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1. INTRODUCCION

El embarazo se caracteriza por profundos cambios hemodinamicos, tales como aumento
del gasto cardiaco, disminucién de la resistencia vascular y cambios en la regulacion de la
presion arterial, los cuales proceden a un aumento en el flujo sanguineo uterino que
permanece hasta el parto, con el fin de asegurar el desarrollo normal del feto (Brook L,
2010; Zhang H, 2008). Estas adaptaciones requieren de cambios en la estructura y
reactividad que ayudan a la tolerancia de un aumento significativo del volumen
plasmatico, del mismo modo el hecho de establecer completamente la adaptacién
cardiovascular a la expansion del volumen plasmatico, puede tener profundas

implicaciones para el desarrollo del embarazo (Jones W, 2009).

Una proporcién importante de los embarazos se complica por una o mas enfermedades
que interfieren con las adaptaciones fisiolégicas del embarazo, incrementando el riesgo de
fracaso, un ejemplo de este tipo son las enfermedades hipertensivas del embarazo, se
presentan con una frecuencia del 6-10% de todas las gestaciones, las cuales se clasifican
en: Preeclampsia, Hipertensidon crénica aislada o con Preeclampsia sobreagregada e
Hipertensidon Gestacional, donde la Preeclampsia es la principal causa de morbimortalidad
materna y perinatal, los mecanismos responsables de ésta patologia aun no estan claros,
sin embargo, se caracteriza por un aumento en la resistencia vascular sistémica, alta
sensibilidad a los agentes vasoconstrictores y una disminucién en la formacién de los
agentes vasodilatadores, este desequilibrio provoca disfuncién endotelial, la cual participa

en la patogénesis de la hipertension arterial materna.

Mudltiples mecanismos estan implicados en la adaptacién de la contractilidad arterial
uterina durante el embarazo, por lo que nos resulta importante identificar la actividad
funcional de los receptores alfa-1 adrenérgicos como mecanismo en la regulacién del flujo

sanguineo y la oxigenacién placentaria.
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1.1 EMBARAZO.

Se conoce como embarazo, al periodo de gestacidon o proceso de crecimiento y desarrollo
de un nuevo individuo en el Utero materno, este abarca desde la fecundaciéon del évulo
por el espermatozoide hasta el momento del parto. En el embarazo se presentan procesos
de crecimiento y desarrollo del feto en el uUtero, al mismo tiempo que la madre

experimenta una serie de modificaciones fisiolégicas y anatémicas.

1.2 Adaptaciones fisioldgicas.

El embarazo es un estado fisiolégico en donde ocurren cambios a nivel anatémico,
bioquimico y endocrino, asociado a significativos cambios hemodindmicos,
cardiovasculares, en la alimentacién y las necesidades metabdlicas necesarias para cubrir

las necesidades del feto y la madre (Raouf A, 2002).

Durante el embarazo, el gasto cardiaco incrementa hasta un 50% en comparacion con la
mujer no gestante, atribuyéndose estas modificaciones a una elevacion de la frecuencia
cardiaca (15 a 20% mayor que en la mujer no embarazada), los valores de presién arterial
media disminuyen temporalmente siendo por la mitad del mismo 10 a 15 mmHg mas
bajos en el posparto, existen incrementos en el flujo sanguineo, del consumo de oxigeno
y nutrientes necesarios para el desarrollo fetal, por lo cual las arterias uterinas mantienen
una baja resistencia, lo anterior esta favorecido por la remodelacion vascular ( Purizaca M,
2010; Zhang H, 2008). Estos cambios también estdn asociados al incremento en el flujo
sanguineo renal y a la disminucién de la resistencia vascular renal, asi como a la
disminucion de la respuesta presora y reactividad vascular a los vasoconstrictores tales

como los agonistas alfa adrenérgicos y la angiotensina Il (Raouf A, 2002).
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2. TRASTORNOS HIPERTENSIVOS DEL EMBARAZO.

La hipertension arterial (HTA) es la complicacién médica mds frecuente durante el
embarazo. Se presenta en un 8 a 10 % de todas las gestaciones y es la principal causa de
mortalidad materna en el mundo (Marin IR, 2011). La prevalencia de Hipertension arterial
sistémica en México es de 30% segun la Encuesta Nacional de salud en el afio 2000; siendo
esta baja en el grupo de mujeres entre 20 y 34 afios de edad. Sin embargo, a pesar de ser
sanas en su gran mayoria, ellas pueden presentar enfermedad hipertensiva durante el
embarazo en cualquiera de sus formas, por lo que resulta importante la prevencién
primaria de la hipertensién arterial para disminuir la mortalidad materna, la cual es de
62.6 muertes maternas por cien mil nacidos vivos en el afio 2004 (Urquiza JP, 2010).

Las diferentes patologias hipertensivas que ocurren durante el embarazo tienen diversas
causas y expresiones, y se agrupan bajo el nombre de sindromes hipertensivos del
embarazo. El diagnostico de hipertensién arterial durante el embarazo se define con una
presidn arterial sistdlica (PAS) > de 140 mmHg y/o presion arterial diastdlica (PAD) > de
90 mmHg, durante el embarazo también se establece el diagnostico de hipertensién
arterial cuando existe un aumento de PAS de 30 mmHg o de 15 mmHg de PAD, con
relacion a un control previo. Es fundamental la confirmacién de dos o mas registros de
cifras de tensién arterial elevada por lo menos en dos oportunidades separadas por un
intervalo de cuatro a seis horas (Marin IR, 2011; Quintana NP, 2003).

Los procesos hipertensivos del embarazo se clasifican de acuerdo a la (NHBPEP por sus
siglas en inglés National High Blood Pressure Education Program Working Groups on High

Blood Pressure in Pregnancy) es la siguiente:

1. Hipertension crdénica. Hipertension previa al embarazo que se descubre antes de
las 20 SDG, persiste 12 semanas después del parto.

