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. RESUMEN

La administracion del sulfato de magnesio (MgSO4) es una medida profilactica
para prevenir las convulsiones en la preeclampsia (PE). Ademas de sus efectos
anticonvulsivos, el MgSO4 disminuye la presion arterial a través de mecanismos no
conocidos. El mecanismo fisiopatolégico que conlleva a la hipertension en la PE
involucra dafo endotelial, el cual puede ser causa o consecuencia del desequilibrio en
la secrecién, la accion de agentes vasoactivos o ambos. Asi, el objetivo general fue
estudiar los efectos del MgSO4 sobre las concentraciones circulantes y la expresion
placentaria de factores vasoactivos en la PE. En este estudio, la PE se asoci6 con mayor
peroxidacién de lipidos y menor concentracion de endotelina 1 (ET-1), 6xido nitrico
(NO) y péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Con respecto a las
concentraciones basales, el tratamiento con MgSO4 disminuy6 la presion arterial y las
concentraciones circulantes de malondialdehido, y aumenté las de ET-1 y CGRP sin
modificar las de NO. En placentas del grupo PE tratado con solucién fisiologica (PESF),
el RNAm del receptor de endotelina tipo B (ET-1BR) se encontrdé disminuido comparado
con el grupo normotenso, sin cambios en ET-1 y en el receptor de endotelina tipo A
(ET-TAR). El tratamiento con MgSO4 (grupo PEMgSO4) disminuyé el RNAm de ET-1 vy
aumento6 la expresion placentaria del ET-1BR comparado con el grupo tratado con
solucion fisiologica (PESF), sin modificar la de ET-T1AR. Ademas, la sintasa del NO
endotelial (eNOS) disminuyé mientras que la sintasa del NO inducible (iNOS) se
encontré sobreexpresada en el grupo PESF con respecto al grupo normotenso y el
tratamiento con MgSO4 revirtid estas condiciones ya que aumentd la eNOS y disminuyd
la iNOS. A pesar de que el CGRP no se encontré alterado en la PE, el MgSO4 aumento la
expresion de su gen. Ademas, la expresion de los componentes del heterodimero
receptor de CGRP (CRLR) y proteina modificadora de la actividad del receptor (RAMP1)
fue mayor en el grupo PESF al compararla con el grupo NT y el MgSO4 aumenté aln
mas la expresion del CRLR, sin cambios significativos en la de RAMPT.

En conclusion, nuestros resultados muestran que la PE cursa con alteraciones
en las concentraciones circulantes y la expresion placentaria de sustancias vasoactivas.
Ademas, se muestra por primera vez que el MgSO4 disminuye la peroxidacion de
lipidos y modifica favorablemente las concentraciones circulantes y la expresion
placentaria de factores vasoactivos que fomentan la vasodilatacion tanto en el

compartimiento materno como a nivel placentario.



Il. ABSTRACT

Magnesium sulfate (MgS0O4) is a well known prophylactic anticonvulsive
treatment in preeclampsia (PE). In addition to its anticonvulsive effects, MgSO4
decreases blood pressure through a still unknown mechanism. The physiopathological
mechanism leading to hypertension in PE involves endothelial damage, which can be
cause or consequence of an alteration in the production and/or action of vasoactive
substances. Therefore, the aim of this work was to study the effects of MgSO4 on
serum levels and placental expression of vasoactive factors in PE.

In the present study, PE was associated with higher lipid peroxidation and lower
ET-1, NO and CGRP serum levels. MgSO4 treatment decreased blood pressure and MDA
levels, increased ET-1 and CGRP serum levels without significant changes in NO levels.
In PE women, ET-1BR mRNA levels were decreased but no changes were observed for
ET-1 and ET-1AR. MgSO4 treatment decreased ET-1 and increased ET-1BR placental
expression, however, ET-TAR remained unchanged. Interestingly, eNOS placental
expression was decreased, iINOS was overexpressed in PE and MgSO4 treatment
inverted this situation resulting in increased eNOS and decreased iINOS. CGRP mRNA
was not altered in PE, and MgS0O4 treatment was associated with increased placental
expression of this potent vasodilator. In addittion, CGRP receptor (CRLR) and receptor
activity modifiyng protein (RAMP1), were overexpressed in PE. MgSO4 treatment
increased even more CRLR placental expression without significant changes in RAMP1
expression.

In conclusion, our results showed that PE is associated with alterations in
circulating levels and placental expression of vasoactive factors. In addition, this work
demonstrates for the first time that MgSO4 treatment in PE women decreases lipid
peroxidation and modifies circulating levels and placental expression of vasoactive

factors, promoting vasodilatation in maternal and placental compartments.



I1l. INTRODUCCION

La preeclampsia (PE), una de las enfermedades hipertensivas inducidas
por el embarazo, representa un problema de salud publica en México ya que
ocurre en el 2 al 6 % de las mujeres embarazadas'®. La PE se presenta después
de la semana 20 de gestacion y para su diagnostico se requiere la presencia
simultanea de hipertension y proteinuria®. Se asocia con un alto riesgo de
morbi-mortalidad perinatal y puede generar retraso en el crecimiento
intrauterino”®. Se caracteriza por la presencia de vasoespasmo, aumento en la
resistencia vascular periférica y disminucion en la perfusion de los 6rganos,
incluyendo a la placenta®. Ademas, hay un estado acentuado de estrés oxidativo,
observado tanto en la circulacién materna como en la unidad fetoplacentaria'®'.

Hasta la fecha, la etiologia de la PE es desconocida; sin embargo, se
reconoce que la disfuncidon de las células endoteliales juega un papel central en
los mecanismos fisiopatolégicos que contribuyen con la hipertensién, el
vasoespasmo y la reduccion del flujo uteroplacentario’. Los cambios
patologicos que se observan en las células endoteliales incluyen mayor tamarno,
contenido lipidico y obstruccion del lumen vascular'®. Numerosas evidencias
refieren a la placenta como fuente importante en la produccion de factores que
conllevan al dafio endotelial. La placenta es un tejido con funciones endocrinas
indispensable en la interaccibn madre-feto. En la placenta normal, la
remodelacion de las arterias espirales resulta en la formacion de un sistema de

baja resistencia vascular que aporta flujo sanguineo al feto en crecimiento. En la



PE, existe una disfuncién en la remodelacion vascular evitando la respuesta
adecuada al incremento en las demandas fetales que conlleva a la disminucion
de la perfusion, hipoxia e isquemia en la unidad fetoplacentario™. Se ha
sugerido que la hipoxia e isquemia en la placenta PE puede fomentar la
liberacion de productos a la circulacion materna promoviendo la instauracion
del sindrome materno''¢. El dano endotelial puede ser causa, consecuencia o
ambas del desequilibrio en la produccién, accibn o ambas de factores
vasoactivos'®'”. Debido a que la placenta humana es un érgano no inervado, la
regulacién del flujo uteroplacentario es dependiente de la liberacién local y
circulacion de factores vasoactivos.

A continuacion se describen los aspectos basicos de los agentes
vasoactivos considerados en este estudio y su implicacién en la PE. Asimismo,
se considera al magnesio, y al sulfato de magnesio en la prevencién de la

eclampsia y sus efectos sobre los factores vasoactivos.



3.1. Endotelina 1

3.1.1. Aspectos bdsicos de la endotelina 1

Las endotelinas pertenecen a una familia de péptidos vasoactivos de 21
aminodacidos. La endotelina 1 (ET-1) fue el primer péptido de la familia
descrito en 1988 por Yanagisawa y cols. como sustancia vasoconstrictora
producida por las células endoteliales vasculares'®. Un ano después, Inoue y
cols. reportaron la existencia de 3 diferentes genes que codifican para la
endotelina, la ya conocida ET-1 y las nuevas isoformas endotelina 2 (ET-2) y
endotelina 3 (ET-3)". A diferencia de la ET-1, la ET-2 y la ET-3 no se expresan
en el endotelio y musculo liso vascular. La ET-1 se expresa en la mayoria de
los tejidos incluyendo pulmoén, rindn, cerebro, estdmago, corazoén, utero y
placenta®. La mayoria de los estudios se han enfocado a ET-1 debido a que
ésta presenta la mayor actividad biolégica de la familia y se produce en todas
las células endoteliales independientemente de su origen'@*.

La ET-1 se sintetiza a partir de preproendotelina, que es una proteina de
212 aa, que al ser procesada da lugar a la proET-1 de 38 aa. La ET-1
madura activa es un péptido de 21 aa y se forma mediante la accion de una
metaloproteasa llamada enzima convertidora de endotelina (ECE)* (Figura
1). La ET-1 ejerce sus efectos biolégicos actuando a través de dos tipos de
receptores transmembranales acoplados a proteina G, el receptor A (ET1AR)
y el receptor B (ET18R). El ET1AR es el subtipo predominante en las células
del musculo liso y regula la vasoconstriccion inducida por ET-1, mientras

que el ET1BR predomina en las células endoteliales y promueve



vasodilatacion?"*. La accion biologica de la ET-1 a través del receptor ET1AR
comienza con la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y produce inositol
trifosfato (IP)) y diacilglicerol (DAG). El IP, fomenta tanto la salida de calcio
de los reservorios celulares, como la entrada de calcio extracelular
aumentando las concentraciones intracelulares de este cation, lo que
conlleva a contracciéon del musculo liso vascular?®?*. Por su parte, el DAG
activa vias de senalizacion mediadas por la proteina cinasa C (PKC) que
involucran la activacion de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas), lo que puede inducir proliferaciéon celular®*. Con respecto a la
vasodilatacion que ejerce endotelina al unirse al receptor ET18R, se ha
mostrado que esta unidn activa a una cinasa de serina-treonina conocida
como proteina cinasa B/Akt*, que es capaz de fosforilar el residuo de la
serina 1177 de la sintasa de 6xido nitrico, lo que produce que esta enzima
sea mas activa y por lo tanto se incremente la sintesis de 6xido nitrico (NO)

(Figura 2).
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Figura 1. Sintesis de endotelina 1 (ET-1). EIl RNAm conformado por 5 exones se
traduce en preproET-1 de 212 aa. La preproET-1 se escinde por la accion de
endopeptidasas y carboxipeptidasas dando lugar a la proET-1 o Big ET-1. La
enzima convertidora de ET-1 (ECE) transforma a la Big ET-1 en el péptido activo

de 21 aa, la ET-1.



Ademas, algunos estudios reportan que la vasodilatacion puede darse
también como respuesta a la liberacion de prostaciclina, posiblemente a través
de la activacion de la ciclooxigenasa 1 (COX 1)%.

La vida media de la ET-1 en la circulacion es aproximadamente de 1
minuto y se estima que el 90% de la ET-1 circulante se depura en los pulmones y
el resto a través de la circulacidon esplacnica y renal®*?%. Se ha sugerido que
ET18R juega un papel importante en la depuracion de ET-1 debido a que la
administracion de antagonistas ETI1AR/ET1BR y ET18BR pero no ETIAR
especificos, incrementan las concentraciones plasmaticas de ET-12°. Después de
gue ambos receptores ingresan a los endosomas, ET1AR unido a su vesicula
regresa a la membrana plasmatica y por lo tanto es reciclado, mientras que
ET18R se dirige a los lisosomas donde es degradado®*. Como ocurre con muchos
receptores de membrana, los receptores ET-1 son regulados a la baja por su
ligando®°.

