RhoA en arterias de pacientes con hipertensién arterial pulmonar. Laumanns y col.(2009).

Por otro lado, Moriki y colaboradores estudiaron el estado de activacidon de la proteina
RhoA en células de musculo liso de ratas hipertensas por medio de la técnica de “pull-
down”,la cual consiste en la separacion de la fraccion de RhoA unida a GTP de la muestra
en estudio. Se observé que hay un aumento significativo del estado de activacién de la
proteina RhoA en ratas hipertensas en comparacidon de las normales, mientas que los
niveles de la proteina RhoA total no cambiaron. Con esto, ellos concluyen que una alta
activacion de RhoA en ratas hipertensas puede ser el mecanismo por el cual RhoA puede

estar involucrada en la hipertensién (Figura 9) (Moriki y col., 2004).

WKY SHRSP

GTP-RhoA

RhoA total S Sm—

Figura 9. Niveles de activacion de RhoA en células de musculo liso de ratas.Se observa un aumento en el
nivel de activacion de la proteina RhoA en células de musculo liso de ratas SHRSP a comparacion de las WKY.
WKY: ratasWistar-Kyoto normales y SHRSP:ratas espontdneamente hipertensas. Moriki y col. (2004).
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2.3.Proteina RhoA, moléculas efectoras y su relacion enel embarazo y la

preeclampsia

Las proteinas RhoA han sido implicadas en una amplia gama de trastornos vasculares del
musculo liso incluyendo la hipertension, la ateroesclerosis y el dafio al miocardio por
isquemia, debido a esto, RhoA pudiera estar involucrada en la hipertensién asociada a la
PE. En nuestro antecedente directo del laboratorio realizado por Campos-Arroyo (2009),
se identificd a la proteina RhoA en muestras de cotiledén, cordén umbilical, arteria y vena
umbilical de placentas de mujeres sanas y con PE, en donde se observa que no hay una
diferencia en cuanto al nivel de expresion de la proteina RhoA total (Figura 10). Cabe
destacar que no se han realizado estudios sobre el estado de activacion de la proteina

RhoA en placentas de mujeres con PE.
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Figura 10. Inmunodeteccion de la proteina RhoA en muestras de placentas de mujeres sanas (N) y con PE
(P). C: cotileddn; CU: cordon umbilical; VU: vena umbilical; AU: arteria umbilical. Campos-Arroyo (2009).

Las proteinas ROCK son la familia de proteinas mejor caracterizado en las células del
musculo liso. Aunque los niveles de ROCK no se alteran con el embarazo o el parto, los
niveles de RhoA activa son elevados en el parto y parece que los cambios rio arriba de
ROCK controlan la fosforilacion de la MLC y la contraccion en el parto (Lartey y Ldpez,

2009).

La expresidn alterada de ROCK puede dar lugar a las patologias observadas en la PE. En un
estudio realizado por Ark y col. (2005) por medio de inmunohistoquimica y Western blot,
revelan que ROCK2 se localiza principalmente en las células del trofoblasto de las

vellosidades coridnicas de la placenta y aumenta en la PE. Lo anterior sugiere que el
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aumento de la expresién de ROCK2 en placentas con PE puede contribuir a la etiologia de

la patogénesis de este sindrome (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de ROCK2 en homogenados de placenta humana de embarazos normales y con PE.
panel superior: Western blot; panel inferior: densitometria. MW: marcador de peso molecular; NP: paciente
normal; PP: paciente con PE. obsérvese un aumento en la expresion de ROCK2 en muestras de pacientes con

PE a diferencia de las voluntarias sanas. Ark y col.(2005).

Hasta la fecha, en la placenta humana normal sélo se han identificado los siguientes

efectores de Rho: ROCK, PKN y Dia como lo muestra el estudio realizado por Lartey y col.

en 2007 (Figura 12). En cambio, en placentas de pacientes con PE sélo de ha identificado

el efector ROCK2 de la proteina RhoA(Lartey y col., 2007).
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Figura 12. Niveles de expresion de las proteinas RhoA, PKN y Dia en el miometrio (MYO) y la placenta

(PLA).Lartey y col.(2007).
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3.  JUSTIFICACION

Debido a que la preeclampsia es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad

materna y fetal en el mundo y a que la proteina RhoA juega un papel en la hipertensidn es

necesario determinar la localizacidn in situ de RhoA en los vasos sanguineos de la placenta

y el cordén umbilical, asi como su estado de activacién. Ademds, es importante

determinar la expresion de sus moléculas efectoras, ya que seria de gran ayuda para

comprender mejor la patogénesis de esta enfermedad.

4. HIPOTESIS

En las placentas preeclampticas existe una variacidn en la localizacién in situ y el estado de

activacion de RhoA asi como los niveles de expresién de sus moléculas efectoras.

5. OBIJETIVOS

5.1.

5.2.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la localizacién in situ y el estado de activaciéon de la proteina RhoA vy la
expresiéon de sus proteinas efectoras en las placentas de mujeres con

preeclampsia.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar la localizacion in situ de la proteina RhoA en las placentas de mujeres

con preeclampsia.

Evaluar el estado de activacion de la proteina RhoA en las placentas de mujeres

con preeclampsia.

Determinar la presencia y los niveles de expresion de las moléculas efectoras de

RhoA (ROCK1, ROCK2, PKN y Dia) en las placentas de mujeres con preeclampsia.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las placentas de pacientes con preeclampsia y normotensas fueron proporcionadas por el
Hospital General Dr. Miguel Silva de Morelia Michoacan. Las placentas de mujeres con
preeclampsia se obtuvieron de pacientes con presién sanguinea sistélica 2140 mm Hg o
presién sanguinea diastdlica 290 mm Hg, junto con un resultado positivo de proteinuria en
la orina (Tabla 2). Las placentas de mujeres normotensas y con PE fueron colectadas
inmediatamente después del parto, se les agregd PBS (NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM,
Na,HPO,4 10.1 mM, KH,PO4 1.8 mM, pH 7.4) y se colocaron en un contenedor especial con
hielo para el traslado al Laboratorio de Bioquimica del Instituto de Investigaciones
Quimico Bioldgicas (11QB) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para su

posterior procesamiento.

TABLA 2. Valores de inclusidn de las muestras placentarias.

