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I. INTRODUCCION

1. EMBARAZO NORMAL

1. 1. Adaptaciones fisioldgicas

El embarazo es un proceso natural y fisiolégico que causa en la mujer
una serie de cambios tanto anatdmicos como funcionales, necesarios para el
desarrollo fetal (Leal, 2005). Estos cambios afectan de modo general a todo el
organismo. Cada 6rgano del cuerpo materno tiene que trabajar arduamente
para reunir las demandas del feto, adaptandose en diferente manera y a

diferente tiempo (Abbas et al., 2005).

Durante un embarazo normal se presentan cambios considerables en la
presion arterial. Dentro del primer trimestre hay un descenso de la presion
arterial causada por vasodilatacion activa. Esta reduccién de la presion arterial
afecta principalmente a la presion diastélica y una disminucién de 10 mmHg es
habitual, por las semanas 13 a la 20 de gestacidon. La presion arterial continda
descendiendo de la semana 22 a la 24. Después de esto, hay un aumento
gradual de la presion arterial, alcanzando los niveles previos al embarazo

(Sibai, 1996).

Inmediatamente después del parto la presion arterial cae por lo general,
pero aumenta en los primeros cinco dias post-parto (James y Nelson-Piercy,

2004).



Incluso las mujeres cuya presion arterial era normal durante el embarazo
pueden sufrir hipertension transitoria en un periodo temprano después del

parto, esto quizas reflejando un grado de inestabilidad en vasomotores.

En el embarazo también se produce un gran aumento del volumen
sanguineo. Comenzando en el primer trimestre, el volumen sanguineo de la
madre aumenta hasta aproximadamente un 50% mas que antes del embarazo.
El gasto cardiaco alcanza un méaximo de 30-40% sobre el normal. Esto se
asocia con una caida en la resistencia vascular periférica. La presion
sanguinea disminuye para permitir el flujo de un mayor volumen sanguineo.
(Longo, 1983) El volumen circulante se incrementa, por aumento del plasma,
desde los 40 a los 70 ml/kg lo cual representa un aumento del 40-50%. Existe
ademas un aumento en la capacidad de transporte de oxigeno, debido a un
incremento en la presion parcial de oxigeno, gasta cardiaco. De esta manera,
las adaptaciones fisiol6gicas cardiovasculares representan un eficiente estado
disefiado para proporcionar oxigeno y nutrientes al feto y a la madre (Abbas et

al., 2005).

Durante el parto, el rendimiento cardiaco y volumen sistélico aumentan
un 45% mas. Luego del parto y el alumbramiento, éstos se incrementan un
80% sobre lo normal. En periodos tempranos del embarazo, aumentan la tasa
de filtracion glomerular, de aproximadamente el 50%, y el flujo plasmatico
renal, con un incremento en la depuracion de creatinina. EI embarazo es
ademas un estado de hipercoagulabilidad, por aumento de los factores de la

coagulacion (Abbas et al., 2005).



2. Trastornos hipertensivos: Preeclampsia

La hipertension, que es la complicacion médica mas comun durante el
embarazo, es una de las principales causas de morbilidad materna y perinatal.
(Anyaegbunam y Edwards, 1994). Se define como la presion arterial sistolica
de al menos 140 mmHg y presion arterial diastélica de 90 mmHg (Cnossen et

al., 20086).

La preeclampsia es un sindrome que usualmente se manifiesta después
de 20 semanas de embarazo, durante el parto o después del puerperio (hasta
14 dias posteriores al parto) (Sanchez et al., 2005). Se caracteriza por
hipertension, o un incremento de la tension arterial sistélica de por lo menos 30
mmHg del valor basal o de diastélica de por lo menos 15 mmHg sobre el valor
basal (Hasbun, 1994), proteinuria (>300 mg en una coleccion de orina en 24
hrs.) (Sibai et al., 2005) asociada 0 no a edemas y a veces problemas de
coagulacion (Sanchez et al.,, 2005). A diferencia de otros trastornos
hipertensivos del embarazo, la preeclampsia es una enfermedad multisistémica

(Craici et al., 2008).

La preeclampsia pertenece a un grupo de trastornos hipertensivos en el
embarazo, el cual se divide en hipertensién gestacional, hipertensién crénica,
preeclampsia y preeclampsia superpuesta a hipertension crénica (Cnossen et
al., 2006). Los trastornos hipertensivos son causas importantes de parto
prematuro, retardo del crecimiento intrauterino y muerte fetal intrauterina

(Barron y Lindheimer, 2002). Los riesgos maternos incluyen: el accidente



cerebrovascular, el deterioro de la funcion renal, la insuficiencia cardiaca y la
hemorragia secundaria al desprendimiento prematuro de la placenta (Sanchez

et al., 2005).

