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RESUMEN

Se puede definir al embarazo como un estado fisiolégico temporal de la
mujer, que con diversos cambios fisiologicos, tanto cardiovasculares como
renales, entro otros (Inaba S et. al. 2008). Dentro de los cambios cardiovasculares
encontramos una disminucion en la respuesta vascular, esta disminucion puede
ser debido a diferentes factores como el aumento de agentes vaso dilatadores
(ON_, prostaciclinas, entre otros) (Conrad et. al. 1999; McLaughlin et. al. 1995) asi
como una disminucion y/o poca reactividad vascular a agentes presores tales
como la Ang Il (Halligan et. al. 1993; Novak et. al. 1997; William et. al. 1997).
Estudios realizados en el laboratorio han demostrado un aumento en la
participacion de componentes del SRA como los R - AT; y R — AT, (Anguiano et.
al. 2007). Por tanto el SRA participa en forma importante en el control de la
regulacion de la presién sanguinea durante el embarazo y cunado este equilibrio
se rompe da lugar a trastornos como la pre eclampsia. La preeclampsia se define
como una alteracion propia del embarazo que se caracteriza por elevacion de la
presion arterial, proteinuria y edema, en mujeres antes normotensas despueés de la

semana 20 de la gestaciéon (ACOG, 2002; OMS 2005).

Conforme ha avanzado la investigacion en el SRA se han encontrado nuevos
componentes de este sistema, destacando la participacion del receptor a
renina/pro-renina, al cual se le han atribuido diversas funciones, como
diferenciacion neuronal en el periodo fetal y funciones cognitivas (Contrepas A, et.

al. 2008), participacidbn en las complicaciones cardiacas secundarias a HAS
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(Ichihara et. al. 2006), complicaciones renales en HAS y DM II (Krebs, et. al. 2007;

Ichihara, et. al. 2006), entre otras.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar y analizar la
expresion del RPR en tejido cardiaco de rata embarazada y embarazada con pre
eclampsia. Para ello se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar que fueron
divididos en 3 grupos: no embarazadas SHAM (grupo control), ratas embarazadas
SHAM, y ratas embarazadas con CASR como modelo de pre eclampsia. Todos los
animales fueron sacrificados al término del embarazo, obteniendo el corazon el
cual fue dividido en segmentos (auricula izquierda, auricula derecha, septum y
pared ventricular izquierda) para determinar su expresion proteica y geénica

mediante estudios de Western Blot y RT — PCR en tiempo real.

Los resultados demostraron la existencia del RPR en los diferentes
segmentos del corazon fuera de la condicibn de embarazo, los resultados
muestran también que el embarazo provoca una tendencia a elevar la expresion
proteica del RPR en todos los segmentos del corazén, esta tendencia concuerda
con la tendencia a elevar la expresion génica del RPR, los resultados mostraron
qgue la condicibn de pre eclampsia provoca un aumento significativo en la
expresion proteica del RPR y que la expresion génica presenta la misma

tendencia hacia la elevacion.

Los resultados sugieren que el RPR juega un papel importante en la
regulacion de la PA fuera de la condicién de embarazo, en el embarazo, y en el

embarazo complicado con pre eclampsia, pudiendo participar en la fisiopatologia
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de la pre eclampsia sin que el RPR capaz de generar cambios morfoldgicos en el
tejido cardiaco como se ha encontrado en otros estudios con mayor tiempo de

exposicion a la HAS (Ichihara et. al. 2006).
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ABSTRAC

Pregnancy can be defined as a physiological state temporary of the woman,
with various changes in physiological, both cardiovascular and kidney, among
others (Inaba S et to the. 2008). Cardiovascular changes are a decrease in
vascular response, this decrease may be due to different factors as agents vessel
dilators (ON2, prostacyclins, among others) (Conrad et. Al. 1999;) McLaughlin et.
to the. (1995) as well as a decrease or little vascular reactivity to agents such as
Ang 1l pressors (Halligan et. Al. 1993;) Novak et. to the. 1997; William et. to the.
(1997). The laboratory studies have shown an increase in the participation of the
SRA as R - AT1 and R - AT2 components (Anguiano et to the. 2007). Therefore
the SRA participates in an important in the control of the regulation of blood
pressure during pregnancy and when this balance is broken leads to disorders like
the pre eclampsia. Pre-eclampsia is defined as a disorder of pregnancy that is
characterized by elevation of blood pressure, proteinuria and edema in women
before normotensas after the 20th week of gestation (ACOG, 2002;) (WHO 2005).
As we have advanced research in the SRA found new components of this system,
emphasizing the participation of the recipient to Renin/pro-Renin, which have been
attributed to various functions such as neuronal differentiation in fetal period and
cognitive functions (Contrepas A., et al. 2008), participation in cardiac
complications secondary to have (Ichihara et. Al. 2006), renal complications in
have and DM Il (Krebs, et. to the. 2007;) Ichihara, et. to the. (2006), among others.
Therefore the aim of this work was to determine and analyze the expression of the

RPR in tissue heart of rat pregnant and pregnant with pre eclampsia. Were so
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used rats Wistar strain females were divided into 3 groups: pregnant women not
SHAM (control group), SHAM, pregnant rats and rats pregnant CASR modelled pre
eclampsia. All animals were sacrificed at the end of pregnancy, getting the heart
which was divided into segments (left, right atrium, septum and left ventricular wall)
to determine its protein and gene expression studies of Western Blot and RT -
PCR in real time. Results showed the existence of the RPR in different segments
of the heart out of the condition of pregnancy, the results also show that pregnancy
causes a tendency to raise the protein expression of the RPR in all segments of
the heart, this trend is consistent with the trend to increase gene expression of the
RPR, the results showed that pre eclampsia condition causes a significant increase
in the protein expression of the RPR and gene expression has the same trend
towards rising. The results suggest that the RPR plays an important role in
regulating the PA outside of the condition of pregnancy, pregnancy, and pregnancy
complicated with pre eclampsia, and can participate in the pathophysiology of the
pre eclampsia without the RPR to generate morphological changes in cardiac
tissue as it found in other studies with greater exposure time to the HAS (Ichihara

et. Al. 2006).
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INTRODUCCION

SISTEMA CARDIO-CIRCULATORIO

El corazon es un d6rgano muscular hueco, en los humanos se sitia en el
mediastino de la cavidad toracica, por encima del diafragma orientado ligeramente
a la izquierda, histoldégicamente esta formado por dos tipos de células, musculares
y fibroblasto (Dostal and Baker, 1992). La principal funcion del sistema
cardiovascular es el transporte de sustancias, ya sean hormonales, nutrientes,
oxigeno, o de desecho. El corazén como tal es una bomba fisiolégica compuesta
de 4 cavidades que funcionan en conjunto, su funcién principal es impulsar la
sangre hacia la circulacion sistémica y pulmonar. Para esto, el corazon se contrae
de forma sincronizada en cada uno de sus segmentos, logrando que la sangre
circule a través y fuera del mismo. La regulacion mecanica de este ciclo esta
limitado por cuatro factores que se interrelacionan entre si; 1) la precarga, que es
la carga sanguinea pasiva producto del retorno venoso que determina la longitud
de las fibras musculares previo a la contraccion, 2) la poscarga, es la suma de
todas las fuerzas que la fibra miocardica debe de vencer (volumen telediastolico,
impedancia aortica, resistencia arterial, volumen sanguineo en la aorta, resistencia
vascular periférica, entre otras) para expulsar la sangre del ventriculo izquierdo
durante la sistole, 3) la contractilidad o inotropismo, referido a la fuerza con la cual
se contrae el musculo cardiaco, y 4) frecuencia cardiaca, o cronotropismo, que se
refiere al nimero de contracciones por minuto del corazén como conjunto (Shiels.
et. al. 2008; Stohr EJ et. al 2010). Estos parametros pueden ser modificados

segun las demandas sistémicas. Los mecanismos de estimulacion del corazén son
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2 en general: 1) una regulacién cardiaca intrinseca dada por variaciones de
volumen en la precarga (ley de Franck - Starling); y 2) control de la frecuencia
cardiaca y fuerza de bombeo por el sistema nervioso autonomo (Guyton — Hall
2001). En general, el sistema nervioso autonomo funciona a través del sistema
simpatico excitando el corazoén, provocando que se acelere hasta 5 0 6 veces su
frecuencia cardiaca basal, mientras que el sistema parasimpatico puede disminuir

la frecuencia cardiaca hasta 30 o 40 latidos por minuto (Guyton — Hall 2001).

Independientemente de los mecanismos de regulaciéon antes mencionados,
hay otros mecanismos de regulacion cardiaca de importancia fisioldgica, como son
el SRA (Kim et., al. 2001), la trasposicion de liquidos entre capilares e intersticio,
la secrecion de hormonas como la aldosterona, ADH, péptido atrial natriurético. En
conjunto, estos mecanismos pueden regular la actividad cardiaca a corto,
mediano, y largo plazo, que se pueden traducir en una modificacion de la presion

arterial sistémica (Guyton — Hall 2001).

MODIFICACIONES CARDIACAS DURANTE EL EMBARAZO

Las modificaciones inducidas en el sistema cardiocirculatorio durante el
embarazo normal tienen como finalidad resolver las demandas metabdlicas
crecientes de la madre y el feto. En condiciones normales durante el embarazo,
existe un aumento de la volemia que es maximo hacia las 32 semanas de
gestacion. La volemia o gasto cardiaco (volumen sistolico por la frecuencia

cardiaca) se incrementa en un 40 a 50% es decir de 4, 88 L/min a 7,34 L/miny lo
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hace gracias al incremento de plasma (40-60%) y una disminucion de la
concentracion de la hemoglobina (10-11 g/dl) como de hematocrito dando como
resultado una anemia dilucional (hemo dilucion). La hipervolemia inducida por el
embarazo permite satisfacer por lo tanto, las necesidades metabdlicas, y la
perfusién sanguinea de la unidad feto-placentaria asi como proteger a la madre
de la perdida hematica durante el parto. La mayor parte del incremento del gasto
cardiaco se dirige a la circulacién Utero placentaria y rifiones. A su vez, existe una
disminucién de las resistencias vasculares paralelo al incremento de la volemia,
debido a la vasodilatacion sistémica y a la placentacion, que supone la creacion de
una enorme fistula arteriovenosa de baja resistencia (Wittaker, 1996; Villaverde,

2003).

Sin embargo, en contraposicion a este incremento del gasto cardiaco, se
produce un descenso de la presion sanguinea por disminucion de las resistencias
vasculares sistémicas, siendo su valor mas bajo a mitad del embarazo
aumentando progresivamente hasta final del mismo sin llegar a valores basales.
Esta caida de la presion arterial se ha asociado a un aumento en la resistencia a
la angiotensina Il probablemente como consecuencia de la refractaridad vascular a

Ang Il.