2. Preeclampsia. Hipertensidon que se presenta después de las 20 SDG y se acompaiia
de proteinuria 20.3g/24 horas.

3. Preeclampsia sobreagregada en hipertension arterial cronica. Preeclampsia que

aparece en gestantes previamente hipertensas.
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4. Hipertension arterial gestacional. Aparece después de las 20 SDG y no se

acompafa de proteinuria.

3. PREECLAMPSIA.

La Preeclampsia (PE) es un trastorno multisistémico, de presentacion progresiva, causa
aun desconocida y que conlleva con frecuencia a graves complicaciones maternales y
perinatales. Se caracteriza por vasoespasmo y activaciéon endotelial y se define por la
presencia de hipertensidn y proteinuria, después de la semana 20 de gestacion (Curiel-
Balsera, 2011), el cual puede incluir anormalidades multisistemicas, sindrome de HELLP
(hemolisis, elevaciéon de enzimas hepaticas y plaguetopenia), coagulacién intravascular
diseminada, insuficiencia renal aguda, convulsiones y edema pulmonar. El sindrome fetal
incluye la restriccion del crecimiento fetal, tamafio pequefio para edad gestacional,
reduccion del liquido amnidtico, insuficiencia placentaria que conduce a hipoxia fetal y a

hipertensién (Uzan J, 2011).
3.1 Epidemiologia de la Preeclampsia.

La PE forma parte de los desérdenes hipertensivos del embarazo, siendo el mas frecuente
de todos ellos. Representa una de las causas mas importantes de morbimortalidad
materna y perinatal, afectando del 2 al 7 % de los embarazos en todo el mundo. Aunque
esta puede ser mayor en entornos socioecondmicos mas desfavorecidos y también en
paises donde hay mas prevalencia de enfermedades cardiovasculares, con estimaciones
de mas de 60,000 muertes maternas al ano (Wang A, 2009; Egan LA, 2007; Curiel-Balsera
E,2011). En México, la PE es una de las complicaciones mas frecuentes del embarazo, que
afecta a un 15 % de las mujeres embarazadas segun la secretaria de salud del 2009 (Uzan

J,2011). Se han implicado multiples factores de riesgo en el desarrollo de la PE (tabla 1).
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FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON

PREECLAMPSIA
PE o HTA en embarazo previo. Enfermedad autoinmune.
Gestacidon multiple. Obesidad.
Edades maternas extremas. Dislipidemia previa.

Historia familiar de PE o HTA (madre o
hermana).

Enfermedad renal.

Diabetes mellitus pregestacional.

Nuliparidad.

Tabla 1. Modificada de Marin-Iranzo R, 2011

3.2 Diagndstico de la Preeclampsia

La PE es un sindrome que se presenta después de las 20 semanas de gestacion (SDG) y se
diagnostica por hipertension y proteinuria. La PE puede ser leve o severa, la preeclampsia
leve se caracteriza por una presion arterial sistdlica de al menos 140 mmHg y una presién
diastélica de 90mmHg, por lo menos en dos ocasiones y por lo menos de 4 a 6 horas
después de la semana 20 de gestacidn en mujeres sin hipertensién antes del embarazo,
con proteinuria (concentracién proteica 2 300 mg en una muestra de orina de 24 horas).
La preeclampsia severa se caracteriza por una presion sistdlica de al menos 160 a 170
mmHg y 110 mmHg de la presidn arterial diastdlica, acompafiadas por una concentracién
proteica =500 mg por dia, cuando los sintomas tales como cefalea, alteraciones visuales,
dolor epigastrico, vomito, afectaciones multiorganicas del sistema, la morbilidad o
mortalidad fetal, el inicio de las 34 o0 35 semanas o eclampsia, estdn presentes también se

puede clasificar como severa (Bushnell Ch, 2011).
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3.3 Fisiopatologia de la Preeclampsia.

Aun no se conoce la causa primaria que desencadena la Pe, por lo que esta patologia
sigue siendo “la enfermedad de las teorias”. Estas teorias indican que las causas puede ser
los factores genéticos, alimentarios, vasculares o neuroldgicos, etc, pero ninguna de ellas
ha llegado a confirmarse. Hasta la fecha los hallazgos reportados a nivel vascular, desde
una perspectiva fisiopatoldgica, en la preeclampsia se caracterizan por una invasién
anormalmente superficial del citotrofoblasto en las arterias espirales durante la
placentacién, lo que da como resultado la conservacion del tejido del musculo liso
vascular en estas arterias y ello modifica su capacidad de respuesta a diferentes agentes
vasoactivos. Otro reporte central en este sindrome es la disfuncion endotelial, que
involucra un estado de estrés oxidativo, la disminucion en la actividad de la 6xido nitrico
sintasa endotelial, un aumento en las concentraciones de homocisteina circulante,
dislipidemia, una amplificacidn de la actividad simpdtica. Existe ademas, elevacion de las
resistencias vasculares sistémicas, activacién de la cascada de la coagulacién e incremento
de la agregacién plaquetaria, también se considera a la preeclampsia como un sindrome

inflamatorio sistémico (Egan V, 2007).