Cuando hay una presion arterial sistélica y diastolica de 160 y 110
mmHg, respectivamente, 0 mas, y una proteinuria de al menos 5 g en una
colecciéon de orina en 24 horas, se considera preeclampsia severa (Grill et a.,
2009), ademas de presentarse alteraciones cerebrales (cefalalgia) o visuales,

dolor epigéstrico y oliguria (Guller et al., 2008).

Se le denomina hipertension gestacional o hipertensién inducida por el
embarazo, cuando el desarrollo de hipertension se presenta durante la
segunda mitad del embarazo en una mujer previamente normotensa, sin
proteinuria significativa u otras caracteristicas de la preeclampsia, y con
regreso a la normalidad dentro de las 6 semanas luego del parto (James y
Nelson-Piercy, 2004). El riesgo de que se superponga la preeclampsia va de
15% aun 26%, pero este riesgo es influenciado por la gestacién en la que se
desarrolla la hipertension. Cuando este tipo de hipertension es diagnosticada
después de 36 semanas de embarazo, el riesgo de padecer preeclampsia se
reduce a un 10% (Saudan et al., 1998). Es de curso benigno, tiende a recurrir e

incrementa el riesgo de hipertensién ulterior.

En la hipertensidn cronica, el diagnéstico de hipertension se basa en una
historia conocida de pre-hipertension del embarazo o una hipertension arterial

de 140/90 mmHg antes de las 20 semanas de gestacion (Brown et al., 2000).



Sin embargo, hay varias advertencias a este diagndstico. Las mujeres
hipertensas sin ser diagnosticadas, pueden aparecer como normotensas al
comienzo del embarazo debido a la caida de la presion arterial normal, que
comienza en el primer trimestre. Esto podria enmascarar la hipertension pre-
existente y cuando la hipertensién se registra mas tarde en el embarazo puede

ser interpretada como gestacional (James y Nelson-Piercy, 2004).

La presencia de prehipertension leve existente, aproximadamente
duplica el riesgo de preeclampsia, pero también aumenta el riesgo de
desprendimiento de la placenta y la restriccion del crecimiento en el feto.
Cuando la hipertension crénica es grave, estamos hablando de una presion
arterial diastélica > 110 mmHg antes de las 20 semanas de gestacion, el
riesgo de presentar preeclampsia es tan alta como 46% (McCowan et al.,

1996), con los consiguientes riesgos tanto para la madre como para el feto.

Hipertension crénica mas preeclampsia agregada. A este grupo
pertenecen aquellas pacientes a las cuales se les diagndstico hipertension
cronica y luego se complica con una preeclampsia-eclampsia. Realmente
estamos ante la presencia de dos enfermedades en una. Los criterios usados
para diagnosticar preeclampsia agregada son hipertension crénica con
presiones diastolicas superiores a 160 6 110 mmHg en mas de dos ocasiones,

sintomatologia persistente y aparicion de proteinas a nivel anormal en la orina.

La preeclampsia puede progresar a una fase convulsiva denominada

eclampsia. Esta condicion es usualmente precedida por varios sintomas y



signos premonitorios, entre los cuales se incluyen: cefalea, epigastralgia,
hiperreflexia y hemoconcentracion, aunque las convulsiones se pueden
presentar subitamente en una paciente estable s6lo con una discreta elevacion
de la presion arterial. Para el diagnostico preciso de la eclampsia deben
excluirse otras causas de convulsiones, no atribuibles a ninguna causa
subyacente, tales como epilepsia, accidentes cerebrovasculares (embolias,
trombosis, hemorragias), sindromes de abstinencia por drogas o por alcohol,

lesiones como tumores o abcesos, entre otros.

3. Sindrome de HELLP

Es sabido desde hace mucho tiempo que la preeclampsia puede estar
asociada con la hemodlisis, enzimas hepaticas elevadas y plaquetopenia
(Pritchard et al.,, 1954). El sindrome de HELLP (hemdlisis, pruebas de
funcionamiento hepatico elevadas y recuento bajo de plaguetas), es una seria
complicacién que se caracteriza por hemolisis, enzimas hepéaticas elevadas y
un bajo recuento de plaquetas, teniendo una incidencia del 0.5% al 0.9% de
todos los embarazos y se presenta en 10-20% de los casos con preeclampsia
severa (Kelly et al., 2009). Actualmente este sindrome es considerado como
una variante de la preeclampsia grave o una complicacion (Audibert et al.,

1996).