La expresion del gen de preproET-1 esta regulada a la alta y a la baja por
una gran cantidad de factores. La expresion de ET-1 aumenta en presencia de
factores de crecimiento, hormonas, catecolaminas, citocinas y factores
vasoactivos. Lo anterior incluye al factor de crecimiento transformante B (TGF ),
al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), a la insulina, a la epinefrina, a la
angiotensina Il y a la bradicinina. Ademas, se ha mostrado que el estrés
mecanico y la hipoxia aumentan también la expresion de ET-1, mientras que el

NO, las prostaciclinas y los estrogenos tienen el efecto opuesto®'.
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Figura 2. Vias de senalizacion de endotelina 1 (ET-1) a través de sus receptores.
En el endotelio, la unién de ET-1 a su receptor B (ET-18R) fomenta la liberacién
de oOxido nitrico (NO) y prostaciclina (PGl) con aumento de GMPc y AMPc,
respectivamente, produciendo relajacion del musculo liso. En este ultimo tejido,
la unién de ET-1 a su receptor A (ET-1AR) fomenta el aumento del calcio
intracelular produciendo vasoconstriccion. Abreviaciones: PKB/Akt, proteina
cinasa B/Akt; eNOS, sintasa de 6xido nitrico endotelial; PLA, fosfolipasa A; AA,
acido araquidonico; COX-1, ciclooxigenasa 1; PLC, fosfolipasa C; DAG,

diacilglicerol; PKC, proteina cinasa C; IP., inositol trifosfato.



3.1.2. La endotelina 1 en la preeclampsia

Durante el embarazo normal, las concentraciones de ET-1 en suero no
sufren cambios significativos, con excepciéon en el momento del parto en
donde su concentracion aumenta®. Recientemente se ha mostrado que la
sensibilidad vascular a la ET-1 no se modifica en este estado fisiolégico, a
diferencia de otras sustancias vasopresoras como la Ang II*.

En la placenta, la presencia de ET-1 evaluada por inmunoreactividad,
muestra su localizacién durante todo el embarazo3®*** . La produccién de ET-1 en
la placenta se ha mostrado en células endoteliales, en la decidua y el
trofoblasto®?’. La expresion placentaria de los receptores muestra una mayor
proporcion ET-18R con respecto a ET-1AR, lo que contribuye a la vasodilatacion y
perfusion uteroplacentaria durante el embarazo normal®.

El papel de los receptores de ET-1 sobre diferentes modelos de
hipertension arterial ha sido amplio tema de estudio. En ratas gestantes en las
cuales se indujo un modelo de PE por medio de la reduccidon crbnica de la
perfusion uterina, lo que causa hipertension arterial y disminucién de la funcion
renal, la administraciéon del ABT-627 (antagonista especifico para el ET-1AR)
revirtio el estado de hipertension®. Ademas, el pretratamiento con el ABT-627 a
ratas gestantes aboli6 completamente la hipertension inducida por TNFo**'.
Otro modelo de PE se produce por la administracion de L-NAME (inhibidor de la
sintasa del 6xido nitrico), en el cual la inhibicién cronica de la NOS produce
hipertension y disminuye la perfusion placentaria causando retraso de

crecimiento intrauterino. Al utilizar este modelo, Thaete y cols.* mostraron que



la administracion del A-127722 (antagonista del ET-1AR) disminuye la
resistencia vascular y restablece la perfusion uteroplacentaria. Con respecto al
ET-18R, Matz y cols.”® reportaron en este mismo modelo de PE que la
administracién de sarafotoxina S6c (agonista especifico para el ET-1BR) revierte
la hipertension mientras que la administracion del BQ-788 (antagonista
especifico para el ET-18R) bloquea este efecto depresor. Ohuchi y cols*
estudiaron la presion arterial después de la administracion de ET-1 en ratones
deficientes en la expresion del ET-18R y después del bloqueo farmacolégico con
BQ-788, observando en ambos casos un incremento en la presion arterial. De
manera similar, Reinhart y cols.” mostraron que el bloqueo sistémico de ET-18R
utilizando el A-192621 (antagonista del ET-18R) en primates produce
hipertension sostenida. Otros estudios in vitro e in vivo han demostrado efectos
benéficos de ET-1 por su unién al receptor ET-18R, no soélo sobre la presion
arterial, sino también en el crecimiento placentario y fetal***. Los resultados
obtenidos en los experimentos mencionados enfatizan la importancia de los
receptores de ET-1 en la regulaciéon de la presion arterial y en la regulacién local
del flujo uteroplacentario.

Las concentraciones de ET-1 en suero se encuentran aumentadas en
embarazos complicados con PE en comparacion con embarazos
normotensos**¢. Sin embargo, en placentas de mujeres PE, la concentraciéon de
ET-1 se ha encontrado aumentada® o sin cambios®***°. Los resultados
relacionados con la expresion placentaria de preproET-1 en la PE muestran

diferencias dependiendo del material biolégico utilizado ya sea cultivos



celulares u homogenados. En cultivos de células trofoblasticas, las
concentraciones de RNAm son elevadas, mientras que en explantes no se
observan diferencias en comparacion a placentas de mujeres normotensas®'*.
Los resultados de estos estudios son dificiles de comparar ya que los explantes
estan conformados por diversos tipos celulares que contribuyen de forma
diferente a la expresion y secrecién de ET-1.

Existen pocos estudios relacionados con la expresién de receptores de
ET-1. En miometrio obtenido de mujeres con PE, Wolf y cols.** observaron una
disminucion en el RNAm de ambos receptores, mientras que Faxén y cols®,
reportaron disminucion exclusivamente en el RNAm de ET-1AR con respecto a la
expresion observada en placentas de mujeres normotensas. En la placenta, el
RNAm del receptor ET-1AR estuvo disminuido, a diferencia del ET-18R que no
presentd cambios.

Evidencia reciente muestra que la ET-1 no solo participa como agente
vasoactivo importante en la PE, sino que esta involucrada también en el estado
de estrés oxidativo observado en esta enfermedad. En ratas normales e
hipertensas se ha observado que la ET-1 estimula la produccion del anidn
superoxido a través de la via ET-1AR/NADPH oxidasa*. Recientemente se ha
descrito que la ET-1, en concentraciones similares a las encontradas en suero de
mujeres preeclampticas, induce el estrés oxidativo en la placenta al modificar el
equilibrio entre oxidantes (aumento de malondialdehido) y antioxidantes

(disminucion de enzimas antioxidantes y acido ascorbico)®.



3.2. Péptido relacionado con el gen de la calcitonina

3.2.1. Aspectos bdsicos del péptido relacionado con el gen de la calcitonina

El CGRP es un neuropéptido de 37 amino acidos, miembro de una familia
de neuropéptidos que incluyen a la calcitonina (CT), adrenomedulina y amilina.
El CGRP es un potente vasodilatador, producido por el corte y empalme
alternativo del gen CT/CGRP en los sistemas nerviosos central y periférico’®*’
(Figura 3). También se ha mostrado que las células endoteliales sintetizan este
péptido®*®. De igual manera que el CGRP, sus receptores estan ampliamente
distribuidos en el organismo®°.
El receptor a CGRP, receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR), pertenece
a la familia de receptores acoplados a proteina G. Ademas de la proteina G, el
CRLR requiere la interaccion con una proteina accesoria llamada proteina
modificadora de la actividad del receptor (RAMP) para formar un heterodimero
funcional®. La RAMP1 es una proteina de 148 aminoacidos que pertenece a una
familia de 3 proteinas de membrana conocidas como RAMP (RAMP1, RAMP2 vy
RAMP3) con un dominio N-terminal extracelular, un dominio transmembranal y
un pequeno dominio intracelular. La coexpresion de RAMP1 con CRLR conlleva a
la formacién del heterodimero especifico para el CGRP. En cambio, la
coexpresion de CRLR con RAMP2 o RAMP3 promueve la respuesta a

adrenomedulina®'.
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Figura 3. Sintesis y efectos del CGRP. El gen del CGRP conformado por 6 exones
y 5 intrones se transcribe en pre-RNAm, el cual por empalme alternativo da
lugar al RNAm maduro de 5 exones. El RNAm se traduce en el precursor de
CGRP del cual deriva el CGRP activo de 37 aa. La uniéon del CGRP a su receptor
(CRLR) acoplado con la proteina modificadora de la actividad del receptor
(RAMP1) y la proteina componente del receptor (RCP) es lo que estimula a la
adenilato ciclasa (AC) lo que genera AMPc cuyo efecto principal es la
disminucién de la concentracion de Ca* intracelular. El CGRP estimula la sintesis
de 6xido nitrico (NO). El efecto global resulta en la relajacién del musculo liso y

disminucioén de la presion arterial (PA).



El dominio extracelular de la RAMP1 confiere la especificidad del CRLR al CGRP.
Ademas del complejo CRLR/RAMPI1, la respuesta al CGRP requiere de la
presencia de una proteina recientemente descubierta, llamada proteina
componente del receptor (RCP). La RCP es una proteina intracelular de 148
aminodacidos que, a diferencia de la RAMP1, no afecta la afinidad del receptor
sino que esta involucrada en el acoplamiento del heterodimero a la via de
transduccion celular®.

La unién del CGRP a su receptor estimula la adenilato ciclasa lo que
resulta en el incremento de la concentracion de AMP ciclico. En la unidad
fetoplacentaria, las vias de dilatacién vascular involucran ademas del
incremento en AMPc, la activacion de canales K,y produccion de NO®.

La mayoria de los estudios relacionados con la regulacion de la expresion
del CGRP se han realizado a nivel neuronal. Dentro de los factores que
promueven la expresion del CGRP se encuentran el NO%, la progesterona®*®, el
TNFa®® y el AMPc, mientras que se ha descrito que el acido retinoico y los
glucocorticoides disminuyen su expresion®. No se tiene suficiente informacion
que involucre a los factores que regulan los genes de CRLR y RAMPI. Sin
embargo, se ha mostrado que el efecto del CGRP aumenta en condiciones
hipdxicas sin modificar su expresion”™. De forma interesante, la hipoxia induce

la expresion del CRLR y RAMP17"72,



3.2.2 El Péptido relacionado con el gen de la calcitonina en la preeclampsia
Durante el embarazo normal, las concentraciones circulantes del CGRP
aumentan en los compartimientos materno y fetal”>. Ademas, la magnitud del
incremento del CGRP en suero fetal correlaciona positivamente con el peso fetal
y la edad gestacional™. El CGRP relaja la vasculatura del plato coriénico y las
venas fetoplacentarias, ademas de reducir la resistencia vascular en cotiledones
perfundidos™7¢. Estudios en placenta humana muestran al CGRP en la decidua”
y el trofoblasto®. Recientemente se ha mostrado que el CRLR y RAMP1 se
expresan de forma homogénea en la vasculatura fetoplacentaria,
especificamente en el endotelio, musculo liso y trofoblasto®. El incremento del
CGRP durante el embarazo y la expresion placentaria de su receptor sugieren
qgue la vasodilatacion inducida por CGRP en la unidad fetoplacentaria contribuye
a la baja resistencia vascular y el crecimiento fetal durante este estado
fisiolégico. Interesantemente, nuestro grupo ha observado que Ilas
concentraciones del CGRP estan significativamente mas bajas en las mujeres
preeclampticas que en embarazadas normotensas®. Lo anterior indica que la
disminucidon en las concentraciones circulantes del CGRP puede constituir uno
de los factores implicados en el desarrollo y sostenimiento de la hipertension en
la PE. En apoyo a este concepto, estudios en ratas han mostrado que la
administracion del antagonista CGRP___ aumenta la presion arterial, disminuye el
peso fetal e incrementa la mortalidad fetal de manera dosis dependiente™.
Existen pocos estudios sobre la expresion placentaria del sistema CGRP

en la PE. Knerr y cols.”” observaron una disminucion en la expresion del CGRP y



CRLR en el corion pero no en vellosidades de placentas obtenidas de mujeres
PE. Sin embargo, Dong y cols.?® observaron que la expresion de CGRP, CRLR y
RAMP1 esta disminuida en la vasculatura de placentas obtenidas de mujeres PE.
Ademas, la respuesta vasodilatadora dosis-dependiente de CGRP esta
disminuida en la unidad fetoplacentaria de mujeres con PE*. Lo anterior refleja
la controversia y falta de datos que ayuden a comprender la alteraciéon de este

sistema en la placenta durante la PE.