REGULACION DE LA FUNCION CARDIACA POR EL SRA- A

Uno de los sistemas mas importantes, y menos estudiados del control

cardiaco es el mediado por el SRA, este control es ejercido a través de los
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receptores AT;, estimulados por la ANG Il, esta estimulacion provoca hipertrofia
del ventriculo izquierdo (Dostal et., al. 1992), asi como un incremento moderado
en la presion arterial, necrosis de miocitos y miocitolisis, si la infusion con ANG Il
continua provocaran proliferacion de fibroblastos, y remodelacion cardiaca (Tan et.
al., 1992). Otros estudios han reportado que la infusion constante de ANG Il (200
ng/kg/min) provocan un incremento en la expresion de mRNA para es esqueleto
de a — actina, B —-BHC, ANF, fibronectina, TGF — 3 y colageno | y lll, esto provoca
un posterior aumento en la masa del ventriculo izquierdo (Kim et. al., 1995).
Algunos estudios en cultivos celulares de miocitos y fibroblastos cardiacos han
demostrado el incremento de moléculas de sefializacion intracelular posteriores al
estimulo con ANG I, entre los que destacan las MAPS cinasas incluyendo ERK 'y
JNK, que pueden ser los responsables de la hipertrofia de miocitos y la
reprogramacion genética o proliferacion de los fibroblastos (Force et al. 1996;

Sugden and Clerk, 1998; Wang et al., 1998).

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA (SRA)

En el pasado el concepto tradicional atribuido al sistema renina angiotensina
aldosterona (SRA) endocrino o circulante implicado en la regulacion de la presion
arterial (PA) y el equilibrio hidrosalino ha cambiado y cobrado gran importancia
(Tamargo et. al., 1996; Paul et. al., 2006; Dzau et. al., 2005; Watanabe et. al.,
2005). Cuando la PA disminuye como resultado de la restriccion de sodio o de

hipovolemia, las células yuxtaglomerulares del rifidn sintetizan una enzima, la
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renina, que se libera a la sangre circulante. La renina rompe el enlace existente
entre Leu 10 y Val 11 del angiotensindbgeno que es sintetizada en el higado
produciendo un decapéptido inactivo, la angiotensina | (Ang 1); ésta sufre la accién
de la enzima de conversion de angiotensina (ECA), que hidroliza el dipéptido
terminal His9-LeulO de la Ang | y la convierte en Ang Il. La Ang Il produce una
respuesta vasoconstrictora arteriovenosa (que incrementa las resistencias
vasculares periféricas y la PA) (Senbonmatsu, et. al. 2010) cambios en la funcion
glomerular, tubular renal y un aumento en la liberacion de aldosterona, efectos que
producen una retencién renal de sodio y agua, con lo que aumenta aiin mas la PA.
Estas acciones permiten restaurar la volemia y la PA. A su vez, la Ang Il estimula
los receptores AT; en las células yuxtaglomerulares y produce una inhibicion de la
sintesis y la liberacién de renina a este nivel, con lo que se regula la activacion del

SRA.

Por el contrario, la activacion crénica del SRA, tanto circulante como local
produce que la sintesis de Ang Il que actua sobre receptores AT; en las células
diana, incremente las resistencias vasculares (sistémicas, pulmonares vy
coronarias), estimule la liberacion de mediadores vasoconstrictores, produzca
disfuncion endotelia y efectos proliferativos (hipertrofia e hiperplasia celular,
fibrosis) que estaran implicados en el remodelamiento cardiovascular y respuestas
proimflamatorias y protromboticas (Tamargo et. al., 1996; Paul et. al., 2006; Dzau
et. al., 2005; Watanabe et. al., 2005). Todas estas acciones conducen a un
aumento permanente de la PA y la aparicion de alteraciones en la estructura y

funcién cardiovascular (hipertrofia cardiaca) como renal.
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Recientemente se ha demostrado que pro renina y renina ligandos
enddgenos con actividad enzimatica son moléculas activas que interactian con
un receptor especifico PRR y que su estimulacion activa diversas vias de
sefalizacion independientes de las activadas por la angiotensina Il (Robson 2008).

G
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Figura 1. Esquema del sistema renina angiotensina Robson 2008, en

donde se destacan algunos de los nuevos componentes del sistema

COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

RENINA

La molécula de la renina consta de dos l6bulos homdlogos, separados por
una hendidura, en la que se localiza el centro activo de la enzima, que contiene
dos residuos de acido aspartico (Asp 32 y Asp215) localizados en cada uno de los

I6bulos (Danser & Deinum 2005; Sielecki et. al., 1989). El centro catalitico de la
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renina acoge siete de los aminoacidos del angiotensinégeno y rompe el enlace
peptidico Leul0-Valll de éste para forma Ang I. El centro catalitico de la renina
presenta varios bolsillos caracteristico de la familia de las aspartil proteasas

(Rahuel et. al. 2000).

La renina es una aspartil proteasa de 340 aa (35-45 KDa) que se sintetiza
como una pro enzima, en las células mioepiteliales del aparato yuxtaglomerular
renal, y en otros tejidos (retina, testiculo, ovario, placenta, glandulas salivales,
mastocitos, y cerebro) pueden sintetizar pro renina (Danser & Deinum 2005). La
pro renina y la renina se sintetizan y almacenan en las células yuxtaglomerulares

del rifién, desde donde son liberadas a la circulacion sistémica en respuesta a:

1. via del baroreceptor intrarenal,

La estimulacién de los barorreceptores de la arteriola glomerular aferente en
respuesta a una reduccién de la presion de perfusién renal secundaria a

hipovolemia.

2. La estimulacion de los receptores adrenérgicos 81

El sistema nervioso simpatico, media la liberacion de noradrenalina de la
terminal simpatica postganglionar, activando el receptor Bl de las células

yuxtaglomerulares provocando la secreciéon de renina (Goodman & Gilman, 2005).

3. Viade la macula densa

La macula densa se encuentra adyacente a las células yuxtaglomerulares y
estd formada por células especializadas situada entre las arteriolas aferentes y

eferentes, la estimulacion de los quimioreceptores de la macula densa por
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reduccion de la carga de sodio y cloro produce la excrecién de renina (mediado

por prostaglandinas) o su inhibicion (mediado por adenosina).

La conversion de la pro renina en renina implica la pérdida de 43 aa, se
realiza exclusivamente en las células yuxtaglomerulares del riidn y se sigue de la
liberacion de la renina a la sangre circulante (Nguyen et. al 2002). Sin embargo, la
concentracion circulante de pro renina es unas 10 veces mas con respecto a la de
renina (1pmol/l). También ha sido descrito que las concentraciones de pro renina
en los liquidos folicular ovarico y amniotico asi como el liquido intersticial en
tejidos de corazon, rifién, cerebro pueden ser unas 100 veces superiores a las
concentraciones plasmaticas (Hsueh &, Baxter, 1991), al parecer Unicamente el
1% de pro renina se unird al RPR (10pM) (Nguyen, 2008), sin que se haya

reportado una funcion para estas concentraciones tan altas en el intersticio.

Igualmente, los valores de prorrenina aumentan en la placenta de mujeres
con preeclampsia, lo que indica un papel de la prorrenina/renina en la génesis de
este padecimiento (Singh et. al., 2004). Adicionalmente, en corazones humanos
con cardiomiopatia dilatada, la concentracién cardiaca de pro renina es superior a
la observada en el corazén de donantes (Danser et. al., 1997). Por el contrario, la
estimulacion cronica del SRA aumenta la conversién de pro renina en renina, con

lo que disminuye el cociente pro renina/renina.
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PRO RENINA

Durante afios se considerd que la pro renina era el precursor inactivo de la

renina y que su funcién estaria relacionada con la formacion de Ang Il.

La pro renina es un péptido de 383 aminoacidos el cual tiene un dominio
inhibidor de 43 aminoacidos en la regién N-terminal que es el responsable de
cubrir la parte activa e impedir el acceso del angiotensinogeno (Nguyen, 2008). La
pro — renina es sintetizada como una pre — hormona por el rifidén (Susuki, F. 2007),
se ha encontrado que la pro renina no solo se sintetiza en las células
yuxtaglomerulares sino también, en los tubulos colectores, glandulas adrenales,
0jo, células de Miuller, mastocitos, miometrio, testiculo, ovario, y placenta
(Nguyen, 2008); desde estos tejidos es secretada constantemente a circulacion
general por lo que la relacion es mucho mayor con respecto a la renina (9:1) en
plasma(Poisner AM. 1995), asi mismo también hay reportes de que en el
intersticio de los tejidos donde es sintetizada la pro renina es aproximadamente 1
molécula de renina por cada 100 de pro renina (Nguyen, 2007). La pro — renina
posee un receptor propio, receptor a pro — renina (RPR) (Poisner AM. 1995). Dada
las concentraciones plasmaticas de pro renina en comparacién con la renina, se
ha sugerido que esta tiene una mayor actividad metabdlica que la renina,
sobretodo en situaciones patoldgicas como falla cardiaca, hipertension arterial,

glomeruloesclerosis, ateroesclerosis, entre otras (Felt S, 2008).
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Figura 2. Mecanismos de activacion de la pro renina, via proteolitica, y

via no proteolitica activada por la participacion del RPR (Danser et. al. 2007)

RECEPTOR RENINA / PRO RENINA

A partir de 1996 se describieron diversas proteinas de unién a la renina, en
diferentes tejidos, tanto de humano, rata y de cerdo; dentro de estas proteinas
destaca la N-acil-D-glucosamina 2-epimerasa (Maru, |. et. Al. 1996), pero a pesar
de ser descrita y analizada posteriormente se refiri6 que ninguna de estas
proteinas presentaba actividad fisiolégica. En 1998, Ludwing y cols. Demostraron
que el extremo C-terminal del RPR se asociaba a la ATPasa vacuolar
transportadora de H* (ATP6AP2), que causa la acidificacion citoplasmatica y de
diversas organelas intracelulares (lisosomas, endosomas, vesiculas sinapticas). El
complejo RPR/ATP6AP2 se encuentra en todos los tejidos de los vertebrados,
aunque alcanza su mayor concentracion en el sistema nervioso central. El
complejo RPR/ATP6AP2 se expresa fundamentalmente en el interior celular y en

la fraccion microsomal, mientras que es minima su expresion en la superficie
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celular (Saris et. al., 2006), tal como lo habian propuesto Nguyen y su grupo en el
afio 2002. Esto indica que la renina intracelular podria participar en la regulacién

de otras funciones celulares.

En el 2002, se describe por primera vez una proteina transmembranal que se
une tanto a renina como a su precursor, la pro renina. Recibiendo el nombre de

receptor a_renina/pro renina. Nguyen en el afio 2002 describié por primera vez el

receptor a renina/pro — renina (RPR), o ATP6AP2 una proteina transmembranal
de 350 residuos aa, que fue identificada en cultivos de células mesangiales
humanas, células musculares lisas vasculares del subendotelio glomerular,
arterias renales y coronarias. La expresion del RNAm de este receptor alcanza los
niveles mas altos en cerebro, corazoén y placenta; en menor grado en higado, rifién
(células mesangiales y de los tubulos distales y colector), células musculares lisas
vasculares renales, coronarias y sanguineas (macrofagos, células T vy
granulocitos) y, en minimo grado, en pulmon, musculo esquelético y retina

(Nguyen et. al. 2002; Campbell et. al., 2008).

