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RESUMEN

A los estrégenos se les ha encontrado una accién reguladora del crecimiento, diferenciacion
y funcionamiento de diversos tejidos blanco tanto dentro como fucra del aparato
reproductor, entre los que se incluye el endotelio vascular. En este tejido los estrégenos
promueven muy perticularmente un mecanismo consistente en la formacién de nuevos
vasos sanguincos a partir de los vasos sanguineos preexistentes, denominado angiogénesis.
Los efectos ocasionados por los estrégenos son posibles a través de las acciones que
ejercen sobre sus receptores. En la preeclampsia se encuentra un defecto en la angiogénesis
consistente en una invasién incompleta del trofoblasto hacia las arterias espirales, sin
embargo se desconoce la concentracion de receptores de estrégenos en ja placenta y de
estradiol sérico asi como la correlacién entre ambos en esta entidad, por lo que el objetivo
del presente estudio fue comparar la concentracion de receptores de estrogenos en placentas
y de estradiol sérico entre mujeres con preeclampsia severa y mujeres con embarazos sin
alteraciones. Con tal motivo se desarroll un estudio observacional, prospectivo, transversal
y comparativo, que consistid en un muestreo no aleatorio dec casos consecutivos. Se
formaron dos grupos, uno con preeclampsia severa (n=16) y otro con embarazos sin
alteraciones (n=18); s¢ seleccionaron de acuerdo a la edad cronolégica y gestacional e
interrupcion por cesarea. El tamaiflo de la muestra se obtuvo por medio de un estudio piloto
y una férmula para comparacién de medias. El estradiol sérico materno se midié bajo la
técnica de radioinmunoanalisis. Para la medicién de receptores de estrdgenos en placenta,
se empled el método de radioligando y carbén cubierto con dextrin. La cuantificacién de
proteinas se cfectud con el método de Lowry. La variabilidad intracnsayo fue de .97
(coeficiente correlacién intraclase) y la variabilidad interensayo fue de .80 (coeficiente
kappa).

La concentracién de receptores de estrogenos obtenida en las placentas de embarazos con

preeclampsia severa y sin alteraciones fue de 1.31 + .50 y 3.22 + .53 fentomoles/mg
proteina, respectivamente (p< 0.003). Las concentraciones de estradiol sérico fucron 4 906
+ 640 y 7 202 + 447 pg/ml respectivamente (p< 0.009). No se encontré correlacion entre la
concentracidn de receptores de estrégenos en la placenta y Ia c tracion de estradiol

sérico materno. En conclusi6n, por primera vez se midicron los receptores de estrégenos en




placentas provenientes de mujeres que desarrollaron preeclampsia severa. Las
concentraciones de receptores de estrogenos y de estradiol sérico fueron menores en las
embarazadas que presentaron preeclampsia severa en comparacion con las que cursaron
con embarazos sin complicaciones.

La disminucién de las concentraci de receptores de estrégenos probablemente sca

secundaria a una mala regulacién 6 a una ausencia en la cxpresion del receptor.
Presentando una menor activacién de la via gendmica y/o no gendémica y la
subsecuentemente disminucién en la produccién de sustancias bioactivas, que condicionan
una mala invasién, diferenciacién celular, proliferacién celular, angiogénesis 6

vasculogenesis.




ANTECEDENTES

El embarazo induce diversas modificaciones sobre el organismo materno entre las que

)

las omicas, fisiolégicas, bioqufmicas y psicolégicas, con la finalidad de
proteger a la madre de los riesgos impuestos por el mismo y el parto, as{ como también para
facilitar la transferencia de pases y nutrientes hacia el feto, todo ello es posible gracias a la
presencia y participacién de la placenta (1).

A pesar de su naturaleza transitoria, 1a placenta actiia como un érgano endocrino productor
de una enorme variedad de sustancias: hormonas esteroideas, glucoproteinas, polipéptidos,
péptidos similares a los factores liberadores de homonas, péptidos opioides, factores de
crecimiento tisular y muchas mas, constituyendo la principal fuente fetal de precursores
metabélicos.

Durante su desarrollo la placenta presenta diferenciacién, invasividad y proliferacién

lular (2-4) en resp ala acci6n de sustancias bioactivas como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento-1 similar a la insulina (IGF-1), factor de
transfc ibn del crecimicnto alfa (TGFa), factor de crecimiento 1 dotelial

(VEGF), moléculas de adhesién y sus receptores, quienes mediante mecanismos
endocrinos, paracrinos/autocrinos y neurales fomentan la produccion de otras hormonas
placentarias como la hormona gonadotropina coriénica (hCG), el lactégeno placentario
(hPL), ides y prc landi (5). A su vez, dichas sustancias bioactivas son
reguladas por la accién de los estrégenos (6).

La invasividad celular de la placenta se manifiesta durante las primeras 2 semanas
posteriores a la fecundacién, culminando con la formacién del citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto (7-9). Al mismo tiempo, diferenciaciones en ¢l mesodermo conforman
una enorme red de conductos venosos arterio-capilares d inados vellosidades que

con una ci

i6n interna determinada por ¢l corazén del feto y una circulacién
externa que depende de la madre (10). Esta red queda establecida a los 20 dias
posfecundacién y su posterior desarrollo incluye la invasién del ci foblasto por el
sincitiotrofoblasto. El desarrollo normal dc las arterias uteroplacentarias depende de dos

tipos de invasién extratrofobléstica, el primero ocurre con la invasién de la decidua y el
miometrio por el trofoblasto del estroma lo que origina las células gigantes del lecho