3.3. Oxido nitrico y 6xido nitrico sintasas

3.3.1. Aspectos basicos del oxido nitrico y las oxido nitrico sintasas

El 6xido nitrico (NO) es un gas inorganico reconocido en 1987 por
Moncada y cols.®' como el factor relajante derivado del endotelio (EDRF), un
potente vasodilatador que incrementa las concentraciones de GMPc en el tejido
vascular. El NO es sintetizado a partir de L-arginina por accion catalitica de las
enzimas pertenecientes a la familia de las 6xido nitrico sintasas (NOS) y la
participaciéon de diferentes coenzimas y cofactores®. La familia de las NOS
incluye a 3 proteinas codificadas por distintos genes, la NOS neuronal (nNOS o
NOS 1)%, la NOS inducible (iNOS o NOS 11)** y la NOS endotelial (eNOS o NOS III)®.
Debido a la abundancia relativa de eNOS e iNOS, el presente estudio se limit6 a
analizar unicamente a estas dos enzimas. La eNOS es una enzima constitutiva
del endotelio y su actividad requiere de calcio/calmodulina. En el endotelio
vascular el estimulo por agonistas aumenta la concentracion de IP, lo que

resulta en el aumento del calcio intracelular. La union del calcio a la calmodulina



forma el complejo Ca/CaM que activa a la eNOS**¥. La isoforma iNOS es
inducida por citocinas y no requiere de calcio/calmodulina para ejercer su
actividad biologica®®®°.

Después de su sintesis, el NO difunde a través de las membranas
celulares e interactia con blancos especificos, donde el NO produce
vasodilatacion a través de la activacion de la guanilato ciclasa. El NO se une al
hemo de la guanilato ciclasa y la activa, induciendo un cambio conformacional
que estimula la produccion de GMPc a partir de GTP con la consecuente
disminucion de Ca* intracelular e inhibicion del aparato contractil®*®'. La sintesis
de NO depende mayormente de la iNOS ya que ésta enzima produce NO en
cantidades nanomolares y su accion es de largo plazo. En cambio, la eNOS lo
hace en cantidades picomolares y sus efectos son de corta duracion®.

La regulacion de la expresion de estas enzimas es compleja y diferencial.
En la regulacién de la expresion de eNOS, se ha descrito que factores como el
estrés mecanico inducido por cambios de flujo o viscosidad en la sangre del
endotelio vascular®, los estrogenos® y el TGFB® aumentan su expresion,
mientras que la ET-1 a través de la produccion de peroxido de hidrogeno®, los
superoxidos”, el TNFa®, la ILTB y la hipoxia disminuyen su expresion®. En
cambio la expresion de iNOS se regula a la alta por la hipoxia®, la IL-1p', el

INFy'©"192 "y el TNFa'*, mientras que el NO'™ y el AMPc'® la disminuyen.



3.3.2. El oxido nitrico y las oxido nitrico sintasas en la preeclampsia

Las concentraciones de NO en suero aumentan durante el embarazo
normal, lo que es considerado como un mecanismo de adaptacién para
contrarrestar algunos cambios hemodinamicos como el aumento del volumen
plasmatico'®. Ademas, la produccion local de NO contribuye al mantenimiento
de la baja resistencia vascular en la circulacién fetoplacentaria'®. Dotsch y
cols.’® reportaron que la expresion de la eNOS en tejido placentario aumenta a
medida que avanza la edad gestacional, mientras que la expresion placentaria
de iINOS no se modifica entre el primer y el tercer trimestre del embarazo.

En embarazos complicados con preeclampsia, los resultados obtenidos
sobre el sistema NO/NOS son controversiales. Las concentraciones de NO en
suero se han encontrado disminuidas* ', aumentadas''® o sin cambios''""''?, |o
que puede deberse a cambios paralelos en la expresion, actividad, o ambas de
las NOS. La mayoria de los estudios muestra actividad y expresion de eNOS
similares a las observadas en placentas normales''"*. Sin embargo, se ha
reportado un aumento en la expresion de eNOS cuando hay retraso de
crecimiento intrauterino'®. La expresion de iNOS ha sido menos estudiada y
presenta mayor controversia debido a que se ha encontrado aumentada'',
disminuida'“* o sin cambios'">.

El NO forma parte de las especies reactivas de oxigeno (ROS), que incluye
a radicales libres y a moléculas reactivas que contienen electrones
desapareados''®. Los productos primarios, altamente reactivos, de la

peroxidacion de lipidos se forman cuando los radicales libres atacan a los



acidos grasos poliinsaturados o al colesterol en las membranas o lipoproteinas,
aunque también pueden formarse por la accion de las enzimas ciclooxigenasa y
lipooxigenasa''®. El NO puede reaccionar con el anion superéxido y formar el
anion peroxinitrito, que no solo limita la biodisponibilidad del NO sino que
contribuye directamente a la peroxidacion de lipidos'*®'?'. La peroxidacion de
lipidos en exceso puede provocar disfuncion y dafo celular. La produccion
aumentada de radicales libres puede llevar a un desequilibrio entre moléculas
prooxidantes y antioxidantes, produciendo un estado de estrés oxidativo'*. En
la preeclampsia ocurren numerosos cambios que indican un estado acentuado
de estrés oxidativo, observados tanto en la circulacion materna como en la
unidad fetoplacentaria®. En ambos compartimientos, se ha mostrado el
aumento en los niveles de peroxidacion de lipidos, cuantificando el
malondialdehido* vy los isoprostanos'?, productos relacionados con su
metabolismo. Ademas, estudios inmunohistoquimicos en placentas de mujeres
PE presentan aumento en la nitrotirosina, producto estable del dano generado
por la interaccion de los peroxinitritos con las proteinas'*. El incremento en los
niveles de peroxidacion observado en la PE, puede ser también el resultado de
una disfuncién en el sistema antioxidante, ya que se ha reportado mayor
actividad de la NADPH oxidasa'®® y menor actividad de enzimas tales como la

superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa'''2.



3.4. Magnesio

Del magnesio corporal total, el 60% se localiza en el tejido 6seo, del 20 al
26% en el musculo y del 14 al 20% restante se distribuye en tejidos blandos y en
el medio extracelular'?. Del magnesio extracelular, la mayor parte (60 %) se
encuentra en forma libre, el 30 % se encuentra unido a proteinas plasmaticas,
principalmente albumina, mientras que el resto forma complejos con fosfato,
citrato y otros aniones'?. A nivel intracelular, el magnesio es el segundo catién
mas abundante después del potasio (0.5mM), y a la inversa que en el
compartimiento extracelular, en el medio intracelular, s6lo una pequena parte
esta en forma libre, mientras que del 90 al 95 % se encuentra unido a ATP, ADP,
citrato, proteinas y acidos nucleicos'®.

La forma i6nica del magnesio (Mg*) se encuentra involucrada en una
gran variedad de reacciones metabdlicas, particularmente en los procesos
enzimaticos. El Mg?* participa en las reacciones enzimaticas a través de dos
mecanismos'®: 1) al tener alta afinidad para los grupos fosfato se une a los
nucledtidos ATP y GTP formando complejos ATP-Mg y GTP-Mg''. Estos
complejos permiten a los nucledtidos ser utilizados como sustratos en
diversas reacciones metabdlicas donde participan ATPasas, GTPasas,
adenilato y guanilato ciclasas, entre otras. Ademas, el ATP-Mg y GTP-Mg
sirven como sustratos para la fosforilacion de las proteinas MAP cinasas,
involucradas en la propagacion intracelular de las senales de
transduccion,’®3? 2) el Mg* se une a sitios especificos de diferentes

enzimas confiriendo cambios conformacionales que favorecen su actividad



catalitica, tal como ocurre con la fosfolipasa C, la adenilato ciclasa, la
fosfofructocinasa, etc...

El Mg* también es necesario para la actividad de las enzimas
involucradas en los procesos de duplicacion y transcripcion del DNA, tales
como las DNA y RNA polimerasas, topoisomerasas y exonucleasas'®'s3,
Como se menciond, los grupos fosfato con carga negativa en los acidos
nucleicos permite su unién al Mg*, lo que resulta en mayor estabilidad de
las cadenas de DNA o RNA™"'3 Ademas, diversos estudios han mostrado
que el Mg* participa en la regulacion de la expresion génica, que se traduce
en el estimulo o inhibicion de la sintesis de proteinas involucradas en varios
procesos bioldgicos. El Mg* regula la expresion de proteinas que participan
en el crecimiento y la diferenciacion celular (ciclina D1)', en la adhesion y
comunicacién celular (integrinas),'*® en el desarrollo de lesiones fibréticas
(TGFB e inhibidor del activador de plasmindgeno),’*” en el estrés oxidativo
(citocromo ¢, glutation transferasa, glutation peroxidasa, CuZn superoxido
dismutasa), en la respuesta al estrés (proteinas de choque térmico 70 y 84)
y el flujo de iones (cotransportador 1 Na-P)'*3. Ademas, el Mg® modula la
afinidad de union del factor de transcripcion CREB a sus elementos de
respuesta (CRE) en el DNA, lo que indica que el Mg** regula no solamente la
sintesis de AMPc, sino también su accion a nivel nuclear'®'*°, Estas
observaciones indican el papel del Mg* sobre la regulacion de la expresion

génica ademas de sus efectos metabdlicos.



La funcion del Mg* como antioxidante ha cobrado importancia en los
anos recientes debido a su participacion en la prevencion y atenuacion del
estrés oxidativo, principalmente en enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la hipertension''. Aunque los mecanismos por los cuales el Mg*
se relaciona con estas variables no estan claramente definidos, se ha
demostrado en diferentes modelos experimentales que su deficiencia se
asocia con incremento en la concentracion de radicales libres y marcadores
de peroxidacion de lipidos (malondialdehido). Ademas, la suplementacion y
el pretratamiento con Mg* o la administracion de MgSO4 atenua y en
algunos casos inhibe el incremento de los radicales libres y del

malondialdehido'?'%7.

3.5. El sulfato de magnesio en la prevencion de la eclampsia

El riesgo de mortalidad materna, fetal o ambas se incrementa cuando la
preeclampsia evoluciona hacia la eclampsia, condicion en la cual la mujer
embarazada presenta convulsiones tonico-clonicas generalizadas®. A principios
del siglo XX, el MgSO4 fue utilizado de forma empirica para la prevenciéon y
recurrencia de las convulsiones atribuibles a la eclampsia y actualmente se
sigue considerando como una de las mejores opciones terapéuticas'*.

El mecanismo anticonvulsivo del MgSO4 no esta claramente definido. Sin
embargo, los resultados de estudios experimentales en ratas llevan a sugerir
que el MgS04 inhibe la activacion de receptores a aminoacidos excitatorios tales

como el N-metil-D-aspartato (NMDA),'* el kainato y el alfa-amino-3-hidroxi-5-



metil-isoxazol-4-acido propionico (AMPA)'°. El receptor NMDA contiene un canal
ibnico permeable a Na*, K* y Ca®** con un sitio de unién especifico para Mg*,
mientras que el kainato y el AMPA contienen un canal permeable a Na* y K.
Estos receptores funcionan posiblemente como amplificadores sensibles a las
respuestas excitatorias sinapticas, propagando el potencial de accion en las
neuronas hiperexcitadas que posteriormente dan lugar a las crisis convulsivas.
Lo anterior ha llevado a sugerir que el efecto anticonvulsivo del MgSO4 implica
dos tipos de mecanismos: uno a nivel de la secrecion de neurotransmisores
(actividad inhibitoria central) y otro a nivel de su accién. El aumento en la
concentracién de Mg* favorece su ingreso a la célula en detrimento del ingreso
de Ca*, lo que se traduce por la disminuciéon de la concentracion intracelular de
este ultimo y por ende de la secrecién de neurotransmisores dependiente de
este cation'®. Por otro lado, el aumento en la concentracién de Mg* favorece
también la union de este cation al receptor NMDA, lo cual mantiene al receptor

inactivo, evitando por lo tanto el ingreso de Na* y Ca*a la célula.