4. LA PLACENTA

La placenta es un 6rgano en forma discoidal que tienen un didmetro aproximado de 15-20
cm y un espesor de 1.5-2.4 cm, con un peso medio aproximado de 500g, la cual se
extiende sobre la cuarta parte de la cavidad uterina. Este es un 6rgano fundamental en el
embarazo, ya que constituye la conexion vital del feto con la madre. A través de la
placenta es posible comprender el desarrollo del ser humano desde su etapa de mayor
cambio, mayor crecimiento y mayor especializacién. El crecimiento fetal normal puede
definirse como el resultado de la expresion de su potencial genético para tal efecto, sin
gue se vea excesivamente limitado o favorecido por factores internos o externos y, no se
puede hablar de crecimiento fetal sin vincular directamente la funcidon placentaria en este

hecho (Gallegos S, 2008).
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En los seres humanos, la placenta completamente desarrollada se compone de 3 capas
principales, la capa externa de la madre que incluye células deciduales del Utero, asi como
la vasculatura materna que lleva la sangre hacia/desde el sitio de implantacion. Un sitio de
unién medio que conecta la placenta fetal al Utero y contiene células fetoplacentarias
(trofoblastos), los cuales invaden la pared del Utero y los vasos maternos, esta invasion es
un mecanismo crucial para el desarrollo de la vascularizacién fetoplacentaria y finalmente
una capa interna, compuesta de un gran un numero de microvellosidades, las cuales se
encargan del eficiente intercambio de gases y nutrientes para el feto (Tsatsaris V, 2006;

Watson D, 2005)

Después de la fecundacion la captura de los nutrientes se realiza por medio de difusién de
los mismos, procedentes del entorno conformado por un medio liquido acuoso. A medida
que el embrién aumenta de tamafo, la captura de nutrientes del entorno se torna
insuficiente de no desarrollarse el mecanismo de transferencia directa de nutrientes de la
circulacion materna al feto. Un crecimiento fetal adecuado solo es posible si desde la
circulacion materna se transfiere al feto, a lo largo de la gestacién, una cantidad suficiente
de gases, nutrientes, agua y electrolitos, ya que el feto es completamente dependiente de

su madre en lo que se refiere a nutricion respiraciéon y excrecion (Gallegos S, 2008).

La placenta humana presenta una organizacidn progresiva y funcional, que de manera
sincrénica se adapta a las necesidades del desarrollo de los compartimientos
embrionario/fetal y maternos. Los patrones tiempo-espacio de adaptacién estan
controlados por diversos factores como la capacidad invasora de las células del trofoblasto
y la proliferacion y diferenciacién celular en la adquisicion de capacidades de
transferencia placentaria, asi como la capacidad de adaptacidon a procesos patolégicos que

pueden interferir con su fisiologia (Sherer DM, 2001).

La placenta se encuentra conectada al feto a través de 50-60 cm de cordén umbilical, el
cual guarda una resistencia vascular excepcionalmente baja para no disminuir de manera
importante la fuerza ejercida por el corazén sobre la sangre que tiene que llegar a la zona

de intercambio. A medida que el embarazo progresa, se desarrolla la arborizacién de las
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vellosidades y el lecho vascular aumenta, lo que da como resultado un flujo fetal umbilical

de aproximadamente 115ml/min/kg (Kelly B, 1999).

El aumento en el flujo sanguineo placentario, es parte del proceso de maduracién
funcional de la placenta y es una condicidon para incrementar la perfusion necesaria para el
aporte de nutrientes y oxigeno al feto en constante crecimiento. Este incremento en el
flujo sanguineo es mas del necesario para la subsistencia del feto y le da margen de
seguridad ante descensos transitorios en el flujo sanguineo. Otro factor importante en el
incremento del flujo sanguineo uterino, es la serie de cambios originados en el sistema
cardiovascular materno, cuya alteracion da lugar a importantes alteraciones en el aporte.
A través de notables cambios adaptativos el feto asegura su aporte nutricional y de
oxigeno. Esto sucede gracias al incremento de la poscarga cardiaca materna, el aumento

en el volumen sanguineo y la disminucidn de las resistencias vasculares (Kelly B, 1999).

4.1 Papel de la placenta en la Preeclampsia.

La placenta juega un papel central en la patogenia de la PE, ya que este sindrome solo
ocurre en presencia de la placenta y una vez que esta se retira la enfermedad se revierte
(Wang A, 2009).La vascularizacién coordinada de la placenta es esencial para su desarrollo
e involucra procesos de vasculogénesis (Formacién de nuevos vasos sanguineos). La
placentaciéon normal implica un proceso de dos etapas incluyendo la formacién de una red
de ramificacién de los vasos dentro de las vellosidades coridnicas de origen fetal, seguido
por la modificacion de la red vascular de alta resistencia relativamente hipdxico en un
circuito de baja resistencia con el aumento de la tensidon de Oxigeno. Durante etapas
tempranas del embarazo el desarrollo normal de la placenta, citotrofoblastos originarios
del feto invaden las arterias espirales uterinas y progresivamente reemplazan las células
endoteliales y del musculo liso vascular. Al final del segundo trimestre las arterias
espirales se han convertido en tubos de mayor calibre, esta remodelacién resulta en la
formacioén de un sistema de arterias de baja resistencia el cual asegura suficiente sangre

para la nutricidon y crecimiento del feto. Una invasién inadecuada da como resultado la
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conservacion de tejido del musculo liso vascular de las arterias espirales y su capacidad de
respuesta a diferentes agentes vasopresores, asi como una persistente hipoxia placentaria
gue conlleva a isquemia placentaria, disfuncién endotelial materna y finalmente el cuadro

clinico de la PE (Wang A, 2009; Walter P, 2008).

5. RECEPTORES ADRENERGICOS

La homeostasis del aparato cardiovascular es controlada por el Sistema Nervioso
Autonomo (SNA), a través del sistema nervioso simpatico (adrenérgico) y del sistema
nervioso parasimpaticos (colinérgico) (Tacchi H, 2008). El sistema nervioso auténomo,
también conocido como sistema nervioso simpatico o adrenérgico es responsable de la
respuesta involuntaria, este se encarga del control de los érganos viscerales, incluyendo el
corazdn y los vasos sanguineos, las fibras simpaticas liberan norepinefrina, la cual se une a
los receptores adrenérgicos para ejercer su accién, este tipo receptores tiene un papel

clave en la modulacion de la actividad del sistema nervioso simpatico (Gail D, 2011).

