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“Analisis de la via transduccional del receptor renina prorrenina, en ratas con
Hipertension inducida por el embarazo”

RESUMEN

El embarazo es una condicién fisiolégica caracterizada por cambios hemodindmicos, que
actan como mecanismos de adaptacion para el adecuado desarrollo del feto y la integridad
de la madre. Sin embargo, cuando se presenta una adaptacion inadecuada, se ocasionan
complicaciones en el embarazo, una de estas complicaciones es la preclampsia. La
preclampsia es un padecimiento con alta morbilidad materno — fetal que se caracteriza por
un incremento de las cifras de presion arterial, presencia de proteina en orina y
frecuentemente edema. Existen estudios que han identificado algunas de las posibles
causas de esta mala adecuacion hemodinamica, sin embargo no son concluyentes y ain no

se tiene una explicacion clara.

Uno de los sistemas al cual se le atribuye un papel importante en el control de la presion
arterial en este padecimiento es el Sistema Renina Angiotensina (SRA), mismo que se ha
estudiado durante mucho tiempo y del cual se ha descrito un nuevo componente, el receptor
a renina prorrenina (PRR por sus siglas en inglés), que parece estar implicado en el

desarrollo de las complicaciones de la hipertension.

El SRA se activa incrementando las concentraciones plasméaticas de Angiotensina Il durante
el embarazo sano, donde se produce una disminucion de la

respuesta vascular al efecto presor de la Angiotensina Il disminuyendo las cifras de presion
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arterial en respuesta a la reducida resistencia vascular (A. Tanoue, Y Nasa, T. Koshimizu,
H. Shinoura et. Al., 2002). El Receptor de Renina Prorrenina podria estar involucrado en los
cambios de presion arterial por o que es de interés estudiar su via trasduccional. Este nuevo
componente del SRA posee diversas funciones, entre las que destaca su comportamiento
como bomba de protones participando en la acidificacion del medio; el PRR al interactuar
con su sustrato, prorrenina o renina, es capaz de causar efectos dependientes de

Agiotensina ll, y efectos intracelulares como es la activacion de las vias de sefializacion Wnt.

La via Wnt es una cascada de sefializacién relacionada con procesos como embriogénesis,
mitogénesis, replicacion y polaridad celular. Durante la edad adulta se encuentra relacionada
con la regeneracion tisular y su mal funcionamiento es el causante de diversas
enfermedades. La via de sefializacion Wnt se divide en dos, la via Wnt canonica o
dependiente de B — catenina descrita en procesos de embriogénesis, y la vias no candnica
relacionada con procesos de polaridad celular y liberacion de calcio. Esta via ha sido
estudiada en enfermedades como cardiopatias, nefropatias y cancer entre otras

enfermedades.

Por tanto estos antecedentes plantean que existe una comunicacion cruzada entre el
receptor de renina prorrenina y la via Wnt involucrados en los cambios de presion arterial,
como ya se ha reportado, mientras la expresién del receptor de renina prorrenina se ve
incrementada durante el embarazo sano en tejidos aodrticos, renales y de placenta, la
expresion del receptor se encuentra disminuida durante el embarazo complicado con
preeclampsia lo cual sugiere que si la expresion del receptor de renina prorrenina se
encuentra inhibida esto impediria la activacion de la via de sefalizacion Wnt lo que hace
pensar que dicha inhibicién podria estar fuertemente relacionada con la generacion de la

hipertensién arterial inducida por el embarazo.
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Es por lo anterior que en el presente trabajo se pretendié estudiar el receptor renina
prorrenina y su probable papel en el proceso de la Hipertension arterial inducida por el
embarazo, siendo el objetivo determinar la relacién entre el receptor de renina prorrenina y

la via Wnt durante la preclampsia.

Para ello se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar y se formaron tres grupos
experimentales, un grupo control de ratas ho embarazadas con cirugia simulada, un grupo
de ratas embarazadas con cirugia simulada y un grupo de estudio (preclampsia) con cirugia
de Coartacion Adrtica Subrrenal (CASR) de ratas embarazadas. El modelo de preclampsia
se validé con marcadores de presion arterial, proteina en orina, peso y talla de las crias. Una
vez validado el modelo se determiné la expresion basal de GAPDH y los cambios en la
expresion proteica de  — catenina, DVL — 1, HDA4, JNK - 1, PKC a en tejidos aorticos
(aorta abdominal y toracica), tejido cardiaco (auriculas, ventriculo derecho, ventriculo
izquierdo), tejido renal (corteza, médula, papila), placenta (cara fetal, cara materna) en cada

grupo experimental.

Estos resultados mostraron un incremento en la expresion de 3 - catenina DVL — 1 en tejido
cardiaco, renal, aértico y de placenta de ratas con preclampsia, mientras que JNK se
encontré aumentado en embarazo sano y disminuido durante el embarazo complicado con
preclampsia en tejido de aorta, corazén, y disminuido en placenta. Lo cual sugiere que la
via Wnt canénica no se encuentra relacionada la presion arterial durante el embarazo
mientras que la via Wnt no canonica podria estar participando en los cambios de la presion

arterial durante el embarazo complicado con preclampsia.
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"Analysis of the transduction pathway of the renin prorenin receptor in

rats with pregnancy-induced hypertension”

ABSTRACT

Pregnancy is a physiological condition wich is characterized by hemodynamic
changes, which acts like coping mechanisms for proper fetal development and the

mother integrity. However, when an inadequate adaptation occurs, can

cause pregnancy complications, one of these complications
is preclampsia. Preclampsia 5 a disease with high
morbidity maternal - fetal characterized by an increase in blood

pressure, proteinuria and often edema. Studies have identified some of the possible
causes of this poor hemodynamic adaptation, however they are inconclusive and do

not have a clear explanation yet.

One system that have attributed an important role in the blood pressure control for this
condition is the Renin Angiotensin System (RAS), it has been studied for a long
time and a new component has been described, the prorenin renin receptor (PRR),

which appears to be involved in the development of complications of hypertension.

The SRA is activated increasing plasma concentrations of angiotensin Il in the healthy
pregnancy, where produce a decrease in vascular response to pressor effect
of angiotensin Il is produced by decreasing the blood pressure in response to

reduced vascular resistance (A. Tanoue, Y Nasa, T. Koshimizu, H. Shinoura et. Al., 2002).
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Renin prorenin receptor may be involved in changes in blood pressure that the reason
about the interest to study its transductional pathway. This new component of
the SRA have several functions, among which their behavior as proton
pump participating in the acidification of the environment; PRR interacting with its
substrate, prorennin or rennin, it is capable of causing Agiotensina Il dependent
effects, and intracellular effects Angiotensina Il independent, including the

activation of Wnt signaling pathways.

The wnt pathway is a cascade of processes related
signaling as embryogenesis, mitogenesis, replication and cell
polarity. During adulthood is related to tissue regeneration and malfunction is the cause
of various diseases. The Wnt signaling pathway is divided into two, the canonical Wnt
pathway or B — catenina dependent, processes described
in embryogenesis and noncanonical pathways related to cell
polarity and processes calcium release. This pathway has been studied in diseases

such as heart disease, kidney disease and cancer among other diseases.

Therefore this background suggest that there
is crosstalk between renin and prorenin receptor Wnt pathway involved in the
changes of blood pressure; as already reported, while the prorenin receptor
expression is increased renin during pregnancy healthy aortic, renal
and placental tissues, receptor expression is decreased during pregnancy complicated
by preeclampsia, suggesting that if the

expression prorenin receptor is inhibited renin would prevent activation of the Wnt
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signaling pathway suggesting that this inhibition could be strongly related to the

generation of pregnancy induced hypertension.

It is why in the present work we were trying to study the renin prorenin receptor and its
probable role in the process of pregnancy-induced hypertension, with the objective to
determine the relationship between renin and prorenin receptor of Wnt pathway

during preclampsia.

To carry out this research, female Wistar rats were used and we made
three experimental groups, a control group of non-pregnant rats with simulated
surgery, a group of pregnant rats with simulated surgery and a study
group (preclampsia) with subrrenal aortic coarctation (CASR) surgery for pregnant

rats.

The model was validated with preeclampsia markers of blood pressure, protein
in urine, weight and size of the offspring. Once validated the model basal
expression of GAPDH and changes in protein expression 3 — catenina, DVL — 1,
HDAC4, JNK, PKC o was determined in aortic tissue (abdominal and
thoracic aorta) cardiac tissue (atria, right ventricle, left ventricle), renal tissue
(cortex, medulla, papilla), placenta (fetal face, maternal side) in

each experimental group.

These results showed an increase in expression of - catenin DVL - 1
in cardiac, renal, aortic and preeclamptic placental tissue of rats, while JINK was

found in healthy pregnancy increased and decreased during pregnancy complicated
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by preeclampsia in tissue aorta, heart, and decreased in placenta. This suggests that the
canonical Wnt pathway blood pressure is not related during pregnancy while
the noncanonical Wnt pathway may be involved in changes in blood pressure

during pregnancy complicated by preeclampsia.

Introduccion:

1. EMBARAZO

El embarazo es el estado que inicia con la fecundacién y concluye 38- 40 semanas después
con el parto y comprende una serie de modificaciones de los sistemas de la mujer para
adaptarse a la nueva condicion (Hunter S et. al 1992), necesarios para promover un
adecuado desarrollo fetal como son los cambios a nivel cardiovascular que llevan a una
caida de la presion arterial de la madre en condiciones normales. Si estos cambios fallan,
se pueden desarrollar complicaciones importantes como la induccién de una tension arterial
elevada. En condiciones normales la presion arterial sistémica disminuye alrededor de las
20 semanas de edad gestacional y aumenta levemente a lo largo del embarazo, pero debe
permanecer igual o por debajo de los valores correspondientes al estado no gestante

durante todo el embarazo.
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1.1 CAMBIOS CARDIOVASCULARES DEL EMBARAZO

El embarazo es una condicion fisiolégica asociada a diversos cambios hemodinamicos,
principalmente en la circulacion de la madre (Robson et. Al 1989) con el fin de procurar una

adecuada perfusion uteroplacentaria.

Los cambios caracteristicos de la adaptacion al embarazo se le presentan en la siguiente

tabla (Abbas et. al., 2005):
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Tabla No.1
Cambios hemodinamicos durante el embarazo.