3.6. Efectos del MgSO4 sobre factores vasoactivos

Durante el embarazo, el Mg?* cruza la barrera placentaria contra un
gradiente de concentracion'', transporte mediado principalmente por un
transportador Na*/Mg?*, el cual ha sido identificado en el trofoblasto humano'.
La administracion de MgSO4 se traduce por un aumento significativo en la
concentracion de Mg?* en la circulacion materna y en el cordén umbilical®*™3. Lo

anterior muestra que el MgSO4 puede tener efectos en la mujer y en la unidad



fetoplacentaria. Ademas de sus efectos anticonvulsivos, el MgSO4 disminuye la
presion arterial a través de un mecanismo desconocido'*. De manera
interesante, el MgSO4 disminuye la presiéon de perfusion en cotiledones
placentarios obtenidos de mujeres con PE™®. Ademas, el MgSO4 atenua la
vasoconstriccion inducida por angiotensina Il, ET-1 y peroxidos en la
vasculatura placentaria'” '8,

Estudios en mujeres preeclampticas muestran que la administracion de
MgSO4 aumenta las concentraciones del CGRP® y disminuye la concentraciéon de
ET-1"*°. Sin embargo, no existen antecedentes acerca de los efectos del MgSO4
sobre las concentraciones circulantes de NO y MDA, asi como posibles cambios
en la expresion placentaria de los sistemas de ET-1, CGRP y sintasas del NO en

la PE.



IV. JUSTIFICACION

La preeclampsia representa un problema de salud publica en México y en
el mundo. Hasta la fecha, la etiologia de la preeclampsia es desconocida
aungue es seguramente un padecimiento de origen multifactorial. El desarrollo
de la hipertension durante la preeclampsia ha sido asociado con un incremento
en la resistencia vascular, asi como a una disminucion del flujo
uteroplacentario. Una alteracion en la sintesis, accion de agentes vasoactivos en
la unidad placentaria o ambas puede explicar el aumento en la presion arterial
en el compartimiento materno, como consecuencia del incremento de la
resistencia vascular y el retraso del crecimiento uterino que resulta de la
reduccion del flujo uteroplacentario. El riesgo de mortalidad materna, fetal o
ambos se incrementa cuando la preeclampsia evoluciona hacia eclampsia,
estado en el cual la mujer embarazada presenta convulsiones. Uno de los
tratamientos preventivos de las convulsiones consiste en la administracion de
sulfato de magnesio (MgSQO4). En la preeclampsia, la administracion de MgSOg4
aumenta las concentraciones del CGRP y disminuye la concentracion de ET-1. A
pesar de que el Mg* es transportado a través de la placenta, sus efectos sobre
la expresiéon de los RNAs mensajeros de factores vasoactivos no ha sido
explorado durante la preeclampsia. Este proyecto aporta nuevos conocimientos
acerca de las concentraciones circulantes y describe la expresion placentaria de
factores vasoactivos en respuesta al MgSQOg4, tratamiento ampliamente utilizado
en la practica médica y cuyas acciones no han sido estudiadas en la

preeclampsia.



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del MgSO4 sobre las concentraciones circulantes y la

expresion placentaria de factores vasoactivos en mujeres preeclampticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si el tratamiento con MgSO4 disminuye la presion arterial en
mujeres preeclampticas.

2. Determinar si las concentraciones circulantes de ET-1, MDA, NO y CGRP
en mujeres preeclampticas se modifican en respuesta al MgSQOg4.

3. Describir si la expresion placentaria de ET-1, ET-1AR, ET-1BR, eNOS,
iNOS, CGRP, CRLR y RAMP1 se altera en mujeres preeclampticas.

4. Estudiar si el MgSO4 en mujeres preeclampticas, se asocia con cambios
en la expresion placentaria de ET-1, ET-1AR, ET-18R, eNOS, iNOS, CGRP,

CRLR y RAMPT.



VI. HIPOTESIS

En mujeres con preeclampsia, el tratamiento con MgSO4 disminuira las
concentraciones circulantes de MDA, ET-1 y aumentara las de NO y CGRP.
Ademas, el MgSO4 disminuira la expresion placentaria de los agentes

vasoconstrictores y aumentara la de aquellos que fomentan la vasodilatacion.



ViIl. METODOS Y MATERIALES

A) Reactivos

El estuche comercial SuperScript II® para la obtencién de los DNAc, los
iniciadores, la formamida, la solucion de prehibridizacion y el estuche comercial
de marcaje RediPrime [I® se adquirieron de Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, UK). El Cloruro de Cesio grado biologia molecular se obtuvo
de Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO). La Taq polimerasa y la nitrato reductasa se
compraron a Roche Diagnostics Co. (Indianapolis, IN). Los estuches comerciales
para la determinacion de la ET-1 y el CGRP en suero por RIA se adquirieron de
Phoenix Pharmaceuticals, Inc. (Montain View, CA). Todos los productos
utilizados en el PCR en tiempo real, incluyendo las sondas especificas para los

genes de interés, se compraron a Applied Biosystems (Foster City, CA).

B) Materiales

Los tubos de polialobmero utilizados se compraron a Beckman
Instruments, Inc. (Palo Alto, CA). Las membranas de nylon cargadas
positivamente Immobilon-NY* @ y los filtros de centrifugacion Microcon YM-10
se adquirieron de Millipore Co. (Bedford, MA). Las placas de autoradiografia

Biomax XAR se compraron a Kodak (Rochester, NY).



7.1. Sujetos

El reclutamiento y seguimiento de las mujeres embarazadas se realizé en
el Hospital de Gineco-Obstetricia "Luis Castelazo Ayala" (IMSS, México. D.F.) y en
el Hospital General Manuel Gea Gonzalez (SSA, México, D.F.). La razdén de incluir
a las dos instituciones mencionadas se debe a que en el Hospital de Gineco-
Obstetricia "Luis Castelazo Ayala" el cuidado de las mujeres con preeclampsia
moderada consiste en el aumento de la expansion de volumen dado por la
administracién de solucién fisiolégica al 0.9% libre de sulfato de magnesio. En el
Hospital General Manuel Gea Gonzalez, toda mujer con preeclampsia es tratada
con sulfato de magnesio administrado en solucion fisiolégica tal como lo
establece su protocolo. El tratamiento consistido en la administracion de 4
gramos de MgSO4 en un tiempo de 30 minutos seguidos de una dosis de MgSO4
a razon de 1 g/h durante 3 a 6 horas antes del parto y durante 24 horas
posparto.

Este estudio incluyé a un grupo de mujeres embarazadas normotensas
(Grupo NT) que no presentaron hipertensién ni proteinuria como grupo testigo
del grupo de mujeres embarazadas con preeclampsia (Grupo PE). El diagndstico
de la preeclampsia se obtuvo utilizando criterios establecidos® como se define a
continuacion: presion arterial sistolica > 140 mm Hg y/o presion arterial
diastolica > 90 mm Hg en por lo menos 2 ocasiones y proteinuria (> 100 mg/dL
o 1-3 + en las tiras reactivas). En ambos grupos se incluyeron a mujeres de 18-
35 anos de edad, cuyo embarazo implicara el nacimiento de un solo recién

nacido con Apgar de 7-10. No fueron consideradas las mujeres con hipertension



previa al embarazo, con antecedentes o diagnoéstico de enfermedades renales,
hepaticas, cardiacas o cualquier otra alteraciéon endocrina, asi como aquellas
gue ingirieron suplementos nutricionales, diuréticos o con terapia hormonal. Se
consideraron como criterios de exclusiéon la necesidad de tratamientos

alternativos a los descritos anteriormente o el abandono voluntario del estudio.

7.1.2 Grupos experimentales

Para el estudio del efecto del MgSO4 sobre las concentraciones circulantes
de los factores vasoactivos, se obtuvieron muestras de sangre de los grupos
como se indica a continuacion:
Grupo NT: en la admisidn
Grupo PESF: en la admision (antes del tratamiento) y durante el tratamiento con
solucion fisiolégica (parto y 24 horas posparto).
Grupo PEMgSO4: en la admision (antes del tratamiento) y durante el

tratamiento con MgSO4 (parto y 24 horas posparto).

Para el estudio de la expresion génica de los factores vasoactivos, las
placentas se obtuvieron de 3 grupos de mujeres embarazadas:
Grupo NT
Grupo PE (PESF): Preeclampsia tratada con solucion fisiolégica libre de MgSOa4.

Grupo PE MgSO4 (PEMgSO04): Preeclampsia tratada con MgSOa.



7.2. Tamano de la muestra

Para el estudio del efecto del MgSO4 sobre las concentraciones circulantes
de los factores vasoactivos antes y durante el tratamiento se incluyeron 15
pacientes del grupo PESF y 16 pacientes del grupo PEMgSO4. Con el fin de
comparar las concentraciones basales de los factores vasoactivos se incluyo
como grupo testigo al grupo NT conformado por 15 mujeres embarazadas
normotensas. La determinacion de la expresion placentaria se realizé en 10
mujeres del grupo NT, 10 del grupo PESF y 8 del grupo PEMgSOa4. En los dos
tipos de estudio, el tamano de la muestra utilizado permitié alcanzar un nivel

de confianza del 95%.

7.3. Consideraciones éticas

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacion Biomédica en
Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran”(México, D.F). La donacion de las muestras de sangre y de la placenta
se realizé con carta de consentimiento informado de las mujeres embarazadas

participantes.

7.4. Registro de datos clinicos y toma de muestras
En el momento de la admision se registraron los datos clinicos de todas
las mujeres y se tomaron muestras de orina de las que presentaron hipertension

para determinar el grado de proteinuria. Cuando el diagnéstico fue positivo de



preeclampsia, se registro el tratamiento preescrito dependiendo del protocolo

especifico del hospital en donde se atendié la paciente.

7.4.1 Obtencion y preparacion del suero para la determinacion de ET-1,
CGRP, NO y MDA

Para el estudio de las concentraciones circulantes de los factores
reguladores de la presion arterial se tomaron muestras de 10 mL de sangre
antes y durante (parto y 24 horas posparto) los tratamientos. Una vez
recolectadas las muestras de sangre se centrifugaron a 2,000 x g durante 10
minutos a temperatura ambiente. El suero se separd en alicuotas que se

almacenaron a -70 °C hasta su analisis.

7.4.2 Obtencion y preparacion de las placentas para el estudio de la
expresion génica

Al finalizar el parto se registro el peso de la placenta asi como el pesoy
la talla del recién nacido. Una vez obtenida la placenta se procedié de forma
inmediata a la diseccion del tejido placentario, eliminando las membranas
fetales y la decidua. De los cotiledones se tomaron muestras de
aproximadamente 1 gramo, que se lavaron con solucion salina fria al 0.9% vy se
congelaron de inmediato en nitrogeno liquido. Las muestras recolectadas se
almacenaron a -70 'C hasta el dia de la extraccion del RNA. La Figura 4 resume

la estrategia de la metodologia utilizada.
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Figura 4. Diagrama de flujo que representa los grupos estudiados y la
metodologia utilizada para evaluar tanto las concentraciones circulantes como

expresiéon placentaria de factores vasoactivos.



