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Resumen

La pre-eclampsia (PE) es un trastorno hipertensivo especifico del embarazo que se
produce después de las 20 semanas de gestacién. Es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad materna y neonatal en todo el mundo, afectando al 3-5% de todos los
embarazos. Este trastorno cursa con hipertensién, proteinuria y disfuncidon endotelial. Dada la
dificultad para poder realizar ensayos en las mujeres embarazadas, se han realizado una gran
variedad de modelos de experimentacion tanto in vitro como in vivo con el fin de mejorar el

manejo de la enfermedad.

Los modelos in vitro se realizan para identificar los marcadores bioquimicos de la
enfermedad con la finalidad de promover terapias preventivas para la PE. De todos los
modelos realizados, el mas utilizado es el cultivo de lineas celulares BeWo. Este modelo no
presenta total seguridad a la hora de extrapolar los datos a los estudios in vivo, pero tiene una

gran reproducibilidad y estabilidad frente a los otros métodos propuestos.

Con respecto a los modelos de experimentacion in vivo, se han realizado una gran
variedad de estudios sobre animales de experimentacién, normalmente en ratas, para
investigar las posibles intervenciones que se pueden realizar en el tratamiento y prevencion de
esta enfermedad. Todos estos modelos propuestos tienen una limitacidn, que es la falta de
reproducibilidad de las condiciones humanas durante un embarazo con PE. Pero a pesar de
este inconveniente, los modelos in vivo han servido de gran ayuda para conocer la

fisiopatologia de la PE y poder actuar frente a ella.

Palabras clave: Pre-eclampsia, hipertensién, modelos en animales, trofoblasto, modelos in

vitro.



Abreviaturas

2-ME: 2-metoxiestradiol.

B-hCG: Hormona B gonadotropina coridénica humana.
ADMA: Dimetilarginina asimétrica.

AT1: Receptor 1A de angiotensina.

AT1-AA: Receptor de angiotensina Il tipo I.

AVP: Arginina vasopresina.

COMT: Catecol-o-metiltransferasa.

FGR: Restriccién del crecimiento fetal.

HbF: Hemoglobina fetal libre.

HIF-1a: Factor de transcripcién inducido por hipoxia.
IFI-16: Proteina inducible del interferén gamma 16.
IUGR: Restriccidn del crecimiento intrauterino fetal.
L-NAME: Ester de metilo nitro-L-arginina.

NO: Oxido nitrico.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

PAPP-A: Proteina A plasmatica asociada al embarazo.
PE: Pre-eclampsia.

PIGF: Factor de crecimiento placentario.

PP13: Proteina placentaria 13.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

sEng: Endoglina soluble.

sFlt-1: Forma soluble de la tirosin quinasa 1.

SGHPL: Saint Georges Hospital Placental cell line.
TGF-B: Factor de crecimiento transformante B.
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.



indice

RESUMIBIN ...ttt et e s st et ettt sresae sre et I
ADFEVIATUIS. ..ttt ettt st sttt et e ae et s ae st sttt s s bbb se et eae bbb et Il
Lo INErOAUCCION. ...ttt sttt ettt e ettt st et b bes s et ea bbb e s 1
1. 1. Definicidn y caracteristicas de la preeclampsia.......ccccccveviveeserssessessieeeeene 1
1. 2. Prevalencia de 1@ PE.........o e e s e e e 2
1. 3. Clinica de |a PE: Sign0s Y SINTOMAS.....ccccviierieireiseisr et sves s e sse s seas 3
1. 4. Complicacion@s de 13 PE.........ccoceiierieiieie st es et s sae e e e s e 3
1. 5. CauSas de 1@ PE...co ottt e s e s s 4
1. 6. PredicCion de 1@ PE.........o ittt s et s e e 4
1. 7. Prevencion de @ PE........c ittt e e e e e 5
2. Objetivos de 13 FEVISION.......ccccieieiee ettt ettt st e et sr e sr e sbesbeseennaes 7
N |V, =Y Yo [o] [} -4 T- T OO OO OO USSR 8
4. ReSUltados Y diSCUSION......ccce ittt sttt et et aestesbe st seeseebesaen seesnannns 8
4. 1. MOdelOS iN VItro de PE.......c.coueiinieirrecieseeee sttt et es e e ses e s enn 8

Cultivos primarios de trofoblastos..........cceeeeevreiececieecesissee e e sveeees. 9