Pacientes normales 120/80 mmHg =~ -

Pacientes Preeclampticas > 140/90 mmHg POSITIVO

6.2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de cotiledén, vena y arteria del cordédn umbilical de cada
placenta.Los tejidos se seccionaron empleando un bisturi sin hacer presidn sobre ellos. Se

realizaron cortes de 10 mm de longitud de un grosor de 5 mm.
6.1. TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA

Las diferentes muestras de cada placenta se lavaron con una solucién de PBS (NaCl 140
mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO4 10.1 mM, KH,PO4 1.8 mM, pH 7.4) para eliminar los restos de
sangre. Posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) (pH 7.4) al 4% en PBS
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0.1M durante 24 horas. Posteriormente se les agregd una solucion de sacarosa al 30% en
PBS al 0.1M. Por ultimo los tejidos se colocaron en los compartimentos del criomolde y se
agrego el medio O.C.T. (Optimum Cutting Temperature, Sakura, Japén) como medio de

preservacion. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

Se realizaron cortes de 14 um a los tejidos preservados en O.C.T. en un criostato (Leica
DM300) a una temperatura de -25°C. Estos cortes se colocaron en porta objetos
gelatinizados al 1% y secadas a temperatura ambiente durante 20 min y almacenadas a

4°C.

Se realizé una tincion de hematoxilina-eosina para observar la estructura del tejido. Los
nucleos celulares se tifleron con hematoxilina por 5 minutos y se lavé con agua por 2
minutos. Posteriormente se tifié el citoplasma celular con eosina Y por 10 segundos vy los
cortes se deshidrataron progresivamente en etanol al 50%, 70%, 96% y 100% por un
minuto en cada uno. Posteriormente se deshidrataron en xilol por 5 minutos y se monté el

cubreobjeto con la solucién Cytoseal (mounting medium).
6.2. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

La actividad peroxidasa enddgena fue bloqueada con perdxido de hidrégeno al 3% por 10
min. Después se bloquearon los sitios de unidn no especificos, incubando los cortes con
una solucion PBT-SBF 5% por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
incubaron los cortes de las diferentes muestras con elanticuerpo primario anti-RhoA a una
concentracion 1:150 (Santa Cruz Biotechnology) durante toda la noche a 4°C. Para retirar
el exceso de anticuerpo que no se unid se realizaron 5 lavados con PBT por 5 minutos.
Posteriormente, se incubaron los cortes durante una hora con el anticuerpo secundario
IgG a una dilucién de 1:500 por 2 horas. A continuacidn, se realizaron 15 lavados cada
minuto con PBT para eliminar el exceso del segundo anticuerpo que no se unié al primer
anticuerpo. Después de esto se incubd con avidina y biotina durante una hora.
Finalmente, se revelé con diaminobenzidina (DAB). Al control negativo no se agregd el

anticuerpo primario.
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6.3. OBSERVACION EN EL MICROSCOPIO

Las inmunotinciones fueron observadas mediante el microscopio de fluorescencia (Leica),
y las imagenes se digitalizaron. Posteriormente se identificaron y compararon las distintas
muestras tanto normales como preecldmpticas, para determinar la localizacidon de la

proteina RhoA, empleando los objetivos 2.5x, 5x, 10x y 100x.
6.4. LISIS DEL TEJIDO

Las muestras de cotiledén, vena y arteria umbilical de mujeres normotensas y con
preeclampsiase homogenizaron en buffer de lisis (HEPES 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150
mM, Triton X-100 1%, MgCl, 10 mM, Glicerol 10%, pH 7.5) sobre hielo usando un
homogenizador mecdnico. Las proteinas fueron separadas por centrifugacién a 5000 rpm

por 5 minutos a -4°C. El sobrenadante fue recolectado y almacenado a -80°C hasta su uso.
6.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La determinacién de la concentracion de proteina se llevé a cabo mediante el método de
Lowry y col. (1951), el cual es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de
proteinas. El reactivo Folin forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la
intensidad de color de la disolucidn resultante proporcional a la concentracién de
proteinas. El estudio se realizé por duplicado.Para realizar la curva de calibracidn, se
prepard una bateria de tubos con los volimenes correspondientes a 0, 12.5, 25, 75 y 100
ug de albumina sérica bovina a partir de una solucion 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 normotensas y con PE, se colocaron 10 pl de muestra en 190 ul de
agua desionizada. Tanto para la curva de calibracidn como para las diferentes muestras se
les adiciond 1 ml de solucién C, la cual consta de la solucion A (Na,COs al 2%, NaOH al
0.4% y tartrato de Na* al 0.21%) y la solucién B (CuSO, al 0.5%); se agitd y se dejé reposar
por 10 minutos. Finalmente, se afadieron 100 pl del reactivo Folin (1:1) y se dejé reposar
por 30 minutos. Después, se leyd la muestra a una absorbencia de 660 nm en un
espectrofotémetro UV/vis (Pekin-Elmer Lambda 18), usando un blanco para ajustar el

aparato y se registraron las lecturas obtenidas. La curva de calibracion se graficd en Excel y
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por interpolacién se estimo la concentracion de proteina de las muestras, empleando la

linea de interpolacion.

6.6. INMUNODETECCION DE LA PROTEINA RhoA TOTAL Y SUS MOLECULAS
EFECTORAS

La inmunodetencidn se realizé de acuerdo al protocolo de Laemmli y col. (1970) y Towbin
y col. (1979). Se tomaron 40 pg de proteina del homogenado total de cada una de las
diferentes muestras y se mezclaron con 6 ul de buffer de solubilizaciéon (Tris/HCI 0.5M pH
6.8, SDS 8%, glicerol 40%, 2-mercaptoetanol 20%, azul de bromofenol 100 ul y H,O cbp 5
ml) y se hirvieron a 95°C durante 3 minutos. Posteriormente, se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al
13%) a 100V durante 2 h aproximadamente. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF (Floruro de polivinildieno)a 100V durante 1 h
empleando una solucién de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%).
Una vez transferidas las proteinas, las membranas fueron tefiidas con rojo de Ponceau
para verificar una éptima transferencia y posteriormente se destifieron 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 la noche para
bloquear sitios inespecificos. Transcurrido este tiempo las membranas se lavaron 3 veces
con TBS-T, pH 7.6, durante 10 minutos cada lavado. Posteriormente, las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario anti-RhoA, anti-ROCK1, anti-ROCK2, anti-PKN y anti-
Dia (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una dilucién 1:2000 en 10 ml de TBST-leche al 5%
durante 90 minutos en agitacién moderada. Posteriormente, se lavaron las membranas 3
veces con TBS-T pH 7.6 durante 10 minutos cada lavado y se incubaron con el anticuerpo
secundario policlonal IgG acoplado a peroxidasa a una diluciéon 1:4000 en 10 ml de TBST-
leche al 5% durante 90 minutos. Mediante quimioluminiscencia se determind Ia
interaccion antigeno-anticuerpo (Western Blotting Luminol Reagent; Santa Cruz
Biotechnology), exponiendo las membranas a una pelicula de rayos X para su posterior

revelado vy fijacidn durante 30 segundos. Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un
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escaner ScanJet 3400C (Hewlett Packard) y las imagenes se guardaron en una
computadora. El analisis densitométrico se realiz6 determinando la intensidad de las