7.5. Estudio de las concentraciones de malondialdehido y factores
vasoactivos en suero
7.5.1 Determinacion de MDA

La cantidad de peroxidos de lipidos en suero se expresd en
concentraciones de MDA, medida como reactantes al acido tiobarbiturico
(TBARS) utilizando el método descrito por Richard y cols.’® La curva estandar se
prepar6 con 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) como soluciéon estandar de MDA
(0.6-0.9 umol/L). Para la determinaciéon de MDA en suero, se usaron 400 uL de
suero, 50 puL de butiril hidroxitolueno 12.6 mM, 400 puL de acido ortofosforico
0.2 My 50 pL de acido tiobarbiturico (TBA) 0.11 M. La mezcla se incub6 a 95 °C
en bano de agua; después de 45 minutos la reaccion se detuvo al colocarla en
hielo y se dejo a temperatura ambiente. Posteriormente se agregéo 1 mL de
n-butanol y 0.1 mL de solucion NaCl saturada, se mezclé vigorosamente y se
centrifugé para extraer el complejo TBA-MDA. La determinacion de los TBARs en
extracto de butanol se determindé por espectrofotometria utilizando las

diferencias de absorbancias a 535y 572 nm.

7.5.2 Determinacion de NO

El NO es inestable en solucion acuosa ya que se oxidan rapidamente a sus
productos finales estables, nitritos y nitratos (NO*/NO?*). Debido a lo anterior,
las concentraciones de NO en suero se determinaron con la cuantificacion de
nitritos totales por el reactivo de Greiss después de la reduccién de nitratos a
nitritos'®'. Con la finalidad de eliminar las proteinas, las muestras de suero se

centrifugaron en filtros a 34,000 x g a 4 'C durante 2 horas. La reducciéon de



nitratos a nitritos se llevo a cabo con la enzima nitrato reductasa. Antes de la
reaccion enzimatica, la nitrato reductasa se activdé a 20 ‘C durante 20 minutos.
La curva estandar se obtuvo usando solucion de nitrito de sodio (25-125 uM). La
reaccion se inicié con 40 uL de blanco, estandares y muestras de suero, 20 uL
de PB-NADPH 2.4 uM, 10 puL de nitrato reductasa (0.007 U) y 30 uL de KHPO,
0.14 M, pH 7.5. Posteriormente se incubdé a 20 °C durante 30 minutos y se
agrego el reactivo de Greiss (100 uL de acido sulfanilico al 0.1% en 2.5 % de
acido fosférico y 100 uL de naftiletilenediamina al 0.5 % en 2.5 % de acido
fosforico). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos y la concentracion de nitritos se determind por espectrofotometria a
540 nm. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores al 5y
10 %, respectivamente.
7.5.3 Determinacion de ET-1 y CGRP

Las cantidades de ET-1 y CGRP en suero se midieron utilizando estuches
de radioinmunoensayo (RIA) especificos. La sensibilidad fue de 2.5 pg/ml y los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores al 5 y 10 %,

respectivamente.

7.6. Estudios de expresion génica. Estudio del RNAm de ET-1, ET-1AR, ET-
18R, eNOS, iNOS, CGRP, CRLR, y RAMP1
7.6.1 Preparacion del DNAc por RT y amplificacion por PCR

Para la obtencion del DNAc se utilizaron 3 uL de RNA como templado, 1

uL de oligo dT, 1 uL de dNTPs y 5 uL de agua estéril. Se incub6é en un



termociclador GeneAmp (Perkin Elmer, USA) durante 7 minutos a 65 'C. A la
mezcla inicial se agregaron 2 ulL de amortiguador PCR 10X, 4 uL de MgCl, 25
mM, 2 uL de DTT 0.1 My 1 uL de RNAsa y se dejé incubar a 42 °C. Después de
5 minutos, se agregé 1 uL de la enzima SuperScript II®, continuando la
incubacion por 50 minutos a 42 °C, 15 a 70 'Cy 25 a 37 °C. La sonda obtenida
se amplificd utilizando 2 uL de DNAc, 2.5 U de Taq polimerasa y 1 uL de los
iniciadores sentido y antisentido especificos en un volumen final de 25 mL. Los
iniciadores utilizados se construyeron con base en estudios previamente

publicados como se describe a continuacion:

Producto Sentido Orientacion Tamarno
(pb)
ET-1% 5'TTC CGT ATG GAC TTG GAA GC3' Sentido 587
5'AAG CCA GTG AAG ATG GTT GG3' Antisentido
ET-TAR'™? 5TGG CCT TTT GAT CAC AAT GACTTT3' Sentido 302
5TTT GAT GTG GCA TTG AGC ATA CAG GTT3' Antisentido
ET-1BR™? 5'ACT GGC CAT TTG GAG CTG AGA TGT3' Sentido 428

5'CTG CAT GCC ACT TTT CTT TCT CAA3' Antisentido

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el siguiente protocolo:

Numero de ciclos| Temperatura (C) Tiempo
(min./ciclo)

1 94 3
33 94 1
T de alineamiento 1
72 1
1 72 5

4 Sostenido

Temperaturas de alineamiento utilizadas: 60 °C para ET-1 y 61 °C para ET-1AR y

ET-18R.



Los productos de PCR y un marcador de tamano en pares de bases se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Las bandas que
correspondieron al tamano del producto esperado se sometieron a
electroeluciéon y se recuperaron en amortiguador TE (10mM Tris HCI-TmM

EDTA).

7.6.2. Northern blot

El RNA total se obtuvo con la técnica de extraccidon por cloruro de cesio. El
tejido se homogenizo6 en solucion desnaturalizante (Tiocianato de guanidina 4M
y citrato de sodio 0.75 M, pH 7.0) y después de centrifugar a 12,000 x g
durante 10 minutos a 4 ‘C, el sobrenadante se coloc6 en tubos de polialdmero
cargados previamente con cloruro de cesio. Después de una centrifugacion a
32,000 x g durante 18 horas a 18 °C, el sobrenadante se elimin6, mientras que
el precipitado se recuperé en agua DEPC. Al RNA recuperado se le agrego
acetato de sodio y etanol absoluto, se centrifugd a 14000 x g durante 30
minutos a 4 °C. El sobrenadante se elimino y el procedimiento anterior se repitio
dos veces con etanol al 70%. El RNA precipitado se disolvié en formamida y se
cuantificé por espectrofotometria de 260 a 280 nm. La concentracion de las
muestras se ajusto a 2.5 ug/uL. Las muestras de RNA (20 pg) se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% y formaldehido al 15% a 90 V durante
150 minutos. Los RNAs se transfirieron por capilaridad a membranas de nylon
cargadas positivamente con solucion SSC 10X. Las membranas se lavaron en
SSC 2X durante 5 minutos, se dejaron secar y se fijaron con UV. Posteriormente,

se prehibridizaron a 65 °C con rotacion constante por un tiempo minimo de 30



minutos. Durante este tiempo se procedié al marcaje del DNAc utilizando
citosina marcada con 3?P (dCTP) y el estuche Rediprime® (DNA polimerasa | sin
actividad de exonucleasa, dATP, dTTP y dGTP), incubando por una hora a 37 °C.
Posteriormente, las membranas se hibridizaron con el DNAc previamente
marcado y desnaturalizado durante 2 horas 30 minutos a 65 °C. Al final de la
hibridacion, las membranas se lavaron con soluciéon SSC 2X /SDS 0.1% por 20
minutos a temperatura ambiente, seguido de 2 lavados de 15 minutos cada uno
a 65 'C con solucion SSC 0.01X /SDS 0.1%. Una vez terminados los lavados, las
membranas se colocaron en placas de autoradiografia BioMax XAR (Kodak, E.U.)
y se revelaron por rayos X después de una exposicién a -70 ‘C de 20 horas para
ET-1 y ET-18R y 24 horas para ET-T1AR. La expresion del RNAm se obtuvo por
densitometria utilizando un analizador de imagenes EagleEye-system

Stratagene, E.U.

7.6.3 PCR en tiempo real

El RNA total se disolvid en agua desionizada, estéril y filtrada, y las
muestras se ajustaron a 2.5 pg/puL. La integridad del RNA se confirmé por
electroforesis y tincion con bromuro de etidio. El RT para la obtencién de los
DNACc de las muestras se llevo a cabo de la forma descrita en la seccion anterior
pero utilizando 1 pL (2.5 pg) de RNA como templado. Las sondas marcadas con
FAM o VIC TagMan® se obtuvieron de Applied Biosystems de México, las cuales
son especificas para detectar y cuantificar secuencias de DNAc sin detectar DNA

gendémico. FAM (6-carboxifluoresceina) y VIC son utilizados como reporteros



fluorescentes; estos conjugados detectan cada copia amplificada. La cantidad
de fluorescencia de FAM o VIC emitida en cada reacciéon fue medida como
funcion del namero de ciclos de PCR. Se utiliz6 un equipo ABI 7000 Prism
Applied Biosystems (Foster City,CA). Las sondas comerciales para el CGRP, eNOS
e iNOS se obtuvieron de Applied Biosystems: Hs00266142_m1 para CGRP;
Hs00167166_m1 para eNOS y Hs00167248_m1 para iNOS. Las sondas para
CRLR (CGRP-Z) y RAMP1 (RAMP1-X) fueron disefadas por Applied Biosystems.
Se realizaron curvas de amplificacion para evaluar la funcionalidad de las
sondas y la concentracion final a utilizar de los DNAc para cada gen. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. En un
volumen final de 15 uL, las reacciones de PCR contuvieron lo siguiente: 3 uL de
DNAc como templado, 7.5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix, 3.9 uL de
agua grado biologia molecular y 0.6 uL de la sonda especifica. Las condiciones
de reaccion fueron las siguientes: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min,
seguido de 50 ciclos de 95 °C por 15 s, y 60 ‘C T min. Los resultados se
registraron utilizando un software de ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems).
Se obtuvo el ciclo de umbral (Ct) de cada reaccion de PCR. ElI Ct es definido
como el numero de ciclos al cual la cantidad del blanco amplificado alcanza un
umbral fijo, que es el nivel de deteccién al cual una reaccion alcanza una

intensidad de fluorescencia por arriba del fondo. La relacién de expresion del
gen experimental con el gen control fue determinado por 22T donde:

AACT= ACT (Gen experimental) - ACT (Gen control (18S))

ACT (Gen experimental) = CT (Gen experimental) - CT (18S)



ACT (Gen normal) = CT (Gen normal) - CT (18S)
El valor de CT de cada gen en cada muestra se determind por triplicado y
los resultados fueron analizados como la relacion entre el gen

experimental/18S RNA ribosomal (gen constitutivo).

7.7. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + error estandar (SEM). Los
resultados de las concentraciones en suero se evaluaron utilizando analisis de
varianza y las diferencias significativas entre las etapas del tratamiento se
determinaron con la prueba protegida de la diferencia de los cuadrados
minimos de Fisher. Cuando los datos no presentaron una distribucion normal,
se realiz6 una transformacion logaritmica antes del analisis por ANOVA. Para el
analisis de las asociaciones se utilizdé correlacion de rangos de Spearman. Los
resultados de la expresion placentaria obtenidos por Northern blot se evaluaron
con la prueba de “t” de Student para muestras independientes mientras que
para los resultados obtenidos por PCR en tiempo real se utiliz6 ANOVA vy la
prueba protegida de la diferencia de los cuadrados minimos de Fisher. El nivel

de significancia se establecié con una P < 0.05.



VIIl. RESULTADOS

8.1. Caracteristicas clinicas de la poblacion

Con el proposito de evaluar los efectos del MgSO4 sobre la presién
arterial, la peroxidacion de lipidos y las concentraciones en suero de factores
vasoactivos, las variables se estudiaron antes y durante el tratamiento con PESF
0 MgSOa4 (parto y 24 horas posparto). La edad biologica (PE = 23.8 £ 0.9 y NT =
23.2 = 1.4 anos) y la edad gestacional (PE = 38.5 + 0.4 y NT = 38.7 £ 0.3

semanas) no presentaron diferencias significativas entre los grupos.