Cultivos provenientes de explantes de las vellosidades.........ccccoeevveerereennee. 10
Cultivos de lineas de células trofoblasticas........ccceueiveeeeie e e e, 11
4. 2. Modelos in ViVo d@ PE........uceiiee ettt s st s s e s n e 13

Modelos basados en la reduccién de la perfusiéon uterina en PE..................... 16

Modelos de PE basados en la manipulacidn genética o farmacoldgica.......... 17
(0073 ol [0 =T3RS 28
S]] o [ ToT ==Y = TSP 29



1. Introduccion:
1.1. Definicién y caracteristicas de la preeclampsia.

La preeclampsia (PE) es un sindrome especifico que se manifiesta en el periodo de
gestacion de la mujer. Afecta al 3-5% de las embarazadas y tradicionalmente se ha
diagnosticado por un aumento de la presion arterial (presion sistdlica mayor de 140 mmHg y/o
presién diastdlica mayor de 90 mmHg) en mujeres que anteriormente eran normotensas, y por
la presencia de proteinuria (> 300 mg/dia), aunque se puede considerar la presencia de PE sin
la aparicidn de proteinuria, pero no es lo habitual (Mol y cols., 2015). La PE suele debutar a
partir de las 20 semanas de gestacion, y también puede incluir alguna disfuncién en los
drganos maternos, como insuficiencia renal, complicaciones hematoldgicas, afectacion

hepatica, entre otras (Magee y cols., 2008).

En el desarrollo de la PE, y antes de las 20 semanas de gestacion, se produce una
alteracion en la formacidn de la placenta, con una invasion defectuosa y superficial de los
trofoblastos en las arterias espirales uterinas. Las arterias por lo tanto no se convierten en
canales vasculares de gran capacitancia, sino que se mantienen estrechas y, se produce una
hipoperfusidon placentaria. Esta hipoperfusién placentaria estd asociada a la presencia de
algunos efectos adversos como pueden ser la restriccion del crecimiento fetal,
desprendimiento de la placenta, parto prematuro, entre otros (Brosens y cols., 2011). No se
conoce muy bien porque se producen estos acontecimientos en el desarrollo de la circulaciéon
Utero-placentaria en algunos embarazos, pero se conoce que factores ambientales, vasculares,

inmunoldgicos y genéticos tienen un importante papel (llekis y cols., 2007).

Figura 1. Invasion defectuosa de los trofoblastos en las arterias espirales uterinas en PE

(tomado de Pennington y cols., 2012).



1.2. Prevalencia de la PE.

La prevalencia es aproximadamente entre el 5-10% de todos los embarazos, mientras
qgue la incidencia oscila entre un 2-5%. Se han realizado numerosos estudios para ver la

prevalencia de esta enfermedad y de ellos podemos obtener las siguientes conclusiones:

% Estudio 1: realizado a 262 pacientes primigestas que se encuentran ingresadas por PE
grave en la zona de cuidados intensivos del Hospital Regional Universitario Carlos Haya
de Malaga. Un 78% de las pacientes ingresadas fueron por PE grave, un 16% por
sindrome HELLP y un 6% por eclampsia. 4 de las 262 pacientes que ingresaron
murieron (mortalidad = 1,5%). Como conclusidn se obtuvo que la tasa de mortalidad es
baja pero que se producen en un porcentaje mas alto las complicaciones de la PE

(Curiel-Balsera y cols., 2011).

% Estudio 2: revision del historial de 219 pacientes gestantes con un total de 21.890
partos desde el afio 2002 y el aifio 2008. Estas pacientes presentaban las caracteristicas
tipicas de PE. De estas 219 pacientes, 109 cursaron con PE grave, 28 de las cuales
ingresaron en la UCI, 7 evolucionaron a eclampsia y 21 mujeres tuvieron que estar en
observacion. Con respecto a la morbimortalidad fetal, de las 109 gestantes se
obtuvieron 119 recién nacidos, 78 fueron de gestantes Unicas y 41 de gestantes
multiples. De todos los recién nacidos, el 65-70% fueron ingresados en la UCl y, el 35%
tuvieron una morbilidad fetal muy grave sin llegar a la muerte fetal. La prevalencia de

pre-eclampsia obtenida en este estudio fue de 0,49% (Rubio y cols., 2011).