Ha sido descrito que el gen nl4f de 2,034 Kb codifica la sintesis de la
proteina RPR de 39.008 KDa. El RPR tiene una vida media de 30 hrs y presenta
una alta una alta afinidad (Ki=0.4nmol) por pro renina activa y renina del que se
disocian muy lentamente (semivida de 4 h para la renina) (Nguyen et. al. 2002). El
RPR presenta dos regiones hidrofébicas un segmento transmembranal de 350 aa,

con un extremo N-terminal extracelular largo (extremo-amino-terminal), no
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glucosilado y muy hidrofébico, que se encarga de la unién de la pro renina y la
renina y un extremo C- terminal intracitoplasmatico muy corto de unos 20
aminoacidos que constituye su sitio de anclaje a la membrana celular. De los 24
aa localizados en el citoplasma Ser 337, Thr 343, Tyr 335, y Tyr 340 son
considerados como los residuos mas probables donde se realiza la modulacién
por fosforilacion, siendo la Tyr 335 el sitio mas probable de fosforilacion (NetPhos

2.0 prediction) (Nguyen et. al., 2002).

(pro)renin binding V-ATPase associated

- - ~

—
M-terminal = - C-terminal

V-ATPase

Figura 3. Estructura esquematica del RPR y su asociacion con la v —
ATPasa, en la parte C- terminal se observa su sitio de unidon ala membranay
su union alav — ATPasa, y en la N - terminal se observa su sitio de unién a

la renina/ pro renina (Nguyen et. al. 2008)
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ACTIVACION DE LA PRO RENINA

En condiciones normales, la pro renina no es cataliticamente activa debido a
gue un prosegmento de 43 aa localizado en el extremo N-terminal obstruye la
hendidura donde se encuentra la zona catalitica e impide que el angiotensinégeno
acceda a ella (Danser & Deinum 2005). La actividad catalitica de la pro renina

puede activarse por dos mecanismos, uno proteolitico y otro no proteolitico.

La activacion proteolitica es un proceso irreversible que tiene lugar tras la
escision o pérdida del prosegmento por agentes enddgenos (catepsina B en las
células yuxtaglomerulares del rifién, asi como diversas serinas proteasas de otros
tejidos) (Sielecki et. al., 2001; Neves et. al., 1996) lo que deja libre la zona
catalitica. La activacion proteolitica soOlo tiene lugar en las células
yuxtaglomerulares del rifion y conduce a la sintesis de renina activa, que sera
almacenada o liberada a la circulacion sistémica.

La activacion no proteolitica es un proceso reversible que implica dos
pasos sucesivos, un desplazamiento del prosegmento que deja libre la zona
catalitica, seguido de un cambio conformacional, que convierte la pro renina en
renina activa (Derkxet. Al.,1992). La activacion no proteolitica de la pro renina
puede producirse también; una vez que ésta se ha unido a su receptor; esta via
seria la causa, en gran parte, de la sintesis de Ang | y Ang Il en la superficie de las
células diana (Nguyen et. al., 2002;Atsuhiro, 2006), lo que avalaria la hipotesis de

gue el aumento de la concentracién plasmatica de pro renina se asociaria a un
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aumento en la activacion del SRA tisular (Danser et. al. 2005; Zhao et. al., 2006).
Esto indicaria que la activaciéon tisular no proteolitica de la pro renina estaria
implicada en la activacion del SRA local (no del SRA circulante) y tendria una
importante participacion en la génesis y/o la progresién de las lesiones de los

organos diana.

Vias de sefalizacién activadas por el PRR

La unidn de pro renina y/o renina a su receptor produce dos tipos distintos de
efectos. En primer lugar, aumenta la actividad catalitica de la renina 4-5 veces,
acelerando la conversion del angiotensindgeno en Ang | en la superficie de la
membrana de las células de los 6érganos diana en intimo contacto con la ECA y los
receptores AT1; como consecuencia aumenta la sintesis de Ang Il y se activa el
SRA (Nguyen et. al., 2002; Danser et. al., 2007). Cuando la pro renina se une al
PRR, sufre una activacion no proteolitica y adquiere una actividad catalitica similar
ala de larenina, por lo que en estas condiciones podria tener un papel fisioldgtico

(Nguyen et. al., 2002; Nabi et. al., 2006).

Por otro lado, la interaccién de la pro renina y/o la renina con el PRR produce
la activacion de diversas vias de sefalizaciébn que son independientes de la
formacion de Ang Il (Nguyen et. al., 2002; Campbell, 2008; Nguyen 2006; Schefe
et. al., 2006). Pro renina y renina inducen la fosforilacion de residuos de serina y
tirosina localizados en el extremo C-terminal intracitoplasmatico (Ser337, Tyr335,
Tyr340) y de las cinasas reguladas por sefales extracelulares Erk1l/2 (p44/p42

MAPK) implicadas en la hipertrofia y la proliferacion celular (Nguyen et. al., 2002;
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Saris et. al. 2002). Estas acciones explicarian por qué la fibrosis y la hipertrofia
observadas en ratas que sobre expresan pro renina o el RPR son independientes

de la Ang Il y de las cifras de PA (Veniant et. al., 1996; Burckle et. al., 2006).

Pro renina y renina aumentan la concentracion de TGFB; en las células
mesangiales humanas y de [dtHuang Y et. al 2006); este efecto es
independiente de la Ang II, ya que no implica al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (Huang et. al., 2006; Huang et. al., 2007). El TGFB; a su vez, activa la
sintesis del inhibidor tipo-1 del activador del plasminégeno (PAI-1), que posee
propiedades profibréticas y protrombéticas y de componentes de la matriz
extracelular, como el colageno tipo | y la fibronectina (Schefe et. al., 2006; Nguyen

et. al., 1996; Huang et. al., 2006; Huang et. al., 2007).

En cardiomiocitos neonatales, se ha reportado que incluso en ausencia de
angiotensindgeno, la pro renina activa la p38, c-jun, y JNK perteneciente a la
familia de MAPK (Ichihara A, et. al. 2006) proteinas involucradas en la
estimulacién del crecimiento celular (Funke - Kaiser 2009). La pro renina activa
la p38 y fosforila la proteina de choque térmico (HSP) (Yakota et. al., 2005; Saris
et. al., 2006). Estas moléculas son parte de cascadas de sefializacion que estan
determinadas para la diferenciacion, crecimiento celular, y proliferacién por
segundos mensajeros acoplados a proteinas G (Sakoda et. al. 2007), estas
modificaciones en la expresion proteica al final de la sefalizacion y transcripcion

genética, se empiezan a notar a partir del minuto 20 posterior a la estimulacion de
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los RPR (Sakoda et. al. 2007). Cabe resaltar que no en todos los tejidos se
presenta la misma expresiéon de componentes de las vias de sefializacién, por
ejemplo, en el corazén, hay una mayor expresion de ERK 1 /2, y una disminucién
de ¢ —jun, mientras que en cultivos de células mesangiales se invierte esta
relacion, este comportamiento puede ser debido a las funciones especificas del

receptor para cada érgano y/o tejido.

| renin | | prorenin |

(pro)renin receptor |

repression fibronectin
transcription PAI-1 actin filament
(pro)renin receptor collagen 1 dynamics

! v

| contractility, hypertrophy, fibrosis, apoptosis |

Figura 4. Vias de sefializacién intracelular y sus posibles respuestas

celulares, reportadas por Danser 2007
OTRAS FUNCIONES DEL RPR

Datos recientes indican que el RPR podria ser importante en otras funciones
celulares independientes de la activacion de la prorrenina y la renina. Asi en
ratones, peces cebra o C. elegants, la supresion del gen que codifica el RPR es

letal (Burckle & Bader 2006; Amsterdam et. al., 2004). Ademas, células madre
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embrionarias de raton deficientes en RPR no generan quimeras cuando se
inyectan en blastocitos. Estos hallazgos indican que el RPR tendria un papel
fundamental en la proliferacion, la diferenciaciébn y la supervivencia celular,
ademas de que parece participar en el desarrollo del sistema nervioso central y las

funciones cognitivas.

Hay que sefalar que no todas las funciones del receptor son patologicas,
dentro del desarrollo embrionario se ha descrito que participa activamente en la
diferenciacion y especializacion de células mesangiales, cerebro, demostrando
esta actividad en rata, raton, y algunas especies de peces. En corazon parece
estar implicado en esta etapa del desarrollo especializando a las células, esto se
comprobd al generar cepas knock-out de ratones en los cuales se retiro el exon 2
del gen codificante para el RPR, y se observo que los productos de estos ratones
nacian vivos, pero fallecian antes del dia 20, todos por falla cardiaca,

incrementando la relacién peso cardiaco/peso corporal (Kinouchi K. 2010).

A pesar de las caracteristicas y efectos que se han reportado a cerca del
receptor no se ha podido demostrar su participacion en la etiologia de la
hipertension arterial sistémica, sin embargo, los datos reportados lo involucran en
diferentes complicaciones de la hipertensién esencial como es el desarrollo de
hipertrofia cardiaca secundaria a la hipertension arterial mediante la activacion de
su via de sefializacion intracelular y formacién de Ang Il en la superficie celular
(Ichihara et al. 2006). En este sentido Ichiara ademés demostr6 que la
administracion de un decapeptido bloqueador del RPR (NH2 — RILLKKMPSV —

COOH) en ratas espontaneamente hipertensas revertia el desarrollo de fibrosis
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cardiaca perivascular, comparado con su propio control sin tratamiento,

comprobando asi las caracteristicas hipertroficas antes mencionadas.

SHRsp SHRsp+HRP

Figura 5: se muestra la participacion del receptor en las complicaciones

de la hipertensién, con una tincién de tricromo de masson, se observan
aéreas de fibrosis (azul) marcadas en el tejido de ratas espontaneamente
hipertensas de 12 semanas (SHRsp), efecto que se revierte en las ratas
espontaneamente hipertensas en tratamiento con un bloqueador especifico
del RPR (HSRsp + HRP), acercandose a los controles sanos de ratas wistar
(WKI) y ratas wistar sanas con antagonista especifico (WKY+HRP) (Ichihara

et al. 2006).

Schefe en el afilo 2006 reporto un interregulacion entre el receptor AT, y el
RPR, la estimulacion del RPR por la renina induce la interaccion del dominio C-
terminal del receptor con el factor de transcripcion promielocitico dedos de Zinc

(PLZF), ya que ambos comparten esta proteina adaptadora promielocitica, esta
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proteina PLZF es traslocada hacia el nucleo inhibiéndose parcialmente la
transcripcion del RPR (Schefe et.al., 2006), este podria ser un mecanismo de
retroalimentacion negativo ya que la menor expresion del RPR prevendria una
excesiva activacion del SRA. Con este dato se sugiere que hay una
intercomunicacién entre las vias de sefalizacion de ambos receptores, lo que
permite que haya una activacion de tipo crosstalk de cada una de estas vias sin
necesidad de que haya activacion del receptor en cuestion, lo cual podria
potencializar el efecto hipertréfico y fibrotico propios de la estimulacion constante

de ambos receptores.