Para control simpatico del sistema cardiovascular, la norepinefrina actia sobre los
receptores B-adrenérgicos en el corazén para modular la funcion cardiaca y los receptores
o-adrenérgicos en los vasos sanguineos para modular la resistencia arterial y la
capacitancia venosa. Los receptores adrenérgicos oy estdn implicados en la
vasoconstriccion simpatica, los subtipos de receptores especificos que estan implicados
varian entre los lechos vasculares, entre los grandes y pequefos vasos, entre las arterias y
las venas, e incluso entre especies. En general los subtipos de receptores aia, aip han sido

implicados con mayor frecuencia en la regulacidon del musculo liso vascular (Gail D, 2011).

Los receptores adrenérgicos (ARs), son estructuras moleculares que en las células del
organismo reciben selectivamente la sefal de la adrenalina y la norepinefrina, y
responden transformandola en una respuesta celular especifica. En 1948 Ahlquist postuld
la existencia de dos tipos de ARs, a-ARs y B-ARs (Flores J, 2005). Actualmente los

receptores adrenérgicos han sido clasificados en 9 subtipos (at1a, 01, Q1p, Aza, O2g, Az, B1,
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B,, B3), forman parte de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G de
membrana, los cuales median la accién de las catecolaminas enddgenas como la

norepinefrina y adrenalina (Piascik, 2001., Woodcok, 2008).

Este tipo de receptores se encuentran diseminados por todo el organismo, los receptores
a; se encuentran principalmente en: vasos arteriales del territorio abdominal (rifién,
mesenterio, intestino), en los vasos de la piel y las mucosas, en la capsula esplénica, en el
musculo dilatador del iris y en los musculos pilomotores etc., mientras que los receptores
B se encuentran principalmente en las arteriolas de los musculos esqueléticos, en algunas
porciones del mesenterio, en el arbol bronquial, en el higado y en el miocardio (Barroso H,

1970).

Los a;ARs (aia, Qip, Qip) son los principales mediadores de la contraccion muscular

(Piascik, 2001), la activacién de los receptores a; desencadena:
Vasoconstriccion abdominal (rifidn, mesenterio, intestino).
Inhibicién del peristaltismo.

Vasoconstriccion de la piel y de las mucosas.

Elevacién de la presion arterial.

Contraccion pilomotora (piel de gallina)

Utero (en el embarazo).

10
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II.  JUSTIFICACION

La Preeclampsia es un proceso hipertensivo especifico del embarazo que representa la
principal causa de muerte materno fetal.

Se desconoce la causa de la Preeclampsia, hasta el momento la teoria mds aceptada estd
relacionada con una inadecuada invasion trofoblastica en arterias espirales uterinas asi
como mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con el nivel de éxido nitrico.

La presion arterial estd regulada por el sistema adrenérgico en condiciones normales y de
embarazo, sin embargo, se desconoce si este opera a nivel de vasos placentarios.

Por lo anterior es de nuestro interés evaluar las respuestas vasomotoras inducidas por los
receptores a;-adrenérgicos y la presencia de estos a nivel de vasos placentarios en la
Preeclampsia.

11
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.  HIPOTESIS

Los receptores aj-Adrenergicos participan en la respuesta vascular de mujeres
embarazadas que cursan por un proceso hipertensivo.

12
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la respuesta y la presencia de los receptores a;- adrenérgicos en arterias
coridnicas de placentas, obtenidas de mujeres embarazadas afectadas por algin proceso

hipertensivo.

V.  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la respuesta funcional de los receptores adrenérgicos a;a, Qip, Q1p, €N arterias
coridnicas de placenta humana.

Determinar los niveles proteicos de los receptores adrenérgicos o1a, O1p, Q1p, €N arterias

coridnicas.

13
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VI. MATERIALY METODOS

1. OBTENCION DE LAS PLACENTAS

Con la aprobacién de los comités de ética del Hospital de la Mujer de la ciudad de Morelia
Michoacdn, se obtuvieron placentas de mujeres embarazadas que acudieron al servicio de
Ginecologia y Obstetricia durante el periodo de Enero del 2012 a Diciembre del 2012, el
tejido se obtuvo inmediatamente después del parto via vaginal o por cesarea, tomando
en consideracidn los siguientes criterios.

Criterios de inclusion:

Placenta de mujeres gestantes con diagndstico de Preeclampsia.
Placenta de mujeres gestantes con diagndstico de Hipertensién Gestacional (HTG).

Consentimiento informado.

Criterios de exclusidn:

Placenta de mujeres con obesidad morbida.
Diabetes mellitus.

Uso de drogas de abuso.

Postmaturia (> 41 SDG).

Anormalidades fetales.

Desordenes cardiovasculares.

Dafio renal.

Corioamnionitis.

Criterios de eliminacidn:

Tejido no funcional.
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1.1. Obtencion de las arterias coridnicas.

Las placentas se obtuvieron inmediatamente después del parto via cesarea y se colocaron
en solucién KREBS fria (116mM NaCl, 5.4mM KCl, 1.8mM CaCl,, 0.6mM KH,PQO,4, 0.8mM
MgS04, 19mMNaHCO3, 5.5mM glucosa y 0.026mM EDTA). Se transportaron al laboratorio
de acuerdo a los criterios de la Norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgico infecciosos-
Clasificacion y especificacion de manejo. Las placentas fueron utilizadas en Ia
experimentaciéon en menos de 6horas después del alumbramiento, se tomo una primera
muestra para el estudio funcional, asi como otra porcién de tejido se conservo a -40°C
para estudios moleculares posteriores. Las arterias estudiadas fueron ramas de 2° y 3°
orden pertenecientes a la placa coridnica placentaria.

2. ESTUDIO FUNCIONAL

Para no deteriorar el tejido, se separo en primer lugar el amnios y se aislaron por
diseccién fina las arterias coridnicas superficiales, de aproximadamente 1mm de
didmetro.