Pardmetros ler 2do Jer
Trimestre| Trimestre{lrimestre

Volumen Sanguineo ) 0N T
Gasto Cardiaco ) N T
Volumen Latido 1 R Ty
Frecuencia Cardiaca T ™ TT
Presion Arterial Sistolica 1 o
Presion Arterial Diastolica o 1l

Presion de Pulso 1t 0N o
Resistencia Vascular Ll 1l
Sistémica

+s No cambios comparados con pacientes no embarazadas; T
pequefio incremento: TT moderado incremento; TTT gran in-
crementa; | pequefia disminucién: [l moderada disminu-
cion; L1l gran disminucién.

Figura 1. Cambios de pacientes con preclampsia comparados con pacientes embarazadas

sanas (Abbas et. Al. 2005)

Los cambios cardiovasculares comienzan desde los primeros meses del embarazo,
alcanzando el mayor aumento durante el segundo trimestre del mismo, etapa durante la cual
se mantienen estos cambios en meseta y van disminuyendo hasta la resolucion del
embarazo (Chapman et, al., 2004). El aumento del gasto cardiaco se debe principalmente a
la elevacion del volumen sistélico, aunque también se ha atribuido a causa de un incremento
de la frecuencia cardiaca y a la caida de las resistencias vasculares debida a la accion

hormonal y a la existencia de la circulacion uteroplacentaria. (Khraibi et. Al., 2002)

De acuerdo con estos pardmetros es comun encontrar un discreto descenso de las cifras de

presion arterial durante un embarazo normoevolutivo (Carbillon et. Al., 2000).
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2. EMBARAZO COMPLICADO CON PRECLAMPSIA (PE)

Los estados hipertensivos del embarazo (EHE) corresponden a la hipertension gestacional
y la preclampsia (Roura et. al 2007). De acuerdo con el ACOG 2014 (The American College
of Obtetrics and Ginecologysts) la hipertension gestacional corresponde a cifra de presion
arterial sistélica igual o mayor a 140 mmHg y una presion arterial diastdlica igual o mayor
a 90 mm Hg, registradas en dos ocasiones separadas por al menos 6 horas y a diferencia
de un estado precldmptico, no presenta proteinuria. La hipertension gestacional tiene
resultados perinatales similares a la poblacion de gestantes normales, y corresponde a casi
un 30% de la incidencia de los EHE. La preclampsia PE es un estado mas comprometedor
gue ocupa el 70 % de los EHE (Albert E. et.al 2007), se refiere a un estado de presion
elevada (medida en dos ocasiones separadas por al menos 6 horas dentro de un periodo
de 7 dias) durante el embarazo, acompafiada por proteinuria y por lo general edema
(Bellamy et al., 2007), su diagndstico es posible a partir de las 20 semanas de gestacion y
afecta al 10 % de los embarazos (Roura et. al 2007). Es una enfermedad grave con

importantes repercusiones perinatales que de acuerdo con la OMS (2013), (Bamfo JE et.
al., (2011) representa el 23 % de defunciones en mujeres embarazadas y cuya causa no

ha sido en su totalidad esclarecida.

Existen estudios que mencionan a la PE como un trastorno multisistémico debido a que

puede afectar 6rganos como cerebro, pulmones, rifiones e higado (Morgan et. al.2012).

2.1 TEORIAS ENCAMINADAS A EXPLICAR LA ETIOLOGIA DE LA PRECLAMPSIA
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Aunque su etiologia se considera hasta hoy hipotética, existen varias teorias basadas en
hallazgos que comprometen la funcién de diversos 6rganos del sistema cardiovascular, lo
cual supone un trastorno multifactorial y multisistémico grave, que involucra la disfuncién
del endotelio vascular. Sin embargo se han propuesto varias teorias con el fin de explicarla.
Y aunque se han sugerido por separado, no se descarta la idea de que la causa podria

deberse a la convergencia de mas de una de estas teorias:

Teoria Utero — placentaria: Se ha atribuido un papel importante a la placenta en el
desarrollo de la preclampsia, debido a que ésta condicion cede al momento del parto y se
han descrito evidencias del remodelamiento anormal vascular de las arterias espirales
uterinas que podrian desembocar en una hipoxia placentaria causando los signos que

confieren dicho trastorno (Robertson et. al. 1976)

Teoria inmunoldgica: sugiere una mala adaptacion por parte de la madre a los antigenos de
la union feto — placentaria (Craici,l., 2008). Estudios ex — vivo han confirmado que las células
inmunes juegan un papel central en la fisiopatologia de la preeclampsia (Decker 2007). La
teoria sugiere que un cambio en la funcionalidad de subpoblaciones de células inmunes
uterinas, refleja un sistema inmune materno inadaptado, o una pérdida de los mecanismos
de tolerancia, que precede el progreso de estrés oxidativo de la placenta y la isquemia

observados en la preeclampsia

Teoria endotelial: propone que se debe a una deficiencia en la produccion de
prostaglandinas (Lindheimer et al.,, 1985, Redman et al.,, 1984); y a la proteina
antiangiogénica tirosina — cinasa soluble fms like (sF1t-1) (Dongxin Zhang 2013) que inhibe
a las proteinas angiogénicas, factor de crecimiento placentario (PIGF) y al factor del

crecimiento de endotelio vascular (VEGF) (C. Lam, K. H. Lin et. al 2005).
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Teoria del estrés oxidativo: El estrés oxidativo, disminuye la biodisponibilidad de Oxido
Nitrico, lo cual podria contribuir con la aparicién de la preeclampsia (Zalba 2001). La etiologia
de estrés oxidativo en mujeres con preeclampsia ha sido el foco de una extensa
investigacion. Los factores genéticos, ambientales e inmunolégicos han sido considerados,
se ha sugerido que los polimorfismos de los genes antioxidantes en el tejido
placentario contribuye a la susceptibilidad a la preeclampsia (Kim YJ 2005). aunque otros

autores mencionan que no existe relacion (Zhang J 2008).

La ATPasa vacuolar es una molécula clave en la placentacion, nuevos hallazgos sugieren
que ella es un link entre varias causas de PE, VATPasa es un esencial modulador en la

regulacion de bioaccion del RAS (Dongxin 2013).

2.2 CAMBIOS CARDIOVASCULARES DEL EMBARAZO COMPLICADO CON

PREECLAMPSIA

En un embarazo complicado con preclampsia encontramos disminucién del gasto cardiaco
y volumen sanguineo, aumento de las resistencias vasculares periféricas y por consecuencia

la elevacion de la tension arterial.

Durante dicho trastorno se pueden encontrar modificaciones en el Sistema Renina

Angiotensian.(Nielsen et. al 2000)
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3. SISTEMA RENINA PRORRENINA (EMBARAZO SANO Y EMBARAZO COMPLICADO

CON PRECLAMPSIA PE)

Es importante mencionar que un papel fundamental en el control de la presion arterial, lo tiene

el Sistema Renina Angiotensina.

El Sistema Renina Angiotensina desempefia un rol importante al intervenir en la regulacion
de la Presion Sanguinea (PA) de los seres humanos (Walsh et. Al, 2005) y estd compuesto

por proteinas y péptidos que reaccionan en cascada.

Este sistema se ha considerado como un sistema de defensa ante condiciones como la
hipotension, hipovolemia o hiponatremia, de tal forma que conllevan a una secrecién de
renina, por parte del rifion. La renina es una enzima proteolitica producida en las células
yuxtaglomerulares, que corta al angiotensindgeno sintetizado por el higado, produciendo
angiotensina I; la enzima convertidora de angiotensina (ECA) secretada por el tejido
pulmonar, corta a la angiotensina | dando lugar a angiotensina Il que es un potente péptido
vasoconstrictor y estimulante para la secrecion de aldosterona. La aldosterona y la
angiotensina Il, promueven la reabsorcién de sodio en el rifiobn (Robson, 2008) con su
consecuente efecto de elevacion de la tension arterial.
Otra sustancia que juega también un rol importante, es la prorrenina, derivada principalmente
de las células yuxtaglomerulares del rifidn como una pre hormona (Suzuki F. 2007), y de
organos reproductores, glandulas suprarrenal, submandibular, y células de Mdller (Danser J
2009); posee un prosegmento que parece tener mayor afinidad con el receptor comparado
con la renina y su concentracion es diez veces mayor que la renina en condiciones normales,
por lo que en un hallazgo contrario es sefial de alerta ante alguna una condicién anémala.

Los niveles de renina y de prorrenina estan altamente correlacionados, pero no siempre se
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alteran en paralelo (Danser 1998). Ambas sustancias son liberadas desde las células

yuxtaglomerulares a la circulacion a partir de un estimulo.

Los mas recientes hallazgos de este sistema, describen la presencia de un nuevo
componente una proteina llamada Receptor de Renina Prorrenina (PRR por sus siglas en

inglés) (Nguyen 2002).

Por otro lado el Sistema Renina Angiotensina participa importantemente en el trastorno de la
PE y el nuevo componente de este sistema podria estar fuertemente implicado en la aparicion
de la preclampsia. Es conocido que la preclampsia esta asociada al Sistema Renina
Angiotensina (Nielsen et. al, 2000). Mientras que un embarazo normotenso se le relaciona
con la baja respuesta a la Ag Il, duante la preclampsia hay sensibilidad aumentada a ésta.
Durante la preeclampsia existen niveles elevados de Ang Il causantes de vasoconstriccion,
la actividad de la renina plasmética y la aldosterona se encuentran suprimidos con niveles
relativamente altos de aldosterona para los niveles de renina (Brown et. al, 1992), lo cual
sugiere que existe aumento en la sensibilidad a la Angiotensina Il en las glandulas adrenales

(Brown et. al, 1992)
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Figura 2. Esquema del Sistema Renina Angiotensina y su nuevo componente el Receptor

de Renina Prorrenina (PRR). (Robson 2011)

3.1 RECEPTOR DE RENINA PRORRENINA (PRR)

En la actualidad se tiene el conocimiento de un nuevo componente del SRA, el Receptor
Prorrenina Renina (PRR) (Nguyen et. al., 2002). Su expresion se ha descrito a nivel de
MRNA en dérganos como cerebro, corazén y placenta, y en menor cantidad en higado,
pancreas y rifidon (Nguyen et. al., 2002). Este receptor renina prorrenina es una proteina de
350 aminoacidos con un solo dominio transmembrana (Danser J. 2009) que se une a la

renina y a la prorrenina, produciendo dos efectos distintos.
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3.1.1. EFECTOS DEL RECEPTOR RENINA PRORRENINA (PRR)

La interaccidén de éste receptor con sus sustratos (renina o prorrenina) ocasiona efectos

dependientes de la formacion de Ang Il, y también activa diversas vias de sefializacion

independientes de las activadas por la Ang Il (Tamargo Juan 2009)

A) Efectos del PRR dependiente de angiotensina Il

b)

Una via irreversible (proteolitica) (Danser et. al., 2007) donde hay un aumento de
catdlisis por la renina 4-5 veces mayor, acelerando la conversion del angiotensinégeno
en A-l en la superficie de la membrana de las células de los 6rganos diana en intimo
contacto con la ECA o la quimasa y los receptores AT1; como consecuencia, aumenta

la sintesis de A-1l (Nguyen et. al., 2002)

Una via reversible (activacion no proteolitica) para obtener Ang |, quien por acciéon de

la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) convierte a Ang | en Ang II.