% Estudio 3: revisidn de todos los partos de mujeres con PE en 23 hospitales espafioles.
De este estudio se obtuvo que la incidencia de los estados hipertensivos del embarazo
(EHE) es del 2,55%, donde destacaba la PE como principal causante de esta
hipertension gestacional. También se encontraron las variables epidemioldgicas que
pueden influir en la aparicion de PE, como son: mujeres entre 19 y 45 afios, con
antecedentes de HTA, nuliparas, de raza caucasica, nivel educativo alto y con actividad

laboral (Cortés Pérez y cols., 2009).



1.3. Clinica de la PE: signos y sintomas.

Con respecto a la situacién clinica de las pacientes, en su mayoria son asintomadticas y
se diagnostica en la atencidn prenatal de rutina. Solo un 10-15% de las mujeres que presentan

esta patologia presentan resultados adversos (von Dadelszen y cols., 2011).

Las mujeres que presentan PE severa pueden presentar sintomas como cefalea,
trastornos visuales (tales como visidén borrosa y ceguera), dolor epigastrico, nduseas, vomitos,
elevacion de las transaminasas, hipertension arterial severa (PAS > 160 mmHg y PAD > 110
mmHg), trombocitopenia (< 100 x 10° plaquetas/L), oliguria (€ 500 mL de orina/24 h) y
proteinuria (> 2g/ 24 h). También pueden ocurrir complicaciones neuroldgicas que cursan con
convulsiones (eclampsia), accidente cerebrovascular, isquemia miocardica reversible, edema
pulmonar, deficiencia neuroldgica, desprendimiento de retina y encefalopatia posterior

reversible (Curiel-Balsera y cols., 2011).

1.4. Complicaciones de la PE.

Si la PE no se trata puede llegar a ser letal, esto es lo que ocurre en entornos de bajos
recursos en los que la mayoria de los casos no se tratan, por lo tanto este sindrome es una de
las principales causas de la mortalidad materna e infantil. Las mujeres pueden tener
complicaciones graves como la eclampsia, rotura hepdtica, derrame cerebral, edema
pulmonar, insuficiencia renal o el sindrome de HELLP (Mol y cols., 2015). Este sindrome se
caracteriza por una anemia hemolitica microangiopdtica, disfuncion hepatica vy
trombocitopenia, con o sin proteinuria o hipertensiéon severa, que se presenta antes de las
primeras 28 semanas de gestacién. Tiene un inicio agudo y cursa con un rapido deterioro de la
condicidn materna. También pueden producir complicaciones en el feto, como son restriccion
del crecimiento, muerte fetal, muerte neonatal y complicaciones asociadas a un parto
prematuro (Habli y cols., 2009). Este parto prematuro puede causar un mayor riesgo de

displasia broncopulmonar y paralisis cerebral, en nifios nacidos de madres con PE.

Por ello, se esta tratando de guiar a las personas para la gestion éptima de la PE, tanto

en los entornos de bajos recursos como en los de altos recursos (Mol y cols., 2015).



1.5. Causas de la PE.

La causa de la PE no esta clara. Algunas mujeres padecen PE por una predisposicion
genética (Williams y Broughton, 2011). Algunos genes que se han relacionado con la aparicion
de la PE son: genes implicados en la trombofilia, inflamacién, estrés oxidativo y aquellos

implicados en el sistema renina-angiotensina (Mol y cols., 2015).

Ademas del componente hereditario, otros factores genéticos, ambientales e
inmunoldgicos parecen alterar el desarrollo normal de la placenta. Esta alteracion conlleva a
un aumento de los niveles de las proteinas antiangiogénicas, por lo tanto se produce un
desequilibrio entre los factores proangiogénicos (encargados del desarrollo vascular
placentario y el mantenimiento de la funcién vascular) y los antiangiogénicos (antagonistas de
los factores proangiogénicos). Este desequilibrio conduce a anormalidades vasculares de la

placenta y del sistema cardiovascular materno que desemboca en PE (Mateus, 2014).

1.6. Prediccion de la PE.

En la actualidad no se dispone de métodos validados para la prediccién de la PE. Si es
posible distinguir entre las mujeres con alto riesgo y aquellas con bajo riesgo de sufrirla. Entre
los factores de riesgo de la PE se encuentran: hipertensién en el embarazo, enfermedad renal
cronica, diabetes (tipo | o tipo Il) y trastornos autoinmunes, como el lupus eritematosos
sistémico o el sindrome antifosfolipido (trastorno autoinmune en el cual se producen de forma
persistente anticuerpos contra una gran variedad de fosfolipidos y proteinas transportadoras
de fosfolipidos) (Bramham y cols., 2014). Otros factores pueden ser: mujeres primiparas o
multiparas, edad mayor de 40 afios, intervalo de embarazo de mas de 10 ainos, indice de masa

corporal (IMC) superior a 35 Kg/m? y/o sindrome de ovario poliquistico.