En cerca del 70% de los casos, el sindrome de HELLP se desarrolla
antes del parto (Sibai et al., 1993) con una frecuencia mayor entre las semanas

de gestacion de la 27a 'y 37a, 10% se producen antes de la semana 27, y 20%



mas alla de la 37a semana de gestacion (Sibai et al., 1986). El sindrome
HELLP puede ser completo o incompleto (Haram et al., 2009). El diagndstico
de la forma completa del sindrome HELLP requiere la presencia de los 3
principales componentes, mientras que la forma parcial o incompleta del
sindrome de HELLP se compone de so6lo 1 o 2 elementos de los 3 principales
(hemolisis o enzimas hepéticas elevadas o0 plaquetas bajas) (Martin et al.,
2006; Barton y Sibai, 2004). De acuerdo a la clasificacibn Tennessee, los
criterios para el diagnéstico son de hemdlisis con aumento de la
deshidrogenasa lactica (DHL), > 600 U/l, elevacion del aspartato
aminotransferasa (AST), = 70 U/l y el recuento plaguetario menor o igual a
100,000/mm? (Parra-Ramirez et al., 2005). El recuento plaquetario y los niveles
de DHL son los mejores marcadores de la gravedad del proceso en la

enfermedad (Martin, 1999).

Por otra parte, la clasificacion denominada Mississippi, el sindrome de
HELLP se clasifica en tres clases en funcién del numero de plaquetas: Clase 1:
Plaguetas menor de 50,000/mm?; Clase 2: Plaguetas entre 50,000 y
100,000/mm? y Clase 3: Plaquetas mayor de 100,000/mm? (Parra-Ramirez et

al., 2005).

La ruptura hepatica capsular es una complicacién rara pero dramatica
del sindrome de HELLP. La mayoria de los casos ocurren en mujeres
multiparas mayores de 30 (Kelly et al., 2009). En el periodo post-parto el

sindrome de HELLP se desarrolla generalmente en las primeras 48 horas en



las mujeres que han tenido proteinuria y la hipertensién antes del parto (Sibai et

al., 1993).

Los tipicos sintomas clinicos son el cuadrante superior derecho del
abdomen o dolor epigastrico, nduseas y vomitos. El dolor abdominal superior
puede ser fluctuante, como de cdlico (Sibai, 2004; Aarnoudse et al., 1986).
Hasta el 30-60% de las mujeres tienen dolor de cabeza, sintomas de
aproximadamente el 20% visual (Sibai, 2004). Sin embargo, las mujeres con el
sindrome de HELLP también podrian tener sintomas inespecificos (Kelly et al.,
2009; Sibai, 2004) o signos sutiles de preeclampsia. Los sintomas por lo
general estan en constante progreso, y su intensidad a menudo sufre cambios

de manera espontanea (Koenen et al., 2006).

4. Epidemiologia de la preeclampsia

Como se ha mencionado anteriormente, la hipertension es una de las
mayores causas de mortalidad y morbilidad tanto materna como fetal en el

mundo (Serrano, 2006; Thangaratinam et al., 2008; Greer, 2005).

La preeclampsia tiene una prevalecia entre el 5-10% de todos los
embarazos y afecta de manera preponderante a primigestas (85%) (Sanchez et
al., 2005). Algunos autores reportan una mayor incidencia de mujeres de raza

negra sobre las de raza blanca (Walker, 2000).



Dependiendo de la region, entre el 9,1% (Africa y Asia), el 16,1%
(paises desarrollados) y 25,7% (América Latina) de las muertes maternas
puede ser explicada por éstos trastornos (Khan et al., 2006). Hasta el 18% de
las defunciones fetales se asocian con trastornos hipertensivos (Montan et al.,

1987).

En México, la incidencia es de 47.3 por cada 1,000 nacimientos y es
ademas, la primera causa de ingreso de pacientes embarazadas a las

unidades de terapia intensiva (debido a hemorragia masiva).

Entre los factores importantes de riesgo asociados a la preeclampsia
tenemos la edad materna, sobretodo en menores de 25 afios o0 mayores de 35
afos, gestaciones multiples, el embarazo molar, enfermedad renal, obesidad,
hipertension crénica (Chesley, 1980), la nuliparidad (Brougton, 2001) y la

diabetes mellitus preexistente (Sibai, 200).

Otro aspecto asociado a un riesgo elevado, es la evidencia de un
componente genético proveniente de la observacion de que existe un aumento
marcado de preeclampsia en mujeres cuyas madres y hermanas padecieron de
preeclampsia (Chesley, 1980). Asimismo, las hijas y nietas de estas mujeres

son proclives a adquirir la enfermedad (Sutherlan et al., 1981).