————————————————————————————————————————————————————————————— E i
; negative feedback renin

angiotensinogen

angll «——— ang| growth
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Figura 6: Intercomunicaciéon entre el RPR y receptores AT2 reportado

por Funke-Kaiser 2009.
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ANGIOTENSINOGENO

El angiotensinogeno es sintetizado principalmente en el higado como pre
angiotensinogeno una proteina glomerular con un peso entre 55 y 60 KDa y 452
aminoacidos, la cual se hidroliza en su porciéon amino terminal dejando cadenas
cortas de 14 aa siento el angiotensinogeno propiamente. Se ha encontrado
también RNAm codificante del angiotensinogeno en sistema nervioso central,
riinon, tejido graso, y corazon, se libera constantemente a la circulacion general, y
en ciertas circunstancias fisiologias y patologicas puede aumentar sus
concentraciones en circulacion general, entre las que destacan el embarazo
normal, el embarazo complicado con hipertensién y la hipertension esencial,
teniendo diferentes funciones fisioldgicas o patoldégicas en cada una de estas
patologias. Una vez que el angiotensinogeno es captado por la renina sufre una
escision en el aa 11 transformandolo en un decapeptido la angiotensina | (Ang I) el
cual es el sustrato de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Robson, et.

al. 2008).

ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La ECA es una enzima ampliamente distribuida en el organismo,
encontrandose en circulacion, intersticio, superficies celulares e intracelulares, se
ha descrito su localizacion en diversos 6rganos como cerebro, vasos sanguineos,

rifién, glandulas suprarrenales, corazon, entre otros (Robson et.al. 2008).
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Se han descrito 3 isoformas de la ECA las cuales tienen como sustrato el
angiotensinogeno, todas producen wuna ruptura en diferentes aa del
angiotensinogeno obteniendo diferentes productos con una actividad metabdlica
diferente. La isoforma |, la mas abundante, es una proteina de 1278 aa con dos
dominios cataliticos, su funcién es romper el enlace peptidico de la porcién
carbonilo terminal de la Ang | en los dos ultimos aa generando un octapeptido. La
angiotensina 1l (Ang IlI) una proteina de 805 aa, es una glicoproteina
transmembranal tipo | con un dominio catalitico extracelular con un peso
aproximado de 120 KDa que se ha localizado predominantemente en corazén,
rifiones y testiculos, entre otros; usa zinc como cofactor, pertenece a la familia de

las peptidasas M2.

EMBARAZO

Cambios fisiolégicos durante el embarazo.

El embarazo se define como un estado fisiolégico que transcurre entre la
implantacion del ovulo fecundado en el uUtero hasta el momento del parto, y
comprende todos los cambios fisiolégicos, metabodlicos y morfologicos (Schwarcs,
2002), la causa de todos estos cambios no esta bien establecida, pero parece ser
multifactorial el origen de estos cambios sobretodo propiciados por el ambiente

hormonal del propio embarazo.
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Dentro de los mdltiples cambios existentes con el sistema cardiovascular,
algunos de los cuales son el aumento del volumen sanguineo, aumento del gasto
cardiaco y paradéjicamente una disminucién en las resistencias vasculares
periféricas. Se ha reportado que a partir de la segunda mitad del embarazo hay
un aumento progresivo del volumen plasmatico que puede llevar hasta el 50%
sobre la basal, hay también una disminucion del hematocrito proporcional al
aumento del volumen plasmatico lo que puede llegar a confundirse con una
anemia dilucional; la disminucion en las resistencias vasculares periféricas parece
estar asociada a dos factores importantes, el aumento de agentes vaso
dilatadores (ON,, prostaciclinas y factor hiperpolarizante derivado de endotelio)
(Conrad et. al. 1999; McLaughlin et. al. 1995) asi como una disminucion y poca
reactividad vascular a agentes presores tales como la Ang Il (Halligan et. al. 1993;
Novak et. al. 1997; William et. al. 1997). Estos cambios son més evidentes durante
el tercer trimestre del embarazo y a pesar de que se han descrito estos cambios
en multiples estudios solo se ha podido describir que estos cambios son de origen
multifactorial y son el resultado de estimulos y modificaciones a nivel de sistema

nervioso central, hormonal, y modificaciones estructurales del propio corazon.

Estudios han demostrado un cambio en la proporcion y distribucion de los
receptores AT; y AT,, con un aumento de los AT2 y una disminucion de los AT1
reportados en corteza y medula renal hacia el tercer trimestre del embarazo lo que

explica en parte la hipotension caracteristica (Anguiano et. al. 2007).
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ENFERMEDADES HIPERTENSIVAS DEL EMBARAZO

Las enfermedades hipertensivas del embarazo son un conjunto de patologias
que presentan a la hipertensién afiadida o preexistente, en el embarazo, existen
multiples clasificaciones de este grupo de enfermedades, una de las mas

aceptadas es la de Ganty Worley (1980), que dice:

1. Hipertension inducida por el embarazo: preeclampsia y eclampsia
genuinas. Es un sindrome especifico hipertensivo de la mujer
embarazada que desaparece después del parto o tras la primera
semana de puerperio. Normalmente la preeclampsia incluye ademas
de hipertensién arterial, proteinuria y edemas. Aparece después de la
20 semana; existe un cuadro parecido precoz (antes semana 20) que
puede deberse a una mola vesicular. Si la preeclampsia de agrava
puede desembocar en eclampsia: cuadro clinico caracterizado por
convulsiones y coma. La preeclampsia y la eclampsia esenciales son
caracteristicas de primigestas, sobre todo si son menores de 20
afios. En las pacientes de mas edad, la mayor incidencia se da en

mujeres mayores de 35 afios.

2. Hipertensién crénicay embarazo. Se incluye cualquier enfermedad
hipertensiva anterior al embarazo que cumpla: demostracién clinica
de cifras elevadas de presién arterial antes del embarazo o
descubrimiento de la hipertensién arterial (HTA) antes de la semana

20 (excluir la mola). En ocasiones, se diagnostica a posteriori por la
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persistencia de la hipertension arterial (HTA) tras el embarazo. A
veces, la hipertension arterial cursa sin grandes modificaciones

durante la gravidez, pero pueden aparecer alteraciones diversas.

3. Preeclampsia y eclampsia sobreafiadidas a hipertension
cronica. La frecuencia en la que una hipertension arterial cronica
derive en preeclampsia oscila entre un 25-70%. El
desencadenamiento de estos cuadros suele ocurrir en la segunda
mitad del embarazo, pero de aparicion mas precoz que en los casos
de preeclampsia esencial. Puede aparecer eclampsia entre la 24-30
semana. Lo que es muy raro es la eclampsia genuina. Se diagnostica
por el agravamiento de una hipertensién arterial preexistente junto
con edemas o proteinuria (0 ambos). Pueden aparecer alteraciones
retinianas agudas. Puede plantearse un problema en el diagndstico

diferencial de 1y 3.

4. Hipertension tardia o transitoria. Aumento de la presion arterial en
algunas gestantes al final del embarazo, en el parto o en el puerperio
precoz. Puede tratarse de hipertension arterial inducida por el
embarazo de caracter leve o de un primer brote de hipertension
arterial esencial. Desaparece antes del final de la primera semana

del puerperio y no hay edemas ni proteinuria.
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PRE ECLAMPSIA

De esta clasificacion nosotros unicamente nos enfocamos en el primer
grupo, la preeclampsia, la cual es definida como una alteracion propia del
embarazo que se caracteriza por elevacion de la presion arterial, proteinuria y
edema, en mujeres antes normo tensas después de la semana 20 de la gestacion,
la cual puede estar acomparfiada con retraso en el crecimiento intrauterino y parto

prematuro. (Davison et. al. 2004)

Debido al aumento en la TAM se producen dafios en diferentes 6rganos
entre los mas estudiados y reportados encontramos en el rifion una Endoteliosis
capilar glomerular con tumefaccion de las células endoteliales mesangiales, y
depasitos fibrinoide en la membrana basal; en el endotelio existe una disfuncion
por disminucion de la liberacion de sustancias vasopresoras, y una disminucion en
la liberacion de sustancias vasodilatadoras; como resultado del vasoespasmo
arteriolar que disminuye el volumen plasmatico circulante, esto se traduce en
hemoconcentracion y por tanto el péptido natriurético auricular estd aumentado
para compensar el vasoespasmo, hay signos de coagulacion intravascular
diseminada en un 10% de los casos de mujeres pre eclampticas (LaMarca et. al.
2008).

De acuerdo a las cifras de presion arterial y al grado de proteinuria, se ha
clasificado a la preeclampsia en tres grupos (Gant y Cunningham, 1995; ACOG

2002):
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A) Preclampsia leve. Las cifras de presion arterial son superiores a los

140/90 mmHg, edema minimo y proteinuria menor a 1.5 g en 24 horas

B) Preclampsia moderada. Las cifras de presion arterial igual o
superior a los 150/100 mmHg, acompanadas de edema moderado de ambas

extremidades inferiores y proteinuria entre 1.5y 3.0 g en 24 horas

(03] Preclampsia grave. Las cifras de presién arterial son iguales o
superiores a los 160/110 mmHg con proteinuria mayor de 5 g en 24 horas, oliguria
(flujos urinarios por debajo de 30 ml/min) y/o presencia de sintomas cerebrales
(obnubilacién, cefalea, vémitos o vision borrosa) edema pulmonar o cianosis, dolor
epigastrico o en el cuadrante superior derecho, alteracion de la funcion hepética,

trombocitopenia.

D) Eclampsia. Es aquella situacion en la cual existen crisis convulsivas

no atribuibles a otra patologia cerebral en una paciente con preclampsia.

FISIOPATOLOGIA DE LA PRE ECLAMPSIA

Se han descrito diversos factores que se cree estan implicados en la
fisiopatologia de la preclampsia como son los factores genéticos, inmunolégicos
asi como un desequilibrio en la produccién de sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras, y a pesar de los mdultiples estudios realizados hasta el
momento, no se ha podido definir una teoria fisiopatologia que explique todos los

cambios generados. Existen varias teorias en base a la etiologia de la pre
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eclampsia, y aunque una sola no puede explicarla totalmente la combinacién de
dos 0 mas de estas podria dar una respuesta a esta incégnita. Dentro de las mas
destacadas estan la participacion del oxido nitrico, agentes vasoconstrictores,
estrés oxidativo, el SRA, factores dietéticos, y algunas citocinas pro inflamatorias

(Gilbert et. al. 2008).