Las arterias fueron inmediatamente introducidas en solucién nutritiva KREBS y se
eliminaron los restos de sangre y tejidos adyacentes, se cortaron los vasos para la
obtencién de anillos de aproximadamente 3-5mm de longitud, posteriormente los anillos
se colocaron en el fondo de la cdmara de érgano aislado, suspendidos entre dos ganchos
uno de los cuales se sujeta a la base de la camara, de tal forma que la arteria queda en
posicién horizontal y el otro extremo del gancho se conecta a un transductor de tensién
isométrica, el cual a su vez se acopla a un amplificador de sefial para registrar la variacién
de la tensioén ejercida por los segmentos de arteria como resultado de su contraccion o
relajacién.

Se aplicd una tensién éptima de reposo de 3g, el proceso anterior se realizo en un bafio de
10mL de solucién KREBS a 37°C (pH 7.4) y continuamente burbujeado con gas carbdgeno
(95% O, y 5% de CO,). Se estabiliza el tejido durante un periodo de 60-90 min con lavados
cada 20 min, posteriormente se bloqueo farmacoldgicamente la produccion de agentes
vasodilatadores (NO y Prostaciclinas), y con el fin de analizar la viabilidad del tejido, los
segmentos arteriales fueron sometidos a un estimulo despolarizante (KCl 80 mM), los
segmentos arteriales que desarrollaron una contraccion frente a este estimulo menor a
0.5g fueron descartados.
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Una vez que se observo la respuesta funcional, mediante lavados se retiré el KCl 80mM, y
el tejido permanecid en reposo durante 60 min con lavados cada 20 min hasta alcanzar
nuevamente la tension basal. Posteriormente se realizaron curvas concentracién
respuesta (CCR) a Fenilefrina adicionando al bafio de d&rganos concentraciones
acumulativas del farmaco (10°M hasta 10° M), cada concentracién se afiadié cuando la
inmediata anterior desarrollo su efecto maximo. Las CCR fueron llevadas a cabo en
presencia de Propranolol (bloqueador de receptores B Adrenérgicos), Rauwolscina
(bloqueador de receptores a,-Adrenérgicos), L-NAME (inhibidor de Oxido Nitrico), e
Indometacina (bloqueador de prostaciclinas).

La tensidn fue registrada mediante un transductor de tension isométrica FTO3 Grass el
cual es acoplado a un equipo MP100 BIOPAC® Santa Barbara, Ca., y este a su vez a una
computadora para la adquisicion, almacenamiento y manejo de datos a través del
software Acgknowledge 3.0.

3. ESTUDIO MOLECULAR

Se tomaron 100mg, aproximadamente, de las arterias coridnicas previamente aisladas y se
trituraron en 2ml de solucién fria compuesta por (tris 0.1M a pH 7.4, triton al 0.1% e
inhibidor de proteasas), al término el homogenado se dejo reposar por 5min hasta que la
espuma disminuyo, posteriormente la mezcla se centrifugo a 12,000 rpm/15 min a 4°C, se
desecho la pastilla y se recupero el sobrenadante el cual nuevamente se centrifugo a
12,000rpm/20min a 4°C; se recupero el sobrenadante el cual fue separado en alicuotas y
se almaceno a -80°C.

4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL
METODO DE BRADFORD.

Se construyd una curva patrén a partir de una serie de soluciones de concentracion
conocida de albumina sérica bovina (BSA) contra la absorbancia correspondiente. Estos
valores fueron graficados, se utilizé el programa de Microsoft Office Excel, se ajusto la
curva por regresion lineal y se calculé su coeficiente de correlacion, a partir de esta grafica
y por extrapolacién se determind la cantidad de proteinas totales presentes en la muestra.

Posteriormente se tomo una alicuota de 10ul de proteina de cada una de las muestras y se
desnaturalizaron en una solucion 1:1 con NaOH 0.2M. Se obtuvo la concentraciéon de
proteina total presente en cada una de las muestras por el método de Bradford, con el
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empleo de la curva de calibracion (BSA), las muestras asi como los puntos que
conformaron la curva de calibracidon fueron leidas a una longitud de onda de 595nm.

5. ANALISIS POR WESTERN BLOT DE LOS RECEPTORES
a;-ADRENERGICOS EN ARTERIAS CORIONICAS.

5.1. Electroforesis.

Se tomaron 40ug de proteina de cada una de las muestras con un volumen de 8L de
buffer de carga (Laemlli 4X), se calentaron en termoblock durante 5 minutos a 95°C.

Se prepararon los geles SDS-PAGE al 10% y se montaron en el equipo de electroforesis
(BIORAD), con ayuda de una jeringa Hamilton se cargo una cantidad constante de proteina
(40ug) de muestra, en otro pozo se cargd 10uL de marcador de peso (Biorad). Para
separar las proteinas la electroforesis se llevo a cabo durante 2:30 horas a 130 voltios.

5.2. Transferencia.

Una vez concluida la electroforesis, las proteinas separadas presentes en el gel se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales fueron previamente humectadas en
buffer de transferencia, posteriormente fueron colocadas entre capas de papel filtro
humectado con buffer de transferencia, se armo un sandwich y se colocd sobre un trans-
blot Semi-Dry (Biorad) durante 45 minutos a 15 voltios.

5.3. Tincion con rojo de ponceau.

Finalizada la transferencia, las membranas se lavaron con TBS-Tween durante 10 minutos
en agitacidon constante. Posteriormente sobre la membrana se realizé la tincién con rojo
de Ponceau durante 1 minuto para observar que la transferencia se haya llevado a cabo
de manera adecuada y en seguida se lavaron las membranas con TBS-Tween hasta
eliminar el color rojo.
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5.4. Bloqueo de membranas

Las membranas se bloquearon con una solucion de TBS-Tween-Leche al 5% durante 1 hora
a temperatura ambiente y agitacion constante. Una vez que se llevo a cabo el bloqueo, las
membranas se incubaron con el Anticuerpo primario policlonal de cabra (Santa Cruz
Biotechnology) contra los receptores aia, 01, ai1p (~ 50 KDa) y anticuerpo primario
policlonal de ratén (SIGMA-ALDRICH) contra GAPDH (~ 45 KDa), a una dilucién 1:500 y
1:10,00 respectivamente, en TBS-Tween-Leche al 0.1%, durante toda la noche a 4°C y
agitacion constante.