8.2. Efectos del MgSO4 sobre la presion arterial

Los efectos del MgSO4 sobre la presidon arterial en las mujeres con PE se
muestran en la Figura 5. La presion arterial sistélica fue de 157 + 3 mm Hg
antes del tratamiento (en la admisién) y disminuyé significativamente durante el
tratamiento al momento del parto (P < 0.0001) y una mayor reduccién se
observo a las 24 h posparto (P < 0.0001). De manera similar, la presion arterial
diastélica fue de 106 + 2 mm Hg antes del tratamiento, y disminuyo
significativamente al compararlo con la admisién tanto en el parto (P < 0.0001)

como a las 24 h posparto (P < 0.0001).
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Figura 5. Presion arterial sistélica (PAS, panel superior) y presiéon arterial
diastolica (PAD, panel inferior) antes (admisién) y durante (parto y 24h
posparto) el tratamiento con MgSO4, n = 16. Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Los valores en los grupos con diferentes caracteres

son significativamente diferentes, P < 0.05.



8.3. Efectos del MgSO4 sobre la peroxidacion de lipidos en suero

La Figura 6 muestra los efectos del MgSO4 sobre la peroxidacion de
lipidos. En el grupo con PE, las concentraciones en suero de MDA antes del
tratamiento fueron mayores con respecto al grupo NT (P < 0.0001) vy
disminuyeron significativamente durante el tratamiento al momento del parto y
24 h posparto (P < 0.0001) en comparacion con los valores de la admision.
Ademas, los valores en suero de MDA fueron significativamente (P = 0.003)
menores a las 24 h posparto en comparacion con aquellos observados al

momento del parto.

8.4. Efectos del MgSOa4 sobre las concentraciones circulantes de los agentes
vasoactivos

Como se observa en la Figura 7, el grupo PE tuvo concentraciones en
suero de ET-1 menores con respecto al grupo NT en la admision (P = 0.001). Las
concentraciones en suero de ET-1 24 h posparto fueron significativamente
mayores que los observados antes del tratamiento (P = 0.002). Sin embargo, las
concentraciones de ET-1 en la admisién no fueron diferentes de aquellos
durante el tratamiento al momento del parto.

Los efectos del MgSO4 sobre las concentraciones de los agentes
vasodilatadores se muestran en las Figuras 8 y 9. Las concentraciones en suero
de NO?/NO* (Figura 8) en el grupo PE antes del tratamiento fueron
significativamente menores con respecto al grupo NT (P = 0.0003). No se

observaron cambios significativos durante el tratamiento al momento del parto



y 24 h posparto. De manera similar, las concentraciones en suero del CGRP
(Figura 9) en el grupo PE fueron significativamente menores en comparacion al
grupo NT durante la admision (P = 0.0001). Ademas, las concentraciones en
suero incrementaron significativamente durante el tratamiento al momento del
parto (P < 0.01)y 24 h posparto (P < 0.0001). Las concentraciones en suero de
CGRP después del tratamiento al momento del parto y 24 h posparto no fueron

significativamente diferentes.

En comparaciéon con el grupo NT, las mujeres preeclampticas que fueron
tratadas con solucion fisiolégicas (grupo PESF) tuvieron concentraciones basales
de MDA en suero significativamente mayores (P < 0.0001) y de ET-1, NO, y CGRP
significativamente menores (P < 0.05). Como se muestra en el cuadro 1, la
administracién de solucién fisiolégica no se asocié con cambios significativos
en la concentraciéon de las variables estudiadas con excepciéon de la disminucién

significativa (P < 0.01) en la presion arterial.



Cuadro 1. Presion arterial y factores vasoactivos en el grupo

preeclamptico tratado con solucion fisiolégica (PESF)

PESF (n = 15)

Variable Antes Parto Posparto
PAS 139 + 2° 129 £ 1° 118 + 2¢
PAD 93 +1° 86 + 2° 76 £ 1¢
MDA 0.221 £ 0.026 0.185 +£0.013 0.195 + 0.028
ET-1 61 =3 63 2 63 =5
NO 29.4 + 4.4 28.3 + 3.1 25.3+1.5
CGRP 41 =3 44 + 2 44 + 1

Los resultados estan expresados como media + error estandar. Caracteres
diferentes muestran diferencia estadistica, P< 0.01.
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Figura 6. Concentraciones de MDA en suero de los grupos normotenso
(NT; n=15) en condiciones basales y preeclamptico (PE; n=16) antes (admision)
y durante (parto y 24 h posparto) el tratamiento con MgSO4. Los datos estan
expresados como la media = error estandar. Los valores en los grupos con

diferentes caracteres son significativamente diferentes, P < 0.05.
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Figura 7. Concentraciones de la ET-1 en suero de los grupos normotenso
(NT; n=15) en condiciones basales y preeclamptico (PE; n=16) antes (admision)
y durante (parto y 24 h posparto) el tratamiento con MgSO4. Los datos estan
expresados como la media = error estandar. Los valores en los grupos que no

comparten al menos un caracter son significativamente diferentes, P < 0.05.
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Figura 8. Concentraciones de los metabolitos de NO en suero de los grupos
normotenso (NT; n=15) en condiciones basales y preeclamptico (PE; n=16)
antes (admision) y durante (parto y 24 h posparto) el tratamiento con MgSQOa4.
Los datos estan expresados como la media + error estandar. Los valores en los

grupos con diferentes caracteres son significativamente diferentes, P < 0.05.
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Figura 9. Concentraciones del CGRP en suero de los grupos normotenso
(NT; n=15) en condiciones basales y preeclamptico (PE; n=16) antes (admision)
y durante (parto y 24 h posparto) el tratamiento con MgSO4. Los datos estan
expresados como la media = error estandar. Los valores en los grupos que no

comparten al menos un caracter significativamente diferentes, P < 0.05.



Para las concentraciones circulantes de los agentes vasoactivos, se analizo
el efecto del MgSO4 en funcién de la severidad de la PE y no se observaron

diferencias significativas en ninguna de las variables estudiadas.

8.5. Estudios de correlacion

Debido a que los agentes vasoactivos actuan en concierto para regular la
presion arterial, se realizaron estudios de asociacion utilizando la prueba de
correlaciéon de rangos de Spearman entre ET-1, metabolitos del NO y CGRP en el
grupo PEMgSO4. Como se muestra en el cuadro 2, las concentraciones de ET-1
en suero presentaron una correlacion inversa con los metabolitos del NO antes,
pero no durante el tratamiento al momento del parto y 24 h posparto. En
contraste, las concentraciones de ET-1 presentaron una correlacion positiva con
las concentraciones del CGRP durante el tratamiento (al momento del parto y 24

h posparto), pero no antes del tratamiento.

Cuadro 2. Estudios de correlacién entre las concentraciones circulantes de ET-1,

NO y CGRP
ET-1 vs NO ET-1 vs CGRP
Etapa
R P R P
Admision -0.69 0.002 -0.24 0.38
Parto 0.14 0.61 0.73 0.002

Posparto (24 h) -0.24 0.37 0.71 0.002




8.6. Expresion placentaria de factores vasoactivos

En el cuadro 3 se muestran las caracteristicas clinicas basales de las
madres y los recién nacidos pertenecientes a los grupos normotenso (NT), PE
tratado con solucién fisiolégica (PESF) y PE tratado con MgSO4 (PEMgSO4) en los
cuales se estudié la expresion placentaria de factores vasoactivos. La edad
materna y la edad gestacional fueron similares en todos los grupos. La presion
arterial sistélica y la presion arterial diastolica fueron significativamente
mayores en los grupos PESF y PEMgSO4 en comparacion con el grupo NT
(P< 0.001). El peso del recién nacido y de la placenta no presento diferencias en

ninguno de los grupos.

Cuadro 3. Caracteristicas clinicas basales de los grupos normotenso (NT), PE

tratado con solucion fisiolégica (PESF) y PE tratado con MgSO4 (PEMgS0Oa4).

NT (n=10) PESF (n =10) PEMgSO4 (n = 8)

Edad materna (afnos) 24.7 £ 1.8 25.3+0.9 22.0+1.6
Edad gestacional (semanas) 39.2+0.2 39.1+ 0.4 38.9+0.4
PAS (mm Hg) 116 £ 1.6 140 + 2.6° 144 +1.8°
PAD (mm Hg) 74+1.6 93 +1.5° 97.5 +1.6°
Proteinuria (mg/dL) Trazas > 30 > 30
Peso del recién nacido (kg) 3.20+£ 0.1 3.31£0.9 3.05+0.2
Peso de la placenta (g) 595.9 + 26.1 613 +26.0 551.6 £17.8

Los resultados estan expresados como media + error estandar. 2 = P < 0.001.



Con el fin de determinar si la expresion placentaria del sistema ET-
1/receptores se encuentra modificada en la PE y en la PE tratada con MgSOa, se
estudiaron los RNAm en placentas del grupo NT y los grupos PE (PESF y
PEMgSO4) utilizando el método de Northern blot. La Figura 10 muestra que la
expresion de ET-1 y ET-1AR fue similar en el grupo NT y PESF, mientras que la
expresion de ET-18R fue menor en el grupo PESF que en el grupo control (P <
0.05). Como se muestra en la Figura 11, el grupo PE tratado con MgSO4
(PEMgS04) presentdé menor expresion de ET-1 y mayor expresion de ET-18R
(P < 0.05), mientras que la expresién de ET-1AR fue similar a la del grupo PE

tratado con solucion fisioldgica (PESF).
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Figura 10. Hibridaciéon por Northern blot de ET-1, ET-1AR y ET-18R en los grupos
normotenso (NT; n= 10) y preeclamptico tratado con solucion fisiol6gica (PESF;
n=10). Las bandas se analizaron por densitometria (panel A). El 28S RNAr se
utiliz6 como control para la normalizacion del cargado (panel B). Los datos

estan expresados como la media * error estandar. * P < 0.05.
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Figura 11. Hibridacion por Northern blot de ET-1, ET-1AR y ET-18R en los grupos
preeclamptico tratado con soluciéon fisiolégica (PESF; n=10) y preeclamptico
tratado con MgSO4 (PEMgSO4; n=8). Las bandas se analizaron por densitometria
(panel A). El 28S RNAr se utilizo como control para la normalizacion del cargado
(panel B). Los datos estan expresados como la media = error estandar.

* P<0.05.



Como se muestra en la Figura 12, la expresion de la eNOS en el grupo
PESF fue significativamente menor que la del grupo NT. En cambio, la expresion
en el grupo con PE moderada tratado con MgSO4 fue mayor que la del grupo
PESF (P = 0.0063) y similar al grupo NT. La expresion de iNOS (Figura 13) fue
mayor en los grupos PESF y PEMgSO4 en comparacion al grupo NT (P < 0.0001).
Sin embargo, la expresion de iNOS en el grupo PE moderado tratado con MgSO4
fue menor en comparacioén al grupo PESF (P=0.0119).

Como se muestra en la Figura 14, la expresion del CGRP en el grupo PE
moderado tratado con solucion fisiolégica no mostro diferencias con respecto
al grupo NT. Sin embargo, el grupo PEMgSO4 presentd mayor expresion de este
vasodilatador en comparacion con los grupos NT (P = 0.0008) y PE tratado con
solucién fisiologica (P = 0.0035). En contraste al CGRP, su receptor CRLR (Figura
15) presentd mayor expresion en el grupo PE tratado con solucion fisioldégica en
comparacion al grupo NT (P = 0.01). El tratamiento con MgSO4 en el grupo PE
moderado se asocido con mayor expresion de CRLR con respecto tanto al grupo
NT (P < 0.0001) como al PESF (P = 0.03). De manera similar al CRLR, la
expresiéon placentaria de la proteina modificadora de la actividad del receptor
(RAMP1) fue mayor en el grupo PESF en comparacién al grupo NT (P = 0.0015).
Ademas, el grupo con PE moderada tratado con MgSO4 también presentd mayor
expresion en comparacion al grupo NT (P = 0.0011), pero similar al grupo PESF

(Figura 16).
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Figura 12. Expresion placentaria de la eNOS por PCR en tiempo real. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. Grupo
normotenso (NT, n=10); Grupo PE tratado con solucién fisiolégica (PESF, n= 10);
Grupo PE tratado con MgSO4 (PEMgSO4, n=8). Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Caracteres diferentes muestran diferencia estadistica,

P < 0.05.