Efectos del PRR independientes de angiotensina Il

Los efectos independientes de la formacion de Ang Il (Campbell et. al. 2008) no estan
plenamente dilucidados, sin embargo se han descrito a nivel intracelular efectos tales
como fosforilacién de cinasas, ocasionando efectos similares a angiotensina Il, como
hipertrofia, proliferacién celular y vasoconstriccion. La interaccién del receptor y sus
ligandos activa al factor TGF B1 el cual ocasiona la sintesis del inhibidor tipo — 1 del
activador del plasminégeno (PAI - 1) el cual promueve fibrosis, apoptosis, contractilidad
e hipertrofia. EI PRR también puede activar a la proteina de choque térmico que

promueve los mismos procesos celulares (Sakoda et, al. 2007).
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Ademas, la proteina PZLF activada por la misma interacciébn, se encarga de una
retroalimentacion negativa que reprime la transcripcion del receptor. Otro efecto
independiente de angiotensina Il asociado a éste receptor, y el mas importante (para este
proyecto de investigacion) es la activacion de la via de sefalizacion Wnt. Descrita ya en
diversos mecanismos de desarrollo embrionario, y procesos vitales para un organismo

saludable durante la edad adulta.

PRR

v Ang Angl  —s Angll
Renina Prorfénina w

—=

Dependientede Ang I

Fasfarilacién de

[] ¥
MAPK |:}42.|"44 MAPK 38

Represidn da
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Bfand F suzuki 2010

Figura 3. Esquema de los eventos generados tras la interaccion del PRR con sus ligandos

(renina y prorrenina) (Nabi et. Al., 2010)
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Figura 4. Estructura Esquematica del PRR y su asociacion con la bomba de ATPasa
(Atsuhiro Ichihara (2011)
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Aunqgue ya se habia demostrado que el extremo C — terminal del PRR se asocia con la
ATPasa vacuolar transportadora de protones ATP6AP2 (Ludwing 1998). es Nguyen en el
2002 el primero en describir al PRR como proteina transmembranal de 350 residuos de
aminoacidos, cuya expresion es mayor en cerebro, corazon y placenta, siendo menor en

higado y rifion (Campbell et. al. 2008).

3.2.3. FUNCIONES DEL RECEPTOR RENINA PRORRENINA (PRR)

Datos recientes indican que el PRR puede tener funciones independientes de la activacion de
prorrenina y renina. Estudios de este receptor en peces cebra o C elegans con supresion del
gen que codifica el PRR mostr6 un efecto letal (Burckle C, Bader M 2006) lo cual sugirié

efectos vitales por parte de este receptor.

Estudios posteriores describen que el PRR posee diversas funciones entre las que destaca la
acidificacion citoplasmatica y de diversos organelos intracelulares como lisosomas,
endosomas, y vesiculas sinpticas (Timothy 2010). EI complejo PRR/ATP6AP2 se expresa
en cantidades mayores al interior de la célula. (Saris et. al. 2006) 2010) y en menor cantidad

en la superficie celular.

Una de las funciones importantes del PRR es la activacion de varias vias de sefalizacion
como la activacion de las MAPK (Christine T Wong et. al., 2014) particularmente ERK %2,
involucardo en induccién de células de amnion (Kirsty G Pringle 2010) y algo relevante para
nuesto trabajo de investigacidon, es la activacion de la Via Trasduccional Wnt. Estudios
recientes declaran al PRR como una proteina accesoria esencial de la ATPasa vacuolar (V —
ATPasa) y su accion como intermediario en el complejo receptor de la via Wnt. (Yoichi Oshima

2014)
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Figura 5. Cuatro Roles del Receptor de Renina Prorrenina. A) Produccion de Ang I, B)
Induccion de via de sefalizacion de MAPK, C) PRR como subunidad de la ATPasa vacuolar,
D) PRR como proteina adaptadora entre V — ATPasa y LRP6 (miembros del complejo receptor

Wnt). (Oshima Y et. al. 2014)

4. VIA TRASDUCCIONAL WNT

Las vias de sefializacion Wnt son sefiales biologicas que regulan el desarrollo embrionario y
otros procesos bioldgicos clave, su activacidbn esta mediada a través de la union de un
liganddo Wnt a una familia de receptores (Frizzled), que transmite la sefial bioldgica a la
proteina citoplasmatica Dishevelled (DVL 1). Se han descrito en células embrionarias y son

de vital importancia durante el desarrollo y la enfermedad durante la edad adulta.

Se han identificado dos rutas de la via trasduccional Wnt, la Via Wnt canonica (dependiente

de B — catenina) y via Wnt no candnica.
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4.1. VIA TRASDUCCIONAL WNT CANONICA

a) Via canonica: que actia a través de f -catenina, es especifica para algunos tipos

celulares; controla la proliferacion y apoptosis segun el contexto de desarrollo

Ruta candnica Wnt

S
Q.....,!)r""'l e

5 Sonderegger et. al 2010

- ’

Figura 6. Esquema de la Ruta canonica Wnt, dependiente de  — catenina.  — catenina se

DT
\_ off-state . on-state __',i

encuentra encapsulada por un complejo de proteinas que impiden que se introduzca en el
nucleo y se de la transcripcion génica. Cuando un estimulo activa la via, B — catenina es
liberada por el coplejo de proteinas migra al nicleo e inicia la transcripcion génica. (S.

Soderengger et. al. 2010)
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4.2. VIA TRASDUCCIONAL WNT NO CANONICA

b) Via no candnica (independientes de catenina): a través de JNK interviene en procesos
de polaridad celular, del tejido y movimientos celulares y Wnt/Ca2, su papel es el de
ayudar a regular la liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico, para controlar

los niveles de calcio intracelular (Grigoryan T).

Ruta no candnica Wnt

o)

L 5. Sonderegger et al 2010
‘%{1 Whnt/Ca®)

DLl pathway

Figura 7. Ruta no Canonica Wnt. (S. Soderengger et. al. 2010)

La interaccion renina y prorrenina con el receptor PRR produce la activacion de vias de
sefializacién independientes de Angiotensina Il (Nguyen 2006). Inducen la fosforilacion de
residuos de tirosina serina del extremo C — terminal de las cinasas reguladas por sefales
extracelulares ERK 1 y 2 implicadas en hipertrofia y proliferacion celular (Nguyen et. al.
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2002), y aumentan la concentracion de TGFB1 que a su vez implica la activacion del inhibidor
tipo 1 del activador plasmindgeno (PAI — 1) con propiedades profibroticas y protromboticas
asi como componentes de la matriz extracelular (colageno tipo 1, fibronectina) (Shefe et al
2006). Todos estos componentes descritos sugieren que la via de sefializacion del PRR
tiene relacion con enzimas de la via Wnt y algunos estudios mencionan que PRR tiene un
papel conservado evolutivamente a nivel del receptor para la activacion de vias de

sefalizacién de Wnt / Fz candnicos y no canonicos. (Kerstin Spirohn 2010).
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Justificacion:

La preclampsia es un problema de salud publica, ya que 23 de cada 100 defunciones
de mujeres embarazadas son por causa de la preclampsia (OMS 2013), y en la
actualidad no se conoce su fisiopatogenia. Dado que el sistema renina angiotensina
esta relacionado con los cambios de tension arterial es de interés estudiar si su
nuevo componente descrito PRR estd o no implicado en la fisiopatogenia de la
preclampsia. Por tanto en el actual estudio se pretende examinar tejido de aorta,
corazén, rifidn y placenta de ratas, para analizar la via Wnt activada por el PRR

durante el embarazo normal y complicado con preclampsia.

Planteamiento del problema:

Aunque diversas investigaciones han mostrado ya la existencia del PRR, se desconoce
si la via Wnt es activada por el PRR durante el embarazo normal y el embarazo complicado

con preclampsia

Hipotesis:

El PRR y la via Wnt aumentan durante el embarazo normotenso y disminuyen durante el

embarazo complicado con preclampsia
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Objetivo General:

Estudiar la expresion de proteinas de la via transduccional Wnt asociada a PRR en ratas
gestantes normotensas y en ratas con hipertension arterial inducida por el embarazo

(CASR)

Objetivos Particulares:

a) Analizar las proteinas B - catenina, JNK, DVL — 1, HDAC, PKC « de la via
transduccional Wnt en aorta, corazon, rifion y de ratas gestantes normotensas

b) Analizar la proteina 8 - catenina, JNK, DVL — 1, HDAC, PKC a de la via transduccional
Wnt en aorta, corazon, rifion y placenta de rata con HT inducida por el embarazo

(CASR)
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Material y Metodologia:

El manejo de los animales se realiz6 apegado a las normas éticas en la Escuela Superior de
Medicina del Instituto Politécnico Nacional y cumplen con los requerimientos que en la materia
determinan la NOM — 062 — SO — 1999 ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA
PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, SAGARPA Y
LA GUIA PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, National

Research Council.

Se usaron ratas de la cepa Wistar hembra de 250 gr. + 20 gr, en condiciones normales
de luz/oscuridad, con libre acceso de agua y alimento ((Rodent Laboratory Chow 5001),

divididas en 3 grupos experimentales de una N de 6 animales cada uno.

GRUPOS EXPERIMENTALES:

1. Preclampsia (Embarazadas con Coartacién Adrtica Subrrenal) — (n = 6)
2. No E SHAM (No embarazadas con cirugia simulada) — (n = 6)

3. E SHAM (Embarazadas con cirugia simulada) — (n = 6)

Una vez validado el modelo de CASR y formados los grupos experimentales se extrajo tejido
vascular aortico, cardiaco, renal y placentario para determinar la expresion proteica de las

proteinas p — catenina, DVL — 1, HDAC, PKC a, JNK mediante la técnica de inmunoblot.
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1. MODELO CASR:

Material:

+ Eter etilico

+ Camara de anestesia

+ Yodo

+ Estuche de diseccion

+ Cloruro de Benzalconio

+ Aguja calibre 26

+ seda negra 000

+ catgut absorbile 000

Debido a que nuestro modelo experimental se basé en la reproduccion de los parametros
caracteristicos de la preclampsia, particularmente la elevacion de la presion arterial sistémica,
el uso de anestésicos como el Pentobarbital se encuentra contraindicado, ya que esto alteraria
los niveles de presidon sanguinea en nuestro modelo experimental, ademas de que estos
anestésicos poseen efectos teratogénicos. Por lo anterior se realizo la anestesia para la

cirugiay el sacrificio para la extraccion de tejidos con éter.