Se recupero el anticuerpo primario y se lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween
durante 10 minutos cada lavado, posterior a los lavados las membranas se incubaron con
anticuerpo secundario anti-cabra y anti-conejo respectivamente, el cual tienen acoplada la
enzima peroxidasa de rabano, se utilizo una dilucién 1:1000 en TBS-Tween-Leche al 0.1%
por 2 horas a temperatura ambiente y agitacidn constante.

Por ultimo se recupero el Anticuerpo secundario y se lavaron las membranas 3 veces con
TBS-Tween durante 10 minutos cada lavado.

5.5. Reaccion quimioluminiscente.

Las membranas se impregnaron con sustrato quimioluminiscente (Wester blotting
luminol) hasta observar fluorescencia, se colocan en un cassette de radiografia y se
expusieron a una placa radiografica durante 2 minutos. Las placas fueron reveladas y
digitalizadas en un scanner HP photosmart Premium. Posteriormente la intensidad de las
bandas se determino con un software de analisis de imagenes (Imagel) y se normalizaron
con la intensidad de las bandas de GAPDH.

6. ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar diferencias entre grupos, se realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguidos de una prueba de contraste. Se considero una diferencia significativa cuando p< 0.05.
Los graficos se realizaron en sigma plot version 10.0
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VIl. RESULTADOS

1. REACTIVIDAD VASCULAR

Los resultados obtenidos muestran una respuesta contractil de los segmentos arteriales al
ser expuestos a KCI 80mM en todos los grupos. Se observé una tendencia al aumento de
la respuesta contractil en el grupo de preecldmpticas (PE) e hipertensién gestacional (HTG)
con respecto al control sin tener una diferencia estadisticamente significativa (Figura 1).

KCI 80mM
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FIGURA 1. Tension en (g) inducida por los segmentos arteriales. Comparacion intergrupal. Segmentos
provenientes de placentas de pacientes Normotensas (n= 5), preeclampticas PE (n= 4) e hipertension
gestacional HTG (n=4). Los valores representan el promedio + EE.
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2. DETERMINACION FUNCIONAL DE LOS
ADRENERGICOS

RECEPTORES  a-

Por otro lado, no se observo respuesta vasoconstrictora mediada por los receptores

az-adrenérgicos ante el estimulo a concentraciones crecientes de Fenilefrina (10'9

hasta 10”) en ninguno de los grupos propuestos (Figura. 2).
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Figura 2. Registro tipico. Curva a concentraciones crecientes de Fenilefrina.
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3. DETERMINACION DE LOS NIVELES PROTEICOS DE LOS RECEPTORES
0;-ADRENERGICOS (034 035 0t1p)

4.1 NIVELES PROTEICOS DEL RECEPTOR a4 EN ARTERIAS CORIONICAS.

Los resultados mostraron que el receptor a;a se detectd en los tres grupos de estudio
(NORM, PE, HTG). El nivel proteico promedio en arterias coridnicas provenientes del
grupo de PE fue de 1.33 U.A, el cual fue significativamente mayor respecto al grupo
control (NORM, 0.95 U.A, *P<0.05). Sin embargo, no se observaron cambios
estadisticamente significativos al comparar el grupo control con HTG.
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FIGURA 3. Niveles proteicos del receptor adrenérgico ;.. Segmentos arteriales provenientes de placentas
de pacientes Normotensas Norm (n= 3), Preeclampsia PE (n= 3) e hipertesion gestacional HTG (n= 3). Los
datos fueron normalizados con la expresion de una proteina control (GAPDH). En la parte superior se
muestran las bandas representativas de un experimento tipico. Cada valor representa el promedio + EE y
son expresados en unidades arbitrarias (U.A). *P<0.05.
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3.2.NIVELES PROTEICOS DEL RECEPTOR ;5 EN ARTERIAS CORIONICAS.

Los resultados mostraron que el receptor ajs se detecto en los 3 grupos de estudio
(NORM, PE, HTG). El nivel proteico de a;z tiende a disminuir en los grupos de proceso
hipertensivo, la disminucién que se observa en el grupo de HTG es estadisticamente
significativa respecto con el grupo control y de PE (P<0.05).
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FIGURA 4. Niveles proteicos del receptor adrenérgico ;5. Segmentos arteriales provenientes de placentas
de pacientes Normotensas (n= 3), Preeclampsia (n= 3) e Hipertensidn gestacional (n= 3). Los datos fueron
normalizados con la expresidn de una proteina control (GAPDH). En la parte superior se muestran las bandas
representativas de un experimento tipico. Cada valor representa el promedio + EE y son expresados en
unidades arbitrarias (U.A). *P<0.05.
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3.3.NIVELES PROTEICOS DEL RECEPTOR a;, EN ARTERIAS CORIONICAS.

Los resultados mostraron que el receptor a;p se detectéd en los 3 grupos de estudio
(NORM, PE, HTG). Los niveles proteicos del receptor aip en el grupo de mujeres
Preeclampticas fue significativamente mayor con respecto al grupo control y de HTG
(P<0.05). Sin embargo, no se observaron cambios estadisticamente significativos al
comparar el grupo control con HTG.
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FIGURA 5. Niveles proteicos del receptor adrenérgico a,p. Segmentos arteriales provenientes de placentas
de pacientes Normotensas (n= 3), Preeclampsia (n= 3) e HTG (n= 3). Los datos fueron normalizados con la
expresidon de una proteina control (GAPDH). En la parte superior se muestran las bandas representativas de
un experimento tipico. Cada valor representa el promedio + EE y son expresados en unidades arbitrarias
(U.A). *P<0.05.
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VIIl. DISCUCION

Las respuestas de la vasculatura feto-placentaria a diferentes agentes vasoactivos se han
investigado generalmente in vitro. Por lo que este trabajo se llevo a cabo utilizando vasos
coridnicos debido a que éstos son vasos de pequeio calibre en los que se registra de
manera adecuada la tension isométrica y son representativos de la circulacidn vellositaria

de los vasos umbilicales (Abad A, 2000).