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

6.7. ENSAYO DE “PULL-DOWN"

Para la evaluacion del estado de activacion de RhoA en las muestras de tejido, se
incubaron 500 ug de proteina de los homogenados de cada muestra con 400 pyg de GST-
RBD (glutation S transferasa etiquetado con el dominio de unién a rotecina) unido a la
resina glutatién. Se dejoé incubando por 1 Hr a 4°C con agitacién suave. Posteriormente,las
muestras se lavaron 2 veces con400 ul de buffer de lavado y se centrifugaron a 6,000 xg
por 30 segundos. Las proteinas unidas se eluyeron con 50 pl de buffer de muestra
reductor para cada reaccién de “pull-down”, mediante la mezcla de 1 parte de B-
mercaptoetanol a 20 partes de buffer de muestra SDS 2x y se dejdé incubando por 12
minutos. Posteriormente, se centrifugd a 6,000 xg por 2 minutos y se calentaron las
muestras eluidas durante 5 minutos a 95-100°C. Las proteinas se inmunodetectaron por
SDS-PAGE y Western bloty se utilizd el anticuerpo anti-RhoA (Santa Cruz Biotechnology,

Inc.) a una dilucién 1:2000.

7. RESULTADOS

7.1. Recoleccion del material biolégico

Las placentas se obtuvieron de 9 mujeres embarazadas, de las cuales fueron 5los

controles normotensos y 4las diagnosticadas con preeclampsia (Tabla 3).

Tabla 3. Datos clinicos de las pacientes con preeclampsia y normotensas

Muestras obtenidas Presidn sanguinea Proteinuria Edad Peso del recién Peso de la
gestacional nacido placenta
Placenta 1- NORMOTENSA 110/70 mmHg | - 39 semanas 3.560 Kg 501 grs
Placenta 2- NORMOTENSA 120/80 mmHg | - 39 semanas 2.930Kg 370 grs
Placenta 3- NORMOTENSA 120/70 mmHg | - 39 semanas 2.950 Kg 481 grs
Placenta 4- NORMOTENSA 110/80 mmHg | - 37 semanas 2.290 Kg 402 grs
Placenta 5- NORMOTENSA 120/80 mmHg | - 37 semanas 2.910 Kg 450 grs
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Placenta 6- PREECLAMPTICA 160/100 mmHg POSITIVO 29 semanas 1.500 Kg 163.5grs
Placenta 7- PREECLAMPTICA 140/90 mmHg POSITIVO 39 semanas 2.950 Kg 340 grs
Placenta 8- PREECLAMPTICA 150/98 mmHg POSITIVO 36.5 semanas 1.700 Kg 201 grs
Placenta 9- PREECLAMPTICA 160/98 mmHg POSITIVO 35 semanas 1.450 Kg 160 s

7.2. Diferencias en los datos clinicos entre las pacientes normales y las

preeclampticas

Para observar las diferencias en las caracteristicas clinicas documentadas durante la
recoleccidn de las placentas, se procedié a analizar la edad gestacional, el peso del recién
nacido y el peso de la placenta en los grupos normales y con preeclampsia. Los datos
analizados mostraron un menor peso del recién nacido en el grupo con PE (P=0.017)

(Figura 13A) y también un periodo gestacional mas corto (P=0.081) (Figural3B).

En cuanto al peso de las placentas, se observd una disminucidon significativa en las
placentas que pertenecen al grupo con PE en comparacién con el grupo normal
(P=<0.001) (Figura 13 C). Esto sugiere que el proceso patoldgico interfiere con el
desarrollo normal de la placenta, asi como el suministro insuficiente de sangre y de

nutrientes.

Con estos resultados se obtiene evidencia de la diferencia entre las placentas de mujeres

con preeclampsia con respecto al grupo de placentas de mujeres normotensas.
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Figura 13. Diferencias en los datos clinicos entre las pacientes normales y con PE. a) peso del recién
nacido,*P = 0.017; b) semanas de gestacién, P = 0.081 y c) peso de las placentas, *P = <0.001. n=4-5.
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7.3. Evaluacidn histoldgica de los tejidos placentarios

Cordones umbilicales normales

El corddn umbilical conecta al feto con la placenta. Todos los cordones umbilicales
normales presentaron 2 arterias que llevan la sangre desde el feto hacia la placenta con
un curso helicoidal alrededor de una vena Unica que conduce la sangre de retorno hacia el

feto.

Arterias

Todas las arterias umbilicales de los embarazos normales mostraron buen desarrollo de
las capas intima, media y adventicia (Figura 14A). La lamina media fue gruesa, organizada
en dos capas: una longitudinal interna mostrando una capa de células de musculo liso
longitudinales de forma fusiforme, con nucleos Unicos y alargados y una circular externa
de células de musculo liso. Los limenes de las arterias mostraron una forma ramificada y
delineada por células endoteliales poligonales alargadas con nucleos prominentes. La
gelatina de Wharton muestra fibras colagenas y fibroblastos en forma de uso distribuidos

uniformemente con largas extensiones.

Vena

La pared de la vena umbilical, al igual que la arteria, estd constituida por 3 capas:
adventicia, media e intima (Figura 14B). La tunica adventicia estd formada por tejido
conectivo. La tunica intima y media fue mas delgada que en las arterias la cual presenta

fibras musculares. El lumen se delineo por endotelio.

Cotileddn

La unidad anatdmico funcional de la placenta consiste en las vellosidades coridnicas de
diferentes tamafios contenidas en cotiledones. Estas vellosidades surgen de la placa
coridnica como troncos vellosos grandes que se ramifican en vellosidades cada vez mas
pequeiias. En los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina se observan las vellosidades

coriodnicas, las cuales presentan vasos sanguineos y células de trofoblasto (Figura 14C).
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Figura 14. Tincidn con hematoxilina-eosina de las muestras de placenta de embarazos normales. A) arteria
umbilical, 5x; B) vena umbilical, 2.5x; C) cotiledén, 10x. 1- Endotelio; 2- tinica media; 3- tunica adventicia; 4-
gelatina de Wharton; 5- vasos sanguineos; 6- células de trofoblasto, n=5.