Por lo tanto el investigador que realizo la cirugia porté gafas, cubrebocas, guantes y bata para

realizar el procedimiento quirdrgico. Y debido al uso y manejo del éter y tejidos bioldgicos, el
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personal que se encuentraba dentro del laboratorio durante la cirugia también uso bata y

cubrebocas, ademas se uso6 un extractor ambiental (PAYNE).

Bajo anestesia con éter etilico (J. T. Baker 2000 — 03) inhalado, los animales se sometieron a
la cirugia de Coartacion Adrtica Subrrenal, se afeitaron, y previa asepsia se realizd6 una
incision de 2 cm en la linea media abdominal aproximadamente 1 cm por debajo del apéndice
xifoides, una vez localizada y disecada la aorta abdominal por debajo de la bifurcacion de las
arterias renales, se anudé con hilo de seda calibre 000 y ayudados con una aguja de acero
calibre 26 angulada a 45 ° de manera distal reduciendo aproximadamente en 60 % del flujo
sanguineo de la aorta a partir de la anudacion, se retir6 la aguja y se cerré la pared abdominal
con nylon 000. Una vez hecha la cirugia se colocaron dos ratas por jaula durante el periodo
de recuperaciéon que sera de 15 dias para cada animal) después de la recuperacion se
colocaron dos ratas por un macho de + 300 gr en una jaula (durante 5 dias de exposicion)

para el apareamiento.

* PA
* proteinuria
* desarrollo I. U.

Figura 8. Modelo de Coartacion Aodrtica Subrrenal. Anudaccion de la porcién subrrenal
aortica, reduciendo en un 40 % el flujo sanguineo.
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El embarazo fue confirmado al final de la 32 semana de gestacion (dia 20 — 21) mediante la
observacion de las crias en Utero durante la remocion de los tejidos. Los animales se
sacrificaron en el dia 19 de la semana 3 para la obtencion de muestras de aorta, corazon,

rifidn y placentas a los que se les realizo la técnica de Inmuno blot.

Para la validacion del modelo se midieron los siguientes parametros: presion arterial, cantidad

de proteina en orina determinada por el método de Lowry, peso y la talla de las crias.

1.1 Determinacién de la presién arterial:

Materiales

+ Cepos

+ Equipo para medir presion arterial (LE 5001)

Método

La medicién de la presion arterial sistélica y diastolica se realizé mediante el método
pletismogréfico no invasivo. Se tomo la presion de cada una de las ratas a temperatura
constante, libre de ruido y con un previo entrenamiento de cada rata. Se expuso la cola de
los animales al calor durante 2 minutos y posteriormente se colocé a la rata en un cepo
dejando libre la extremidad caudal del animal, la cual se introdujo en un manguito de latex
acoplado distalmente a un sensor éptico que registra el pulso en la arteria caudal. Se tomé

la lectura del equipo de medicién de presion (LE 5001 LSI) y se registrd en la bitacora.
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1.2 Determinacién de proteina en orina

Material:

+ Cajas metabolicas

+ Tubos eppendorf de2 ml

+ Tubos de precipitado

+ Micropipetas de 1000uL, 100 pL y 200 uL

+ Puntas para micropipeta

+ Solucion Standard de albumina bovina (1 mg/ml)

+ Muestra problema, de concentracion desconocida

+ Reactivo de Lowry, compuesto por tres soluciones que se mezclan en el momento de

usarse:

A: Carbonato sddico al 2% en NaOH 0.1 M

B: Sulfato cuprico al 1%

C: Tartrato sodico-potasico al 2%

+ Reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteau.

+ Espectrofotometro
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Una vez formados los grupos de estudio, se colocaron a las ratas no embarazadas,
embarazadas SHAM y no embarazadas SHAM en una jaula metabdlica por grupos de
estudio y de manera individual, desechando la primer orina de 24 hrsy recolectando la orina
de las 24hrs siguientes, posteriormente cuantificacaron las proteinas por el método de

Lowry.

a) Método de Lowry

Para la determinacién de proteinas, se utilizé el método de Lowry (1951). Para lo cual se
construy6 una curva de calibracion empleando albimina serica bovina de 0.5ug/mL y se
realizé una curva estandar de concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45y 50 pg/mL
con un volumen final de 200 L. por otra parte, se realizaron diluciones de (1:100) de
las muestras problema. Posteriormente se preparar6 la solucion C a partir de la solucion A

+B y la solucion C (Solucién de Folin 1N).

A cada una de las soluciones se les agrego 1 mL de la solucién C y se dej6 reposar por 15
minutos a temperatura ambiente y 100 pL de la solucién C dejando incubar 30 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion se tomé la lectura de la curva patron y muestras
problema, empleando un espectrofotémetro de luz visible a 750nm. Con los datos obtenidos,

se determind la concentracion de proteinas en las muestras problema.
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1.3 Determinacion del peso vy la talla de las crias

Material

* Regla

* Balanza analitica digital (HM2002, AND)

Método

Al término de cada una de las tres semanas de embarazo, se sacrificaron los animales de
cada grupo, se sacrificaron los fetos y posteriormente se obtuvieron los tejidos a estudiar,
enseguida se registré el peso de cada cria asi como el nUmero y tamafio de las mismas. Se
recolectaron los datos obtenidos para posteriormente ser analizados y graficados con ayuda

de un programa informatico estadistico (Graph pad).

2. INMUNO BLOT:

Es una técnica utilizada para detectar proteinas especificas en células o tejidos lisados o
extractos. En este trabajo obtuvimos los tejidos de aorta (abdominal y toracica), corazén
(auriculas, ventriculo derecho y ventriculo izquierdo), riidn (corteza, médula, papila) y

placentas de las ratas.
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2.1 Extraccion de las Muestras

Material

* Camara de anestesia (desecador)

* Eter etilico

* Centrifuga SORVALL

* Homogenizado de tejidos BIOSPEC

Método

Los animales fueron sacrificados con éter en un desecador, para poder obtener los tejidos de
aorta, corazon, rifion y placenta, los tejidos se disecaron y fueron homogenizados en tris
10mM, con un inhibidor de proteasas; se centrifugaron y se formaron alicuotas con el
sobrenadante. Posteriormente se determiné la concentracién de proteinas en cada muestra,

por el método de Lowry descrito anteriormente.

El manejo de los cadaveres y desechos derivados (RPBI) se manejaran de acuerdo a la NOM
087 ECOL — SSA1 - 2002, proteccion ambiental — salud ambiental —residuos peligrosos
biolégico infecciosos - clasificacion y especificaciones de manejo. Los residuos
patolégicos, humanos o de animales (que no estén en formol) se conservaran a una

temperatura no mayor de 4° C, en el almacén temporal de la Escuela Superior de medicina.
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2.2 Electroforesis

Material

* Tubos eppendorf

* Micropipeta de 50 a 200 pL

* Puntas para micropipeta

* Bafio maria

* Buffer de carga

* B-mercaptoetanol

* yortex

* Marcador de peso molecular PageRuler

* Equipo de electroforesis BioRad

* Muestras de tejido

Método

Una vez extraidos los tejidos se separan en alicuotas de 100uL del homogenizado de cada
tejido, a cada alicuota se le agregara 11 pL de una solucién desnaturalizante compuesta por
buffer de carga y de B-mercaptoetanol (agente reductor), se mezclaron por 1 minuto con

ayuda de un vortex y se hirvieron (a 100°C durante 10min) para desnaturalizar las proteinas.
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Se prepararon geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% (8% para la proteina HDAC), en el
primer pozo de cada gel se colocaron 5 pL del marcador de peso molecular (Fermentas,
PageRuler) y en los otros pozos se sembraron cantidades de proteinas constante de 100 g
de tejido de aorta (aorta toracica, aorta abdominal), corazén (auriculas, ventriculo derecho,
ventriculo izquierdo), rifién (corteza, médula, papila) y placenta (cara fetal, cara materna) de
los diferentes grupos de estudio respectivamente. Posteriormente se realizo la separacion de
proteinas de acuerdo a su peso molecular y a su carga por el método en una camara de

electroforesis (Bio Rad) a 88 volts durante 2 horas 30 minutos.

2.3 Trasferencia

Material

* Equipo de transferencia en semiseco (Trans-blot SD Electrophoretic Transfer Cell de Bio-

Rad)

* Papel Filtro

* Membrana de PDVF (MILLIPORE Immobilon-P)

* Metanol

* Buffer de Transferencia

Método

Se cortaron membranas de PDVF (MILLIPORE Immobilon-P) que fueron colocadas en
metanol absoluto por 30min a 4°C y después se sumergieron en un buffer de trasferencia 1x,
junto con los papeles filtro y se conservaron en frio (4°C) hasta el momento de la trasferencia.
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Una vez que las proteinas fueron separadas por electroforesis en funcion de su peso
molecular y su carga, fueron transferidas a la membrana de PDVF con ayuda un equipo de
transferencia en semiseco (Trans-blot SD Electrophoretic Transfer Cell de Bio-Rad) conectado

durante 90 minutos a 20V.

2.4 Bloqueo de las membranas

Una vez realizada la transferencia, las membranas se bloquearon con una solucion al 5% de
leche baja en grasa (svelty) y TBST, por un periodo de 2 horas a temperatura ambiente y con

agitacion constante.

2.5 Incubacién con anticuerpos

Material

* Agitador Barnstead

Anticuerpos primarios:

* Anticuerpo goat policlonal § — catenina Santa Cruz Biotechnology

* Anticuerpo mouse monoclonal DVL — 1 Santa Cruz Biotechnology

* Anticuerpo rabbit policlonal HDAC4 Santa Cruz Biotechnology

* Anticuerpo mouse monoclonal JNK - 1 Santa Cruz Biotechnology

* Anticuerpo mouse monoclonal PKC a Santa Cruz Biotechnology

* Anticuerpo goat policlonal GAPDH Santa Cruz Biotechnology
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Anticuerpos secundarios:

* Rabbit anti-Goat IgG(H+L) HRP, Invitrogen.