Los vasos placentarios humanos carecen de inervacidn auténoma. Por lo tanto, la
resistencia vascular debe ser controlada por factores humorales y mecanismos autocrinos
o paracrinos. Se han detectado diversas sustancias originadas durante el embarazo que
pueden afectar el tono vascular feto-placentario de forma directa o indirecta (Abad A,
2000). Durante los embarazos normales hay un incremento de las sustancias
vasodilatadoras, en contraste con algunos procesos patoldgicos como la Preeclampsia que
se caracteriza por una vasoconstriccion generalizada y un incremento de la respuesta

presora a los agentes vasoconstrictores tales como la Angiotensina Il (Gant F, 1973).

Abad et al. Encuentran que la respuesta contractil a KCI de arterias coridnicas
procedentes de embarazos afectados por Preeclampsia, es significativamente mayor que
la de arterias coridnicas provenientes de los embarazos normales. Esto concuerda con los
resultados obtenidos en nuestro estudio, en el cual al exponer los segmentos arteriales a
KClI 80mM se observd una tendencia al aumento de la respuesta contractil de los
segmentos arteriales provenientes de procesos hipertensivos del embarazo,
especificamente PE e HTG. El incremento de la reactividad vascular a los agentes
vasoconstrictores durante los procesos hipertensivos del embarazo podria ser debido a
una disminucién en los mecanismos vasodilatadores o a un aumento de los mecanismos

vasoconstrictores (khalil RA, 2002).
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El embarazo normal se caracteriza por una disminucién de la respuesta vasopresora y un
incremento en la respuesta vasodilatadora, lo cual contribuye a un aumento del flujo
sanguineo uterino. La PE se caracteriza por la inversidn de la disminucién de la respuesta
presora. La hipertension es una enfermedad cardiovascular asociada al incremento de
catecolaminas plasmaticas, las cuales inducen contraccidon del musculo liso vascular por
activacion de los receptores a;-Adrenergicos (a;-ARs) (Whiten MM, 1998; Lyssand SU,
2008; Tanoue A, 2001).

El periodo de gestacion esta asociado con alteraciones en la respuesta vascular
adrenérgica. La regulacién de los receptores alfa y beta adrenérgicos son mecanismos
importantes en el control del flujo sanguineo uterino y la oxigenacién fetal. Estudios
previos realizados en modelos animales han demostrado que durante el embarazo hay un
incremento en la contraccién de arterias uterinas de rata, la cual es regulada por los
receptores adrenérgicos. Dichos resultados contrastan con el hecho de que la respuesta
vasoconstrictora a la estimulacion a;-Adrenergica esta disminuida durante el embarazo
tanto en animales como en humanos (Wang Y, 2002). Esto fue confirmado en el presente
estudio donde se mostrd que la Fenilefrina (Agonista selectivo de los a;-ARs), no produjo
contraccion a nivel de arterias coridnicas de mujeres gestantes que cursaron por un
embarazo sin complicaciones asi como en gestaciones afectadas por un proceso

hipertensivo del embarazo.

Por otra parte el embarazo normal estd asociado a diferencias regionales en las respuestas
vasculares de los a;-ARs, por lo que se sugiere que cambios en la respuesta vascular
uterina ante la estimulacién adrenérgica puede deberse a cambios en la densidad proteica

de los a;-ARs (Wang Y, 2002).

Bracho-Valdés et al. Demostraron una disminucién en la expresién de los a;-ARs en ratas
gestantes, esta respuesta fue revertida en el modelo de ratas con hipertensién inducida
por el embarazo observandose un incremento significativo en la expresiéon de los a;-ARs.

El incremento mas evidente fue en los segmentos de aorta abdominal en comparacién con
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los segmentos de aorta toracica, esta diferencia en la regién abdominal se atribuye a su

cercania con la unidad fetoplacentaria.

De acuerdo con estos resultados en nuestro trabajo se detecto la proteina de los subtipos
de receptores aj-Adrenergicoa (aa, 01 Qip) en arterias coridnicas provenientes de
mujeres que cursaron un embarazo normal asi como de mujeres gestantes que cursaron
por un proceso hipertensivo del embarazo. En este sentido nuestros resultados muestran
un incremento significativo en la densidad proteica del receptor a;a en mujeres
preeclampticas HTG, ademds se observo una disminucidn significativa de la densidad
proteica del receptor aigz en el grupo de HTG y una tendencia a la disminucién de la
densidad proteica de este subtipo en el grupo de PE. Finalmente se observo un
incremento significativo en la densidad proteica del receptor a;p en el grupo de mujeres

preeclampticas.

Kanashiro CA et al. Reportaron que la reactividad vascular a agonistas adrenérgicos como
la Fenilefrina se reduce en estadios tardios del embarazo en ratas gestantes y sugieren
gue esta disminucion podria deberse a una desensibilizacion del receptor. De acuerdo con
estos resultados en nuestro trabajo los receptores a;- Adrenérgicos no participan en la
modulacion de la respuesta contractil a nivel de vasos coriénicos en embarazos con y sin
complicaciones, a pesar de que se detecto la proteina de los tres subtipos de receptores
o1- Adrenérgicos en los grupos de estudio. La no respuesta por parte de los receptores alfa
1 adrenérgicos puede deberse a inactivacién del receptor o a un internalizaciéon del

mismo.
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IX. CONCLUSIONES

Con los principales hallazgos obtenidos hasta el momento son los siguientes se puede
concluir que:

Los receptores a;- Adrenérgicos no participan en la modulacién de la respuesta contractil
a nivel de vasos coridnicos en embarazos con y sin complicaciones, a pesar de que se
detecto la proteina de los tres subtipos de receptores a;- Adrenérgicos en los grupos de
estudio.
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Xl.  ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Mediante este documento, las pacientes seleccionadas para el estudio serdn informadas
del procedimiento que se llevara a cabo, resaltando que dicho estudio no implica algun
riesgo para la paciente ni para el recién nacido, ya que los procedimientos del mismo se
realizaron en el tejido arterial de la placenta y se obtuvieron los datos clinicos de manera
indirecta, a través del expediente clinicos y algunos de ellos, cuando fue posible,
directamente de la paciente.