placentario (11), y el segundo cuando ¢l trofoblasto endovascular emigra hacia las arterias
espirales y las transforma en uteroplacentarias. Esta tltima se lleva a cabo en dos "ondas™:
la primera concluye a la 10* semana de gestacion y la segunda inicia entre las 14 y 16 para
finalizar cuatro semanas después (12). Durante la segunda migracién trofobldstica se
produce una dilatacién de las arterias espirales, lo que permite la transformacién de un

sistema de alta resistencia a uno de baja resistencia cuya finalidad es facilitar €] maximo

inte bio de nutrim y gases entre la madre y el feto (13), No abstante en algunos

Limitada i : ok bl

padecimientos como la preeclampsia se encuentra una in del trof

dentro de la porcion miometrial de las arterias espirales lo que condiciona una mala
adaptacion vascular uteroplacentaria y por consiguiente una falla en ¢l desarrollo adaptativo
de la placenta (14). Esta grave complicacién del embarazo se describe histoldgicamente con
degeneracion sincicial, congestion de los espacios intervellosos, degeneracion y trombosis

de las arteriolas de la decidua e infartos rojos (15). Tales lesi son cc ia de la

disminuci6n ¢n el flujo sanguineo proveniente de la madre y su intensidad depende del
tiempo de ocurrencia, duracion y gravedad de las manifestaciones clinicas. Es un sindrome
especifico del embarazo y constituye una de las principales causas de mortalidad materna y
perinatal (16) afectando del 3-5% de todos los embarazos (17). En México su frecuencia
oscila alrededor del 8% (18) y representa una tasa de muerte materna de 13.3 por 100 000
nacidos vivos (19), lo que equivale a una frecuencia del 36% de la mortalidad materna. El
45% de los casos se presenta entre las 28 y 36 semanas de gestacion y el 40% entre las 37
semanas y el puerpetrio.

Clinicamente se manifiesta de dos maneras: una leve y otra severa. Las diferencias entre
ambas estan bien establecidas y se cuenta con normas especificas para su diagndstico que
han sido elaboradas por Comités Intemacionales (20). El diagnéstico de la preeclampsia

leve cominmente puede ser erréneo tanto en mujeres multiparas como en primiparas ya
que con fi ia tiende a comp s¢ de una forma parecida al embamzo normal lo que
no permite apreciar la mayor parte de las alteraciones descritas en dicha enfermedad, por tal

razén muchos trabajos que se han realizado en pacientes con preeclampsia leve han

aportado conclusiones erréneas (21). Luego entonces, la preeclampsia severa se considera
un cvento més representativo de las alteraciones de dicha complicacion del embarazo.




A pesar de que el trofoblasto es un "sine qua non" del padecimiento -ya que este desaparece
al extraerse la placenta- y de que se conocen factores de riesgo para su presentacién como
son: nutricionales, inmunes, genéticos y endocrinos, 1a etiologia de la preeclampsia no esta
totalmente aclarada. El diagnéstico se realiza al se un incr en la tensién
arterial sanguinea y proteinuria (17), sin embargo la fisiopatologia es mucho mds que un
incr to de la presié gui y alteraciones del funcionamiento renal, ya que
virtnalmente existe una disminucién de la perfusién en todos los drganos como
consecuencia del intcnso vasoespasmo secundario al i to de la ibilidad de la

vasculatura a los diferentes agentes presores. Concomitantemente, la activacién de la
cascada de la coagulacion a exp de alt iones plaq ias origina la formacion de
microtrombos. Adicionalmente se encuentra una disminucién en ¢l volumen plasmiético
como consecuencia de la pérdida de liquidos del espacio intravascular, 1o que condiciona
un flujo sanguinco comprometido hacia los érganos. Dichos eventos en conjunto
comprometen ain mas la deteriorada perfusién y gencran la variedad e intensidad de los
datos clinicos (17). De tal forma que algunas alteraciones en la compleja red de sistemas de
regulacién pla ia pueden ocasi serios desord en la gestacion y frecuentemente
son promovidas y regidas por los esteroides, entre oiras sustancias (22). Dentro de los
esteroides se incluyen a los estrégenos que son hormonas lipofilicas de las que existen tres
tipos en el organismo humano: el 17p estradiol (el mds potente), la cstrona y el estriol (23).
La relacién existente entre preeclampsia y estrégenos ha sido pobremente estudiada pese a
que existen evidencias suficientes de la importante participacién de estos en los procesos de
diferenciacion celular, angiogénesis y embarazo.

Los estrégenos son sintetizados principalmente en los ovarios, tejido adiposo, piel, tejido
dseo, masculo esquelético, foliculo piloso y la placenta, Durante ¢l embarazo comienzan a
clevar sus concentraciones desde la implantacién del embrién hasta el nacimiento,
ignordndose aun el significado biolégico para la madre y ¢l feto de dicho incremento (24).
Participan importantemente en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios, pero
actian también en otros sitios del organismo como el higado, hueso, cerebro y vasos
sanguineos, intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas y en la regulacion de genes
vasodilatadores (PGI;, NO;), factores de crecimiento (VEGF, TGFa, IGF-II), receptores
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para IGF-1 y EGF e incremento de la respuesta inmune humoral entre otras funciones (25-

27).

Su actividad biolégica est4 en relacién directa con su biodisponibilidad plasmética, fijacién

a las proteinas plasmaticas, metabolismo, tasa de depuracion tisular, afinidad de fijacion al

receptor de estrégenos, capacidad de translocacién del receptor al nicleo, duracién de la

retencién por el receptor en ef niicleo y regeneracion del receptor citosolico.

Los mensajes quimicos incorporados en las hormonas con la finalidad de coordinar la

actividad de diversos érganos y tejidos, son transportados a través de Ia sangre hasta los

Srganos blanco donde actian. Estos 6rganos se caracterizan por tencr proteinas llamadas
P que captan a las hor cn forma especifica y con gran afinidad. Cuando los

receptores son ocupados por su ligando, desencadenan procesos celulares que generan
respuestas biolégicas de duracién variable y generalmente son mas prolongadas que las
desencadenadas por los impulsos nerviosos (28).