* Anticuerpo monoclonal Anti mouse (Santa Cruz Biotechnology)

* TBS Tween

* Leche baja en grasa (Svelty)

Método

Después del blogueo de las membranas de cada uno de los diferentes tejidos, fueron
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente (B - Catenina, DVL — 1, HDAC, JNK —
1, PKC o, GAPDH; Santa Cruz Biotechnology) con las diluciones respectivas en TBSTween -
leche 5%, dejando en agitacion constante a - 4°C durante 24 hrs. Al dia siguiente se procedio
a incubar por 2 horas a temperatura ambiente el anticuerpo secundario respectivo para las
proteinas anteriormente descritas a temperatura ambiente y en agitacion constante. Al término
de la incubacion con el anticuerpo secundario las membranas fueron nuevamente lavadas
(durante 3 intervalos de 10 minutos) con TBST, cada lavado con agitacion constante para

realizar el revelado de las bandas de cada proteina.
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1: 1500 1: 1500 1: 1500 1: 2000
1: 1000 1: 1500 1: 1500 1: 2000
1:1500 1:1500 1: 1600 1:2000
1: 1200 1: 1000 1: 1200 1: 2000
1: 1500 1: 1500 1:1500 1: 2300
1: 1200 1: 1200 1: 1200 1: 1200

2.6 Reaccion de Quimioluminiscencia

Material

* Sustrato quimioluminiscente (ECL Western Blotting Luminol Reagent Santa Cruz

Biotechnology)

* Peliculas

* Casset

* Solucion reveladora (Kodak Professional)

* Solucion fijadora (Kodak Professional)
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* Escaner

* Computadora con software Quantity one

Método

Las membranas se expusieron a un sustrato quimioluminiscente (ECL Western Blotting
Luminol Reagent Santa Cruz Biotechnology) durante 1 minuto. Posteriormente las
membranas fueron expuestas a una pelicula Kodak dentro de un casset en intervalos de
tiempo variado (dependiendo de cada proteina), las peliculas fueron sumergidas dentro de
una solucién reveladora y en seguida en una solucion fijadora (Kodak Professional). Las
bandas obtenidas se digitalizaron con ayuda de un escaner y se guardaron las imagenes (en
formato Tiff) en una computadora. Posteriormente la intensidad d las bandas se determiné
empleando un software de andlisis desitométrico de imagen (Quantity one 1D Image Analisis

Software; Bio-Rad) normalizando con la proteina GAPDH como control interno.

2.7 Analisis Estadistico

Se realiz6 la comparacion de la expresion de cada proteina de estudio en los tejidos
anteriormente descritos con una prueba de varianza (ANOVA) de una via seguido de pruebas

post-hoc Bonferroni para establecer diferencias significativas entre cada uno de los grupos.
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Resultados:

Resultados Modelo experimental

e Medicidn de la Presion Arterial
Se realiz6 la toma de presion arterial sistolica y diastolica por el método pletismogréafico no
invasivo (Tail cof), de los tres grupos experimentales formados (SHAM, EMBARAZADA SHAM
y CASR), con la finalidad de determinar si el modelo de CASR produce los pardmetros

presentes en la preclampsia. La toma de la presion arterial se realizé en la tercera semana de

gestacion de las ratas prefiadas.

En la gréfica 1 se muestra en el eje de las ordenadas la medicion de la PAS en mmHg contra
los diferentes grupos de estudio en el eje de las abscisas, es posible observar que en el grupo
control la presién arterial se mantuvo entre 110 y 120 mmHg, y una leve disminucion de la
presion en el grupo de embarazo sano comparado con el grupo control, mientras que existe
un aumento significativo de la presion arterial sistélica en el grupo de ratas preclampticas

comparado con los grupos control.
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Grafica 1. Medicién de la Presién Arterial Sistolica (PAS) en mmHg por el método
pletismogréfico en los diferentes grupos de estudio (No E SHAM, E. SHAM, PE) cada grupo
representa la media + error estandar de una n=6 experimentos p < 0.05 existe diferencia
significativa (*)

En la grafica 2. Se muestra en el eje de las ordenadas la medicion de la PAD medida
en mmHg contra los diferentes grupos de estudio en el eje de las abscisas, se puede
observar que en el grupo control la presion arterial se mantuvo entre 70 y 80 mmHg,
y una leve disminucion de la presién arterial en el grupo de embarazo sano comparado
con el grupo control, mientras que existe un aumento significativo de la presion arterial
diastdlica en el grupo de ratas preclampticas comparado con los grupos control.
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Grafica 2. Medicién de la Presion Arterial Diastélica (PAD) en mmHg por el método
pletismogréfico en los diferentes grupos (No E. SHAM, E. SHAM, CASR), cada grupo
representa la media + error estandar de una n=6 experimentos p< 0.05 existe diferencia
significativa (*).
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e Determinacion de Proteinas en Orina

Una vez formados los grupos experimentales, se coloco por separado a cada una de las
ratas en una jaula metabdlica, la orina de las primera 24hrs se desechd y se recolecté la
orina de las 24 hrs siguientes; ya obtenidas las muestras de cada una de las ratas, se
cuantificaron las proteinas por el método de Lowry.

En la Grafica 3 Se muestran los resultados obtenidos al cuantificar las proteinas en la
orina; se puede observar en el eje de las ordenadas la cantidad de proteinas en mg/ml,
contra los grupos de experimentales en el eje de las abscisas, existe una excrecion normal
o fisiolégica en los todos los grupos de estudio. Sin embargo, hay un aumento significativo
en la excrecion de proteinas en orina en el grupo de ratas con embarazo complicado por
preclampsia comparado con sus grupos control.
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Grafica 3. Excrecion de proteinas en orina en los diferentes grupos (No E. SHAM, E.
SHAM, CASR) cada grupo representa la media + error estandar de una n=6 experimentos
p< 0.05 existe diferencia significativa (*).

55



IPN

e Determinacion del Crecimiento Intrauterino

Otro pardmetro que se tomo en cuenta para validar el modelo de CASR fue la restriccion en
el crecimiento intrauterino, lo cual se determind en base al nimero, peso y tallas de las crias
del grupo de ratas con embarazo normal (E. SHAM) y del grupo de ratas con embarazo
complicado con preclampsia (E. CASR).

La gréfica 4 Muestra un numero de crias aproximadamente de entre doce y trece ratas del
grupo de las madres con embarazo normal (E. SHAM) y un nimero promedio de crias
disminuido en el grupo de embarazo complicado con preclampsia comparado con el grupo
anterior.
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Gréfica 4. Esquematiza el numero de crias de cada grupo de embarazo (E. SHAM, E. CASR),
cada barra representa la media + error estandar de una n=6 experimentos p< 0.05 hay
diferencia significativa (*)
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La grafica 5 Representa el peso de las crias en el eje de las ordenadas registrada en gramos,
contra los grupos de embarazo normal y de un embarazo con preclampsia, donde se observa
que el grupo de embarazo normal tuvo crias cuyo peso se encontraba alrededor de los 600

garmos, y una disminucién significativa del peso de las crias en el grupo de embarazo con

preclampsia.
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Gréfica 5. Muestra el peso de las crias, en la 3er semana de embarazo de los grupos E.
SHAM y CASR, cada barra representa la media + error estandar de una n=6 experimentos p<
0.05 hay diferencia significativa (*).
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La grafica 6 Representa en el eje de las ordenadas, la talla de las crias medida en (cm) de
un grupo de ratas con embarazo normal y un grupo de ratas preclampticas (eje de las
abscisas), y como se puede observar existe un tamafio promedio de las crias de las
embarazadas normoevolutivas alrededor de 5.4 cm, y una disminucion del tamafio de las crias

del grupo de ratas preclampticas en relacién al grupo de embarazo normal.
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Gréfica 6 Muestra la talla de las crias en cm, de la 3er semana de embarazo de los grupos
E. SHAM y CASR, cada barra representa la media * error estandar de una n=6 experimentos
p< 0.05 hay diferencia significativa (*).
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Resultados Inmunoblot:

Via Wnt Canodnica:

Se evalué la expresion proteica de B - cateninay DVL - 1, HDAC4 normalizadas con GAPDH,
en aorta (abdominal, toracica), corazén (auriculas, ventriculo derecho, ventriculo izquierdo),

rifidn (corteza, médula, papila), placenta (cara fetal, cara materna).

Se determind la expresién proteica de B - cateninay DVL - 1, HDAC4 en aorta, corazon, rifién
y placenta de los grupos experimentales de ratas No E. SHAM, E. SHAM, CASR

respectivamente.

La proteina B - catenina se expres0 de manera basal en todos los tejidos estudiados de los
grupos anteriormente descritos, existiendo un aumento significativo de la expresion de la

proteina en ventriculo derecho, aorta toracica y médula renal del grupo de ratas preclampticas.

La proteina DVL se expresd de manera basal en todos los tejidos estudiados de los grupos
anteriormente descritos, existiendo un aumento significativo de la expresién de la proteina en
ventriculo derecho, aorta toracica y médula renal del grupo de ratas preclampticas y una
disminucion significativa de la expresion de DVL en tejido de placenta cara fetal, en el grupo

de ratas preclampticas.

La proteina HDAC4 se expresé de manera basal en todos los tejidos estudiados, mostrando
un aumento significativo de su expresion en ventriculo derecho, aorta toracica y médula renal

en el grupo de ratas preclampticas.
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Aorta Abdominal
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Gréfica 7. Densidad relativa de la proteina § - cateninay DVL en Aorta Abdominal en
los grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 7 del lado izquierdo, se observa un experimento tipico de B — catenina y
su control interno GAPDH en tejido de Aorta Abdominal, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de p — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 1, el grupo de embarazo normal y el grupo con PE no muestra cambios
significativos de la expresion de la proteina B — catenina comparados con el grupo
control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y en el eje de las
ordenadas de la grafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias y observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 1.2 aproximadamente, el grupo de embarazo normal y el
grupo con PE no muestran cambios significativos en la expresion de la DVL - 1
comparados con el grupo control.