7.0 -

6.0 - C

5.0 - [
o b
X 4.0
N
8 3.0 -
2
£ 20 - a

vl

0.0 -

NT PESF PEMgSO4

Figura 13. Expresion placentaria de la iNOS por PCR en tiempo real. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. Grupo
normotenso (NT, n=10); Grupo PE tratado con solucién fisiolégica (PESF, n= 10);
Grupo PE tratado con MgSO4 (PEMgS0O4, n=8). Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Caracteres diferentes muestran significancia

estadistica, P < 0.05.
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Figura 14. Expresion placentaria del CGRP por PCR en tiempo real. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. Grupo
normotenso (NT, n=10); Grupo PE tratado con solucion fisiolégica (PESF, n= 10);
Grupo PE tratado con MgSO4 (PEMgS0O4, n=8). Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Caracteres diferentes muestran significancia

estadistica, P < 0.05.
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Figura 15. Expresion placentaria del CRLR por PCR en tiempo real. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. Grupo
normotenso (NT, n=10); Grupo PE tratado con solucion fisiolégica (PESF, n= 10);
Grupo PE tratado con MgSO4 (PEMgS0O4, n=8). Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Caracteres diferentes muestran significancia

estadistica, P < 0.05.
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Figura 16. Expresion placentaria de la RAMP1 por PCR en tiempo real. Los
resultados fueron normalizados con la expresion del RNA ribosomal 18S. Grupo
normotenso (NT, n=10); Grupo PE tratado con solucién fisiolégica (PESF, n= 10);
Grupo PE tratado con MgSO4 (PEMgS0O4, n=8). Los datos estan expresados como
la media + error estandar. Caracteres diferentes muestran significancia

estadistica, P < 0.05.



IX. DISCUSION

La preeclampsia (PE) es una de las enfermedades hipertensivas inducidas
por el embarazo y es considerada como un problema de salud publica®. El
sulfato de magnesio (MgSO4) es considerado como un tratamiento
anticonvulsivo en la PE'“®, Ademas de sus efectos anticonvulsivos, el MgSO4
disminuye la presidn arterial**'** a través de mecanismos todavia no claramente
establecidos. También, el Mg?* puede participar en la regulacion de la
peroxidacion de lipidos ya que esta involucrado en la biodisponibilidad de
radicales libres'*. Por lo anterior uno de nuestros objetivos fue estudiar el
efecto del MgSO4 sobre la peroxidacion de lipidos y las concentraciones
circulantes de agentes vasoactivos. En este estudio las concentraciones en suero
del malondialdehido (MDA), marcador de la peroxidacion de lipidos, fueron
significativamente mayores en el grupo con embarazo complicado con
preeclampsia con respecto al grupo NT, lo que concuerda con resultados
previamente publicados*'®. Ademas, se demostré por primera vez que el
tratamiento con MgSO4 a mujeres PE disminuye las concentraciones de MDA en
suero. Los mecanismos involucrados en la disminucion de las concentraciones
de MDA por el MgSO4 no se han descrito en la PE. Sin embargo, se ha
observado que la deficiencia de Mg?* en ratas con hipertension espontanea esta
asociada con incremento en las concentraciones de MDA, lo que conlleva al
desarrollo de hipertension severa y disfunciéon endotelial'*. Mak y cols.' han
mostrado que el gluconato de magnesio secuestra los radicales libres, presenta

efectos citoprotectores e inhibe la peroxidacion de lipidos en membranas



microsomales obtenidas de cultivo de células endoteliales adrticas de bovino.
Ademas, se ha observado que la deficiencia de Mg* se asocia con mayor
cantidad de radicales libres y MDA, mientras que la suplementacion revierte
estas alteraciones'*'®, De manera interesante, en un estudio publicado
posterior a nuestros hallazgos se observo que la administracion de MgSO4 a
mujeres PE resulta en la disminucion de la peroxidacion de lipidos en
membranas de eritrocitos'®, lo que confirma nuestros resultados e indica que el
Mg?* juega un papel antioxidante. Los efectos del MgSO4 en la disminucién de la
concentracion de MDA podrian estar asociados con menor cantidad de radicales
libres en la PE. Esta hipdtesis es factible debido a que 1) las mujeres
preeclampticas tienen menor actividad antioxidante en comparacion con
embarazos normotensos'' y que el Mg* es indispensable para diversas
reacciones que involucran enzimas antioxidantes, como la superoxido
dismutasa y la glutation peroxidasa, enzimas cuya actividad es Mg*-
dependiente'® y 2) se ha demostrado que el Mg?* disminuye la biodisponibilidad
de radicales libres ya que forma complejos con los radicales hidroxilo y
peroxidos a nivel de las membranas'®*'®. En resumen, la disminucion de la
peroxidacion de lipidos inducida por el MgSO4 a nivel sistémico, tal como se
observd en este estudio, y particularmente a nivel de membranas (Abad y
cols.’™) puede ser considerada como medida protectora del dafo endotelial.
Como se menciono, estudiamos también el efecto del tratamiento con
MgSO4 sobre algunos reguladores de la presion arterial. Dentro de los agentes

vasoactivos, el NO, el CGRP y la ET-1 son considerados mediadores importantes



de la regulacion de la presion arterial durante el embarazo normal y complicado
con PE. Los resultados de las concentraciones de NO en suero de mujeres PE
generan controversia, ya que se han encontrado aumentadas, disminuidas o sin
cambios. En nuestro estudio, las concentraciones de NO fueron
significativamente menores en la PE en comparacién al grupo normotenso, lo
que coincide con la mayoria de los estudios previos**®'  El tratamiento con
MgSO4 no modificd significativamente las concentraciones de NO en la PE.
Debido a que el NO es considerado como especie reactiva de oxigeno, la
ausencia de cambio en su concentracion puede deberse a que el Mg* lo
reconozca como radical libre y de esta forma lo secuestre evitando su
transformacion en nitratos y nitritos, metabolitos estables a través de los cuales
se determind la concentracion de NO. Esta posibilidad no se descarta ya que las
concentraciones de NO y de CGRP presentaron una asociacion positiva y
significativa antes del tratamiento con MgS0a4, asociacién que se pierde por la
falta de aumento en el NO durante el tratamiento. Con respecto al CGRP,
nuestros resultados mostraron que las mujeres PE presentan bajas
concentraciones de este potente vasodilatador en comparacion a las mujeres
normotensas y que el tratamiento con MgSO4 aumenté significativamente sus
concentraciones en suero, confirmando resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio®. Esta observaciéon sugiere al CGRP como factor mediador del efecto
antihipertensivo del MgSO4. Ademas, este efecto puede estar en parte requlado
por el NO, ya que se ha observado que la administracién de CGRP a ratas con PE

experimental inhibe los efectos hipertensivos del L-NAME, inhibidor de las



NOS'’. En relacion con la ET-1, los datos muestran que las concentraciones de
este agente vasoactivo fueron significativamente menores en el grupo PE y que
el tratamiento con MgS0a4 resulto en el reestablecimiento de las concentraciones
de ET-1 a valores similares a los obtenidos en el grupo de mujeres
normotensas. Nuestras observaciones difieren de otros estudios, ya que las
concentraciones de ET-1 estan aumentadas en la PE y el tratamiento con MgSO4
en las mujeres con PE disminuye las concentraciones de ET-1"%'%%, A pesar de
que es dificil conciliar el aumento de ET-1 con el efecto antihipertensivo del
MgSO4, este hallazgo puede deberse a que los agentes vasoactivos actuan en
concierto en la regulacion del sistema hemodinamico'®, por lo que las
asociaciones entre la ET-1, el NO y el CGRP se evaluaron en este estudio. La
observacion de que la ET-1 se correlacioné positivamente con CGRP, por el
efecto hipotensor del MgSO4, nos hace pensar que el incremento en las
concentraciones de ET-1 pueden representar un mecanismo compensatorio del
efecto vasodilatador inducido por el aumento en el CGRP. Como apoyo a esta
hipotesis, se han descrito asociaciones positivas entre ET-1 y CGRP en
condiciones normales y patoldgicas'®'”'. En este contexto, Wang y cols.™®
mostraron recientemente que la administracion de ET-1 a ratas aumenta la
liberacion de CGRP, el cual juega un papel compensatorio al prevenir el
aumento de la presion arterial inducido por ET-1, a través de la activacion del
receptor ET-1AR, receptor mediador de la vasoconstriccion. Debido a que estos
autores encontraron una respuesta del CGRP a la ET-1, la posibilidad de una

respuesta de la ET-1 al CGRP como mecanismo compensatorio no se debe



descartar y merece ser evaluada en estudios posteriores. Otro punto interesante
es que los autores del trabajo mencionado'®® observaron que la infusiéon de ET-1
genera 2-3 veces de aumento en las concentraciones de ET-1 sin modificar la
presion arterial, la cual aumenta Unicamente al administrar un antagonista del
ET18R, receptor mediador de la vasodilatacion. Por lo anterior se propone que la
regulacion de la presion arterial mediada por ET-1 es el resultado de un
equilibrio entre la vasoconstriccibn mediada por ET-1AR, la vasodilatacién
mediada por ET-18R y el CGRP. En resumen, los datos obtenidos en el presente
estudio muestran que en la preeclampsia las concentraciones de NO y CGRP
estan bajas lo que contribuye al estado hipertensivo. Ademas, debido a los
cambios inducidos por el MgSO4 sobre las concentraciones del CGRP
proponemos a este potente vasodilatador no solamente como mediador del
efecto hipotensivo del MgSO4 sino también como modulador de la

concentracion, accion o ambas de NO y de ET-1.