Las pruebas que se le suelen medir a una mujer para saber si padece o no PE son, la
presion sanguinea (la sistdlica y la diastdlica) y la saturacién de oxigeno. Ademads, entre las

pruebas de laboratorio a realizar tenemos:

e La estimacion simple de la cantidad de proteinas en orina. El método estandar de
medicion de las proteinas en orina es la cuantificacion de las proteinas urinarias en
una muestra de orina de 24 horas. Pero la recoleccién de orina de 24 horas es un
inconveniente ya que significa un trastorno para el paciente y a veces, la recoleccion
no es completa. Existe una correlacion entre la relacidn proteina/creatinina en una
muestra de orina al azar vy, la cantidad de proteinas en 24 horas. La excrecion normal

de proteinas es menor de 100-150 mg/24 h, que equivale a una relacién



proteina/creatinina menor de 1 (100-150 mg de proteinas: 1000-1500mg de
creatinina). Una relacion mayor de 2,5 sugiere la presencia de proteinuria. Por tanto la
relacién proteina/creatinina es usada para estimar el grado de proteinuria (Mol y cols.,

2015).

e La monitorizacion de mujeres con PE, que incluye la evaluacién de los pardmetros
hematolégicos, como la hemoglobina y plaquetas, y pruebas bioquimicas, como la
funcién hepatica y renal. Esto se hace para observar la progresién de la enfermedad y

diagnosticar el deterioro de la enfermedad.

Debido a que todas las pruebas antes mencionadas tienen una precision limitada, para
predecir complicaciones se han hecho intentos con el fin de integrar estas pruebas en modelos
multivariables y asi poder predecir los resultados adversos maternos dentro de las primeras 48
horas que la mujer se encuentra ingresada en el hospital con diagndstico de PE (von Dadelszen

y cols., 2011).

1.7. Prevencion de la PE.

La Unica cura en la PE es la eliminacién de la placenta durante la induccién al parto,
gue puede producir como consecuencia una inmadurez del feto. Una vez inducido el parto, esa
placenta puede ser utilizada para sucesivos estudios con el fin de obtener los mecanismos

fisiopatoldgicos de esta enfermedad (Koopmans y cols., 2009).

La prevencion de la PE hoy en dia es muy importante gracias al conocimiento de los

factores de riesgo. En la tabla 1 aparecen las diferentes intervenciones para prevenirla.

Dentro de las intervenciones farmacoldgicas, se pueden administrar dos tipos de
farmacos para la prevencion de la PE, que son la aspirina y la heparina. En PE se produce una
activacion de las plaquetas y del sistema de coagulacién como consecuencia al dafio isquémico
placentario, y se ocasiona un desequilibrio entre las prostaglandinas (que tiene propiedades
vasodilatadoras) y los tromboxanos (que tienen propiedades vasoconstrictoras y activadoras
de la agregacién plaquetaria). Este desequilibrio a favor de la produccién de tromboxanos
explicaria la vasoconstriccidon caracteristica de la fase clinica de la enfermedad. La aspirina
inhibe a la enzima ciclooxigenasa, que sintetiza tromboxanos en las plaquetas y en el
endotelio, por tanto, disminuye la sintesis de TX y la vasoconstriccidn. Por ello, se comprobd

gue la aspirina a bajas dosis reducia de forma moderada el riesgo relativo a padecer PE, un



parto precoz o gestaciones con complicaciones graves, y ademas no aumentaba el riesgo de

hemorragias (Marin y cols., 2008).

Intervenciones farmacoldgicas: Poblacién:
Aspirina Mujeres con riesgo de PE, hipertension gestacional y

restriccion en el crecimiento fetal.

Heparina de bajo peso molecular Mujeres con un alto riesgo de sufrir disfuncién de la
placenta.

Intervenciones no farmacoldgicas: Poblacidn:

Calcio Mujeres con bajo calcio en la dieta.

VitaminaCy E Mujeres con un riesgo de padecer PE.