FECHA:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO,
pleno uso de mis facultades metales, doy mi autorizacién total e informada para participar en el estudio
denominado “DETERMINACION DE LA PARTICIPACION DE RECEPTORES al—ADRENERGICOS EN ARTERIAS
CORIONICAS DE MUJERES EMBARAZADAS CON PROCESOS HIPERTENSIVOS”, bajo la responsabilidad del Dr.
Victor Manuel Farias Rodriguez y el Dr. Juan Tinajero Corona.

, en

He recibido, ademds, informacidn relativa a la finalidad del estudio. Por lo anterior, doy mi consentimiento
para la utilizacion de mi placenta con fines de investigacion, sabiendo que no corro ningln riesgo al
participar en este estudio.

Nombre y firma de la paciente.

Nombre y firma de testigo

Nombre y firma de testigo

Lugar y fecha
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FICHA CLiNICA

FECHA: NUM. DE EXPEDIENTE:

DATOS GENERALES DE LA PACIENTE

NOMBRE:

EDAD: GESTA:
CESAREAS: ABORTOS:

TA: TEMPERATURA:
FR: FC: EDEMA:

SDG:

PESO DE LA MADRE:

PROTEINURIA:

PATOLOGIAS:

USO DE MEDICAMENTOS:

CONTROL PRENATAL NUMERO DE VISITAS AL MEDICO:
COMPLICACIONES PREVIAS:

TRABAJO DE PARTO:

ViA DE RESOLUCION DEL EMBARAZO:

NOTA POSTPARTUM

PESO DEL PRODUCTO: SEXO: TALLA: APGAR:
PC: PT: PA: TEMPERATURA:
MALFORMACIONES:

COMPLICACIONES AL NACIMIENTO:

PESO DE LA PLACENTA: ALTERACIONES DE CORDON UMBILICAL:

PRESENCIA DE INFARTOS PLACENTARIOS:

OTROS:
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SOLUCIONES

Solucion Krebs

NaCl 118 mM
C5H1205 ----------------- 11.7 mM
KCl 4.7 mM
(ST -To J——— 1.2 mM
VYo —— 1.2 mM
NPT (o0 Pm—— 25.0 mM
C10H1408N;Nay------- 0.026 mM
CaCl, 2.5mM

(Ibarra et al, 2000)

FARMACOS

Se prepararon soluciones frescas para cada experimento: Fenilefrina, L-Name,
Indometacina, Clotrimazol, Propanolol, Rauwolscina (obtenidas de Sigma-Aldrich). Los
farmacos fueron disueltos en agua destilada (solucion madre) y las diluciones fueron
preparadas en solucion Krebs.

SOLUCION PARA AISLAMIENTO DE PROTEINAS DEL TEJIDO

Tris HCI 0.1M pH 7.4
Triton al 0.1%
Inhibidor de proteasas (1 pastilla en 10mL de solucién de aislamiento de proteinas).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL METODO DE
BRADFORD

Solucién patrén de BSA: 0.5mg/ml.
Reactivo Bradford 1:5

Reactivo de BSA NaCl 0.15 M
Bradford
0 0 | e 100 pl
1 900 1l 99 ul
2 900 2 ul 98 ul
3 900 pl 5ul 95 ul
4 900 pl 10 pl 90 pl
5 900 ul 20 ul 80 ul
6 900 ul 40 ul 60 pl

10 pl de muestra problema + 900 pl reactivo de Bradford+ 90 ul NaCl 0.15M
Leer a 595nm
Curva patrén de BSA
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SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

Acril/Bis acrilamida

Acrilamida.......ccoceveveiecceeeeriene, 14.36g
Bisacrilamida.......cccovevveccenceecreennne 0.145g
[ O O cbp 50ml

Filtrar y desgasificar, guardar a 4°C protegido de la luz.
Buffer tris 1.5M pH 8.8

Tris base............ 9.09¢g

(2 11O JTTRR cbp 50ml

Buffer tris 0.5M pH6.8

Tris base............. 1.5¢g

[ 1O JETT cbp 25ml

SDS 10% (50ml)

Sodio dodecil sulfato 0.35 M 5.0g
H,O desionizada ........cccoeuee.. 50ml

Persulfato de amonio (APS) al 10% (1ml)
APS..oooeeeeeeeeeeeeeeeeneeeen 0.1g
H,O desionizada......1ml
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Buffer de carga
TBS 5X lamelli Buffer

0.5 M tris-HCI pH 6.8..........c.c......... 1.75 ml
GlHCEIOleeie e, 4.5 ml
SDS (0.2 g disolver en 1ml tris-HCI) ..... 2ml
0.25 % Bromophenol blue................. 0.5 ml
B mercaptoetanol
Gel SDS-PAGE
Gel separador Gel
concentrador
1 gel 2 geles 1 gel 2 geles
H,0 destilada 2.20 ml 4.40 ml 1.22 ml 2.44 ml
acrilamida 1.66 ml 3.32 ml 0.27 ml 0.54 ml
Buffer-tris pH8.81.26 ml | pH8.8 2.52 ml pH 6.8 0.5 ml pH 6.8 1.0 ml
SDS 10% 50.4 ul 100.8 pl 19.8 pl 39.6 ul
PSA 10% 25.6 ul 51.2 ul 10.8 pl 20.64 pul
TEMED 4.5 ul 6.02 ul 2.7 ul 4.55 pl
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