7.4. Evaluacion histoldgica de las placentas de embarazos con PE

El cordon umbilical es el nexo entre el feto y la placenta, por lo tanto la configuracion de
los vasos umbilicales puede ser un indicador del estado fetal en la PE. Se supone que en la
PE puede cambiar la estructura de los vasos del cordén umbilical, ya que la PE se
acompafia de alteraciones significativas funcionales y morfolégicas de las paredes

arteriales.

En los cortes de las venas y las arterias umbilicales con PE, se observan grandes
espaciosintercelulares debido a la poca compactaciéon del tejido, generdndose una
alteracion de la arquitectura de las capas de estos vasos sanguineos, sobre todo en la
ldmina media, en comparacion con las venas y arterias umbilicales deplacentas normales

(Figura 15 Ay B).

Las vellosidades coridnicas contienen vasos sanguineos que controlan el volumen de
sangre en la placenta que posteriormente nutrira al feto. En la PE se sabe que hay menor
suministro de sangre al feto y por lo tanto se sufre de hipoxia placentaria. En los cortes
histolégicos de cotileddn en placentas de embarazos con PE se observé que los vasos
sanguineos en las vellosidades coridnicas son menores con respecto al cotiledon de
embarazos normales (Figura 15C). Con esto se apoya el hecho que la PE se caracteriza por
una pobre perfusiéon de las circulaciones materno y fetal de la placenta, ya que la
reduccion en el lumen de los vasos sanguineos de las vellosidades coridnicas en la

placenta genera una reduccion del flujo sanguineo que nutre al feto y a la placenta.
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Figura 15. Tincidon con hematoxilina-eosina de las muestras de placenta de embarazos con PE. A) arteria
umbilical, 5x; B) vena umbilical, 2.5x; C) cotileddn, 10x. 1- Endotelio; 2- tinica media; 3- tunica adventicia; 4-
gelatina de Wharton; 5- vasos sanguineos; 6- células de trofoblasto, n=4.

Con lo observado se corrobora que en la PE puede cambiar la estructura de los vasos

sanguineos del cordén umbilical, asi como delas vellosidades coridnicas de la placenta.

7.5. Inmunohistoquimica de la proteina RhoA en los tejidos placentarios

La inmunohistoquimica fue empleada para determinar la presenciay la distribucion de la
proteina RhoA en el corddn umbilical y en cotiledén de las placentas de mujeres
normotensas y con PE. La inmunotincién de la proteina RhoA se observé en todas las
muestras estudiadas y generalmente se distribuydé en los vasos sanguineos del corddén
umbilical y de los cotiledones. En la arteria y la vena umbilical de las muestras normales la
tincion fue alta en todas las capas (endotelio, tinicamedia y adventicia) en comparacion
de la gelatina de Wharton que mostré menor tincién (Figura 16 A y B). En el cotiledon de
las muestras normales se observa mayor tincién sobre todo en el endotelio y en las células
musculares lisas de los vasos sanguineos. Las células de trofoblasto mostraron una alta

tincién (Figura 16 C).

Figura 16. Distribucidn de la proteina RhoA en lasmuestras de placenta de embarazos normales. A) arteria
umbilical, 5x; B) vena umbilical, 2.5x; C) cotileddn, 10x. 1- Endotelio; 2- tunica media; 3- tunica adventicia; 4-
gelatina de Wharton; 5- vaso sanguineo; 6- células de trofoblasto; 7- células musculares lisas, n=5.
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La tincion inmunohistoquimica de la proteina RhoA en embarazos con PE muestra grandes
diferencias en cuanto a la intensidad de tinciéon y de su distribucién con respecto a las
placentas de mujeres normotensas. En la arteria y la vena umbilical con preeclampsia se
observa una menor intensidad de la tincion de la proteina RhoA en las capas de la tunica
media y adventicia, asi como de la gelatina de Wharton, en cambio la capa del endotelio
muestra una mayor tincién (Figura 17A y B). En el cotiledén de las placentas con PE se
observa una mayor tincion de la proteina RhoA en el endotelio y en las células musculares
lisas de los vasos sanguineos, asi como en la capa del sincitiotrofoflastos. Ademas las

células de trofoblasto mostraron una alta tincién (Figura 17 C).

Figura 17. Distribucidn de la proteina RhoA en las muestras de placenta de embarazos con PE. A) arteria

umbilical, 5x; B) vena umbilical, 2.5x; C) cotileddn, 10x. 1- Endotelio; 2- tunica media; 3- tunica adventicia; 4-
gelatina de Wharton; 5- vaso sanguineo; 6- células de trofoblasto, n=4.

Los datos anteriores demuestran que la proteina RhoA cambia su distribucion en la arteria
y la vena de cordén umbilical de placentas con PE con respecto a lasplacentas de

embarazos normales.

7.6. Localizacion celular de la proteina RhoA en el cordén umbilical y el cotiledén de

placentas normales y con PE.

Posteriormente se estudio la localizacion celular de la proteina RhoA en la arteria y la vena
umbilical yen el cotiledén en embarazos normales y con preeclampsia para determinar si
existen diferencias a nivel celular. Primeramente para observar la morfologia celular se
realizaron tinciones con hematoxilina eosina, tinéndose de color morado el nucleo y de
color rosa el citoplasma. Se pudo observar en los vasos sanguineos del corddn umbilical

gue en la capa del endoteliose observan las células alargadas de 13 a 15 um con
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nucleosaplanados elipticos (Figura 18 A). La localizacion de RhoA a nivel celular en el
endotelio en la arteria y la vena umbilical de las placentas normales y con PE mostré una
misma distribucién general en toda la célula, observdndose en el citoplasma y en el nucleo

(Figura 18 By C).

La tincidon con hematoxilina eosinade las células de musculo liso que componen los vasos
sanguineos mostraron un tamafo de 30 um, delgadas y aguzadas en los extremos en
forma de capas, rodeadas de tejido conjuntivo (Figura 19 A).La localizacidon de RhoA a nivel
celular en las células del musculo liso en laarteria y la vena umbilical de las placentas
normales y con PE mostré una misma distribucion general en toda la célula (Figura 19 By
C). Por otro lado se observa gran cantidad de espacios intercelulares enel tejido de

musculo liso y en el endotelio de las muestras con PE sugiriendo un dafio a nivel

endotelial.