A diferencia del embarazo normal, la PE se asocia con una reduccién del
flujo uteroplacentario'’?, por lo que la segunda parte de nuestro estudio
consistio en evaluar la expresion placentaria de agentes vasoactivos, los cuales
estan involucrados en la regulacién de la presion de perfusion placentaria. En
este trabajo se encontré que el RNAmM de ET-1 no mostr6 cambios en la PE al
compararlo con embarazos normotensos, lo que concuerda con resultados
previamente publicados®’. Es bien conocido que la ET-1 es una potente sustancia

vasoactiva con efectos duales, ya que al actuar con el receptor ET-1AR, la ET-1



promueve vasoconstriccion. En cambio, su union al receptor ET-18R contribuye
a la depuracion de ET-1 y a la vasodilatacion por medio de la liberacién de NO%*.
Durante el embarazo normal, se presenta una mayor proporcion ET-18R/ET-1AR
en la placenta, lo que contribuye a la perfusién uteroplacentaria vy
vasodilatacion®®. En nuestro estudio la PE no se asoci6 con cambios en la
expresion placentaria del ET-TAR. Sin embargo, la expresion del mediador de la
vasodilatacion ET-1BR fue significativamente menor en el grupo PE. Los
resultados de un estudio previo realizado en mujeres con PE** mostraron una
disminuciéon en la expresion placentaria de ET-1AR sin cambios en la expresion
de ET-1BR en comparacion a embarazos normotensos. Esta discrepancia puede
explicarse por la diferencia de las técnicas utilizadas para evaluar la expresién
ya que Faxén y cols.®® usaron RT-PCR semicuantitativo, mientras que nosotros
utilizamos Northern blot. Ademas, en el estudio de Faxén y cols., el grupo PE
presentaba menor edad gestacional que el grupo de mujeres normotensas, lo
qgue dificulta la interpretacion en las diferencias observadas. No obstante esta
discrepancia, es importante resaltar que en nuestro estudio la Unica alteracién
del sistema ET-1 que conlleva a la vasoconstriccion en la PE recae en la menor
expresion del receptor ET-18R. Esta observacién es fundamentada por estudios
in vitro e in vivo en los cuales se demostrd que la utilizacion de antagonistas del
ET-18R fomenta la hipertensiéon en modelos animales***'7,

En este estudio determinamos la expresion placentaria de las dos
enzimas, eNOS e iNOS, involucradas en la sintesis del NO. Asi, la expresion de

eNOS fue significativamente menor en el grupo PE, lo que confirma los



resultados obtenidos por otros autores'’*'”> pero difiere con los estudios de
Orange y cols.'” y Karteris y cols."®, en los cuales no se observaron diferencias
significativas entre embarazo normal y PE. La disminucién en la expresion
placentaria de eNOS es muy factible y puede deberse al estado de hipoxia y a
las altas concentraciones de TNFa e IL1B que se presentan en la PE, condiciones
gue regulan a la baja el RNAm de eNOS al disminuir su vida media®'"®. En
estudios previos, la expresion de iNOS se ha encontrado sin cambios o
aumentada en la placenta PE en comparacion a mujeres normotensas. En el
presente trabajo, el RNAm de iNOS fue 5 veces mayor en la PE en comparacion
al grupo normotenso. De forma opuesta a lo que ocurre con la regulacién de la
expresion de eNOS, la de iNOS es regulada a la alta por la hipoxia y las
citocinas®'?, lo que explicaria el aumento en la expresion placentaria de esta
enzima. Ademas, las bajas concentraciones de NO observadas en otros** y el
presente estudio pueden también contribuir en el aumento de la expresion de
iINOS ya que la produccién deficiente de NO se acompafa por el aumento de 1.5
a 2 veces en la expresion del gen de iNOS y de su proteina en un modelo de
inflamacion crénica del higado'””, mientras que la presencia de donadores de
NO en cultivo de hepatocitos aislados de rata macho resulta en la supresiéon de
la expresion de iINOS'™. Lo anterior nos lleva a sugerir que el gen de iNOS se
induce en la PE como posible mecanismo de compensaciéon por la falta de
vasodilatacion. En resumen, el estado de hipoxia, las bajas concentraciones de

NO y el incremento en las concentraciones de citocinas que se observan en la PE



pueden explicar tanto la disminucidon en la expresion placentaria de eNOS como
el aumento en la expresion de iNOS.

El CGRP es un potente vasodilatador y sus efectos biolégicos se presentan
siempre y cuando su receptor (CRLR) forme un heterodimero con la proteina
modificadora de la actividad del receptor (RAMPT1), proteina que confiere
especificidad del CRLR al CGRP®. En este estudio se observo que la expresién
placentaria de CGRP fue similar entre mujeres PE y NT. Esta observacion
coincide con lo reportado con Knerr y cols.” quienes no encontraron cambios
en la expresion de CGRP en las vellosidades de la placenta de mujeres PE.
Ademas, hemos observado que la PE se asocidé con mayor expresion placentaria
de CRLR y RAMPI1, lo que puede considerarse como mecanismo compensatorio.
Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren de los encontrados por
Dong y cols.?® donde observaron menor expresion de CRLR y RAMP1 en las
venas de la unidad fetoplacentaria de mujeres PE que en las de mujeres
normotensas. No tenemos elementos suficientes para explicar esta discrepancia
ya que en el reporte de Dong y cols. no se diferencian las mujeres con PE severa
y moderada, ni se especifica si las pacientes estaban bajo tratamiento. Sin
embargo, el incremento observado en la expresion de CRLR y RAMP1 en nuestro
estudio puede deberse a la instauracion de un mecanismo de compensacion por
la disminucion del flujo uteroplacentario. Lo anterior se apoya en los recientes
hallazgos que mostraron que la hipoxia crénica regula a la alta la expresion del
CRLR y de RAMPI1 en células del musculo liso vascular humano. En células

endoteliales vasculares, se demostré que el gen de CRLR presenta un elemento



de respuesta a hipoxia, sin embargo se desconoce si la RAMP1 también lo
presenta’, lo que refuerza la relacién entre el estado de hipoxia y la mayor
expresion placentaria del CRLR observada en este trabajo. Ademas, en
cardiomiocitos de ratas tratadas con L-NAME, se incrementa la expresion del
RNAmM de CRLR y RAMP1'%%, lo que es interpretado como indicativo de que el NO
es un factor reqgulador de la expresién de estos efectores. Es posible que en la
PE el bajo flujo uteroplacentario active mecanismos de compensaciéon como la
sobreexpresion de CRLR y RAMPI, independientemente de no observarse
cambios en el ligando, ya que en diferentes tejidos de rata, los RNAm de CRLR y
RAMP1 se correlacionan positivamente con la union y respuesta a CGRP' vy la
sobreexpresion de RAMPT aumenta la respuesta al CGRP'.

En resumen, los resultados obtenidos muestran una asociacién de la PE
con menor expresion de ET-18R y de eNOS, lo que puede contribuir en parte al
estado de vasoconstriccion. Sin embargo, el incremento en la expresion de
iNOS, CRLR y RAMP1 puede reflejar un mecanismo compensatorio por la falta de
vasodilatacion en la placenta.

En el presente estudio, el tratamiento de mujeres PE con MgSOa4 resulto en
cambios en la expresion placentaria de los agentes vasoactivos arriba
mencionados, observaciones que no han sido documentadas en estudios
previos. De manera interesante, el MgSO4 disminuyé significativamente la
expresion placentaria de ET-1 y revirtié la baja expresion placentaria de ET-18R.

Estos cambios pueden explicar en parte la vasodilatacién inducida por el MgSOa4,



ya que la perfusién de esta sal revierte la vasoconstriccion inducida por ET-1 en
la vasculatura fetoplacentaria'”.

Con respecto a las sintasas de NO, el tratamiento con MgSO4 se asoci6 con
aumento significativo en el RNAm de eNOS alcanzando valores similares a los
observados en el grupo normotenso. En cambio, el MgSO4 disminuyo
significativamente el RNAm de iNOS los cuales sin embargo se mantuvieron por
arriba de los valores normales. Esta disminucion de la expresion de iNOS puede
indicar que el mecanismo compensatorio instaurado en la PE inicia su
desactivacion de manera paralela al incremento en la expresion de eNOS. Es
posible que estos cambios inducidos por el MgSO4 sean explicados por
modificaciones en el estado de hipoxia y en las concentraciones de citocinas, ya
qgue estas condiciones regulan de manera opuesta la expresion de estas
enzimas.

Con relacion a la expresion del CGRP, el tratamiento con MgSO4 se asocié con
mayor expresion placentaria de este vasodilatador. El incremento en las
concentraciones circulantes del CGRP inducida por el MgSO4 se traduce
tedricamente por el aumento en las concentraciones de AMPc y por ende
favoreceria la transcripcién del gen codificador de éste péptido ya que el
promotor del CGRP presenta un elemento de respuesta al AMPc (CRE)®. Esta
hipotesis se ve apoyada por la observacion de que el Mg* favorece la union del
factor de transcripcion CREB a su CRE'*°. Ademas, el MgSO4 fomento también el
aumento en la expresion del CRLR sin cambios significativos en la RAMP1. El

aumento en la expresion del CRLR puede deberse al incremento paralelo en la



expresion de su ligando, hipotesis que se apoya por la observacion de la
correlacion significativa y positiva entre la union del CGRP y los niveles de
expresion del RNAm del CRLR en diferentes tejidos de rata'”.

En resumen, los resultados obtenidos muestran por primera vez que el
tratamiento con MgSO4 de mujeres con PE disminuye la expresion placentaria
de ET-1 e iNOS y aumenta la expresion de ET-18R, eNOS, CGRP y CRLR lo que
puede contribuir de manera significativa a la vasodilatacion en la unidad
placentaria. Cabe mencionar que falta por demostrar los mecanismos por los
cuales el MgSO4 modifica las concentraciones circulantes y la expresién
placentaria de los agentes vasoactivos estudiados, lo que abre oportunidades

futuras de investigacion.



X. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con MgSO4 disminuye la presion arterial en mujeres con
PE.

2. En comparacion con embarazos normales, las concentraciones en suero
de MDA son mayores, mientras que el NO, CGRP y ET-1 son menores en
mujeres con preeclampsia. De forma general, esto podria conducir a
mayor vasoconstriccion.

3. EIl MgSO4 se asoci6 con menor concentracion de MDA y mayor

concentracion de CGRP y ET-1, sin cambios significativos en la de NO.

En resumen, estos resultados indican que las concentraciones de los
factores vasoactivos fomentan la vasoconstricciéon en la PE, mientras que el
MgSO4 revierte este estado, principalmente por la disminucion de la

peroxidacion de lipidos (MDA) y el aumento del CGRP, potente vasodilatador.

Con respecto a la expresion placentaria de agentes vasoactivos los

resultados nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1. En comparacion con placentas de mujeres normotensas, las placentas de
mujeres PE presentan disminucion en el receptor ET-18BR, sugiriendo
menor vasodilatacion en este tejido. El MgSO4 se asoci6 con menor

expresion de ET-1 y mayor expresion de ET-18R.



2. La expresion placentaria de eNOS fue menor en la PE, lo que nos lleva a
sugerir que se presenta menor vasodilatacion en este tejido. EIl MgSO4
aumento la expresion de eNOS.

3. La sobreexpresion de iNOS en la PE puede deberse a un mecanismo de
compensacion. El MgSO4 disminuyo la expresion de iNOS aunque se
mantuvo por arriba de los valores normales.

4. La sobreexpresion de CRLR y RAMP1 en la PE puede representar un
mecanismo de compensacion que contrarresta la disminuciéon en el flujo
uteroplacentario. El MgSO4 aumento la expresion de CGRP y mantuvo la

sobreexpresion del CRLR y RAMP1.

En resumen, estos resultados nos hacen pensar que en la placenta PE
existe un desequilibrio en la expresiéon de factores vasoactivos, a pesar de la
instauracion de mecanismos de compensacion para contrarrestar la
disminucién del flujo uteroplacentario. El MgSO4 modifica la expresion de

factores vasoactivos favoreciendo la vasodilatacion en este tejido.



XIl. PERSPECTIVAS

Para entender mejor el efecto del MgSO4 sobre los factores vasoactivos en
la preeclampsia, se estudiara si los cambios en la expresion placentaria de los
factores vasoactivos después del tratamiento con MgSO4 se asocian con
cambios paralelos en la concentracion de sus respectivas proteinas.

Para estudiar los mecanismos moleculares del MgSO4 sobre los factores
vasoactivos se utilizaran cultivos celulares de placenta, modelo ampliamente
utilizado en nuestro laboratorio. En este sentido se puede realizar estudios de
dosis-respuesta del efecto del MgSO4, su poder secuestrador de radicales libres,
su efecto sobre la sintesis de la nitrotirosina, indicador de peroxinitrito,
producto de la reaccion de NO con el anién superdxido. Asi mismo, el cultivo
celular permitira investigar el efecto de la hipoxia sobre la expresion y
traduccion de factores vasoactivos asi como su respuesta al MgSO4. Debido a
gran influencia de las citocinas en la expresidon de los factores vasoactivos seria
interesante explorar la relacién entre el estado inmunolégico, los factores

vasoactivos y el MgSO4.
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