Las respuestas a las hormonas pucden clasificarse en gendémicas y no gendmicas
(extragenémicas) dependiendo del ismo que utilicen (29). Las primeras incluyen

acciones sobre ¢l DNA que i cambios ipci y modifican la tasa de

!

produccién de proteinas especificas: enzimas y proteinas estructurales p. ej. factores de
crecimiento celular. Las r

genémicas g se p tan con periodos de

(

ia largos (minutos, horas, dias) e igualmente pueden modificar el funcionamiento de
los tejidos afectados por periodos prolongados (30). Por otra parte, las acciones no
genémicas son de breve latencia y se realizan por medio de interacciones con receptores

membranales que g d jeros: AMPc, GMPc, Ca++ o algunos receptores

5 v

a neurotransmisores (31). Estos a su vez pueden modificar procesos membranales como la
apertura de canales i6nicos, o actuar directamente sobre el genoma. Este mecanismo ¢s
usado principalmente por hormonas protéicas o i biogéni que no penctran

facilmente a la célula. Los esteroides (estrégenos) pueden ocasionalmente participar sobre
ambos mecanismos (32).

Particularmente, la via genémica comienza con la entrada del estrégeno a la célula por
difusién pasiva, cruza la membrana celular y se dirige al citoplasma ¢ niiclec para unirse

con su receptor (33). El receptor es un adaptador molecular con sufici complejidad
quimica que es capaz de reconocerlo al unirse con especificidad y alta afinidad a él mismo




en las células blanco (34), tiene mias de 140 Kb y cuenta con 8 exones (35).
Estructuralmente presenta cinco dominios: A/B, C, D, E y F (36). La regién mis constante
y con mayor actividad en toda la familia es la C ya que une al receptor con ¢l DNA. Entre
la region C y D se el ismo de sefialamiento de localizaciéon nuclear, La

regién D es como una bisagra entre la C y Ia E. La region E es relativamente larga y cuenta
con varias funciones siendo 1a més importante la de unir al estrégeno, las otmas son:
transactivacion dependiente del ligando, interfase de dimerizacién, interaccién con la
proteina de choque ténmico-90 y una sefial de localizacion nuclear. La regién F no aparece
en todos los receptores de la familia y su funcién es desconocida. La region A/B tiene un
factor de transactivacién independiente del 6geno y su longitud y in varia entre
los diversos receptores. La estabilidad de 1a regién C esta dada por dos dedos de zinc y los
aminodcidos que determinan la especificidad al DNA se encuentran en la P-box de la
regién C terminal del primer dedo de zinc (37). La transactivacion se lleva a través de un
factor independiente del ligando (AF-1) localizado en el dominio A/B. Todos ellos sin la
presencia del estrégeno permanecen inactivos. Cuando el receptor no tiene ligando se
encuentra en conjunto con proteinas de choque témmico (Hsp90, Hsp70 y Hsp36) (38) que
actian como chaperonas, manteniendo al receptor en una forma inactiva a la transcripciéon
permitiendo su conformacién competente y su actividad sobre la unién al DNA. Una vez
- que se unc ¢l estrégeno se liberan las proteinas de choque térmico y en forma de
heterodimeros (39) se unen a secuencias especificas del DNA llamadas elementos de
respuesta a estrégenos (ERE), localizados en las regiones promotoras o "enhancers” de los .
genes blanco (40). Los ERE son dos secuencias palindrémicas separadas por tres
nucledtidos que dan inicio a la expresién de diferentes genes, todos ellos regulados por los
estrogenos. Una vez que el heterodimero se une al ERE  se inicia directa o indirectamente
la transcripcion.

La via no genémica se licva a cabo & través de un receptor de membrana, fue descrita por
primera vez en el sistema nervioso al observarse cambios en la fisiologia de los nervios en
cuestién de segundos a minutos. (41). Se consideraba que era ¢l unico sistema con esta via
de respuesta hormonal sin embargo, ahora se sabe que también ejerce sus efectos a nivel del
sistema vascular (42). La secuencia en este funcionamiento es que el esteroide al unirse al
receptor dc membrana, activa una seric de sefiales intracelulares tales como ¢l AMPc/PKA,




IP3/Ca2+, liberacién de Ca,+ de sus reservas intracelulares, reduccion del flujo de Ca+ a
través de los canales de membrana sensitivos al voltaje y proteinas asociadas a
microtubulos-cinasas (MAP) (41).

Por mucho tiempo se penséd que solo existia un solo tipo de receptor (a) pero en 1996 se
reporté una isoforma diferente a la que se llamé receptor 8 (43). Los receptores $
predominan en ¢! hueso, glandula mamaria, pulmén, tracto digestivo (colon) y los sistemas:

inmune, cardiovascular, urogenital (riflon) y nervioso. Los p a se en
utero, higado, ovario, endometrio y mama.(44). No obstante, pueden coexistir en un mismo
tejido como es el caso de la glindula mamaria y el sistema nervioso central, curiosamente
también pucden encontrasc en una misma célula en forma de heterodimeros.(44). A pesar
que su estructura ¢s similar, ya que ¢l dominio de unién al DNA demuestra un 96% de
homologia, y el dominio de unién al ligando (estrogeno) guarda un 58% de homologis.(45),
la diferente distribucion de ambos receptores en los tejidos hace pensar que existe una
distinta propicdad biolégica para cada uno.(44). Con basc a cstos hallazgos, es que sc
afirma que los estrogenos presentan diversos fendémenos biolégicos que dirigen, regulan,
controlan y modulan la expresion genética de una céluls a través de procesos de
crecimiento, proliferacién, diferenciacién ¢ invasividad que sc presentan en sus drganos
blanco (46).Se ha descrito Ia presencia de receptores de estrégenos en ¢l apamto
reproductor y en Ia placenta (47), y recientemente se han identificado ambas isoformas
mediante ¢l empleo de técnicas de biologia molecular (48)

Los receptores de estrogenos ofrecen una afinidad mucho mayor -millones de veces- que la
de las proteinas del plasma. Por ello las concentraciones plasmiticas -ain siendo muy
escasas- pueden dar efectos biologicos importantes (49).