Magnesio Mujeres con un riesgo normal-alto de padecer PE.

L — arginina y antioxidantes
Vitamina D y calcio Mujeres con un bajo riesgo de padecer PE.

Dieta y estilos de vida

Tabla 1: Intervenciones para la prevencion de la PE (tomada de Mol y cols., 2015).

No obstante, el tema de la aspirina como un agente preventivo se encuentra abierto,
ya que posteriormente otros estudios demostraron que no tenian tales beneficios. Por ello se
suele indicar en mujeres con PE que tengan situacidn grave, siempre y cuando la paciente se

encuentre debidamente informada (Roberts y Catov, 2007).

El segundo farmaco que se puede utilizar para la prevencion de la PE es la heparina. Se
prescribe para prevenir los riesgos cardiovasculares derivados de la PE, asi como trombosis o
pérdida fetal. Un estudio realizado en gestantes de riesgo sin trombofilia con un tratamiento
profilactico con dalteparina, mostrd unos resultados muy buenos en cuanto a la reduccion del
85% de presentar PE severa, retraso del crecimiento y desprendimiento de placenta (Rey y

cols., 2009).

Por otra parte también se pueden realizar intervenciones no farmacoldgicas como son:

®

«» La administraciéon de calcio produce una reduccidn de la PE. Bajas concentraciones de
calcio estan asociados con la PE, por ello la OMS recomienda la administracion de unos
suplementos de calcio en las mujeres que se encuentren en la segunda mitad del
embarazo. Estos suplementos son de 1,5-2 gramos al dia. Esta hipdtesis de la

suplementacion de calcio puede ser efectiva para la prevencién de la PE, de hecho



actualmente se esta realizando un ensayo aleatorizado en mujeres con esta patologia

para comprobar su eficacia.

% La vitamina D debe encontrarse en valores normales, ya que una deficiencia de la

misma se asocia con riesgo de padecer diabetes gestacional y PE (Mol y cols., 2015).

«* La L-arginina, precursor de la sintesis de éxido nitrico (NO), reduce el riesgo de PE
cuando se administra con antioxidantes (Dorniak-Wall y cols., 2014). Este hallazgo se
confirmd en un ensayo controlado aleatorio en las mujeres con alto riesgo de PE
(Vadillo-Ortega y cols., 2011). Pero aun estos estudios no son decisivos, por lo cual

deben de realizarse mas ensayos que confirmen su uso en la prevencién de la PE.

«» Otro factor muy importante es la dieta y el estilo de vida. Una dieta rica en verduras,
frutas y aceites vegetales se asocié con un menor riesgo de PE. Se han demostrado que
la intervencidon en este ambito hace que se reduzca la posibilidad a padecer PE (Alleny

cols., 2014).

En 1964, Epstein mostré que las mujeres con PE u otros trastornos durante el
embarazo, tenian un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad cardiovascular
posteriormente en la vida. A los 2 afios de haber padecido PE, un 30% de las mujeres sufrian
hipertensidn vy, el 25% de esas mujeres padecian sindromes metabdlicos (Veerbeek y cols.,
2015). Posteriormente, un estudio realizado por Berks y cols., (2013) mostré que una mejora
en los estilos y calidad de vida después de un embarazo con PE, mejoraba el riesgo
cardiovascular entre un 4 y un 13%. Como mejora en el estilo de vida entendemos la

realizacidn de ejercicio fisico y llevar a cabo una buena alimentacién, entre otros.

2. Objetivos de la revision:

El objetivo principal de esta revision es profundizar en el conocimiento de los modelos
experimentales, in vivo e in vitro, utilizados en la investigacién de la PE. Este conocimiento es
de vital importancia, en primer lugar, por la légica falta de ensayos clinicos realizados en la
mujer embarazada, ante el temor de dafio tanto materno como fetal; y en segundo lugar, es
importante para obtener un mayor entendimiento sobre la etiopatogenia de la enfermedad, lo

cual nos conducird a un mejor prondstico, prevencién y tratamiento de la misma.



3. Metodologia:

Se ha realizado una busqueda bibliografica usando como bases de datos, la biblioteca

de la Universidad de Sevilla (http://bib.us.es/) y plataformas como PubMed, ScienceDirect,

MedlinePlus y Elvesier. También se han buscado articulos en la plataforma Google Scholar con

la finalidad de aportar nueva informacidén y aclarar algunos conceptos de interés.