Figura 18. Localizacion de la proteina RhoA a nivel celular en el endotelio de los vasos sanguineos del
cordén umbilical de muestras normales y con PE. A) Tincion con hematoxilina-eosina en donde se observa
la morfologia de las células endoteliales; B) Inmunotinciéon de RhoA en el endotelio del cordén umbilical de
embarazos normales y C) Inmunotincién de RhoA en el endotelio del cordén umbilical de embarazos con PE,
objetivo 100x, n=4-5.

Figura 19. Localizacién de la proteina RhoA a nivel celular en el musculo liso de los vasos sanguineos del
cordén umbilical de muestras normales y con PE. A) Tincidon con hematoxilina-eosina en donde se observa
la morfologia de las células del musculo liso; B) Inmunotincién de RhoA en el musculo liso del corddn
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umbilical de embarazos normales y C) Inmunotincidon de RhoA en el musculo liso del cordén umbilical de
embarazos con PE, objetivo 100x, n=4-5.

En las muestras de cotileddn, las células del trofoblasto tefiidas mediante la técnica de
hematoxilina-eosina mostraron una forma alargada, en forma de huso, similares a los
fibroblastos (Figura 20 A). La localizacién de la proteina RhoA en las células del trofoblasto
en el cotileddn de las placentas normales y con PE mostraron una distribucién en toda la

célula, es decir, su distribucidon es tanto citoplasmaticay como nuclear (Figura 20 By C).

Figura20. Localizacion de la proteina RhoA a nivel celular en cortes de cotiledon de placentas normales y
con PE.A) Tincion con hematoxilina-eosina en donde se observa la morfologia de las células de trofoblasto;

B) Inmunotincion de RhoA en el cotiledon de embarazos normales y C) Inmunotincion de RhoA en el
cotiledén de embarazos con PE, objetivo 100x, n=4-5.

Los datos anteriores sugieren que no hay diferencias en cuanto a la localizacién subcelular
de la proteina RhoA en las diferentes muestras de placentas de mujeres con embarazos

normales y con PE.

7.7. Expresion y estado de activacion de la proteina RhoA en el cotiledon, en la vena 'y

en la arteria umbilical de placentas con PE

Al observar una diferencia en la distribucidn y la intensidad de inmunotincién de la
proteina RhoA en las diferentes muestras placentarias, se utilizéel ensayo de Western blot
para determinar los niveles de expresidn total de la proteina RhoA en todas las muestras
de placentasprovenientes de embarazos normales y con PE. Se determinaron los niveles
de actina para asegurar la misma carga de proteinas en los dos grupos. El anticuerpo anti-

RhoA detectd bandas de 24 kDa, tanto en las muestras normales como con PE (Figura 21).
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No hubo diferencias significativas en los niveles de expresiéon total de RhoA tanto en la

vena y la arteria umbilical y el cotileddn en los dos grupos.

Posteriormente, para determinar el estado de activacién de la proteina RhoA, se
determiné la cantidad de RhoA unido a GTP en las diferentes muestras de
placentasrealizando el ensayo de “pull-down”.Nuestros datos demuestran un aumento
significativo de los niveles de RhoA activa en todas las muestras de placenta analizadas de
embarazos con PEen comparacion de las normales (Figura 21, paneles superiores). Esto
sugiere que mientras los niveles de RhoA total no varien entre las muestras normales y
con PE, el incremento en el estado de activacién de la proteina RhoA en las muestras con
PE pudiera estar involucradaen la contraccidn vascular observada en la hipertensién
asociada a la PE. Al observar un aumento del estado de activacion de la proteina RhoA en
las muestras de placentas de embarazos con PE, se investigd la presencia y los niveles de
expresion de moléculas efectoras conocidas de RhoA (Dial, PKN, ROCK1 y ROCK2) en las

diferentes muestras de embarazos con PE a comparacién de las normales.
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Figura 21. Niveles del estado de activacion de la proteina RhoA en placentas de mujeres con PE. A) Arteria
umbilical; B) Vena umbilical y C) Cotileddn. El andlisis estadistico se realizd6 mediante la t de Student. Panel
superior: Western blot; panel inferior: densitometria. El valor de *P=<0.001 fue estadisticamente
significativo. n=3.

41




7.8. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora Dial en muestras de

placentas con PE

Evidencias recientes sugieren que la proteina Dial (diaphanous con homologia a formina
en humanos) coopera con ROCK1 en la reorganizacién del citoesqueleto de actina
inducida por la proteina RhoA. Se empled Western blot para determinar la presencia y los
niveles de expresion de la proteina Dial en las muestras de placentas de embarazos
normales y con PE. El anticuerpo anti-Dial detecté una banda de 200 kDa. Se observé un
aumento significativo en la expresion de Dial en las muestras de la arteria umbilical de
embarazos con PE (P=0.032), mientras que no se observaron diferencias significativas en
las muestras de la vena umbilical (P=0.542) y el cotiledén (P=0.185) de los embarazos con
PE comparados con las muestras de las placentas de embarazos normales (Figura 22).
Estos datos, junto con el aumento del estado de activacion de RhoA en la arteria
umbilicalde embarazos con PE, nos sugieren que Dial al ser activada por RhoA podria
estar involucrada en la reorganizacion de los filamentos de actina en las fibras de estrés
contractiles, participando en la contracciéon de las células del musculo liso vascular

durante la PE.
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analisis estadistico se realizd mediante la t de Student.Panel superior: Western blot; panel inferior:
densitometria. n=4.

7.9. Presencia y niveles de expresidon de la molécula efectora PKN en muestras de

placentas con PE

La familia PKN de serina/treonina cinasas fue inicialmente descubierta como una familia
de potentes efectores de RhoA. Las vias de sensibilizaciéon al calcio involucran no
solamente a RhoA/ROCK, sino también a la proteina PPP1R14A (anteriormente conocida
como CPI-17). La proteina PKN fosforila a PPP1R14A, lo que aumenta su efecto inhibitorio
en la fosfatasa de la cadena ligera de miosina. Se utiliz6 Wester blot para determinar la
presencia y los niveles de expresién de PKN en las muestras de placentas de embarazos
normales y con PE. El anticuerpo anti-PKN detecté una banda de 125 kDa. Se observé un
aumento significativo en la expresion de PKN en las muestras de la arteria (P=0.007) y de
la vena umbilical (P=<0.001) de embarazos con PE, mientras que no se observaron
diferencias significativas en las muestras de cotiledén (P=0.310) de los embarazos con PE
comparados con las muestras de las placentas de embarazos normales (Figura 23). Estos
datos, junto con el aumento del estado de activacién de RhoA en la arteria y la vena
umbilical de embarazos con PE, nos sugieren que PKNpodria estar involucrada en la
inactivacion de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina, mediante la fosforilaciéon de
PPP1R14A, permitiendo que se fosforile la miosina y se genere contraccion de las células

del musculo liso vascular durante la PE.
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Figura 23. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora PKN en las muestras de placentas
normales y con PE. A) Cotiledén, P= 0.310; B) Arteria umbilical, *P= 0.007 y C) Vena umbilical, "P=<0.001. El
analisis estadistico se realizé mediante la t de Student. Panel superior: Western blot; panel inferior:
densitometria.n=4.