La existencia de receptores de estrégenos en la placents se ha estudiado desde hace tiempo
reportindose su presencia a través de diferentes técnicas de laboratorio y en diferentes
modelos biologicos (50, 51); se han encontrado en ¢l citosol 6 nucleo (52, 53) aunque en
otras ocasiones no ha sido posible su aislamiento (54). En primates se demostré que la
placenta es un tejido blanco a los estrégenos & través de sus receptores, regulan la
diferenciacion funcional del sincitiotrofoblasto (55) y coordinan ¢l desarrollo de la placenta
y los sistemas endocrinos fundamentales para el mantenimiento del neonato (56).
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Se ha reportado la disminucion en la concentracién de los receptores de estrégenos en
algunas entidades obstétricas como el embarazo prolongado que se caracteriza por la
presencia de una placenta pequefia y disfuncional (57), 1o que resulta muy similar a lo
observado en la preeclampsia scvera. Mientras que cn embarazos donde hay una
proliferacién desmesurada de la placenta como es el caso del embarazo molar no se aprecié
lap ia de P para proge sino solo para estrogenos (58).

Estos hallazgos sugieren que ¢l desarrollo de la placenta puede estar relacionado con el
namero de receptores de estrogenos y que cn la preeclampsia severa pudiera existir una
disminucién en el nimero de receptores de estrégenos similar a la reportada en ¢l embarazo
prolongado.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las hormonas intervienen en ¢l desarrollo, proliferacién y diferenciacién celular en
diversos tejidos incluyendo a la placenta. La placenta es considerada como un érgano
endocrino pucsto que sccreta diversas hormonas entre las que destacan los estrogenos.
Estos tienen un papel regulador en el crecimiento, dife: ién y funcionamiento celular
a través de la interaccion con sus receptores, La disminucién en el ndmero de receptores se
ha encontrado asociada con alteraciones en ¢l trofoblasto. En la preeclampsia se encuentra
un desarrollo alterado del trofoblasto, por lo que sc genera la siguiente cuestion:

(La concentracion de receptores de estrégenos en la placenta y las concentraciones de
estradiol ¢n el sucro sanguinco son menores cn las pacientes con precclampsia severa en
comparacion con aquellas que cursan con embarazos sin alteraciones?




HIPOTESIS

Las mujeres que desarrollan preeclampsia severa tienen una menor concentracion de
receptores de estrégenos placentarios y una menor concentracién sérica de estradiol,
comparados con las de mujeres cuyos embarazos cursan sin alteraciones.
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con embarazos sin alteraciones,




MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva y en
los Servicios de Preeclampsia, Terapia Intensiva y Unidad Tocoquinirgica del hospital de
Gineco-obstetricia "Luis Castelazo Ayala” del IMSS. Durante el periodo comprendido
entre Marzo de 1999 a Febrero del 2001.
El protocolo de estudio fue autorizado por el Comité Local de Investigacion del hospital.
Se comparsron un grupo de cstudio constituido por 16 pecicntes que cursaron con
preeclampsia severa y un grupo testigo de 18 pacientes que tuvieron embarazos normales.
El tamafio de la muestra se cakculé de acucrdo a una formula de diferencia de medias (59),
realizindose previamente un estudio piloto para el conocimiento de las concentraciones de
receptores de estrogenos en placentas de mujeres con preeclampsia severa y en aquelias con
embarazos sin alteraciones. Teniendo para los receptores una o* 91 y § 5.07; pama el
estradiol una o .163 y una 8§ 3 726, siendo la constante de 7.849
Sustituyendo: 2 o> (Za/2 + Z8Y

&
Resultando 0.50 sujetos para los receptores y 2.67 sujetos pars el estradiol

Criterios de inclusién

Grupo de estudio Gtupo testigo
1. Preeclampsia severa 1. Embarazos sin alteraciones
2. Edad comprendida entre 18 y 30 afios * 2. Puntos 2,3,4 similares a los
3. Embarazos mayores a 36 scmanas del grupo problema

4. Interrupcion del embarazo por cesdrea

Criterios de no inclusién

1. Hipertensién crénica

Enfermedades de Ia coligena, renales 6 metabélicas

Eclampsia

Sindrome de hem6lisis, elevacion de enzimas hepiticss y trombocitopenia (HELLP)
Pacientes sin control prenatal

w oW N
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6. Embarazo maltiple

Criterios de eliminacién

1. Coricamnioitis

2. Acretismo placentario

3. Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta

Criterios Operativos

Precclampsia scvers

Se considerd preeclampsia scvera cuando hubo una tensién arterial de 160/110 mmHg o
mayor, persistentes en dos tomas realizadas con un intervalo de 6 horas. Proteinuria 2
g/litro en orina de 24 horas y edema acentuado.

Receptores de estrégenos placentarios
Se considerd como receptor de estrdégeno placentario a la molécula peptidica obtenida del
resultado del andlisis de las células del trofoblasto y que bajo Ia técnica de radioligando se

expresé en fentomoles por miligramo de proteina.