Entre las palabras claves indicadas tenemos: preeclampsia, methods, mouse,
hypertension and pregnancy, animal models, placenta, proteinuria, treatment opportunities,
pravastatin, trophoblasts, arginine, nitric oxide, in vitro models, BeWo, aspirin, endothelium,

prevention, eclampsia y angiogenic factors.

4. Resultados y discusion:

A la hora de realizar estudios relacionados con la PE, se pueden realizar estudios en
modelos in vitro o in vivo. Primero empezaremos estudiando los modelos in vitro y luego

continuaremos con los in vivo.

4.1. MODELOS IN VITRO DE PE

Como se indicé anteriormente, la PE es una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad materna y neonatal, por lo tanto es importante identificar marcadores para
predecir de forma mas rdpida la enfermedad, asi como que promuevan el desarrollo de
terapias preventivas de esta enfermedad. La investigacién basada en el uso de modelos
experimentales in vitro combinada con el uso de marcadores para la deteccién y el diagndstico
de la enfermedad, tiene sus beneficios, y demostraron ser muy eficaces en el tratamiento de
algunas enfermedades como son la diabetes, la hipercolesterolemia o la leucemia, entre otras

(Orendiy cols., 2011).

En el disefio experimental realizado en el estudio de la PE, los modelos mas usados son
los modelos in vivo, utilizando para ello animales, principalmente roedores. Sin embargo, estos
modelos tienen un valor discutible, ya que hay grandes diferencias entre la morfologia y
fisiologia de la placenta humana y la de estos animales. Por este motivo, se han desarrollado
también modelos in vitro, en los cuales podemos usar tejido proveniente del humano
(Geusens y cols., 2010). Uno de los fines de estos modelos es la evaluacion de los
medicamentos, para de esa forma ver su impacto en la fisiologia de la placenta humana antes

de realizar, en su caso, los preceptivos ensayos clinicos.


http://bib.us.es/

Existen varios modelos de estudios in vitro como son: los cultivos primarios de
trofoblastos, los cultivos provenientes de explantes de las vellosidades y los cultivos de lineas

de células trofoblasticas.

CULTIVOS PRIMARIOS DE TROFOBLASTOS

Estas células se caracterizan por su capacidad de expresar biomarcadores con gran
valor prondstico de la PE. Dentro de este modelo experimental tenemos dos tipos diferentes
de cultivos celulares: el cultivo de los trofoblastos extravellosos y el de los trofoblastos
vellosos.

Antes de explicar los dos tipos de cultivo mencionados anteriormente, se va a hacer
una pequefia alusién a la diferencia entre el trofoblasto extravelloso y el velloso. El trofoblasto
extravelloso, fenotipo invasor, juega un papel muy importante en la adaptacién de la decidua
para sostener el embarazo. Este trofoblasto invade las paredes de las arterias uterinas
espirales y adapta esos vasos en grandes conductos capaces de distribuir y soportar el
incremento de flujo sanguineo requerido en el segundo y tercer trimestre del embarazo. Una
inadecuada transformacién de las arterias espirales uteroplacentarias por el trofoblasto
extravelloso invasor es un desencadenante de la PE (James y cols., 2006). A diferencia del
trofoblasto velloso, que es el que da origen a las vellosidades coridnicas, implicadas en el

intercambio de nutrientes entre la madre y el feto (Purizaca-Benites, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de un corte transversal de una placenta, que muestra la

circulaciéon placentaria, tanto materna como fetal (Persaud, 2009).



Trofoblasto extravelloso

Quenby y cols. (2004), usando cultivos primarios de trofoblastos extravellosos,
mostraron el efecto de la aspirina y la heparina sobre la PE, mencionado anteriormente en el
apartado de prevencidon de la PE. Sin embargo, no se demostrd correlacion alguna de los
efectos con los marcadores de la PE estudiados como la proteina placentaria 13 (PP13), el
factor de crecimiento placentario (PIGF) y la proteina A plasmatica asociada al embarazo
(PAPP-A). La PP13 es una proteina que solo se produce en la placenta, es un buen marcador de
la PE que se encuentra reducida en el primer trimestre del embarazo en las pacientes que van
a desarrollar PE; el PIGF es una proteina angiogénica que se expresa en el tejido trofoblastico,
y sus valores se encuentran disminuidos en pacientes con PE durante el primer trimestre; y la
PAPP-A favorece la implantacién y la invasidn del trofoblasto: los niveles bajos de esta proteina

se han relacionado con muerte fetal, bajo peso o prematuridad (Spencer y cols., 2008).