5. Diagnéstico de la preeclampsia

El diagnéstico de preeclampsia se hace por la aparicion de hipertension
en una embarazada, previamente normotensa, asociada con proteinuria (Khan
et al., 2006), después de las 20 semanas de gestacion. En muchas
oportunidades la primera manifestacion de la enfermedad es precisamente la
elevacion de las cifras tensionales (Leonor et al., 2007), de al menos una
presion arterial sistélica de 140 mmHg y una presion arterial diastolica de al
menos 90 mmHg (Cnossen et al.,, 2006; Report of the National High Blood
Pressure, 2000). Las mediciones de la presién arterial citadas deben ser

medidas al menos 2 ocasiones con por lo menos 6 horas de separacion.

El otro componente del diagndstico es una proteinuria (10) de al menos
300 mg de proteina en una coleccion de orina en 24 horas (0 = 1 + en tiras
reactivas (30 mg/dL) en una sola muestra de orina) (Brown et al.,, 2001;

Hofmeyr y Belfort, 2009).

Se deben ademas solicitar pruebas de laboratorio para evaluar los
siguientes sistemas: hematologico, hepético, renal, cardiovascular, neurologico
y coagulacion sanguinea (Leonor et al., 2007). Las pruebas bioquimicas
incluyen acido Urico sérico, excrecion urinaria de calcio, hipoalbuminemia,
microalbuminuria, fibronectina, creatinina (Hofmeyr y Belfort, 2009). Entre otras
pruebas estan las pruebas hematolégicas como el conteo de plaquetas, el

hematocrito, la hemoglobina, la antitrombina IIl, también hay que evaluar el
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fibrinégeno, el tiempo parcial de tromboplastina y la protrombina para descartar

una coagulacion intravascular diseminada (Leonor et al., 2007).

Sin embargo, el diagndstico se hace tardiamente en la mayoria de los
casos, esto debido a la falta de informacién que se tiene sobre la etiologia de la
enfermedad, en esto radica lo importante que es elaborar una historia clinica

perinatal detallada.

La atencion prenatal reduce la mortalidad materna y perinatal, los partos
prematuros y el nimero de productos con bajo peso al nacer, también permite
identificar factores de riesgo, lo cual hace posible establecer acciones
preventivas y terapéuticas oportunas durante el embarazo (Sanchez et al.,

2005).

Por ello también es recomendable realizar estudios de ultrasonido,
pruebas bioeléctricas de vitalidad fetal, amnioscopia, ecografia doppler. La
ultrasonografia permite la evaluacion del crecimiento fetal, la evaluacion

biofisica del feto y el diagndstico de anomalias congénitas.

La ecografia Doppler constituye un método util para determinar la
velocidad del flujo sanguineo de la arteria uterina durante el segundo trimestre.
La onda de velocidad anormal se caracteriza por un indice de alta resistencia o

la presencia de una muestra diastélica precoz (Chien et al., 2000).
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Una vez que el diagnostico de la preeclampsia se ha establecido, la
gestién oportuna es esencial para evitar o reducir al minimo la mortalidad y la

morbilidad.

6. La placenta

La etiologia exacta del sindrome materno de la preeclampsia es
desconocida, pero es el resultado de cambios patolégicos en el desarrollo de la

placenta, en la invasion de las arterias espirales (Guller et al., 2008).

La placenta humana tiene la funcién de mantener el embarazo, ademas
de considerarse de importancia central en la patogenia de la preeclampsia
(Pijnenborg, 1991) Se desarrolla a partir de células derivadas del feto, los
llamados trofoblastos, que se diferencian en dos tipos, los citotrofoblastos y los

sinciciotrofoblastos.

En un embarazo normal, se producen una serie de cambios a nivel de
las arterias espirales. Asi, durante la implantacion el trofoblasto penetra en la
decidua e invade la pared de dichas arterias espirales, de manera que el

endotelio y la lamina elastica interna son sustituidas por células trofoblasticas.

Existen dos ondas de invasion trofoblastica, una al comienzo del
embarazo y la otra en la etapa tardia del embarazo, alrededor de la décima
cuarta semana de gestacion (Wilson et al., 2002), completandose el proceso

alrededor de las semanas 18 a la 20.
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Al finalizar este proceso las arterias espirales quedan transformadas en
las arterias utero-placentarias, con un ensanchamiento entre 4 y 6 veces del
calibre original de estos vasos, aumentando por lo tanto el flujo de sangre a la
placenta y por consiguiente al feto en crecimiento. La consolidacion de una
circulacion materna eficaz es uno de los acontecimientos cruciales durante el
desarrollo de la placenta. Esta infiltracion trofoblastica es esencial para dilatar
las arterias espirales, con el fin de modificar vasos de gruesas paredes a

conductos flacidos de baja resistencia (Pijnenborg, 1983).