La produccion de oxido nitrico (NO) que normalmente se eleva en el
embarazo y esta implicado en algunos de los cambios cardiovasculares normales,
como la disminucion de las resistencias periféricas. En la pre eclampsia se
encuentra disminuida la oxido nitrico sintetasa (NOS), lo que implica el aumento
de las resistencias periféricas (Crews et. al. 2000) sobretodo en rifidén, crecimiento
intrauterino restringido, e incremento en la morbilidad fetal, los avances en este
sistema en particular son muy pocos debido a la dificultad de manejar el sistema
del NO. A pesar de esto existen diferentes teorias acerca de la deplecion de la
NOS, como son la disminucibn de la L — arginina lo que causa una
sobreexpresion de la arginasa Il pudiendo orientar la funcion de la NOS hacia
otras especies oxidantes en placenta (Noris et. al. 2004); otros han reportado que
el aumento en las concentraciones de arginina en plasma puede activar la
produccion tanto peroxinitritos y superoxidos y contribuir al estrés oxidativo que se
presenta en la pre eclampsia (McCord et al. 2005); se han reportado moléculas
como el ADMA (asymmetrical dimethylarginine) presenta una elevada
concentracion antes de que inicie el cuadro inicial de la pre eclampsia y que
pueden funcionar como inhibidores de la NOS vy participar en las condiciones

fisiopatoldgicas de la pre eclampsia (Speer et. al. 2008).
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Otras investigaciones se han enfocado al estrés oxidativo, y un desequilibrio
en las moléculas proxidativas y antioxidantes resultando en una disfuncién
endotelial. Una de las moléculas reportadas al dia de hoy es la NAD(P)H, es una
molécula importante en la capacidad oxidativa de los neutrofilos, células
endoteliales de vasos, y citotrofoblastos, se ha reportado que hay un incremento
de estas moléculas en el trofoblasto y en células de musculo liso vascular de la
placenta de mujeres con pre eclampsia (Raijimakers et. al. 2004), mas aun en este
estudio se realizo un estudio coparativo entre el estrés oxidativo provocado por el
NAD(P)H entre mujeres previamente hipertensas y mujeres pre eclampticas y se
observo un aumento en el NAD(P)H en estas ultimas, o que habla del estrés
oxidativo en la placenta y su participacion la pre eclampsia. Asi mismo hay
estudios enfocados en la participacion de moléculas antioxidantes como la
vitamina c, vitamina A vitamina E, betacarotenos, y glutatibn en mujeres con
embarazo normal y con pre eclampsia (LaMarca et. al. 2008), y se reporto que hay
una disminucion importante de algunas de estas moléculas en la pre eclampsia, y
esto provoca que haya un decremento en la modulaciébn de la NOS en la

respuesta contractil de vasos mesentéricos.

Estudios realizados con respecto a la endotelina (ET) han demostrado que
esta es mas selectiva, ya que Unicamente la ET — 1 participa en la fisiopatologia
de la pre eclampsia, ya que solo un blogueador selectivo de esta produjo cambios
significativos en la presién arterial media de ratas pre eclampticas, en

comparacion con la ETa (Alexander et al 2001).

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL Pagina 43



MAESTRIA EN CIENCIAS EN FARMACOLOGIA

Algunas moléculas como la interleucina 6 (IL — 6) y el factor de necrosis
tumoral a (TNF — o) han presentado una elevacion sustancial durante la pre
eclampsia, y el bloqueo de estas disminuye la presion arterial en ratas pre
eclampticas (LaMarca et. al. 2005, Godonski et. al. 2006), asi como la
administracion de concentraciones similares a las presentadas por mujeres pre
eclampticas en ratas embarazadas sanas produce la elevacion de la presion
arterial, disminucién del flujo sanguineo renal, y disminuciéon de la fraccion de

filtracion glomerular (LaMarca et. al. 2005).

El sistema renina angiotensina parece ser algo mas complejo, ya que
durante el embarazo normal a pesar de haber un aumento en la produccion de
Ang I, hay disminucion de la presion arterial, esto debido a una modificacion en la
expresion de receptores AT, y AT, perseverando los AT, sobre los ATy,
obteniendo asi el efecto antihipertensivo caracteristico en el embarazo normal,
durante el embarazo con preclampsia este efecto no se presenta y hay un
aumento en los receptores AT1 (Anguiano et. al.2007), mas aun el sistema por si
solo puede desencadenar la activacion de algunas de las moléculas antes
mencionadas sobretodo de las IL — 6, TNF — a, asi como la liberacion de Ca por

parte de las células endoteliales de musculo liso vascular (LaMarca et. al. 2005).

Se ha propuesto que, la fisiopatologia de la preclampsia ocurre en dos
estadios: 1) reduccion de la perfusion placentaria, y 2) el sindrome clinico materno

fetal (Babbette D. et al., 2009).

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL Pagina 44



MAESTRIA EN CIENCIAS EN FARMACOLOGIA

La implantaciébn anormal e isquemia placentaria son dos de las teorias mas
aceptadas para el desarrollo de preclampsia ya que esta teoria involucra varios

factores como son:

e Inadecuada invasion del trofoblasto en las arterias espirales
del utero.
e Cambios en el flujo de sangre que llega la placenta ya sea en
las arterias espirales o en las arterias uterinas.
e Incremento en la resistencia periférica basal de la placenta
gue ocasiona un flujo sanguineo disminuido hacia las arterias

umbilicales. (Berthold, 2008).
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Figura 6. esquema de la interaccién de las diferentes teorias de la pre

eclampsia asociadas alaisquemia feto placentaria (Gilbert et. al. 2008).

Otra de las razones por las que la isquemia feto - placentaria es la teoria mas

aceptada, es porque esta involucra la participacion de la mayor parte de los
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componentes antes mencionados, esta interaccion originada de sustancias es
inducida por un efecto de inicio multifactorial, pero que da una posible respuesta a
una gran cantidad de incégnitas presentes en la fisiopatologia de la pre eclampsia
(Gilbert et. al. 2007).

Con estos antecedentes, se describe la posible participacion del RPR
implicado en el desarrollo de la hipertensién arterial, por lo que, resulta de gran
interés estudiar su presencia de este receptor en el desarrollo de la pre -

eclampsia.

JUSTIFICACION

El embarazo es un estado fisiolégico caracterizado por una disminucion de la
reactividad vascular a agonistas como Ang Il, efecto que se invierte en la
hipertension inducida durante el embarazo o la preclampsia. Se considera a la pre
— eclampsia ser una de las principales causas de mortalidad materno infantil,
caracterizado por la elevacion de la presion arterial, proteinuria y edema. Se han
descrito diversas teorias acerca de la fisiopatologia de la preclampsia refiriendo un

aumento de la activacion del SRA — A (Shah et. al., 2005).

Recientemente investigaciones como la de Ichita y cols en el 2006 describen
de manera importante el papel de la unién de la pro — renina y el RPR en el
desarrollo de la hipertension arterial. Sin embargo existe muy poca informacién
acerca de si su presencia y/o modificacion durante el embarazo constituya un
mecanismo fisiopatolégico importante que pudiera explicar al menos parte la

elevacion de la presion arterial en la preclampsia. Por lo tanto, en el presente
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trabajo pretendemos analizar la expresion del receptor a renina / pro — renina
durante el embarazo y embarazo con preclampsia en tejido cardiaco de rata, y asi

obtener informacién acerca de la fisiopatologia de este padecimiento.

HIPOTESIS.

Durante el embarazo con preclampsia se aumenta la expresion del RPR en

el tejido cardiaco.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion del RPR durante el embarazo normal y con

preclampsia en un modelo de coartacion aortica subrenal en rata (CASR).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Reproducir el modelo de hipertension inducida en el embarazo como

modelo de pre eclampsia mediante CASR.

e Determinar la expresion proteica y génica del RPR mediante Inmunoblot y

RT PCR tiempo real, en tejido cardiaco de embarazo normal.

e Determinar la expresion proteica y génica del RPR mediante Inmunoblot y
RT PCR tiempo real, en tejido cardiaco de embarazo complicado con

preclampsia.
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GRUPOS EXPERIMENTALES
Se usaron Ratas wistar hembras de 250 gr + 20 gr, en condiciones similares
de luz/oscuridad, con libre acceso a agua y alimento, las cuales fueron divididas

en 3 grupos experimentales:

1. No embarazadas con cirugia simulada (SHAM) (n=6) (NE SHAM)

2. Embarazadas (con cirugia simulada) (n=6) (EMB SHAM)

3. Embarazadas con coartacion aorticas subrenal (preeclampsia) (n=6)
(EMB CASR)

En todos los casos, una vez que se sacrificaron a los animales se extrajo el
corazén y fue pesado para determinar el indice cardiaco, posteriormente fue
seccionado en 4 en los segmentos: auricula izquierda, auricula derecha, septum, y

pared ventricular izquierda, para determinar la expresion génica y proteica.

METODOLOGIA

REPRODUCIR EL MODELO DE PREECLAMPSIA MEDIANTE CASR

Los grupos animales que fueron sometidos a CASR, previa anestesia con
éter etilico inhalado en una camara de gas, los animales fueron afeitados y
realizando técnicas quirargicas estériles se realizo una incision de 2 cm en la linea
media abdominal a aproximadamente 1 cm por debajo del apéndice xifoides, una

vez localizada y disecada la aorta abdominal por debajo de la bifurcacién de las
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arterias renales se anudo con hilo de seda calibre 000 y ayudados de una aguja
de acero calibre 26 angulada a 45°, de manera distal reduciendo
aproximadamente en 60% el flujo sanguineo de la aorta a partir de la anudacion,
se retiro la aguja y se cerrd la pared abdominal, se permiti6 un periodo de
recuperacion de 15 dias para su posterior apareamiento y utilizacién. El modelo de
CASR fue descrito por primera vez en perras embarazadas (Abitbol et. al 1982);
posteriormente fue retomado para otras especies como conejo, en el caso de las

ratas fue descrito y validado previamente (Bobadilla et. al. 2001.

Posterior al periodo de recuperacion, se colocaron las ratas hembras (3
ratas) por cada macho competente, durante 4 dias, y confirmando el embarazo
con un frotis vaginal en el que se observaron espermatozoides en el tapén
mucoso del canal vaginal. En todos los casos se usaron las ratas hacia la tercera

semana del embarazo.

En el caso de las ratas SHAM, se realizo el procedimiento quirtrgico del
mismo modo, pero no se anudo la aorta abdominal, se permitié los 15 dias de
recuperacion antes de colocarlas con el macho para su apareamiento y continuar

con los procedimientos.
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MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL

A todos los grupos se les tomo la presion arterial, los grupos de ratas no
embarazadas en cualquier fase del ciclo estral, y en el caso de las ratas
embarazadas indistintamente se les tomo en la tltima fase del tercer trimestre del
embarazo. En todos los casos el procedimiento fue el mismo, se atempero a la
rata en un ambiente calido para provocar una vaso dilatacion arterial, colocando a
la rata en un cepo para su inmovilizacién (previo entrenamiento en los cepos 10
min 3 veces al dia por lo menos 4 dias previos al dia de la medicion), se coloco un
transductor de presion en la cola de la rata el cual detecto pulso de la arteria
caudal, y este a su vez estuvo acoplado a un sistema de deteccion electronica
(método pletismografico), y se obtuvieron los siguientes datos: presion sistdlica,

presion diastdlica, y frecuencia cardiaca (LETICIA; Panlab, Barcelona, Espafia).