Metodologia

Con la paciente en quiréfano y previo al inicio de 1a operacion cesdres, se le tomaron 10
ml de sangre de la vena antecubital del brazo contralateral al que contenia Ia venoclisis, Se
centrifugd y el sucro obtenido sc congeld a -20° C, hasta la determinacién del estradiol
mediante radioinmuncandlisis utilizando estuches comerciales Cis Bio International. La
especificidad del andlisis fuc del 100%, la sensibilidad del 95% y los cocficientes de
variacién del 3.5 y 4% (60).

Inmediatamente después del alumbramiento se tomé una muestra de tejido placentario y se
colocé en solucion fisiologica a 4° C, posteriormente sc guardd la muestra con nitrégeno
tiquido a -70°C hasta la determinacion de los receptores de estrégenos (61).




Obtencién de receptores de estrogenos

A 4° C se diseco el tejido de la placa basal separando los vasos del trofoblasto. A 2 gr del
tejido obtenido se fragment6 finamente y se le agregd amortiguador TED [(Tris-hidroxi-
metil-amino-metanol-HCl 10mM, etilen-diamino-tetracetato  sédico (EDTA) 1mM,
ditiotreitol (DTT) 1mM] y Molibdato de Na 10mM, a un pH de 8. Se homogenizé en un
politrén (Tissumizer-Tekmar), aplicAndose 4 pulsos de 20 segundos con reposo de 5
segundos. El homogenado pssé a una ultracentrifuga refrigerada Beckman 1L8-80 s 100
000 g por 30 minutos. Del sobrenadante s licuotas para la determinacién de
receptores de estrégenos (ancxo 1).

Medicién de receptores

Bajo la técnica de madioligando y carbén cubierto con dextrin usando estradiol-3H:
(2,3,6,7H) actividad especifica (85 - 110 Cinmol dc Amersham Intcrnational) a
concentraciones de .25-1 nM; la unién inespecifica se determiné adicionando 200 veces la
concentracién de Dietil-etilbestrol (DES) [Sigma Chemical Company].

La consistencia de la medicién fue realizada a través de un coeficiente de correlacién
intraclase (variacién intraobservador) el cuél fue igual a .97 (p <.001). Para la validez
(variacion interobservador) se usd ¢l coeficiente kappa que resultd igual a .85.

Medici: l

Bajo la técnica de Lowry sc realizd en primer término una curva de estandarizacién con
base de albamina a difcrent entnaciones. Posteriommente s¢ colocaron 5 ul de Ia
muestra en un tubo de ensayo y sc¢ leyé con un espectrofotémetro a 550 nm de D.O. Del
resultado obtenido bajo i aritméticas se obtuvicron los miligramos proteinas.
(anexo 2).

idn de los 0!
Debido z 1a ristica especifica del ptor para discriminar las sefiales verdaderas de

las que no lo son, a través de un fendémeno fisicoquimico dependiente de fuerzas de Van
der Waals, uniones de hidrogeno ¢ interacciones hidrofébicas, se encontré la
concentraciéon de la hormona libre que se utilizd para las mediciones de receptores de
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estrogenos placentarios. Al estandarizar la técnica se encontrd el punto de saturacién para
el 100% de los receptores (fig.1).

ingci 1 ni la ynién - r
Para determinar la afinidad de la unién de la hormona y ¢l receptor, asi como Ia
concentracion total de los sitios de unidn, se utilizd el diagrama de Scatchard, puesto que
describe a Ia constante de disociacion (Kd). Para Ia obtencién de Kd se realizé un andlisis
de regresion (y=mx-+b), a pastir de los datos de las hormonas unidas y libres, donde "y"
representa la relacién hormona unida/libre. La afinidad del receptor se localiza sobre I
pendiente (m) y la concentracién total del receptor se encucntra en el intercepto de la
pendiente sobre "x". La pendientc negativa nos explica que a mayor saturaciéon de

" receptores sc observa una pérdida del equilibrio de la relacidn unidolibre, asi, cuando "x" -

se encuentra en su extremo maximo, "y" se encuentra en su minima relacion (fig.2).

Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron como mediana (Md) + desviacién intercuartilica. Las
concentraciones de receplores de estrogenos placentarios entre ambos grupos, al igual que
las concentraciones de estradiol sérico materno s¢ analizaron mediante la prucba no
paramétrica de comparacién entre 2 grupos no relacionados (U de Mann-Whitney). Con la
finalidad de correlacionar las concentraciones de estradiol materno y las de receptores de
cstrégenos placentarios se utilizdé Ia prucba no paramétrica de correlacion de rangos de
Spearman.

Se utilizaron prucbas cstadisticas no paramétricas debido a que los resultados no se
distribuyeron de forma normal.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales

Al compararse la cdad, peso, paridad y semanas de gestacién entre los dos grupos de
pacientes, no se encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellas
(tabla I).

provenientes de embarazos con preeclampsia fi [ en comparacién con los de

las placentas provenientes de embarazos sin alteraciones. Al compararse ambos resultados
se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) (Tabla 1I).

Concentraciones séricas de estradiol

Las concentracioncs séricas de estradiol fueron menores ¢n las pacientes que cursaron con
preeclampsia severa en comparacién con las de mujeres con embarazos sin alteraciones.
Dicha diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.01) (Tablall).