7.10. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora ROCK2 en muestras de

placentas con PE

Se ha sugerido una asociacion entre la hipertensidén general y la proteina ROCK2, por lo
gue se la pudiera asociar con la PE. Seempled Western blot para determinar la presencia y
los niveles de expresion de ROCK2 en las muestras de placentas de embarazos normales y
con PE. El anticuerpo anti-ROCK2 detectd una banda de 161 kDa. Se observé un aumento
significativo en la expresién de ROCK2 en las muestras de cotileddn (P=<0.001) y la arteria
umbilical (P=0.010) de embarazos con PE, mientras que no se observaron diferencias
significativas en las muestras de la vena umbilical (P=0.843) de los embarazos con PE
comparados con las muestras de las placentas de embarazos normales (Figura 24). Estos
datos nos sugieren que ROCK2 podria ser uno de los factores que son responsables de la
etiologia y la patogénesis de la PE, debido a que se la ha involucrado con el desarrollo de

la hipertension general.
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Figura 24. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora ROCK2 en las muestras de placentas
normales y con PE. A) Cotileddn, *P=<0.001; B) Arteria umbilical, *P=0.010 y C) Vena umbilical, P= 0.843. El
analisis estadistico se realiz6 mediante la t de Student.Panel superior: Western blot; panel inferior:
densitometria. n=4.

7.11. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora ROCK1 en muestras de

placentas con PE

La proteina RhoA activa se une a su efector ROCK1, el cual fosforila a la fosfatasa de la
cadena ligera de miosina inhibiendo su actividad para generar la contraccién vascular. Se
empled Western blot para determinar la presencia y los niveles de expresion de ROCK1 en
las muestras de placentas de embarazos normales y con PE. El anticuerpo anti-ROCK1
detectd una banda de 150 kDa. No se observaron diferencias significativas en las muestras
de la arteria (P=0.857) y la vena umbilical (P=0.813) de los embarazos con PE comparados
con las muestras de las placentas de embarazos normales, mientras que sélo se detectd la
banda para ROCK1 en las muestras de cotileddn de los embarazos con PE a diferencia de
las normales (P=<0.001) (Figura 25). Estos datos nos sugieren que ROCK1 podria estar

participando en la vasoconstriccion de los vasos sanguineos del cotiledén en la PE.

45




A) N PE B) N PE Q) N PE
ROCK1 “ ROCK1 _ ROCK1
(150 kDa) i (150 kDa) (150 kDa)
Actina Actina Actina
(42 kDa) (42 kDa) (42 kDa)
% 120 g 1 T o=
o2 * » 9 0
x %VUD - 8 2 100 4 T 8 '9 100 4 1
@ £ '[ ® © P ©
5 BE =1
S S, c 0 = 0
o s 0 £ =4 0 £ #-
g8 88 S8
E :60— %w & 4 g.m 0
) QO c [ —
5. $3 R
0. 24 c “1 ]
ge g2 23
[ = e
g @20 g S ® g 3 21
& 0 ' T g o T { o T
NORMALES PREECLAMPTICAS NORMALES PREECLAMPTICAS NORMALES PREECLAMPTICAS
COTILEDON ARTERIA UMBILICAL VENA UMBILICAL

Figura 25. Presencia y niveles de expresion de la molécula efectora ROCK1 en las muestras de placentas
normales y con PE. A) Cotiledén, *P= <0.001; B) Arteria umbilical, P= 0.857 y C) Vena umbilical, P= 0.813. El
analisis estadistico se realizé mediante la t de Student. Panel superior: Western blot; panel inferior:
densitometria.n=4.

8. DISCUSION

La PE es una de las enfermedades hipertensivas inducidas por el embarazo, la cual
representa un problema de salud publica mundial. En México, la incidencia de la PE varia
entre el 2 y 6% de las mujeres embarazadas (Ceron-Mireles y col., 2001). Esta enfermedad
es comunmente diagnosticada con la presencia simultanea de hipertensién y proteinuria
(Milne y col., 2005). La hipertension que se presenta en la PE se asocia con un aumento en
la resistencia vascular y disminucién del flujo utero-placentario (Boura y col., 1994). Lo
anterior puede explicar la disminucién de la biodisponibilidad de nutrientes en la unidad
feto-placentaria, lo que lleva un bajo peso, tanto de la placenta como del recién nacido
(Halhali y col., 2004). De acuerdo con nuestros resultados, los embarazos con PE
presentaron una disminucion significativa en los pesos del recién nacido, asi como de los
pesos de las placentas, ademds de lesiones en las arterias y venas de los vasos del cordén
umbilical y una reduccion en el area del lumen de los vasos sanguineos de las vellosidades

coridnicas en la placenta. Esto sugiere que las alteraciones vasculares pueden ser
46



consideradas como causas concurrentes y consecuencias de la fisiopatologia de la PE y
que el proceso patoldgico interfiere con el crecimiento normal de la placenta, asi como la
insuficiente sangre que se suministra en la PE. Con estos datos se obtiene evidencia de la
gran diferencia entre el grupo de placentas de mujeres con PE con respecto al grupo de

mujeres normotensas.

El cordon umbilical es el nexo entre el feto y la placenta, por lo tanto la configuracion de
los vasos umbilicales puede ser un indicador del estado en que se encuentre el feto. Los
autores hipotetizan que en la PE puede cambiar la estructura de los vasos sanguineos del
corddn umbilical (Blanco y col., 2011). En nuestra evaluacién histoldgica de las muestras
placentarias con hematoxilina-eosina se observd que en la vena y la arteria umbilical de
placentas con PE hay una alteracién en la arquitectura del tejido en todas las capas de
estos vasos sanguineos, en comparacion de los tejidos normales. Esto pudiera deberse a
las grandes presiones a las que se someten durante la PE, perdiéndose de esta manera los
medios de unién intercelulares y la arquitectura normal del tejido se ve comprometida por
lo que puede cambiar el fenotipo de los vasos del corddn umbilical, ya que la PE se
acompafa de alteraciones significativas tanto funcionales como morfolégicas de las

paredes arteriales del Utero y la placenta (Romanowicz y Ban, 2010).