MEDICION DE PROTEINURIA

Indistintamente se colocaron a todos los grupos de ratas en cajas
metabdlicas durante 2 dias, tomando el primer dia como adaptativo, y el segundo
dia se recolecto la orina, se midi6 el volumen, y se tomaron muestras de esta para
la medicién de proteinuria por el método de Bradford modificado (Bradford 1976),
se ley0é a una absorbancia de 595 nm en un lector de ELISA MICROPLATE de
BIORAD. Con los datos obtenidos se realizo una curva en EXCEL 2010 de
Microsoft Office, y por extrapolacién se obtuvo la concentracion final de proteinas
en las muestras, empleando la ecuacion de la regresion lineal obtenida en una

curva de calibracion.
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INMUNOBLOT

Los diferentes segmentos de tejido cardiaco obtenidos de los grupos
experimentales, fueron homogenizados con un homogenizador (TISSUE
TEAROR, de BIOSPEC PRODUCTS, inc USA), en 1 ml de TRIS-HCI 0.1 M a
pH 7.4 que contenia inhibidores de preoteasas mini complit a una velocidad de
entre 14 000 y 16 000 rpm durante 4 min a 4°C. Una vez homogenizados las
muestras fueron centrifugadas a 12 000 rpm por 20 min a 4°C, con el
sobrenadante se formaron alicuotas de 10Q ]l y almacenadas a -80°C hasta su

utilizacion.

Determinacion de concentracion de proteinas.

Para la determinacion de proteinas se utilizo el método colorimétrico de
lowry (Lowry, 1951) el cual en un medio ligeramente alcalino, se unen a las
proteinas formando complejos con los atomos de nitrogeno de los enlaces
peptidicos. Estos complejos Cu?*-proteina tienen un color azul claro. Ademas,
provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de la reaccién. El Cu?* se mantiene en solucién alcalina en forma de su

complejo con tartrato (Lowry. et. al. 1951).
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La reduccién, también en medio bésico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por
los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del
reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo,
gue al ser reducido por los grupos fenolicos da lugar a un complejo de color azul

intenso (Lowry, et. al. 1951).

Procedimiento:

Se realiza una curva de calibracion usando una alicuota de albumina sérica
bobina de 0.5 mg /1ml, y realizando diluciones para obtener concentraciones de
proteinas 5, 10, 15, 20 30, 40, 45, 50 ug/ml de proteina, con un volumen de 200
ul, al mismo tiempo se realizaron diluciones 1:100 de las muestras a determinar.
Una vez realizadas las diluciones correspondientes se realizaron las soluciones C
y D, a partir de la solucion Ay B y de FOLIN 2N (ver mas adelante) protegiéndolas
de la luz y colocandolas a 4°C hasta su utilizacion. A cada una de las diluciones se
le coloco 1 ml de solucion C, dejando reposar 10 min a temperatura ambiente.
Terminado el tiempo de incubacion con la solucion C se colocaron 100 ul de
solucion D, dejando reposar 30 min a temperatura ambiente. Terminado este
tiempo se colocaron en celdillas para leer en el espectrofotbmetro (JENway 6300
spectrophotometer) a 750 nm en luz visible. Con los datos obtenidos se cre6 una

curva de regresion lineal con EXCEL de Microsoft office y por extrapolacién se
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determino la concentracion real de proteinas por micro litro en cada una de las

muestras.

ELECTROFORESIS

Para realizar la electroforesis se realizaron las alicuotas de 100 ul con 11 pl
de buffer de carga, se hirvieron a 100°C durante 10 minutos colocando
inmediatamente a 4°C. Las muestras fueron colocadas en los pocillos de geles de
acrilamida al 10 % cargando una cantidad constante de proteina (200ug proteina)
de cada muestra y 4 ul de un marcador de peso molecular (fermentas PageRuler
prestained protein) en una camara de electroforesis con buffer de corrida 1X. La
electroforesis fue realizada a 88 mv durante 120 minutos con una fuente de poder

BioRad PowerPac 200.

TRANSFERENCIA

Antes de que termine la electroforesis se realiza el buffer de transferencia y
se colocan en el papel filtro y se mantiene a 4°C hasta su utilizacion, se toma la
membrana PVDF y se coloca en metanol puro para su activacion manteniéndolo a
4°C hasta su utilizacion. 5 minutos antes de que termine la corrida, las membranas
de PVDF se colocan en el buffer de transferencia para retirar el exceso de
metanol. Una vez que termino el tiempo de corrida, se retiran los vidrios dejando el

gel, se retira el exceso de buffer del papel filtro y se colocan en la camara de
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transferencia (BioRad TransBlot SD SemiDry transfer cell), se colocan en el
siguiente orden:

1. papel filtro

2. membrana de PVDF

3. gel que se le realizo la electroforesis

4. papel filtro

BLOQUEO E INCUBACION CON ANTICUERPO

Al termino de la transferencia las membranas de PVDF fueron bloqueadas
con leche baja en grasas (Sveltty) al 5% y albumina al 1% re suspendida en
solucion TBS Tween durante 2 hrs. Una vez terminado el proceso de bloqueo se
agrego el anticuerpo policlonal para RPR (Goat policlonal to ATP6IP2 (ab5959) de
abcam, EUA) realizando una dilucion 1:7500 incubando toda la noche en agitacion
leve continua a 4°C. Terminado este tiempo se realizan 3 lavados de las
membranas de PVDF con TBST en agitacion gentil durante 10 minutos cada uno.
Se colocé posteriormente el anticuerpo secundario (rabbit — antigoat de I1gG (H+L)
HRP conjugate, invitrogen), a una dilucion 1:10 000 durante 2 hrs. Posteriormente

se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBST.
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REVELADO

Las membranas se incubaron con el sustrato quimioluminiscente usando
luminol (western Blotting Luminol Reagent (sc — 2040) de Santa Cruz
biotechnology) siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente fueron
colocadas en la camara de amplificacion durante 15 min en contacto directo con
pelicula sensible a luz (Amersham hyperfiim ECL de GE healtcare limited). A
continuacion se sumergieron las peliculas en revelador (Kodak profesional d-19)
durante 30 segundos y en fijador, se dejo secar la pelicula para su posterior

analisis.

DETECCION

La intensidad de las bandas se midio escaneando las bandas con un
escaner (scanjet G3110 de HP), y la densitometria se realizo empleando un
software de andlisis de imagenes (Quantity One 1 — D Imagen Analisis Software;
BioRad), realizando el analisis densito métrico normalizado con beta actina de las

mismas muestras.
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RT PCR REAL TIME

Obtencion de RNA

Una vez obtenidos los tejidos seccionados del corazén muestras se
almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacién. Se colocaron 50 mg de
tejido cardiaco con 1 ml de TRIZOL (INVITROGEN), y se homogenizaron con un
homogeneizador (TISSUE TEAROR, de BIOSPEC PRODUCTS, inc USA) durante
4 minutos a 16 000RPM. Posteriormente se centrifugo a 12 000 RPM por 15
minutos 4°C, se obtuvo el sobrenadante y se desecha el resto, al sobrenadante se
le agregaron 200ul de cloroformo puro, se agitaron por 15 segundos y se dejaron
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos, se centrifugaron nuevamente a 12
000 RPM por 15 minutos 4°C, obteniendo 3 faces de las cuales la fase acuosa
corresponde al RNA, la interface corresponde al DNA, y la fase mas densa
corresponde a proteinas presentes en la muestra; se obtuvo la fase sobrenadante
con cuidado de no tocar la interface y se transfiere a un tubo limpio y estéril. Se
afiadieron 500 ml de isopropanol puro dejando incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugo a 12 000 RPM por 10 minutos a 4°C. Se
desecho el isopropanol con cuidado de no desechar el pellet resultante, se coloco
1 ml de etanol al 75% y se centrifugo a 8000 RPM por 10 min 4°C, del resultado se
desecha el etanol con cuidado de no desechar el pellet, dejando secar durante
15 minutos. Por ultimo se re suspende el RNA en 25 ul de AGUA — DEPC y se

incubo por 30 minutos a 55°C.
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AMPLIFICACION DEL cDNA

Para la amplificacion de cDNA se colocaron 2 ml de RNA obtenido de las
muestras, las cuales fueron colocados con 5 ml 10X MMLV RT Buffer y 5 ml de
DTT 0.1M, dejando en incubacion a 65°C por 10 minutos. Inmediatamente
después fueron colocados a 4°C para colocar 10 ul de dNTP Mix (2.5 mM) 0.5[]1
de oligo (dT), 1 ul de poly — A selected mRNA, y 25 U MMLV RT, obteniendo un
volumen total de 50 ul, se incubo en secuencia a 25°C por 10 minutos,
posteriormente 65° por 30 min y por ultimo a 85° por 5 min. Colocando

inmediatamente después a 4°C. El resultado obtenido fue cDNA.

Los oligos utilizados para la cuantificacion son
AB188298.1|AB188298:EMBL|TRANO0000020729:ASTD Rattus norvegicus
MRNA for renin/prorenin receptor, complete cds (acesolab) . Estos son disefiados
para acoplarse a la secuencia del intron
>AB188298.1|AB188298:EMBL|TRANO0000020729:ASTD en la secuencia

especifica del gen 5’'gtgctttagcgaatgaatttagc3’ como se muestra en la figura .

getotocttoteottetect | cacgaaatcgcttacttaaatcy
tggcaccatggctotocttotegttctectetcttctetogtotegagtoctttagcoaatyaatttageatattaagat
9 158
6879

Figura 6: Segmento de la secuencia del mRNA codificante para RPR,
donde se muestra el sitio de unién de los oligos utilizados en la técnica de

RT PCR — Real Time. Mostrando el intron
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El cDNA obtenido, fue utilizado segun las especificaciones de LigthCycler
(1.5 Roche), colocando 3 ml de cDNA, 5.9 ml de agua MiliQ, 0.5 ml de oligo R
especifico para RPR , y 0.5 ml de oligo F para RPR. 0.1 ml sonda. Posteriormente
se colocaron en capilares a 4°C y se centrifugaron a 2000 rpm. Se colocaron en el

lector LigthCycler programando de la siguiente manera:

Programa temperatura mantenimiento |rango de temperatura
(°C) (s) (°C/SEC)
Pre —incubacion |95°C 600 4.4
Amplificacion 10
Segmento 1 95°C 15 4.4
Segmento 2 60°C 15 2.2
Segmento 3 72°C 10 4.4
Enfriamiento 40°C 1

El resultado fue una curva de amplificacion para RPR y para 18S como
normalizador. Los cuales fueron utilizados en el andlisis estadistico para
determinar la cantidad de mRNA para RPR presente en los diferentes segmentos

de los grupos experimentales.
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LISTA DE SOLUCIONES

SOLUCIONES LOWRY

Solucion A:

e Na,COj3 al 2%, NaOH 0,1 M
Solucion B:

e CuSO, x 5H,0 al 1%, tartrato sédico-potésico al 2%
Solucién C:

e Se colocan 49 ml de solucién A y 1 ml de soluciéon B para un
volumen final de 50 ml, se realizaron los ajustes para obtener un
volumen acorde al nUmero de muestras a medir en cada ocasion.