rrelacion en niraci i iol m. | i

placentarias de receptores de estrégenos

Al realizar las prucbas de correlacion entre las concentraciones séricas de estradiol y las
concentraciones placentarias de receptores de estrégenos en las mujeres que cursaron con
preeclampsia severa, se obtuvo un valor negativo igual a - 114 que no fue estadisticamente
significativo. Cuand laci las ntraci séricas de estradiol con las
concentraciones placentarias de los receptores de estrégenos en el grupo control, se obtuvo
un valor negativo igual a -.075 el cudl no fue estadisticamente significativo,

se cor




DISCUSION

Nuestro trabajo parte del conocimiento de que en la preeclampsia severa existe una mala
migracién del trofoblasto hacia las arterias espirales, ademéds de que al interrumpir la
gestacion y evacuar a la placenta, ésta enfermedad desaparece de forma sorprendente(13).
Lo anterior nos habla de una alteraciéon en el desarrollo de la placenta y de su posterior
manifestacién clinica de la enfermedad. Al tratarse de un 6rgano endocrino, 1a placenta,
regula procesos morfologicos y fisiolégicos mediante eventos endocrinos, paracrinos y/o
autocrinos (62). Dentro de la variedad de hormonas que produce la placenta, existe un
grupo que interviene en procesos proliferativos, invasivos y de desarrollo celular tanto en
tejidos reproductivos como en no reproductivos: los estrégenos (30). En particular, el
estradiol se incrementa 1000 veces durante el embarazo sin conocer ain por completo su
significado biolégico. Se le ha encontrado participacién en cambios morfoldgicos y
fisiologicos de la placenta, ¢jerciendo sus funciones a través del acoplamiento con su
receptor y la posterior activacion de la via genémica o no gendmica.

Nuestro trabajo planted la posibilidad de que en las placentas provenientes de mujeres con
embarazos con preeclampsia severa, presentaran una disminucion en la concentracién de
receptores de estrégenos, en relacion aquellas provenientes de embarazos sin alteraciones
(63). Similar a lo previamente reportado en otra entidad obstétrica como es ¢l embarazo
prolongado, donde su imagen histolégica es muy similar a Ia que presents la preeclampsia
severa. La disminucién de receplores de estrogenos en otros sitios no reproductivos
parecen tener un significado clinico, tal es ¢l caso del valor prondstico en cincer de mama o

su posible participacion en la aterosclerosis coronaria.(42). Nuestros resultados mostrarén

la presencia de receptores de estrégenos en las placentas p ientes de emb cony




sin preeclampsia. Al hacer la comparacién encontramos un valor menor en el grupo de
placentas con preeclampsia severa con respecto al grupo sin preeclampsia, observindose
una diferencia que resulté estadisticamente significativa (p< 0.001). Esto nos hace pensar
que al existir un reducido nimero de receptores de estrogenos en la placenta de mujeres con
preeclampsia severa ocasiona que la respuesta a los estrogenos esté disminuida
Ocasionando una menor activacion de la via gendmica, responsable de los eventos de larga

duracion y de la accién sobre ¢l DNA, expresando por lo mismo un menor namero de

moléculas necesarias para el desarrollo, invasividad y proliferacion celular. Entre dichos
Procesos se encuentra la mala migracién del trofoblasto hacia las arterias espirales, aspecto
inicial para et desarrollo de la precclampsia.

Esta disminucién de los receptores de estrégenos en las placentas provenientes de mujeres
con precclampsia severa puede explicarse por la calidad del tejido placentario, ya que desde
el aspecto histopatoldgico en la preeclampsia a diferencia del tejido normal se observa

fibrosis, calcificaciones y aterosis(15). O bien, existe una alteracion en la regulacién de la

expresién del mismo, puesto que la regulacién del

ptor es un p complejo que
envuelve diferentes pasos sujetos al control hormonal. Hechos que se han evidenciado tanto
en ¢l utero gravido como en ¢l no grivido en diferentes cspecics animales y que confirman
que para haber una respucsta a estimulos hormonales primero debié existir una
estimulacién sobre el 6rgano blanco(64). En uteros de primates se ha visto que ¢l epitelio
luminal presenta una mayor expresion de receptores a estrégeno y mayores niveles de
RNAm que el epitelio estromal (65). En rumiantes s aprecid que la supresién de receptores
a nivel luminal es un riesgo para ¢l mantenimiento del embarazo (66) lo que tal vez se
explique porque el dicho epitelio estd mas asociado al desarrollo del embrion (64). Por lo
anterior, la respuesta al estradiol depende tanto de la localizacién celular como de las
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diferencias entre las células del mismo tejido (65). Otra forma de regular la expresién del

receptor de 6geno es mediante las ntraci séricas de estradiol a través de una

accién bifisica (51), puesto que se ha observado que el itero del ratdn las dosis fisiolégicas

de estradiol i ntan la expresién del RNAm del receptor, mientras que en el oviducto
del pollo se ha encontrado que las dosis supra- fisiolégicas de estradiol disminuyen la
expresién del RNAm de dicho receptor (67). En nuestro trabajo no fue posible conocer la

regulacién de la expresion del ptor de estrogeno ya que no realizamos el disefio

apropiado para tal propésito.

Otro objetivo del estudio fue el estudiar los niveles de estradiol materno ya que como arriba
se menciond, tienen una relacién directa con los receptores de estrégenos. Aqui
encontramos que ¢l nivel sérico en las mujeres con preeclampsia severa fue menor en
comparacién con el grupo sin alteraciones, diferencia que fue significativa estadisticamente
(p< 0.001). Estos datos apoyan el concepto que en el embarazo complicado con
preeclampsia severa no sc presentan niveles supra-fisiolégicos de estradiol y ademas
coincide con lo ya descrito para esta enfermedad, en la que por existir una alteracién

enzimatica en ¢l trofoblasto ademds de una deficiencia en la pmdliccién de

dehidroepiandr fetal, i una baja produccién de estrogenos (68). Por
consiguiente, nuestros resultados coinciden con lo que fisioldgicamente sucede en la
preeclampsia.