La unidad anatdmico-funcional de la placenta son las vellosidades coridnicas de diferentes
tamafios contenidas en los cotiledones (Acevedo y col., 2008). Los vasos sanguineos de las
vellosidades coridnicas controlan el volumen de sangre en la placenta que posteriormente
nutrird al feto (Hirano y col., 2002). En la PE se sabe que hay menor suministro de sangre
al feto y por lo tanto se sufre de hipoxia placentaria (Osama y col., 2010). En los cortes
histolégicos de cotileddn se observa principalmente que el lumen de los vasos sanguineos
de las vellosidades coridnicas en la PE es mas reducido que en las normales. Con esto se
corrobora que la PE se caracteriza por una pobre perfusién de las circulaciones materno y
fetal de la placenta, ya que la reduccion en el didametro de estos vasos sanguineos genera

una reduccién del flujo sanguineo que nutre al feto y a la placenta.

47



La proteina RhoA es el miembro mas estudiado de la familia Rho. Juega un papel
importante en la transduccion de senales y ha sido reportado que regula muchas
actividades bioldgicas que incluyen la formacién de fibras de estrés, transcripcion génica,
adhesiones focales y progresiéon tumoral (Kjoller y Hall, 1999). Las actividades de las
proteinas Rho son reguladas por sus niveles de activacion (Rho unida a GTP) (Riento y col.,
2005). Los resultados del pull-down demuestran por primera vez que los niveles de RhoA
activa aumentan en las muestras de placentas con PE,lo cual sugiere que la proteina RhoA
es un importante modulador de la actividad contractil durante la PE, probablemente
regulando la actividad de sus moléculas efectoras involucradas durante este proceso

fisioldgico.

La etiologia de la PE permanece desconocida, sin embargo, se reconoce que el desarrollo
de la hipertension en la PE resulta del dafio endotelial generalizado y/o de la falta de
equilibrio en la produccién y/o accion de agentes vasoactivos, lo que conlleva al
incremento en la fosforilacién de la cadena ligera de miosina (MLC), que resulta en la
vasoconstriccion y la disminucidn de la perfusidon sanguinea en los érganos, tales como la
unidad feto-placentaria (Redman y Sangent, 2005). La proteina RhoA activa la molécula
efectora ROCK, la cual fosforila e inactiva la fosfatasa de la cadena ligera de miosina y
subsecuentemente aumenta la fosforilaciéon de la cadena ligera de miosina (MLC). El nivel
de la MLC fosforilada influye directamente sobre la funcidn contractil de las células del
musculo liso (SMCs) y controla la polimerizacién de los microfilamentos de actina en las

SMCs (Sun y Chen, 2004).

La formacidn de espacios entre las células endoteliales durante la inflamacién, conduce a
lasalida de fluidos y macromoléculas y puede causar edema. La trombina induce
unaalteracién de la funcidn de la barrera endotelial (Moy y col., 1996). Esto estd asociado
con una reorientacién del citoesqueleto de F-actina, una prolongada fosforilacion de la
MLC y la formaciéon de espacios intercelulares (Amerongen y col., 1998). La fosforilacion
de la MLC juega un papel importante en la iniciacidn de la interaccidn actina-miosina y en
el desarrollo de la disfuncién de la barrera endotelial. RhoA contribuye a la fosforilacién
de la MLC por medio de ROCK1 (Gong y col., 1996). Se ha demostrado que la trombina
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induce una activacion rapida y constante de RhoA en las células endoteliales de las venas
umbilicales en humano (Geerten y col., 2000). Ademas de la disfuncién endotelial, RhoA 'y
ROCK1 contribuyen en la regulacion de la expresion génica de la sintasa del éxido nitrico
(eNOS) y la inhibicién de la fosforilacion de la eNOS y por lo tanto en la produccién del
oxido nitrico (NO) celular (Ming y col., 2002). En nuestro estudio, se observé un aumento
significativo en los niveles de la proteina RhoA activa en la vena y en la arteria umbilical en
la PE a comparacién de las normales, asi como de la molécula ROCK1 en el cotileddn. Esto
nos lleva a suponer que el aumento de trombina que se da durante la PE, asi como la
reduccion de los niveles del NO pueden estar involucrados en el incremento de la
actividad de RhoA y de ROCK1 en el tejido placentario llevando a la disfuncién de la
barrera endotelial de los vasos sanguineos del cordén umbilical y del cotiledén. Por otro
lado, también se observd una inmunotincion de RhoA predominantemente en el endotelio
de los vasos sanguineos del cordén umbilical con PE, esto nos lleva a suponer la accidn de

RhoA en la disfuncién endotelial.

La proteina RhoA ha sido implicada en muchos aspectos de la biologia vascular,
influenciando la biologia de las células endoteliales, células de musculo liso vascular,
leucocitos y plaquetas, ademas de regular diversos procesos como el tono vascular e
hipertension, inflamacién y trombosis. RhoA al estar abundantemente expresada en el
musculo liso vascular aumenta la contraccién independientemente del calcio intracelular
(Hirata y col., 1992). Se ha reportado que diversos factores activan a la proteina RhoA en
las células vasculares, incluyendo la trombina (Seasholtz y col.,, 1999), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Kishi y col., 2000), la angiotensina Il (Funacoshi
y col., 2001) yla edotelina 1 (Yamamoto y col., 2000). Por otro, lado también las proteinas
Rho se requieren para la expresion génica de la pre-pro-endotelina-1 (Hernandez y col.,
2000) y por lo tanto regulan el tono vascular y la respuesta proliferativa a la endotelina-1.
Debido a que la PE es un trastorno en el cual hay un incremento en los factores
vasoconstrictores del musculo liso, podemos suponer que en la PE hay un aumento en la

activacion de RhoA por el papel de los agonistas en dicha enfermedad.