En las mujeres que desarrollaran preeclampsia, la invasiéon trofoblastica
y el subsiguiente remodelado de las arterias espirales, es deficiente,
especialmente durante la segunda onda de invasién. Esto hace que las arterias
persistan con paredes gruesas y el diametro de dichas arterias sea menos de
la mitad que el de las arterias espirales de un embarazo normal, teniendo como
resultado reduccion del flujo sanguineo placentario y aumento de la resistencia

vascular uteroplacentaria (Pijnenborg, 1991).

La consecuencia de una deficiente placentacion, es una isquemia
placentaria, que va a ser la responsable de las manifestaciones clinicas de la
preeclampsia, tanto del sindrome materno como del fetal (Van y Peeters,

1998).

Existe otra lesién que sufren muchas arterias espirales que se denomina
aterosis aguda. Se trata de una lesion endotelial caracteristica de la

preclampsia que consiste en la obstruccién total o parcial de la luz de dichas

13



arterias por la formacion de agregados de plaquetas y fibrina e invasion por

macréfagos cargados de lipidos vecinos (lipéfagos o células espumosas).

7. Receptores

Los receptores son proteinas presentes en la membrana plasmatica a
las que se unen especificamente a un ligando. La unién de estos ligandos a
sus receptores especificos desencadena una cascada de reacciones en el

interior de las células, lo que se conoce como transduccion de sefial.

Existen varios tipos de receptores, pero en el presente estudio nos
enfocaremos a los receptores transmembrana. Son proteinas que se extienden
por todo el espesor de la membrana plasmatica de la célula, con un extremo
del receptor fuera de la célula, dominio extracelular, y otro extremo del receptor

dentro, dominio intracelular.

7.1. Receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteina G

Estas estructuras luego de unirse al ligando y de su activacion, se
acoplan a proteinas G que transmiten sefiales al interior de la célula mediante
la disociacion de las subunidades designadas como alfa y beta. Estas
subunidades actiian sobre efectores (enzimas, canales i6nicos) con lo cual se
modifica la produccién de segundos mensajeros: trifosfato de inositol y

diacilglicerol. Estos segundos mensajeros participan en respuestas inmediatas

14



tales como secrecion de hormonas, contraccion muscular y metabolismo

celular.

7.2. Receptores a;.adrenérgicos

Los tres subtipos de receptores a,. adrenérgicos que se han identificado
desde el punto de vista farmacolégico y por clonacién molecular son aia Qg Yy
a;p (16). Ellos son codificados por distintos genes que se localizan en el

cromosoma humano 8, 5y 20, respectivamente (Michel et al., 1995).

Estos subtipos se distinguen por su farmacologia, la estructura y la
interaccién con sistemas de segundo mensajero (Schwinn y Roehrborn, 2008).
Median sus acciones a través de los miembros de la familia Gy11 de las
proteinas G, que estimula la actividad de la fosfolipasa C, promoviendo la
hidrolisis de fosfato de inositol (fosfolipidos de membrana), donde cada subtipo
demuestra diferente eficacia de acoplamiento a la hidrdlisis: ai;a> 01> aip
(Hawrylyshyn et al., 2004). Los tres subtipos de receptores existen en una
amplia gama de tejidos humanos. El subtipo a;a muestra los més altos niveles
de expresion en el higado humano, seguido por los niveles ligeramente mas
bajos en el corazon, el cerebelo y la corteza cerebral; el subtipo a;g tiene la
mas alta expresion humana en el bazo, el rifién y el cerebro del feto, mientras
que el subtipo a;p tiene los niveles mas altos en la corteza cerebral y de la

aorta humana (Price et al., 1994).
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7.3. Receptores a;.adrenérgicos en el embarazo

El embarazo se asocia con muchas adaptaciones cardiovasculares para
garantizar el suministro adecuado de sangre al feto en crecimiento (Ross y
Yallampalli, 2007). A pesar de un aumento en el volumen sanguineo y del
gasto cardiaco del 40% al 50%, el embarazo se caracteriza por una
disminuciéon de la presion arterial (Barron, 1987). Durante el embarazo, la
disminucion generalizada en la presion arterial es el resultado de una reducida
resistencia vascular y vuelve a los niveles normales de la presion arterial, antes

del embarazo, en el periodo de posparto (Yong et al., 1992).

Los cambios vasculares funcionales mas marcados durante el embarazo
se atribuyen a varias modificaciones fisiologicas de una amplia gama de
factores. Estos incluyen aumento de sustancias vasodilatadoras, las
modificaciones de las propiedades mecanicas y / o composicion de los tejidos
que conducen a mayor elasticidad de las paredes de los vasos sanguineos,
reduccion de la respuesta para sustancias vasoconstrictoras como la

angiotensina Il, vasopresina y la norepinefrina (Ross y Yallampalli, 2007).