Finalmente al buscar una correlacién entre 10s receptores y el nivel sérico de estradiol,
resulté ser positiva mas no lo suficiente para ser significativa. Pero si lo suficiente para
dejar ver que pam la expresion del receptor es necesario el estimulo hormonal, que aunque
no fuere el normal, es conocido que cantidades minimas de estradiot (69) o incluso su

ausencia son capaces de generar la actividad del receptor, éste Ultimo por uns via no
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genémica (70). Asf que la disminucion de los receptores de estrégenos no se debe a los
niveles bajos de estradiol circulantes, ya que para ocasionar una baja tendria que existir una
dosis supra-fisiologica, sino a un evento que condicione una mala expresion del receptor en
algtin momento del desarrollo del trofoblasto, pero tendria que ser estudiado bajo otro
diseflo de investigacién, muy diferente al desarrollado en este trabajo.

En lusion, el pr t bajo nos m como el efecto hormonal, en particular del

J

estradiol mediante su reccptor, participa cn algunas alteraciones biolégicas que suceden el

tejido placentario. Por primera vez se describe la pr ia de los ptores de estroégenos
en las placentas de embarazos complicados con preeclampsia, encontrindose una menor
concentracién, Esta puede ser secundaria a una mala regulacién en la expresion del receptor
y su RNAm, con la subsecuente menor generacion de biomoléculas. Asf, se verian
interrumpidos los fenémenos de invasion, diferenciacién celular, proliferacién celular y
angiogénesis ocasionando la falta de invasién del trofoblasto a las arterias espirales,
alteracion en el endotelio, liberacién de biomoléculas y finalmente la manifestacion de la

enfermedad,
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CONCLUSIONES.

. e

on los ptores de estrd en placentas provenientes de

()

Por primera vez se
mujeres que desarrollaron preeclampsia severa.
Las concentraciones de receptores de estrdgenos y de estradiol sérico fueron menores

en las emb das que p t preeclampsia severa en comparacién con las que

cursaron embarazos sin alteraciones.

E!l estradiol es una molécula que participa en el desarrollo celular, invasividad y
diferenciaciéon celular y angiogénesis tanto en tejidos reproductivos como en no
reproductivos. Ha demostrado su importancia en procesos metabdlicos y morfolégicos
en la placenta, todo esto mediante su receptor ya que sin su presencia no hay una
respuesta bioldgica al esteroide. En la preeclampsia severa se describe una menor
concentracion de éstos receptores, 1o que hace pensar en una mala regulacion de su

expresion. Derivando este fenémeno a una falla en la invasion del trofoblasto a las

arterias espirales, alteracién del endotelio, lib i6n de biomoléculas y finalmente l1a

manifestacion clinica de la enfermedad.
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Tablal

Caracteristicas generales de las pacieates

Normal (n=18) preeclampsis (n=16) P
Edsd* 2 + 7 27+ 9 ns.
Peso® 7254202 69.5£16.0 ns.
Edad gestacional ®  39.5% 02 370+ 0.2 ns.
Paridad
primiparns 6 8
multiparss 12 8 ns.

Tabla 1.- Distribucion de las caracteristicas generales de ambos grupos. ® Md + desviscion

intercuartilica; media t d.c.
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Fig. 1.Curva de saturacion del receptor de estrogeno. Relaciéon de cémo a mayor estrégeno
libre marcado (ligando), se va uniendo al total de receptores de un tejido en estudio, hasta
su saturacion.

a5




Q9+

Q64
[
[
a
—_—
(-]
° QSJ
=
3 1
S 00+
h -]
©
-
L 4
[}
[T
. 03

8
Gréfico de Scatcherd
. (fgra 2
Kd=37
i
a
DL Y T v T v T v~
Q00 Q25 a0 o7

Estradiol unido (prml)

Fig.2. Gréfico de Scatchard. El méximo valor de ¢je de las "x" nos indica la saturacién
méxima del receptor. La pacndiente negativa nos da la constante de disociacion (Kd), al ser
necgativa nos dice que a un incremento de "x" disminuye "y" en intervalo de -3.7.
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Tabla It
Conceatraciones de receptores de estrigenos placentarios y estradiol sérico

normales preoclampsia p
n=18 n=16
Receptores* 3.22+.53 1.31%.50 <.004
Estradiol © 7202 £ 447 4906 + 640 ‘<01

Tabla 2. Resultado del niimero de receptores de estrogenos en placenta y de estradiol sérico
sc cxpresaron cn medias + error estandar; ¢ fentomoles/miligramo proteina; °©
picomoles/mililitro.
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ANEXO1
Técnica de radioligando y carbon cubierto con dextrén

A) Reactivos

Solucién TED (TRIS - EDTA - DTT)

1 - Poner en un vaso de precipitado 655.5 mg de TRIS (PM 121.1 x10), mas 279.2mg de
EDTA (Etilen-diaminotetracetato), mas 77.1 mg de DTT (Dithiothreitol) y 1 210 mg de
molibdato de Na. Estas cantidades son para preperar 500 mi de buffer.

2.- Al vaso se le agrega 200ml de H;O bidestilada.

3.- Se agita con un agitador magnético hasta disolver la mezcla.

4.- Estandarizar el potenciémetro (medidor de pH), usando un estindar de 4 y otro de 7.

5.- Medir el pH de la solucién y llevarlo a 7.4. Ajustdindose con HCl 6 NaOH.

6.- Pasar a matriz aforado de 500ml, enjuagando ¢l vaso de precipitado 3 veces con agua
bidestilada. Se termina aforando a S500ml.

7.- Guardar en frasco &mbar y en refrigeracion,

Dextrén

1.- Pesar 100mg grenctina, trisma base 121mg, dextrén 025mg. Todo es para 100ml de
preparacion. . ‘

2.- En bafio Maria disolver 1a grenetina con H;O bidestilada, por otra parte se mezcla tris
y dextrin usando un agitador magnético.

3.~ Se mezclan ambas soluciones y se lleva a un pH de 8, usando NaOH.

4.- Se deja de agitar hasta su completa homogenizacion, se colocan en tubos cénicos de

10ml y se congela hasta su uso.