60



IPN

Aorta Torécica
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Grafica 8. Densidad relativa de la proteina 3 - cateninay DVL en Aorta Toracica en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 8. Muestra del lado izquierdo un experimento tipico de  — catenina y su
control interno GAPDH en tejido de Aorta Torécica, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de p — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de
0.9 unidades arbitrarias aproximadamente, y el grupo de embarazo normal parece
incrementarse ligeramente mientras que el grupo con PE incrementa de forma
significativa la expresion de la proteina g — catenina comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y en el eje de las
ordenadas de la gréafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias, observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 1.2 aproximadamente, el grupo de embarazo normal y el
grupo aumenta ligeramente y el grupo con PE aumenta de forma significativa la
expresion de la DVL - 1 comparados con el grupo control.
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Grafica 9. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina y DVL en Auriculas en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 9 del lado izquierdo, se observa un experimento tipico de  — catenina y
su control interno GAPDH en tejido de Auriculas, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de p — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 1, el grupo de embarazo normal y el grupo con PE no muestra cambios
significativos de la expresion de la proteina B — catenina comparados con el grupo
control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y su control interno
GAPDH y en el eje de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de DVL - 1
normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, podemos observar que mientras el
grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.5 aproximadamente, el
grupo de embarazo normal y el grupo con PE muestran una discreta tendencia a
disminuir sin embargo no presentan cambios significativos en la expresion de la DVL
- 1 comparados con el grupo control.

62



IPN
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Gréfica 10. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina 'y DVL en Ventriculo Derecho en
los grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 10. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de p — catenina
y su control interno GAPDH en tejido de Ventriculo Derecho, en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de [ — catenina normalizado con GAPDH en
unidades arbitrarias, donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 0.9 unidades arbitrarias aproximadamente, y el grupo de
embarazo normal parece incrementarse ligeramente mientras que el grupo con PE
incrementa de forma significativa la expresion de la proteina 3 — catenina comparados
con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y en el eje de las
ordenadas de la grafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias, observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 1.0 aproximadamente, en el grupo de embarazo normal
parece disminuir ligeramente la expresion de DVL - 1 pero no de forma significativa y
en el grupo con PE si existe aumento significativo de la expresion de la DVL - 1
comparados con el grupo control.

63



IPN
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Grafica 11. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina y DVL en Ventriculo lzquierdo en
los grupos experimentales No E SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

La gréfica 11. Muestra del lado izquierdo un experimento tipico de  — catenina y su
control interno GAPDH en tejido de Ventriculo Izquierdo, en el eje de las ordenadas
se muestra el cociente de [ — catenina normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 1.0 UA y tanto en el grupo de embarazo normal como en el grupo de
PE parece no modificarse la expresion de la proteina  — catenina comparados con el
grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y en el eje de las
ordenadas de la grafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias, observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 1.0 UA aproximadamente, en el grupo de embarazo normal
y en el grupo de PE y el grupo con PE no existe cambio significativo de la expresion
de la DVL - 1 comparados con el grupo control.
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Corteza Renal
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Gréfica 12. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina 'y DVL en Corteza Renal en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 12. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de  — catenina
y su control interno GAPDH en tejido de Corteza Renal, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de 3 — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de
1.0 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal y embarazo con PE
parece no modificar la expresion de la proteina  — catenina comparados con el grupo
control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y en el eje de las
ordenadas de la grafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias, observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 0.8 UA aproximadamente, en el grupo de embarazo normal
parece incrementarse la expresion de DVL — 1 y en el grupo de embarazo con PE
parece disminuir ligeramente, sin embargo no de forma significativa.
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Médula Renal
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Grafica 13. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina y DVL en Médula Renal en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 13. Muestra del lado izquierdo un experimento tipico de B — cateninay su
control interno GAPDH en tejido de Médula Renal, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de B — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 1.0 UA aproximadamente, y el grupo de embarazo normal parece no
modificar la expresion de dicha proteina mientras que el grupo con PE incrementa de
forma significativa la expresion de la proteina  — catenina comparados con el grupo
control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL —1 y GAPDH y en el gje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de DVL - 1 normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion normalizada de 1.0 aproximadamente, el grupo de embarazo
normal no modifica la expresién de la proteina mientras que el grupo con PE aumenta
de forma significativa la expresion de la DVL - 1 comparados con el grupo control.
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Gréfica 14. Densidad relativa de la proteina 3 - catenina y DVL en Papila Renal en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 14 del lado izquierdo, se observa un experimento tipico de B — catenina
y su control interno GAPDH en tejido de Papila Renal, en el eje de las ordenadas se
muestra el cociente de B — catenina normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias;
podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de
1, el grupo de embarazo normal y el grupo con PE no muestra cambios significativos
de la expresion de la proteina p — catenina comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y su control interno
GAPDH y en el eje de las ordenadas de la gréfica se observa el cociente de DVL - 1
normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, podemos observar que mientras el
grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 0.9 aproximadamente, el
grupo de embarazo normal parece aumentar la expresion de la proteina DVL — 1y el
grupo con PE muestra una discreta tendencia a disminuir sin embargo no presentan
cambios significativos en la expresion de la DVL - 1 comparados con su grupo control.
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Gréfica 15. Densidad relativa de la proteina 8 - catenina y DVL en Placenta cara
materna de los grupos experimentales E. SHAM y CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 15 del lado izquierdo, se observa un experimento tipico de  — catenina
y su control interno GAPDH en tejido de placenta cara materna, en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de [ — catenina normalizado con GAPDH en
unidades arbitrarias, donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una
expresion normalizada de 1.1 UA aproximadamente, el grupo de embarazo
complicado con PE aunque parece aumentar la expresion de la proteina § — catenina,
no muestra cambios significativos comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y su control interno
GAPDH y en el eje de las ordenadas de la gréfica se observa el cociente de DVL - 1
normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, podemos observar que mientras el
grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.2 aproximadamente, el
grupo de con PE muestra una tendencia a disminuir sin embargo no presentan
cambios significativos en la expresion de la DVL - 1 comparados con el grupo de
embarazo normal.
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Grafica 16. Densidad relativa de la proteina 3 - cateninay DVL en Placenta cara fetal
de los grupos experimentales E. SHAM y CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 16 del lado izquierdo, se observa un experimento tipico de B — catenina
y su control interno GAPDH en tejido de Placenta cara fetal, en el eje de las ordenadas
se muestra el cociente de B — catenina normalizado con GAPDH en UA, donde
podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de
1.2 UA aproximadamente y el grupo de embarazo con PE no muestra cambios
significativos de la expresion de la proteina  — catenina comparados con embarazo
normal

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de DVL — 1 y su control interno
GAPDH y en el eje de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de DVL - 1
normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, podemos observar que mientras el
grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.2 aproximadamente, el
grupo con PE muestra disminucion significativa en la expresiéon de la DVL - 1
comparados con el grupo control.
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Gréafica 17. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Aorta Abdominal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 17 tenemos un experimento tipico de HDAC4 y su control interno GAPDH
en tejido de Aorta Abdominal, en el eje de las ordenadas se observa el cociente de
HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos ver que el
grupo de ratas control tiene una expresion basal de 1; el grupo de embarazo normal y
el grupo con PE no muestran cambios significativos de la expresion de la proteina
HDAC4 comparados con el grupo control.
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Grafica 18. Densidad relativa de la proteina de HDAC4 en Aorta Torécica en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 18. Muestra un experimento tipico de HDAC4 y su control interno GAPDH
en tejido de Aorta Toracica, se muestra en el eje de las ordenadas el cociente de la
proteina HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, podemos ver que
el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 0.9 unidades arbitrarias
aproximadamente, y el grupo de embarazo normal parece no modificarse mientras
gue el grupo con PE incrementa de forma significativa la expresion de la proteina
HDAC4 comparados con el grupo control y de acuerdo con el andlisis estadistico.
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Gréafica 19. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Auriculas en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 19 se observa un experimento tipico de HDAC4 con su control interno
GAPDH en tejido de Auriculas, en el eje de las ordenadas se muestra el cociente de
HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos observar
gue el grupo de ratas control tiene una expresion basal de 1, mientras que el grupo de
embarazo normal y el grupo con PE no muestra cambios significativos de la expresion
de la proteina HDAC4 comparados con el grupo control.

72



IPN

Ventriculo Derecho

HDAC4 — A — - s s D I —
GAPDH T — w—]

B conTROL
= EMBEARAZO MORMAL
= rE
2.5 *
<
2 2.0- #
T
E 1.5 l
&
O 1.0 —_— -
8
I 0.5 |
0.0
n=6 *=p<0.05 #= p<0.05

Gréfica 20. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Ventriculo Derecho en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 20 observamos un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de Ventriculo Derecho, en el eje de las ordenadas de la gréafica se
muestra el cociente de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de
0.9 unidades arbitrarias aproximadamente, y el grupo de embarazo normal parece no
modificarse, mientras que el grupo con PE incrementa de forma significativa la
expresion de la proteina HDAC4 comparados con el grupo control.
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Grafica 21. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Ventriculo Izquierdo en los grupos
experimentales No E SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

La grafica 21 muestra un experimento tipico de HDAC4 y su control interno GAPDH
en tejido de Ventriculo Izquierdo, en el eje de las ordenadas se muestra el cociente
de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos ver que
el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.0 UA y tanto en el
grupo de embarazo normal como en el grupo de PE parece no modificarse la
expresion de la proteina HDAC4 comparados con el grupo control.
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Grafica 22. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Corteza Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 22. Se muestra un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de Corteza Renal, en el eje de las ordenadas se muestra el cociente
de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos ver que
el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.0 UA
aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal y embarazo con PE parece no
modificar la expresion de la proteina HDAC4 comparados con el grupo control.
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Gréfica 23 Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Médula Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 23. Se muestra un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de Médula Renal, en el eje de las ordenadas se muestra el cociente
de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde observamos que
el grupo de ratas control tiene una expresidn normalizada de 1.2 UA
aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal parece no modificarse la
expresion mientras que en el embarazo con PE la expresion de la proteina HDAC4
se observa con un incremento significativo en su expresion comparados con el grupo
control.
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Gréfica 24 Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Papila Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 24. Se muestra un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de Papila Renal, en el eje de las ordenadas se muestra el cociente
de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos ver que
el grupo de ratas control tiene una expresion basal de 1.1 UA aproximadamente, y en
el grupo de embarazo normal y embarazo con PE parece no modificarse la expresion
de la proteina HDACA4 respecto alg grupo control.
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Gréfica 25. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Placenta cara materna de los
grupos experimentales E. SHAM y CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 25 se observa un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de placenta cara materna, en el eje de las ordenadas se muestra el
cociente de HDAC4 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias, donde podemos
observar que el grupo de ratas control tiene una expresiéon basal de 1.1 UA
aproximadamente; el grupo de embarazo complicado con PE no presenta
modificacidn en la expresion de la proteina HDACA4.
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Gréfica 26. Densidad relativa de la proteina HDAC4 en Placenta cara fetal de los
grupos experimentales E. SHAM y CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 26 se observa un experimento tipico de HDAC4 y su control interno
GAPDH en tejido de Placenta cara fetal, en el eje de las ordenadas se muestra el
cociente de HDAC4 normalizado con GAPDH en UA, donde podemos observar que
el grupo de ratas control tiene una expresion normalizada de 1.2 UA aproximadamente
y el grupo de embarazo con PE no muestra cambios significativos de la expresion de
la proteina HDAC4 comparados con embarazo normal
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Via Wnt no canodnica;

Se evalud la expresion proteica de JNK 1 y PKC o, normalizadas con GAPDH, en aorta
(abdominal, toracica), corazén (auriculas, ventriculo derecho, ventriculo izquierdo), rifidn

(corteza, médula, papila), placenta (cara fetal, cara materna).