La regulacion de receptores adrenérgicos son importantes mecanismos
en el control del flujo sanguineo uterino y la oxigenacion fetal. Estudios previos
han demostrado que el embarazo incrementa la contraccion de arteriolas

uterinas de rata mediado por receptores a; —adrenérgicos (Wang et al., 2002).
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La mayoria de los estudios en los vasos sanguineos de animales
prefiados han descrito una respuesta adrenérgica disminuida; sin embargo,
otros autores han informado ninguna modificacion o aumento de las respuestas

adrenérgicas durante el embarazo (Bracho-Valdés et al., 2009).
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ll. JUSTIFICACION

La preeclampsia continia siendo una de las mayores causas de
morbilidad y mortalidad materno-fetal; sin embargo, aiun no se conoce con

precision la etiologia.

Por otra parte sabemos que el tono vascular es el resultado de un
balance entre sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras. Si dicho balance
se pierde ya sea por aumento en los vasoconstrictores o falta de oposicién a
las sustancias vasoconstrictoras, esto podria traducirse como hipertension

arterial.

Bajo este contexto poco se conoce sobre los mecanismos a respuestas

vasoconstrictoras, por lo resulta necesario evaluar la expresion de los

receptores a; —adrenérgicos en la placenta de mujeres preeclampticas.

18



lll. HIPOTESIS

Existen cambios en los niveles de receptores a; —adrenérgicos en

arterias placentarias de mujeres preeclampticas.

IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar los niveles proteicos de los receptores a; —adrenérgicos en

arterias placentarias en el embarazo normal y en la preeclampsia.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles proteicos de los receptores a;-adenérgicos ( a 14,

a1, O1p ) €n arterias placentarias en el embarazo normal y en la preeclampsia.
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VI. MATERIAL Y METODOS

1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Se utilizaron placentas que fueron obtenidas, por parto natural o
ceséarea, de mujeres internadas en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia del

Hospital General “Dr. Miguel Silva” ubicado en la ciudad de Morelia,

Michoacan.

Las placentas fueron clasificadas en 2 grupos:

1) Placentas de pacientes con embarazo sin complicaciones. ( n=15)

2) Placentas de pacientes con embarazo complicado con preeclampsia

(n=7)

2. AISLAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez obtenidas las placentas, las cuales se pusieron en solucion
Krebs fria para transportarlas, de las cuales se disecaron las arterias coridnicas

superficiales.
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3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las arterias coridnicas de los dos grupos (sin complicacion y complicado
con preeclampsia), se homogenizaron en solucion RIPA, [estabilizador de la
fuerza ionica (NaCl 5 M), inhibidor de proteasas (PMSF), detergente para lisar

la membrana (triton, SDS)], y se mantuvieron en frio la solucion.

Se colocaron 50 mg de tejido en 1 ml de solucion RIPA, donde se
homogenizd, seguido de centrifugacion por 5 minutos a 10000 rpm, se desecho
la pastilla y se recupero el sobrenadante, el cual fue separado en alicuotas y se

almacend a -80°C.

4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL

METODO DE LOWRY MODIFICADO

Se construyd una curva patron a partir de una serie de soluciones de
concentraciéon conocida de albumina sérica bovina  (BSA) contra la
absorbancia correspondiente. Estos valores fueron graficados utilizo el
programa de Microsoft Office Excel, se ajusto la curva por regresion lineal y se
calculo su coeficiente de correlacién. A partir de esta grafica y por interpolacién

se determind la cantidad de proteinas totales presentes en las muestras.
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5. ANALISIS POR WESTERN BLOT DE LOS RECEPTORES a

ADRENERGICOS EN ARTERIAS DE PLACENTA

5.1 Electoforesis

Se cargé 100 pg de proteina de cada una de las muestras con un
volumen igual de buffer de carga (Laemilli 2x), el cual contenia un 2% de B-
mercaptoetanol (agente reductor), se hirvieron durante 5 minutos, se
centrifugaron a 10000 rpm por 1 minuto y se agregé urea 5M, con la finalidad

de desnaturalizar las proteinas.

Se prepararon geles SDS-PAGE (10%) y después se monto el equipo de
electroforesis (Biorad). Se cargd una cantidad constante de proteina (100ug) de
la muestra y en otro pozo se cargd el marcador de peso (10ul). La
electroforesis se llevd a cabo durante 2 horas a 110 Voltios, para separar las

proteinas.