49



La patogénesis compleja y multifactorial de la hipertension pulmonar involucra la
constriccién, remodelacién y trombosis in situ de los vasos sanguineos. Tanto la
serotonina (5-HT) y la sefializacion de RhoA puede contribuir a estas alteraciones. Guilluy
y col.(2009) demostraron que la 5-HT se internaliza en las SMCs vasculares a través del
transportador de 5-HT (5-HTT), el cual es covalentemente ligado a RhoA por la
transglutaminasa tipo 2 intracelular (TG2), conduciendo a una activacidn constitutiva de
RhoA. Puesto que las plaguetas son la principal fuente de serotonina circulante, el
aumento de la agregacioén plaquetaria en la PE origina un aumento de las concentraciones
de serotonina (Bolte y col., 2001). En base a nuestros resultados y a que en la PE hay un
aumento en la serotonina podemos suponer que esto también contribuye al aumento del

nivel de activacion de RhoA en las muestras de placentas con PE.

Es bien conocido que la PE es un sindrome clinico caracterizado por espasmos del musculo
liso vascular y aumento en la presidon sanguinea. Aunque la patogénesis de la PE es
diferente a la hipertensién, los cambios patoldgicos son los mismos. La activacion anormal
de RhoA puede ocasionar una alteracion de la funciéon vasomotora (Master y col., 2004).
Estos datos, en conjunto con los nuestros, nos sugieren que RhoA juega un papel
importante en la patogénesis de la PE debido a su influencia en la funcién vasomotora del

musculo liso vascular, resultando en un espasmo del musculo liso vascular.

En la PE hay una inadecuada oxigenacién en la placenta, lo cual genera hipoxia. Los
cambios en el contenido de oxigeno placentario puede estar correlacionado con la
patogénesis de la PE. El HIF-1a (factor inducible por hipoxia 1a) media la regulacién de
genes bajo hipoxia, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), endotelina
1, leptina, factor de necrosis tumoral a e interleucina-1. La expresidon anormal de estos
factores puede estar correlacionado con el desarrollo de la PE. Los mecanismos no estan
claros de cdmo las células convierten la sefial de hipoxia a un aumento de la actividad de
HIF-1a. Hayashi y col. (2005) descubrieron que en condiciones de bajo oxigeno inducen un
aumento en la activacidn de RhoA,teniendo un papel importante en la regulacién de la
expresion de HIF-1a. Muchos estudios muestran que la expresion de HIF-1a aumenta en
las placentas con PE. Este estudio descubre que los niveles de RhoA activo en las muestras
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con PE fue significativamente mayor a los embarazos normales. Con estos resultados
asumimos que RhoA puede participar en la patogénesis de la PE por la regulacién de la

expresion de HIF-1a.

Las moléculas efectoras Dia y PKN1 estan significativamente expresadas en la vena y la
arteria umbilical. Dia es un miembro rico en prolina, la cual se une a la proteina profilina
de unidén a G-actina, que causa un aumento en la polimerizacidon de actina (Lammers y
col., 2005). Esta proteina es principalmente regulada por autoinhibicidén y es activada por
la proteina RhoAactiva. Ha sido implicada en una amplia gama de actividades bioldgicas,
incluyendo la regulacion de las funciones ovdricas (Bione y col., 1998). Dia activada por
RhoA puede organizar los filamentos de actina inducidos por ROCK en fibras de estrés
contractiles (Watanabe y col., 1999). Por lo tanto, la elevada expresion de Dia en el tejido
placentario, sugiere la potenciacidon de la actividad de RhoA a través de la cooperacién

Dia-ROCK.

La activaciéon de PKN1 por RhoA puede resultar de la regulacién de una serie de eventos
celulares que abarcan la adhesion celular con E-cadherina en los queratinocitos,
transporte de glucosa estimulada por insulina y la regulacién de la meiosis en los oocitos
de estrellas de mar. Por otro lado también PKN1 puede inactivar la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina por medio de la proteina PPP1R14A (proteina fosfatasa 1 reguladora de
la subunidad 14A) (Hamaguchi y col., 2000) y se ha sugerido que el nivel potencial de
fosforilacién de PKN1 en PPP1R14A es similar al de ROCK (Koyama y col., 2000). Por lo
tanto, la expresion significativa de PKN1 en las muestras de placentas con PE indican
fuertemente que la via RhoA/PKN1 puede cooperar con RhoA/ROCK para regular el
equilibrio MLC/MLC-P en la placenta de mujeres con PE. Debido a esto se cree que la
actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina es influenciada por dos vias: la
inhibicion de la subunidad PPP1R12A por RhoA/ROCK y la fosforilacion de PPP1R14A

regulada por PKN1.

En resumen, la proteina RhoA puede participar regulando varios procesos durante la PE,

tales como en la regulacion de la invasion trofoblastica, reaccidn hipdéxica y funcién
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vasomotora. No se evalud si el aumento en la actividad de RhoA es una causa o
consecuencia de la PE. Sin embargo, investigaciones futuras de la via de sefalizacién de
RhoA se necesitan, para elucidar la patogénesis de la PE y establecer una nueva estrategia

terapéutica.

Los datos proporcionan evidenciasde la presencia de las moléculas efectoras de RhoA, Dia
y PKN1 en placentas de mujeres con PE. Nuestros resultados también demuestran que los
niveles de las moléculas efectoras Dia, PKN1 y ROCK aumentan en las muestras de
placentas con PE y parecen estar involucradas en la regulacién de las interacciones actina-
miosina durante la vasoconsticcién en la hipertensién observada en la PE. Ademas se

observé un aumento en el estado de activacién de la proteina RhoA en la PE.

El aumento de la activacidon de RhoA junto con la elevada expresion de Dia, PKN1 y ROCK
en la placenta con PE pudiera ser un mecanismo patolégico durante la PE. Investigaciones
futuras necesitan determinar si RhoA forma complejos con ROCK, PKN1 y Dia, asi como
investigar los papeles de otras GTPasas relacionadas a Rho y sus moléculas efectoras

durante la PE.
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9. CONCLUSIONES

- El aumento en el estado de activacion de RhoA en la arteria y la vena umbilical
sugiere que la proteina RhoA podria estar participando en los procesos patoldgicos
que generan la contraccién vascular en los vasos sanguineos durante Ia

hipertensién asociada a la preeclampsia.

- Ademads de las moléculas efectoras Dial, PKN y ROCK2, la molécula efectora

ROCK1 probablemente tiene un papel importante en la etiologia de la

preeclampsia.

10. PERSPECTIVAS

- Determinar la interaccién de la proteina RhoA con sus moléculas efectoras en

cotileddn, vena y arteria umbilical en embarazos con PE.

- Determinar la actividad de las moléculas efectoras ROCK2, Dial, PKN y ROCK1 en

cotileddn, vena y arteria umbilical en embarazos con PE.
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