Se determiné la expresion proteica de INK y PKC «, en aorta, corazon, rifion y placenta de

los grupo experimentales de ratas SHAM, E. SHAM, CASR respectivamente.

La proteina JNK 1 se expresé de manera basal en todos los grupos anteriormente descritos,
mostrando un aumento significativo de la expresion de la proteina en tejido cardiaco
(auriculas, ventriculo derecho, ventriculo izquierdo) y aértico (aorta abdominal, aorta toracica)
del grupo de ratas con embarazo normal, mientras que la expresion disminuye
significativamente en tejido cardiaco (auriculas, ventriculo derecho, ventriculo izquierdo),
aortico (aorta abdominal, aorta toracica) y de placenta cara fetal del grupo de embarazo
complicado con preclampsia. La proteina PKC a se expreso de manera basal en todos los
grupos anteriormente descritos, existiendo una disminucioén significativa de la expresién de la

proteina en ventriculo izquierdo y placenta cara fetal del grupo de ratas preclampticas
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Gréfica 27. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o en Aorta Abdominal en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 27. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido de Aorta Abdominal, en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 0.9 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal,
incrementa la expresion, mientras que el grupo con PE disminuye de forma
significativa la expresion de la proteina JNK - 1 comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC o y GAPDH y en el gje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion normalizada de 1.2 aproximadamente, y aunque en el grupo de
embarazo normal parece aumentar la expresion de la proteina y disminuir en el grupo
con PE no es de forma significativa.
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Grafica 28. Densidad relativa de la proteina JNK y PKC o. en Aorta Toracica en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 28. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido de Aorta Toracica; en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
basal de 1.2 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal, incrementa la
expresion de JNK - 1, mientras que en el grupo con PE disminuye, en ambos de forma
significativa comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC a y GAPDH y en el eje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion normalizada de 1.1 aproximadamente, y aunque en el grupo de
embarazo normal parece aumentar la expresién de la proteina y disminuir en el grupo
con PE los cambios no son de forma significativa de acuerdo con el analisis
estadistico.
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Gréfica 29. Densidad relativa de la proteina JINK 'y PKC o en Auriculas en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 29. Del lado izquierdo tenemos un experimento tipico de la proteina JNK
- 1y su control interno GAPDH en tejido de Auriculas; en el eje de las ordenadas se
observa el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades arbitrarias,
donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion basal de 1.1 UA
aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal, incrementa la expresion de JNK
- 1, mientras que en el grupo con PE disminuye, en ambos de forma significativa
comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC o y GAPDH vy en el gje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion basal de 1.3 aproximadamente, en el grupo de embarazo normal
parece aumentar la expresion de la proteina y disminuir en el grupo con PE sin
embargo los cambios no son significativos de acuerdo con el analisis estadistico
realizado.
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Gréfica 30. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o, en Ventriculo Derecho en los
grupos experimentales SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 30. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido Ventriculo Derecho; en el eje de las
ordenadas se ve el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
basal de 1.0 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal no se modifica
la expresion de JNK - 1, mientras que en el grupo con PE disminuye de forma
significativa comparados con el grupo control.

Del lado derecho tenemos un experimento tipico de PKC o y GAPDH, en el eje de las
ordenadas se observa el cociente de PKC o normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control tiene una expresion
basal de 0.8 aproximadamente, y aunque en el grupo de embarazo normal parece
aumentar la expresion de la proteina al igual que en el grupo con PE, los cambios no
son de forma significativa de acuerdo con el analisis estadistico.
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Gréfica 31. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o en Ventriculo Izquierdo en los
grupos experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 31. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1y su control interno GAPDH en tejido de Ventriculo Izquierdo; en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion basal
de 0.9 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal, incrementa la
expresion de JNK - 1, mientras que en el grupo con PE disminuye, en ambos de forma
significativa comparados con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC a y GAPDH y en el eje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion basal de 1.2 UA aproximadamente, y aunque en el grupo de
embarazo normal parece aumentar la expresién de la proteina y disminuir en el grupo
con PE los cambios no son de forma significativa de acuerdo con el analisis
estadistico.
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Gréfica 32. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o en Corteza Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 32. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido de Corteza Renal; en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion basal
de 1.0 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal, incrementa la
expresion de JNK - 1, mientras que en el grupo con PE disminuye comparados con
el grupo control, sin embargo no de forma significativa.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC o y GAPDH, en el eje de
las ordenadas se observa el cociente de PKC o normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias; mientras el grupo de ratas control tiene una expresion basal de 1.0 UA
aproximadamente, en el grupo de embarazo normal y en el grupo con PE no existen
cambios significativos de la expresion comparados con el grupo control.
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Grafica 33. Densidad relativa de la proteina JNK y PKC o en Médula Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 33. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido de Médula Renal; en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos ver que el grupo de ratas control tiene una expresion basal
de 1.1 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo normal, incrementa la
expresion de JNK - 1, mientras que en el grupo con PE disminuye, aunque no de
forma significativa de acuerdo con el andlisis estadistico.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC a y GAPDH y en el eje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion normalizada de 0.8 aproximadamente, el grupo de embarazo
normal y el grupo con PE no existen cambios en la expresion de la proteina.
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Gréfica 34. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o, en Papila Renal en los grupos
experimentales No E. SHAM, E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 34. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1 y su control interno GAPDH en tejido de Papila Renal; en el eje de las
ordenadas tenemos el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos notar que el grupo de ratas control tiene una expresion
basal de 1.0 UA aproximadamente, y el grupo de embarazo normal al igual que el
grupo con PE sin cambios en la expresion proteica.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC o y GAPDH y en el gje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresién normalizada de 1.1 aproximadamente, y aunque en el grupo de
embarazo normal parece aumentar la expresion de la proteina y disminuir en el grupo
con PE los cambios no son significativos de acuerdo con el andlisis estadistico.
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Grafica 35. Densidad relativa de la proteina JINK y PKC o en Placenta cara materna en los
grupos experimentales E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la grafica 35. Observamos del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1y su control interno GAPDH en tejido de Placenta Cara Materna; en el eje de
las ordenadas de la grafica se observa el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias; podemos ver que el grupo de ratas control (Embarazo normal)
tiene una expresion basal de 1.1 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo
con PE, no se modifica la expresion de JNK — 1, comparado con el grupo de embarazo
normal.

Del lado derecho, tenemos un experimento tipico de PKC o y GAPDH y en el eje de
las ordenadas de la grafica se observa el cociente de PKC a normalizado con GAPDH
en unidades arbitrarias; mientras el grupo de ratas control tiene una expresion
normalizada de 1.1 aproximadamente, y aunque en el grupo con PE parece disminuir
la expresion proteica, los cambios no son de forma significativa de acuerdo con el
andlisis estadistico.

89



IPN

PLACENTA CARA FETAL
|
LT —
PKC o
INK - - GAPDH =~ = sl s e s
GAPDH — “— — —
[ EMBARAZO NORMAL
2.0 N O e 2.57 *
—_ -1 < - #
< # 220
2 154 - T
z E 15
% 1.0 o
o - 1.0 |
- =}
X 05 O 54
2 2
0.0 0.0
n=6 *=p<0.05 #=p<0.05

Grafica 36. Densidad relativa de la proteina JNK y PKC o en Placenta Cara Fetal en los
grupos experimentales E. SHAM, CASR. (*) p< 0.05

En la gréfica 36. Se muestra del lado izquierdo un experimento tipico de la proteina
JNK - 1y su control interno GAPDH en tejido de Placenta Cara Fetal; en el eje de las
ordenadas se muestra el cociente de JNK - 1 normalizado con GAPDH en unidades
arbitrarias, donde podemos observar que el grupo de ratas control tiene una expresion
basal de 1.3 UA aproximadamente, y en el grupo de embarazo con PE, disminuye la
expresion de JNK - 1, de forma significativa comparado con el grupo control.

Del lado derecho, se muestra un experimento tipico de PKC a y GAPDH y en el eje
de las ordenadas de la gréafica se observa el cociente de PKC o normalizado con
GAPDH en unidades arbitrarias; observamos que mientras el grupo de ratas control
tiene una expresion normalizada de 1.4 aproximadamente, en el grupo de embarazo
con PE la expresion de dicha proteina disminuye de forma significativa de acuerdo
con el analisis estadistico.

90



IPN

Discusion de Resultados:

La preclampsia es una de las complicaciones mas comunes y peligrosas que ocurren durante
un embarazo, ésta surge a consecuencia de una mala adaptacion ante los cambios
cardiovasculares que tienen como fin resolver necesidades basicas para mantener la
integridad de la madre y el buen desarrollo del feto durante el embarazo normal. A pesar de
ser un problema epidemioldgico importante, hasta hoy no se tiene una teoria concluyente
acerca de su causa. Tomando en cuenta que un papel importantes relacionado con su
aparicion, se atribuye al RAS y conociendo de la diferencia existente en la expresion de su
nuevo componente (PRR) durante el embarazo normal y el embarazo complicado con PE, y
gue ademds este mismo componente es una proteina capaz de activar diferentes vias de
sefalizacion independientes de la formacion de Angiotensina Il, como es el caso de la via de
sefalizacion Wnt, la cual puede ser encendida al interactuar el PRR con sus ligandos (renina
y prorrenina); y con el fin de contribuir con el esclarecimiento de la etiologia de la PE, en el
actual estudio se analiz6 tejido adrtico, cardiaco, renal y placentario de rata Wistar, estudiando
la expresion de las proteinas representativas de cada una de las vias Wnt candnica (p —
catenina, DVL — 1 HDAC4) y no canonica (JNK — 1 y PKC a), para determinar si alguna de
ellas o ambas podria estar participando en los cambios de la presion arterial durante un

embarazo normal y un embarazo complicado con preclampsia.