5.2 Transferencia

Una vez concluida la electroforesis, las proteinas separadas presentes

en el gel se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF), las

cuales previamente fueron humectadas con metanol, agua desionizada,

posteriormente estas fueron colocadas entre capas de papel filtro humectado
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con bhuffer de transferencia. El sandwich fue colocado sobre un Trans-blot

Semi-Dry (Biorad) durante 45 minutos a 15 voltios.

5.3 Blogueo de las membranas

Finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con una
solucién de 5% leche -TBS-Tween, durante 24 horas a temperatura ambiente y

agitacion constante.

Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween durante 15 minutos
en cada lavada, después se incubaron con anticuerpo primario policlonal de
cabra (Santa Cruz Biotechnology) contra los receptores a;a digy aip ( = 50
kDa) y la proteina constitutiva a-actina, a una dilucion de 1:1000, en 5% leche-

TBS-Tween, durante 2 horas a temperatura ambiente y agitacién constante.

Se recuperd el anticuerpo primario y se lavaron las membranas 2 veces
con TBS-Tween durante 15 minutos en cada lavada y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-cabra el cual tiene acoplada la enzima peroxidasa
de rdbano (Santa Cruz Biotechnology), se utilizo una dilucion 1:1000 en 5%
leche-TBS-Tween, durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion
constante. Por ultimo se lavaron 2 veces las membranas con TBS-Tween y una

vez con TBS.
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5.4 Reaccion quimioluminiscente

Las membranas se impregnaron con sustrato quimioluminiscente
(Western Blotting Luminol Reagente; Santa Cruz Biotechnology), se colocaron
en un cassette de radiografia y se expusieron a una placa radiografica durante
3 minutos. Las placas fueron reveladas y digitalizadas un escaner (ScanJet;
Hewlett Packard). Posteriormente la intensidad de las bandas se determiné con
un software de andlisis de imagenes (Image 1) y se normalizaron con la

intensidad de las bandas de a-actina.

VIl. RESULTADOS

1. Determinacion de los niveles proteicos de los receptores aj-

adenérgicos ( a;a i, Aip)

1.1 Niveles proteicos del receptor a;» en arterias placentarias en el

embarazo normal y en la preeclampsia.

Los resultados mostraron que el receptor ai;a se detecté en ambos
grupos de estudio, tanto en las arterias placentarias de las pacientes
normotensas como en las pacientes con preeclampsia, sin embargo el
receptor a;a tendié a disminuir en el grupo de mujeres preeclampticas,

disminucion que, estadisticamente, no fue significativa.
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Figura 1. Niveles proteicos del receptor adrenérgico a;, en arterias placentarias
provenientes de pacientes con embarazo sin complicaciones y de pacientes con
preeclampsia. Los datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control
(o-actina). En la parte superior se muestran las bandas representativas de un
experimento tipico. Cada valor representa el promedio + el error estandar de 15
pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son expresados en unidades
arbitrarias (U.A.).
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1.2 Niveles proteicos del receptor a;z en arterias placentarias en el

embarazo normal y en la preeclampsia.

Los resultados mostraron que el receptor a;g se detectd en ambos
grupos de estudio, tanto en las arterias placentarias de las pacientes
normotensas como en las pacientes con preeclampsia, sin embargo, los
niveles del receptor a;g en el grupo de mujeres preeclampticas fueron

significativamente mayores (p<0.05) .
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Figura 2. Niveles proteicos del receptor adrenérgico a;g en arterias placentarias
provenientes de pacientes con embarazo sin complicaciones y de pacientes con
preeclampsia. Los datos fueron normalizados con la expresién de una proteina control
(a-actina). En la parte superior se muestran las bandas representativas de un
experimento tipico. Cada valor representa el promedio * el error estandar de 15
pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son expresados en unidades
arbitrarias (U.A.). *p<0.05 vs. normotensas.
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1.3 Niveles proteicos del receptor a;p en arterias placentarias en el

embarazo normal y en la preeclampsia.

Los resultados mostraron que el receptor a;p se detectdé en ambos
grupos de estudio, tanto en las arterias placentarias de las pacientes
normotensas como en las pacientes con preeclampsia, sin embargo, los
resultados no mostraron diferencias significativas de los niveles del

receptor a;p entre ambos grupos.
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Normotensas Preeclampticas

Figura 3.Niveles proteicos del receptor adrenérgico a;p en arterias placentarias
provenientes de pacientes con embarazo sin complicaciones y de pacientes con
preeclampsia. Los datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control
(a-actina). En la parte superior se muestran las bandas representativas de un
experimento tipico. Cada valor representa el promedio * el error estandar de 15
pacientes normotensas y 7 pacientes preeclampticas y son expresados en unidades
arbitrarias (U.A.).
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VIIl. DISCUSION

Los principales hallazgos de este trabajo fueron los siguientes: hubo una
isminuci6 a1 que, isti , ue significativa;
disminucién de los receptores e, estadisticamente, no fue significativa
por otro lado, tenemos un notorio aumento en la cantidad de receptores a 1, €n

cuanto a los receptores a 1p no se encontré ningln cambio significativo.