Se observd que este modelo experimental no es util para el estudio de farmacos
aplicados al tratamiento de la PE, por lo cual queda descartado en aquellos estudios

designados para tal fin.

Trofoblasto velloso

Los cultivos de trofoblastos vellosos son mds utilizados que los anteriores por
presentar ventajas en su preparacién, como es la productividad y su uso durante un largo
periodo de tiempo.

Tanetta y cols., (2008) probaron los efectos de las vitaminas antioxidantes C y E en
trofoblastos vellosos. Los autores demostraron una apoptosis de estas células después de 96
horas en cultivos, debido a una pérdida del potencial de membrana mitocondrial y a la
activacion de las proteinas caspasas 9 y 3. Aln no existen evidencias sobre las correlaciones
existentes entre los trofoblastos y los marcadores de la PE. Por lo tanto, se desconoce el
posible uso de estos cultivos celulares en la investigacién de futuros farmacos de uso en la PE

(Orendiy cols., 2011).

CULTIVOS PROVENIENTES DE EXPLANTES DE LAS VELLOSIDADES
Los explantes de las vellosidades son utilizados para estudiar procesos celulares tales
como la proliferacion, diferenciacién y la apoptosis (Miller y cols., 2005). Se utilizan dos

estrategias para este tipo de estudios:
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v Los explantes de embarazos sin complicaciones se utilizan para estudiar los efectos de

cualquier factor externo sobre la supervivencia del tejido, la funcién y la adaptacién.

v" Los explantes de placentas de pacientes con patologias clinicas reconocidas, tales
como la restriccion del crecimiento fetal (FGR) o la PE que se utilizan para comparar su

funcidn con los controles de su misma edad gestacional (Orendi y cols., 2011).

Estos estudios tienen un inconveniente destacado, y se trata de la baja disponibilidad
del material fresco para realizar este tipo de estudios. Las vellosidades, a diferencia de los
trofoblastos, no se pueden congelar y almacenar. Por lo tanto, estos estudios solo se pueden
realizar después del parto y no se pueden repetir en otro momento. Este inconveniente podria

subsanarse con el uso de la criopreservacion de los explantes (Miller y cols., 2005).

CULTIVOS DE LINEAS DE CELULAS TROFOBLASTICAS

Estas lineas de células son utilizadas como sustitutas de los explantes de las
vellosidades, asi como del trofoblasto extravelloso. La necesidad de usarlas es para paliar la
desventaja producida por la no proliferacion del trofoblasto extravelloso en los cultivos
primarios. Dentro de este grupo de lineas celulares, las mds destacadas son las SGHPL (Saint
Georges Hospital Placental cell lines, que derivan de los trofoblastos que han sido
transfectadas con el virus SV40, un poliomavirus: virus de ADN que causa tumores), que son
positivas para el antigeno leucocitario humano (HLA) (Orendi y cols., 2011). HLA es un gen de
clase | del complejo mayor de histocompatibilidad, cuya funcién es regular la liberacion de
citoquinas. Una disminucidon de la expresion de HLA afectaria al recambio de las arterias

espirales y provocaria isquemia placentaria (Arenas y Mesa, 2008).

Otro grupo de células también usadas son las células de coriocarcinoma BeWo,
obtenidas a través de una metastasis cerebral de un coriocarcinoma, trasplantadas en la
mejilla de un hdmster. Posteriormente, se obtienen la linea BeWo a base de estudios de ese

hamster.

De estas dos lineas celulares, SGHPL y BeWo, la mas utilizada es la BeWo, ya que es la
gue tiene mayor similitud en cuanto a las caracteristicas con el trofoblasto velloso y la
secrecién de hormonas como la hormona del crecimiento humano, la progesterona y el

estradiol (Orendiy cols., 2011).
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Células BeWo para evaluar los agentes terapéuticos

Actualmente, aln no existen terapias que puedan prevenir las manifestaciones de la
PE. Por ello es muy importante ahondar en una investigacién dirigida hacia ese fin.

Entre los potenciales agentes terapéuticos con eficacia en la prevencién de la PE, como
explicamos anteriormente, nos encontramos con la aspirina (a bajas dosis), la heparina de bajo
peso molecular, el acido félico, las vitaminas C y E, el calcio, entre otros. Estos estudios se
incluyen dentro del proyecto Pregenesys, en el cual se establecen modelos de cultivo celulares
para evaluar los efectos de estos farmacos candidatos para prevenir dicha enfermedad (Orendi

y cols., 2010).