Soluciéon D
e A partir de FOLIN 2 N se realiza una dilucién al 50% con agua

para obtener FOLIN 1 N.

SOLUCIONES ELECTROFORESIS

Buffer de corrida, solucién stock 10X (1000ml):

e Tris HCI 30 gr

e Glicina 144 gr

e SDS 10 gr

e Agua aforar 1000 ml en un matraz aforado.
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SOLUCIONES TRASFERENCIA

Buffer de transferencia, solucién stock 10 X (1000ml):

e Tris — HCI 30 gr

e Glicina 144 gr

e Agua aforar a 1000ml en un matraz
aforado.

Buffer de transferencia 1 X (200 ml)

e Solucioén stock de buffer de transferencia 10X 20 ml
e Agua miliQ 140 ml
e Metanol o alcohol metilico 40

ml

e Nota: es importante hacerlo en ese orden para evitar la

precipitacion del buffer.

SOLUCION TBS 10 X. (1000ml)

e Trizma — Base o triz HCI 15.76 gr

e NaCl 89¢g

e Disolver en un volumen menor y posteriormente ajustar pH

con HCI o NaOH hasta 7.4, posteriormente completar volumen a 1000

ml.
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SOLUCION TBS — tween 1 X(1000 ml)

e TBS 100 ml
e Agua miliQ 900 ml

e Tween 20 1 mil
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DEL MODELO DE PREECLMAPSIA

MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA.

Con el fin de determinar si el modelo de CASR reproduce todos los parametros
clinicos de la preeclampsia se midi6é tanto en grupos control como gestantes y
ratas preclamticas la presion arterial sistémica en la cola de la rata por el método
pletismografico no invasivo. La PAS se midio al final del tiempo de recuperacién
tras el procedimiento de CASR simulado en el grupo control, asi como, y al final de
la 32 semana de la gestacién para los grupos gestantes y ratas preclamticas.

En la grafica 1 se observa que, efectivamente el embarazo disminuye
significativamente la PAS con respecto al grupo control, y que la isquemia inducida
por el procedimiento de CASR en la rata embarazada incrementa

significativamente la PAS comparado con el grupo de ratas embarazadas sanas.

PRESION ARTERIAL SISTOLICA

150 - "
’ ' B NE SHAM
140 + —_— = emB sHAM
* EE PRE ECLAMPTICA
130 ~
[=T]
-~
£ 120 -
=
110 +
100 =

0o -

*p < 0.001

Grafica 1. Medicién de la Presion Arterial Sistolica (PAS) en mmHg n la
cola de la rata por el método pletismografico en los grupos control,
Embarazada SHAM y ratas Preeclampticas, cada grupo representa la + media
error estandar de una n=6 experimentos *p<0.05. Analisis estadistico ANOVA

de unaviay contraste de medias con la prueba de Bonferroni.
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CUANTIFICACION DE PROTEINA EN ORINA DE 24h

Posteriormente a los 15 dias de recuperacién del procedimiento de CASR,
las ratas de los diferentes grupos de estudio fueron colocadas de manera
individual en jaulas metabdlicas para la recoleccion de orina. Todos los animales
permanecieron 24 h en las en las jaulas metabdlicas para tener un periodo de
adaptacion. Posterior a este periodo se recolectaron 2ml de orina de 24 hrs y se
almacenaron a -80°C para realizar la cuantificacion de proteina en orina una vez
recolectadas todas las muestras de estudio.

Se determiné en cada muestra la concentracion de proteina en orina
encontrando los siguientes resultados: En existe una excrecion normal o fisiologica
de proteina en la orina de ratas sanas, valores muy semejantes a los encontrados
en el grupo de ratas embarazadas, en cambio, se observd, un incremento en la

excrecidon urinaria proteica de las ratas preeclamapticas como lo demuestra la

grafica 2.
PROTEINURIA
3 9 = .
—F =0 NE SHAM
28 =3 EMB SHAM
' EEE EMB CASR
— 2.6 1
£
—
b 24 1 —_
2.2 4

0 *p <0001

Gréafica 2. Excrecion de proteinas en orina de 24 hr en los grupos
control, Embarazada SHAM y ratas Preclampticas, cada grupo representa la
+ media error estandar de una n=6 experimentos *p<0.05. Analisis estadistico

ANOVA de unaviay contraste de medias con la prueba de Bonferroni.
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CONSUMO DE AGUA Y URESIS EN 24 h

Para comprobar si el modelo de CASR inducia otro parametro clinico de la
preeclampsia: el edema, éste se determind indirectamente cuantificando el
consumo de agua y uresis de 24 h. La gréfica 3 y 4 muestran que, las ratas
preeclamapticas consumen mas agua (51.5 ml £ 5.2 ml) comparado con las ratas
embarazadas (20.2 ml £ 3.2 ml) y el grupo control (19.2 ml + 2.1 ml). Asi mismo,
se observd una uresis significativamente disminuida en las ratas preeclamticas
(9.2 ml £ 1.7 ml) con respecto al embarazo sano (19.5 ml + 1.7 ml) y el grupo
control (16.8 ml £ 1.3 ml). Estos resultados podrian explicar que, la ganancia de

peso en el grupo de las ratas preeclampticas podria ser atribuido a edema.

Consumo de Agua en 24 hr Uresis de 24 hr

60
20 T @ NE SHAM

[ EMB SHAM
@R PRE ECLAMPTICA

v
o
L

B
o
ml

10 -

)
o
H

ml agua /24 hrs
w
o

=y
o
1

o
L

Grafica 3 y 4. Cuantificacion de ingesta de agua y uresis de 24hrs en los
grupos control, Embarazada SHAM y ratas Preeclampticas, cada grupo
representa la + media error estandar de una n=6 experimentos *p<0.05.
Andlisis estadistico ANOVA de una via y contraste de medias con la prueba

de Bonferroni.
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RETRASO EN EL CRECIMIENTO INTRAUTERINO

Otro de los parametros clinicos a evaluar en el modelo de preeclampsia fue,
el retardo en el crecimiento intrauterino inducido por isquemia fetoplacentaria por
el procedimiento de CASR en la rata.

Como se observa en la grafica 5 y 6, las crias de las ratas con CASR
presentaron baja talla y retardo en su crecimiento intrauterino al compararse con el
de las crias de las ratas sujetas a operacion simulada (ratas Emb SHAM).

Con todos estos resultados hasta este momento demostramos que, el
procedimiento de CASR en la rata ocasiond la elevacion de la PAS, proteinuria,
edema y retardo en el crecimiento de las crias, por tanto nuestro modelo funciona

como un modelo de preeclampsia.

TALLA PESO
r * 1
5 - 7 - r i 1
: 6 - . 3 emB SHAM
4 A @ PRE ECLAMPTICA
5 -
g3 ] a A
© &
2 - 3 4
2 -
1 -
1 -
0

Grafica 5 y 6. Medicion de talla y peso de las crias de los grupos
Embarazada SHAM y ratas Preclampticas, cada grupo representa la £ media
error estdndar de una n=6 experimentos *p<0.05. Anélisis estadistico ANOVA

de unaviay contraste de medias con la prueba de Bonferroni.
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INMUNOBLOT

EXPRESION PROTEICA BASAL CARDIACA DEL EN RATAS NO
EMBARAZADAS

Los resultados obtenidos en la expresion proteica del RPR en los diferentes
segmentos de corazon en rata sana demostraron su presencia en los segmentos
estudiados, también se observo, que existen ligeras diferencias no significativas
entre los segmentos estudiados, se observa que hay una mayor expresion en el
septum, y una menor expresion en la auricula derecha, estos resultados se
analizaran mas adelante.

TEJIDO CARDIACO RATAS NO EMBARAZADAS

RPR e - . - " P
ACTINA - s EEEAURICULA 1ZQ
' I AURICULA DER

EEm SEPTUM
0.5 i PARED
20.4
2
Z0.2
-
:
= 0.2
12
o
© 0.1

Grafica 7. Expresion proteica del RPR en los segmentos, auricula
izqueirda, auricula derecha, septum , y pared ventricular izquierda en ratas
sanas, realizados en una N = 6 para posteriormente realizar un analisis con

una ANOVA de una via con Bonferroni.
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RT PCR TIEMPO REAL

EXPRESION GENICA BASAL CARDIACA DEL RPR EN RATAS NO
EMBARAZADAS
Los resultados obtenidos en la expresion génica del RPR en los diferentes

segmentos de corazon en rata sana demostraron su presencia en los segmentos
estudiados, también se observo, que existen diferencias significativas entre la
expresion de los segmentos estudiados, se observa que hay una mayor expresion
en pared ventricular izquierda, y una menor expresion en el septum, los resultados
agui obtenidos contrastan con los resultados en la expresion proteica, estos
resultados se analizaran mas adelante para tratar de dar una explicacién a esta
discordancia.

TEJIDO CARDIACO RATAS NO EMBARAZADAS

. — B AURICULA 1ZQ
~0.40 - N AURICULA DER
< Emm SEPTUM
=] @ PARED
£0.30
E -

-

w

14

30.20 - *= P< 0.05
wn

1]

14

&

w0.10 +

0.00

Grafica 8. Expresion génica del RPR en los diferentes segmentos de
corazén estudiados, auricula izquierda, auricula derecha, septum, y pared
ventricular izquierda, realizados en una N = 3 para cada segmento,
posteriormente se realizar un analisis con una ANOVA de una via con

Bonferroni

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL Pagina 67



MAESTRIA EN CIENCIAS EN FARMACOLOGIA

INMUNOBLOT y RT PCR TIEMPO REAL

AURICULA IZQUIERDA

Los resultados obtenidos en la expresion proteica del RPR en segmento de
la auricula izquierda no muestran modificaciones en el tejido de ratas
embarazadas SHAM con respecto al control de ratas NE SHAM, mientras que la
expresion proteica del tejido de ratas pre eclampticas hay un aumento significativo
con respecto a sus dos grupos control. Los resultados en la expresion génica del
RPR en el segmento de la auricula izquierda muestran una tendencia similar a la
expresion proteica, sin presentar diferencias significativas.