Existen varios factores que intervienen en el desarrollo de un embarazo
normal, que son esenciales para un buen crecimiento fetal, como un suficiente
flujo sanguineo uteroplacentario, que se logra por la completa remodelacion de
la circulacion uterina, asi como la creacién de un nuevo 6rgano vascular, la

placenta (Osol y Mandala, 2009).

Ademas de los cambios que sufre la estructura de los vasos sanguineos,
la reactividad vascular uterina también se ve afectada durante el embarazo,
eventos que hasta el momento no estan totalmente esclarecidos. Diferentes
investigadores han propuesto diversos mecanismos por los cuales se explique
este fendmeno. Entre ellos tenemos aumento en la relajacion vascular
dependiente del endotelio, aumento de sustancias vasodilatadores o reduccion
de la reactividad vascular a agonistas vasoconstrictores como los agonistas oy

adrenérgicos (Khalil y Granger, 2002).

Se ha establecido que, el tono vascular es el resultado de un equilibrio
entre sustancias tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras sobre el

musculo liso. Constantemente el endotelio produce 6xido nitrico (NO), junto con
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otras moléculas vasodilatadoras, tales como prostaciclina (PGl,) y factor
hiperpolarizante derivado del endotelio, en contraposicion a otras sustancias
vasoconstrictoras, como angiotensina ll, la endotelina I. En diversas situaciones
donde el endotelio es dafiado, la primera respuesta que se presenta es la
inhibicion de la produccién del NO, teniendo por resultado un aumento del tono
vascular, o falta de oposicion a las sustancias vasoconstrictoras, lo cual se

puede traducir clinicamente en hipertension arterial.

Existen estudios controversiales respecto a la reactividad vascular en
diversos lechos vasculares durante el embarazo, hay quienes reportan que en
el embarazo existe un marcado aumento en la contraccion mediada por
receptores oy en arteriolas uterinas (Wang et al., 2002). Dichos resultados
contrastan con la mayoria de los reportes donde exhiben que la respuesta
vasoconstrictora en diferentes lechos vasculares a la estimulacion oy
adrenérgica esta disminuida durante el embarazo tanto en animales como en

humanos (McLaughlin et al., 1989).

En este sentido, nuestros resultados muestran un aumento significativo
del receptor ai;g , que puede contribuir a la hiperreactividad adrenérgica
observada en la preeclampsia, ademas, se observdé una disminucion no
significativa por parte del receptor a 14 y finalmente cambios no significativos
del receptor a 1p . A diferencia de los receptores a;a y aig, €l ai;p posee un N-
terminal extra largo (90-95 aminoéacidos) (Graham et al., 1996), lo que puede
contribuir a su pobre expresion en la superficie celular. Desafortunadamente, la

biogénesis del receptor a;p ha sido poco estudiada, pero hay evidencia de
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estudios que muestran que la expresion en la superficie celular aumenta
marcadamente si la N-terminal del receptor es truncada (Hague et al., 2004;
Pupo et al., 2003). Ademas de la pobre expresion en la superficie celular del
receptor a;p, lo que ha llevado a algunos a cuestionar si la proteina del receptor
incluso existe en tejidos de la rata (Yang et al., 1998 ; Yang et al., 1997),
también se ha sugerido por algunos tener una maquinaria de sefializacion
intracelular menos eficiente que la de los receptores aia Yy aig (Garcia y

Villalobos, 2004).

Asi, el embarazo normal esta asociado con diferencias regionales en las
respuestas vasculares de los receptores a1-adrenérgicos (Wang et al., 2002).
Estos cambios son probablemente causados por cambios en el numero de
receptores a, adrenérgicos, pues estudios previos han demostrado una mayor
densidad de los receptores oy adrenérgicos de la circulacion uterina y una
disminucioén en la densidad de receptores en los lechos vasculares sistémicos

durante el embarazo (D’ Angelo et al., 1993).

Lo anterior nos sugiere que los cambios en el nUmero de receptores en
el musculo liso podrian dar como resultado el desarrollo de hipertension
inducida por el embarazo. Esta modulacién de receptores adrenérgicos podria
desarrollarse por alteraciones moleculares a nivel receptor o bien por
mecanismos de adaptacion por parte del organismo, mecanismos aun no bien

estudiados.
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IX. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran un aumento significativo del receptor a;z,
gue puede contribuir a la hiperreactividad adrenérgica observada en la

preeclampsia.
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