B) Procedimiento

Citosol

1.- Limpiar la placenta sobre una plancha de hielo, separando vasos, trofoblasto y amnios.

2.- Pesar 1gr de tejido no vascular. '

3.- Tejido + 2 ml (relacién: 2 mU1 gr tejido) TED/Molibdato Na.

4.- Homogenizar en un politrén a 4°C, a pulsos de 25-5.25 seg (homogenizar-descanso-

homogenizar).
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5.- El material se coloca en tubos de policarbonato para rotor T1-75.
6.- Usar ultracentrifuga Beckman a 100 000g por 30 minutos.
7.- Preparar tubos con trazador con H*, evap etanol con nitrégeno en campana de
aspiracién. Colocados permanentemente en hiclo.
8.- Scparar el sobrenadante del “pellet”, el cual se guarda, y agregar carbén activado a una
razdn de Smg/2ml.
9.- Agitar en vértex, colocar en tubos de policarbonato (2) y centrifugar en frio (4°C) a
3000g / 5 minutos.
10.- Con suma precaucion separar ¢l sobrenadante con pipetas Pasteur sin arrastrar el
carbon localizado en ¢l pellet, mismo que se desecha.
11.- Con micropipeta automitica pasar 200ul para cada tubo, agitar y meter ¢n cdmanm de
refrigeracion a 4°C durante 18horas (incubsciton del trazador-tejido).
12.- El sobrante de! sobrenadante se guarda para medicion de proteinas.
13.- Al dia siguiente tomar dextrin (10ml) y agregar 25mg de carbén activado. Agitar en
vértex continuamente, evitando la sedimentacién.
14.- Sacar los tubos (trazador-tejido), retirar el hiclo y agregar a cada tubo 200ul del carbén
cubierto con dextrén.
15.- Luego de agitarlos en vértex se colocan en camisas de centrifugs.
16.- Centrifugar en frio (4°C) por 10 minutos.
17.- El sobrenadante sc pasa a los frascos viales respetando el botdn de carbén,
18.- Agregar Sml de liquido de centelleo, agitar, colocar en frascos viales del contador de
centelico liquido.
19.- Medicién de centelleo en un contador de emisiones beta,
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ANEXO 2

Técnica de Lowry
Reactivos.

A) Solucién A: NaOH 400mg - 100m] Agua Bidestilada
1) Lowry A. Folina 2N, sc pasaa IN conaguaa 1:1
2) Lowry B

Carbonato de S6dio (NaCO3 al 2%). 2gr - 100ml. En un matraz se coloca ¢l carbonato
de sodio y con poca solucién A se disuclve. Luego sc termina de aforar a 100ml.
Tartrato de sodio y potasio (KnaCsH4O6) S0mg - Sml de solucion A

- Sulfato de Cobre (Cu S04 al 1%) 50mg - 5ml solucién A.

Preparacion

1)Lowry A: 1ml de Folin con 1m! de agua

2)Lowry B: Na2 CO3 = 100partes = 20ml ¢ 10ml]
K Na C4HeO6 =3 partes =.6ml 6.3ml
Cu SO« =3 partes =.6mlé .3ml

Se mezcla todo y queda formada el Lowry B.

B) Solucion Cupro - alcalina ( Lowry A - Lowry B)
en relacién 50 ml Lowry A - 1mi Lowry B 6 25ml - .5ml.
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Curva de Estandarizacién y ejemplo con una muestra
Tubo Albimina Agua

ug/ut

B-B - .
1-2 10-10
34 20-20
5-6 30-30
7-8 40-40
9-10 50-50
Muestra

1 5

* X conc.albumina/Tx = 150/.97 = 154.64

ul
200

195

Mezcla

cupr-alc (ml)

1

- - - e

Folin

[h]

D:O

550nm

.070-.066
139-135 .
.198-.193
.236-.236
.309-.322

380

x Protsistema Dilucién Citosol prov/T

.07

20
24
32

10.82
21.65
3093
37.11
4948

58.76

13

14.07
28.15
40.2)
48.24
64.32

76.39

2001 Kug) mg
28132 28
5629 56
80418 8.04
96486 96
12864 128

152776 15.2
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Anexo 3
Tablas y grificas

Tabla I.- Se aprecia que no hay diferencias entre ambos grupos en relacién a edad
cronolégica, edad gestacional, peso y paridad.

Figura 1.- Se observa una curva en la que se evidencia que a mayor concentracion de

hormona marcada (libre) llegn un momento en €l que existe saturacién por el ptor, o sca
que las ntraci delos P con hormona (unida) llcgan a ser similares. Dicha
grafica nos da la concentracién de hormona marcada (libre) con Ia que deberemos de
continuar trabajando cl resto de nuestras muestras de placenta. Con esto s¢ estandariza la

técnica.

Figura 2.- Esta gréifica nos ayuda a comprender 1a dindmica de la afinidad de la hormona
por ¢l receptor. Al ser una pendiente negativa nos habla que al encontrarse mayor hormona
unida, la relacién de hormona libre /unidad se va perdiendo, hasta tiegar a un punto donde
la pendiente corta a "x", lo que equivale a la concentracién total de receptores. Debido a
que exi otras moléculas que pued irse al receptor (inespecifico) y que lo que
deseamos conocer es que lo unido realmente represente a la hormona (especifico), es
necesario obtener 1a Kd que ¢s una constante que nos indica que por cada punto de "x", la
*y" cambia su valor,

Tabla IL.- Se aprecian las diferencias entre ambos grupos, tanto en las concentraciones de
receptores de estrégenos como en las de estradiol sérico, siendo en ambos casos
estadisti nte significativas. Encontrindose una concentracién menor, para las pacientes
provenientes de embarazos complicados por preeclampsia severs.
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