AURICULA IZQUIERDA

INMUNOBLOT

n W —
Pacting  ee—_—" W S

RT PCR REAL TIME

=3 NE SHAM
1.25 - - - [ EMB SHAM
' ! @ PRE ECLAMPTICA
1,00 o 1.00 =
E] E]
< g
= =
G <
<T 0.50 o g 0.50 =
o
;“:" e ‘5
o v
e o
. &
w
o = 0.00 «
*= P< 0.05

Graficas 9 y 10. Expresion proteica y genica (respectivamente) del RPR
en el segmento de auricula izquierda, en ratas NE SHAM, ratas embarazadas
SHAM y embarazadas con CASR, realizados en una N = 6 y N = 3
respctivamente para realizar el analisis con una ANOVA de una via con

Bonferroni.
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INMUNOBLOT y RT PCR TIEMPO REAL

AURICULA DERECHA

Los resultados obtenidos en la expresion proteica del RPR en segmento de
la auricula derecha no muestran modificaciones en el tejido de ratas embarazadas
SHAM con respecto al control de ratas NE SHAM, mientras que la expresion
proteica del tejido de ratas pre eclampticas hay un aumento significativo con
respecto a sus dos grupos control. Los resultados en la expresion génica del RPR
en el segmento de la auricula derecha muestran una tendencia similar a la

expresion proteica, sin presentar diferencias significativas entre si.

INMUNOBLOT RT PCR REAL TIME
RPR N e === NE SHAM
B-actina - . — : EMB SHAM
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Graficas 11 y 12 . Expresion proteica y genica (respectivamente) del
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RPR en el segmento de auricula derecha, en ratas NE SHAM, ratas
embarazadas SHAM y embarazadas con CASR, realizados enunaN=6y N =
3 respctivamente, para realizar el analisis con una ANOVA de una via con

Bonferroni.
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INMUNOBLOT y RT PCR TIEMPO REAL

SEPTUM

Los resultados obtenidos en la expresion proteica del RPR en segmento del
septum no muestran modificaciones en el tejido de ratas embarazadas SHAM con
respecto al control de ratas NE SHAM, mientras que la expresién proteica del
tejido de ratas pre eclampticas hay un aumento significativo con respecto a sus
dos grupos control. Los resultados en la expresiéon génica del RPR en el segmento
del septum muestran una tendencia similar a la expresién proteica, presentando
una diferencia significativa entre el grupo de ratas pre eclampticas en comparacion
del grupo de NE SHAM, concordando con los resultados obtenidos en los estudios

de inmuno blot.

SEPTUM
INMUNOBLOT RT PCR REAL TIME
e B S =3 NE SHAM
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Graficas 13 y 14 . Expresion proteica y genica (respectivamente) del
RPR en el segmento del septum, en ratas NE SHAM, ratas embarazadas
SHAM y embarazadas con CASR, realizados en una N = 6 y N = 3
respctivamente, para realizar el analisis con una ANOVA de una via con

Bonferroni.
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INMUNOBLOT y RT PCR TIEMPO REAL

PARED VENTRICULAR IZQUIERDA

Los resultados obtenidos en la expresion proteica del RPR en segmento de
la pared ventricular izquierda no muestran modificaciones en el tejido de ratas
embarazadas SHAM con respecto al control de ratas NE SHAM, mientras que la
expresion proteica del tejido de ratas pre eclampticas hay un aumento significativo
con respecto a sus dos grupos control. Los resultados en la expresion génica del
RPR en el segmento de la pared ventricular izquierda muestran una tendencia
totalmente diferente a las expresiones en los segmentos anteriores, mostrando un
aumento significativo en el grupo de ratas embarazadas SHAM. Esta discordancia
la discutiremos mas adelante.

PARED VENTRICULAR IZQUIERDA

INMUNOBLOT RT PCR REAL TIME
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Graficas 15y 16 . Expresion proteica y genica (respectivamente) del RPR en
el segmento pared ventricular izquierda, en ratas NE SHAM, ratas
embarazadas SHAM y embarazadas con CASR, realizados enunaN=6y N =
3 respctivamente, para realizar el analisis con una ANOVA de una via con

Bonferroni.
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DISCUSION

La preeclampsia, la cual es definida como una alteracion propia del
embarazo que se caracteriza por elevacion de la presion arterial, proteinuria y
edema, en mujeres antes normo tensas después de la semana 20 de la gestacion,
la cual puede estar acompafiada con retraso en el crecimiento intrauterino y parto
prematuro (Davison et. al. 2004).

En el trabajo presentado, se indujo hipertension agregada al embarazo por
disminucién del flujo sanguineo feto - placentario, resultado de la CASR utilizando
el mismo principio de Abitbol (Abitbol. et. al. 1976; Abitbol et. al. 1977; Abitbol et.
al. 1982), modificados para la rata (Bobadilla et. al. 2001). El resultado de este
procedimiento fue el incremento de la presiéon arterial Gnicamente en el grupo de
embarazadas con CASR, con una PAS de 134.8 + 1.46 mmHg, en comparacion
con los grupos de ratas NE SHAM presento una PAS de 122.9 mmHg + 1.78
mmHg, y el grupo de ratas embarazadas SHAM presento una disminucion en la
PAS 107.72 mmHg £+ 2.75 mmHg lo cual concuerda con reportes anteriores en el
gue las ratas embarazadas sanas en la tercer semana de gestacién presentan una
disminucién en la presion arterial la cual es revertida en el postparto (Alexanders
et. al. 1997). En la medicién de proteinuria encontramos que el grupo de ratas NE
SHAM presento una concentracion de proteinas en orina de 2.28 mg/ml + 0.13, la
cual no se modifico significativamente en los grupos control de ratas embarazadas
SHAM, mientras que el grupo de ratas embarazadas con CASR presento una
elevacion significativa de 2.68 mg/ml =+ 0.08, esta medicidbn concuerda con la

definicion de proteinuria en la pre eclampsia de la ACOG del 2002. Cabe recordar
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gue la rata fisiologicamente presenta un grado de proteinuria normal de 2.2 a 2.3
mg/ml (Baker et. al. 1979). Para determinar el edema en nuestros grupos
funcionales medimos la ingesta de agua y uresis en 24 h, como datos de balance
hidrico, observando que en nuestros grupos control de ratas NE SHAM vy
embarazadas SHAM presentaban una ingesta de agua de 20 ml en 24 h, y las
ratas embarazadas con CASR de 50 ml en 24 h, mientras que en la uresis
observamos volumenes de 19 ml y 20 ml respectivamente mientras que las ratas
embarazadas con CASR presentaron una uresis de 10 ml, los cual podriamos
interpretar como una retencion de liquidos y por tanto edema (ACOG del 2002).
Junto con las mediciones anteriores realizamos medimos en el peso y talla de los
fetos obtenidos después de sacrificar a los grupos de ratas embarazadas SHAM y
con CASR, los resultados mostraron una disminucion en el peso de las crias de
ratas con CASR de 5.20gr + 0.53gr en comparacion con las crias de ratas SHAM
gue tuvieron un peso de 6.04 gr £ 0.45 gr; a su vez, se observo una disminucién
en la talla de las crias hijas de ratas con CASR con una talla de 3.99 cm + 0.37
cm, en comparacion con las crias de ratas SHAM con 4.44 cm + 0.24 cm, ambos
datos en conjunto son datos sugestivos de un retardo en el crecimiento
intrauterino, dato bien definido en la preeclampsia y consecuencia de la
hipoperfusion feto placentaria reportada en trabajos previos (Abitbol et. al. 1981;
Jeffrey et. al. 2008). Con los datos de hipertensiéon arterial sistdlica, proteinuria
edema y retardo en el crecimiento intrauterino de las crias, podemos decir que

nuestro moldeo de CASR funciona como un modelo de pre eclampsia.
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Se observo en los resultados de inmunoblot, un aumento significativo de la
expresion proteica del RPR en los 4 segmentos de corazon estudiados, auricula
izquierda, auricula derecha, septum y pared ventricular izquierda; este aumento en
la expresion proteica concuerda con estudios previos realizados en diferentes
modelos de hipertension, enfocados a diferentes 6rganos como corazon (Ichihara
et. al., 2006; Kinouchi, et. al. 2010), rifion (krebs et. al. 2007), y musculo liso
arterial (Sakoda et, al, 2007), este resultado es sugestivo de que el receptor
participa aumentando su expresion proteica en tejido cardiaco de forma importante

en la respuesta a los cambios adaptativos del corazon en la preeclampsia.

Los resultados obtenidos en le RT PCR tiempo real, mostraron una tendencia
similar a los obtenidos en el inmunoblot, a pesar de que en los segmentos de
auricula derecha y pared ventricular parecen no concordar la expresiéon génica a la
proteica, se han realizado estudios en rifidn de ratas diabéticas, en los que se han
reportado un aumento proteico mayor a la expresion génica de RPR (Siragy et. al.
2007), si bien en el presente trabajo no se trata del mismo modelo y érgano,
podemos tomar este dato como referencia para tratar de explicar los resultados
obtenidos. Los mecanismos de esta discordancia entre la expresién proteica y
génica no han sido descritos, pero hemos propuesto 2 teorias que podrian explicar
esta discordancia: 1) un mecanismo postrasncripcional que replique en varias
ocasiones una misma cadena de RNAm para RPR;y 2) disminucién en la lisis del
RPR sin que se disminuya la produccion, lo que conllevaria una acumulacion del

RPR en la célula.
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Existe un caso particular en el segmento de la pared ventricular izquierda, ya
que encontramos un aumento significativo de la expresion génica de RPR
mientras que en la expresion proteica no se observa este aumento. Se ha
observado sobretodo en animales hembras que a pesar de que haber un aumento
en la expresién génica, no se ve reflejado en la expresion proteica, esto bien
puede ser debido a una influencia hormonal, y siendo el embarazo un estado
donde hormonas sexuales como la progesterona, y prolactina (). Esta inhibicién
en la expresion proteica de las hormonas sexuales de la hembra podria ser la
explicacibn mas logica para esta discordancia, mas nos hace falta realizar

estudios apropiados para terminar de dilucidar este mecanismo.

CONCLUSIONES
1. El RPR esta presente en los diferentes segmentos de tejido cardiaco sano
estudiados, y en diferentes proporciones, por lo que podria participar de diferentes

formas segun la funcién del segmento cardiaco en cuestion.

2. El RPR presenta una tendencia a la alza en el embarazo normal, este aumento
podria estar relacionado con el cronotropismo y dromotropismo positivos
presentes en el embarazo normal, permitiendo un mayor flujo de sangre, con el fin

de aumentar la irrigacion de la placenta y del feto.

3. El receptor aumenta significativamente durante el estado de pre eclampsia en

comparacién con los grupos control.
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4. No siempre es concordante la expresion proteica con la expresion génica, esto

debido probablemente a la influencia de hormonas sexuales del embarazo.

PERSPECTIVAS

Posterior al egreso y titulacion en la maestria en ciencias con especialidad en
farmacologia, se pretende seguir realizando estudios en con respecto a la
expresion del receptor en tejido cardiaco bajo un modelo de hipertension inducida
en el embarazo, principalmente realizando cortes histolégicos, para determinar la
localizacion celular del RPR, administrar esteroides y determinar si es que
participan activamente en las discordancias entre la expresion proteica y génica

del RPR en tejido cardiaco.
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