Via canénica

En los hallazgos que obtuvimos al estudiar las proteinas de la via canénica, observamos un
aumento de la expresion de 3 — catenina, DVL — 1 e HDAC4, tanto en tejido de aorta toracica,
como en ventriculo derecho y médula renal; al ser proteinas que se activan en serie, podemos

suponer que la via de sefalizacion Wnt canonica en estos tejidos, se encuentra activada
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durante el embarazo complicado con preclampsia, mientras que en el resto de los tejidos no
existe activacion de ninguna de las proteinas analizadas de la via candnica. Esto puede
sugerir que el PRR tiene funciones érgano — especificas durante el embarazo, y por ello no
se comporta de la misma manera en todos los tejidos, lo cual no es dificil de pensar ya que

existen evidencias de un efecto local del RAS en diversos tejidos.(Andrew JR White 2014).

De acuerdo con estudios previos, en tejido cardiaco, la expresién del PRR se encuentra
aumentada (Moctezuma Emilio), al igual que nuestras proteinas de estudio de la via Wnt
candnica (DVL -1, B — catenina, HDAC4) incrementaron en ventriculo derecho, , lo que nos
hace suponer que el PRR est4 formando parte del complejo receptor Wnt, y actuando como
un adaptador especifico entre LRP6 y V — ATPasa, este complejo receptor podria ser
endocitado y cruzar la membrana vesicular V — ATPasa generando un gradiente de protones
esencial para la fosforilacion de LPR6 y en consecuencia activar la via Wnt Candnica (Cristina
— Maria Cruciat, 2010), y de alguna manera estar participando en la regulacién de la presion
arterial. Aungque también podemos deducir que si las proteinas de la via Wnt candnica se
elevan Unicamente en ciertos tejidos como el ventriculo derecho, el PRR podria tener una
funcion especifica en este tejido, quizd como activador de la via Wnt candnica en respuesta a
la necesidad de hacer frente a la precarga de la preclampsia, evitando asi, futuros dafios y
complicaciones en éste tejido como podria ser una hipertrofia patolégica. Asi pues el
ventriculo derecho al ser afectado por la precarga seria victima de una fatiga mecanica que
de no tener un mecanismo compensatorio desenlazaria en un dafio a largo plazo, por lo que
en respuesta a esta fatiga quiza la via Wnt canonica se activa participando en el aumento de
tamano de los cardiomiocitos que corresponde a una forma de hipertrofia fisioldgica (Mariela
Nolly 2012), tal como ya se ha mencionado en algunos estudios de corazon que describen

gue B — cateniana y DVL- 1 participan en el aumento de tamafio de cardiomiocitos y en la
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formacion de adherences juctions de éstos con el fin de mantener la integridad de la pared

ventricular (Mariele 2001).

En Aorta Toracica el incremento de las proteinas que forman parte de la cascada de
sefalizacibn Wnt candnica durante la preclampsia (inverso a la disminucion del PRR descrito
en algunos estudios) (Rocio 2013) podria deberse a que basta una cantidad pequefia de PRR
para la activacién de la via y de ésta forma estar participando en los cambios de presién
arterial. Debido a que PRR es un componente del RAS, distribuido de forma local en los ciertos
tejidos, podriamos pensar que el PRR al igual que en ventriculo derecho,tiene una funcion
especifica en adrta toracica, lo cual se deberia quiza a que la aorta toracica posee mayor
cantidad de placas laminares lo que le da mayor elasticidad y la hace responsable de la mayor
contraccion vascular, esto podria significar que el tejido de aorta seria afectado con mayor
facilidad en la porcion toracica que en la porcion abdominal, y en respuesta a esta carga de
trabajo, la via Wnt canodnica se active para reparar el tejido endotelial y evitar dafios crénicos

(Shao S. 2015)

En Médula Renal el incremento de las proteinas de la via Wnt candnica podria no depender
del nimero de receptores de renina prorrenina (cuya expresion en médula renal se encuentra
disminuida en PE como lo menciona Moctezuma Emilio en su trbajo de Tesis y podria ser
suficiente una pequena cantidad de ésta proteina para que la via Wnt sea encendida (tal como
podria suceder en la aorta toracica), por lo que no se descarta del todo la idea de que el PRR
estuviera participando en los cambios de presidn arteria; la activacion de la via en este tejido
podria deberse a que la médula es la responsable de la acidificacion de la orina y la
homeostasis, ya es conocido que la médula renal se caracteriza por un hipertonicidad
fisiologica, por lo que la combinacion de cualquier tiene un efecto aditivo lo que podria

ocasionar que las células murieran a una velocidad muy acelerada o por el contrario estan
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proliferando a una velocidad menor que la normal, o existe alguna combinacién de estas
alternativas, esta adicion de tonicidad podria deberse a la cantidad de proteina en orina
durante un proceso de preclampsia por lo que la via Wnt quiza se activa en respuesta al dafio
causado por la inflamacion medular ocasionada por las proteinas, y como proceso

compensatorio ante la muerte celular o insuficiente proliferacién celular.

No se descarta la idea de que esta via Wnt candnica al menos en aorta toracica y médula
renal pudiera ser encendida por otro estimulo que no provenga del PRR, ya que la expresion
del PRR es inversa a la expresion de las proteinas de la via Wnt, por lo que la via podria ser
activada por otros estimulos como es el caso de inflamacion y estrés oxidativo caracteristicas
de la PE (Babbette 2013), que encienden vias alternas como la cascada PG’s o la via ROS
gue entre su gran red de comunicaccion cruzada son capaces de activar a la Via Wnt candénica
gue en adultos esta relacionada con crocesos celulares regenerativos seguidos de dafio

(Brandenburg 2015).

Via no candnica

Al realizar el estudio de las proteinas representativas de la via Wnt no Candnica, observamos
que durante un embarazo normal la expresion de la proteinas JNK — 1 se encuentra
incrementada en tejido cardiaco (auriculas y ambos ventriculos) y aortico (toracica y

abdominal), mientras que en la preclampsia se encuentra disminuida en los mismos tejidos.

La disminucion de la expresion de la proteina JNK — 1 en tejido de aorta (abdominal y toracica)
durante la preclampsia coincide con la disminucion en la expresion del PRR (Rocio 2013),
esto nos hace pensar que el PRR podria estar participando como activador de la via Wnt no

canodnica y quizé de esta forma contribuir en la regulacion de la presion arterial.
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Mientras que en tejido cardiaco (auriculas y ventriculos) podemos pensar que una cantidad
elevada de receptores de renina prorrenina no siempre trae consigo la activacioén de la via
Wnt ya que el PRR se encuentra aumentado en corazon (Moctezuma Emilio), pero las
proteinas de la via candnica no. Esto podria deberse a que éste receptor tiene funciones
alternas e independientes a la unién con su ligandos ya que por su homologia puede actuar
como proteina accesoria de VTPasa (Manne et. al. 2013) y de esta forma el receptor tedria
la alternativa de actuar como bomba de H+ ATPasa. De esta forma PRR estaria actuando en
la homeostasis del pH celular, importante para la sobrevivencia de los organismos. (K. W.

Beyenbach, et. al. 2006).

En tejido adrtico (abdominal y cardiaco) el el PRR esta disminuido (Rocio 2013) y las proteinas
no canodnicas se encuentran también disminuidas, lo que nos hace pensar que la inactivacion
de la via candnica se debe a la baja expresion del receptor. Quiza esta inactivacion que causa
la baja expresion de de JNK — 1 estd relacionado con un mal funcionamiento del tejido

endotelial

Durante un embarazo normal la expresion de las proteinas JNK — 1 y PKC o se encuentra
incrementadas en tejido de ventriculo izquierdo, mientras que en la preclampsia se encuentra
disminuida en este tejido. Lo que debemos valorar de acuerdo a nuestros hallazgos es si la
trasduccion de la sefial via Wnt no canonica mediante JINK y PKC o es a causa del PRR, ya
gue éste receptor contrariamente a estas proteinas, se encuentra aumentado en corazon
durante el embarazo con PE; lo cual nos hace suponer nuevamente que durante la PE el
PRR no esté fungiendo como un activador de la cascada trasduccional Wnt, y que esta
ejerciendo en alguna otra de sus funciones (Cristina — Maria Cruciat, 2010). Y quiza en el
embarazo normal JNK — 1 y PKC a, se encuentren sobreexpresados ya que durante un

embarazo normal se existen cardiovasculares cuyo fin es cubrir las necesidades tanto de la
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madre como del feto, por lo que situaciones como el aumento del gasto cardiaco y volumen
sanguineo implican un mayor trabajo por parte del corazén, por lo que serian necesarios
eventos de remodelamiento celular y profibréticos para procurar un embarazo normoevolutivo,
lo contrario ocurriria si estos eventos no surgen, lo cual podria suceder durante la PE, que
coincide con la baja expresion de JNK — 1 y PKC o en ventriculo izquierdo, proteinas

implicadas en la proliferacion celular y procesos de angiogénesis (Andrey Voronkov 2013).

Es complejo el estudio de las vias de sealizacion debido a que las moléculas involucradas en
esta respuesta no operan en forma aislada, sino por el contrario participan en una compleja

red de sefializacion con frecuentes puntos de entrecruzamiento.
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Conclusiones:
Via Canoénica

* Durante el embarazo normal la via candnica parece no modificarse

» Durante la gestacion complicada con preclampsia la expresion de 3 — catenina,
DVL 1 e HDAC4 aumenta con respecto al grupo control y al grupo con
embarazo normal en los tejidos de ventriculo derecho, aorta toracica y médula
renal

» Estos hallazgos podrian deberse a que la activacion de la via Wnt no depende
del nimero de receptores 0 que la sefializacion Wnt podria estar activada por
otra via

Via No Canonica
Durante el embarazo normal:

e La expresion de JNK en tejido cardiaco aumenta, mientras que el PRR
disminuye
» Laexpresion de JNK en aorta abdominal y toracicaal igual que el PRR aumenta

Durante la Preclampsia:

» Laexpresion de JNK disminuye en tejido cardiaco, mientras que PRR aumenta

* Laexpresion de JNK y PRR disminuye en tejido adrtico y placenta cara fetal

» La expresiéon de PKC a disminuye en ventriculo izquierdo mientras el PRR
aumenta

* Laexpresion de PKC a y PRR disminuye en placenta cara fetal

» Estos resultados sugieren que la activacion de la via Wnt en tejido cardiaco no
depende del nimero de receptores 6 que el PRR en tejido cardiaco tiene otra
funcidn y la activacion de la via Wnt se debe a otro estimulo.

* Entejido aortico el PRR actia en la activacion o inhibicion de la via Wnt

 EIPRR durante la PE, inhibe la via Wnt en placenta cara fetal
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