Se analiza la expresién de unas proteinas especificas del sincitiotrofoblasto (capa mas
externa del trofoblasto embrionario, cuyas funciones son la secrecién de la hormona f
gonadotropina coridnica (B-hCG) y la produccién de anticuerpos en el endometrio materno
durante el desarrollo de la circulaciéon sanguinea) como son la PP13 y la B-hCG. La B-hCG es
una hormona proteica esencial para el desarrollo y sostenimiento de la gestacién. Niveles

bajos de esta hormona se han relacionado con abortos recurrentes y PE (Barrera y cols., 2008).

Orendi y cols., (2010) descubrieron que el tratamiento con forskolina (compuesto
natural obtenido de Coleus forskohlii, que activa la enzima adenilato ciclasa, y por tanto, los
niveles de AMPc) aumento los valores de PP13 y de B-hCG y su expresion génica, asi como la
fusidn en las células BeWo. Por todo esto, esta linea celular fue la que se utilizé para estudiar
la diferenciacién y la fusién del trofoblasto velloso, puesto que era la mas apropiada.
También realizaron una serie de estudios con la aspirina, la heparina y las vitaminas C y E,
demostrando que la heparina fue la que tuvo menores efectos sobre las proteinas PP13 y de B-
hCG, presentando a su vez un efecto beneficioso sobre los vasos sanguineos sistémicos
maternos. Ademas, demostraron que la aspirina a bajas dosis producia una disminucion de la

expresion de PP13, mientras que la B-hCG no se ve alterada.

En estudios in vivo, la reduccion de PP13 en la placenta y de sus niveles de ARNm, se
asocia con alto riesgo de padecer PE. Como consecuencia de estos estudios, cabe esperar que
la aspirina, como agente preventivo, actuaria aumentando la expresiéon de la proteina PP13 y
por tanto el riesgo de PE. Sin embargo, en la realidad esto no es asi, por lo que puede
especularse que el beneficio de la aspirina en torno a la reduccion de la frecuencia y gravedad
de la PE es independiente de la placenta y el trofoblasto velloso. Su efecto depende de la
capacidad para aumentar el tamafio del sincitiotrofoblasto, aumentando la expresién de las

proteinas PP13 y B-hCG.
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Con respecto a la vitamina C como agente preventivo, también se realizaron estudios y
se obtuvo que, la vitamina C afecta a la expresion de PP13 y B-hCG, produciendo un aumento
de ambas que depende de la dosis administrada de vitamina C. Como esta vitamina aumenta
los valores de PP13, se dice que tiene efectos beneficiosos contra la PE por su efecto

estabilizante sobre el trofoblasto velloso (Orendi y cols., 2010).

Conclusiones de los experimentos con células BeWo
Las células BeWo, células no primarias, no muestran una total seguridad a la hora de
extrapolar los datos a estudios in vivo. Presentan una serie de ventajas que se encuentran
relacionados con la reproducibilidad, estabilidad y proliferacién de las células. Por tanto, su
uso permite evaluar el efecto de los agentes terapéuticos sobre la expresion de las proteinas

(Orendi y cols., 2011).

4.2. MODELOS IN VIVO DE PE

Los modelos in vivo para prevenir y diagnosticar la PE son aquellos que se realizan
normalmente en animales, dada la dificultad de realizar los estudios en mujeres embarazadas.
El modelo de animal ideal se caracteriza por el desarrollo durante el embarazo materno de

hipertensidn, proteinuria, disfuncién endotelial y un desequilibrio de los factores angiogénicos.

Uno de los fines ideales que debe perseguir estos modelos in vivo es que en su uso
deben obtenerse resultados extrapolables a la mujer embarazada, y deben proporcionar datos

adecuados sobre los resultados fetales.

Han sido propuestos una gran variedad de modelos de animales in vivo basados en

diferentes experimentos, dentro de los cuales podemos encontrar los siguientes:

** Modelos basados en la reduccion de la perfusion uterina en PE.

** Modelos de PE basados en la manipulacién genética o farmacoldgica. Dentro de los
cuales estan: estudios de la 6xido nitrico sintasa en ratones, modelos transgénicos de
PE, modelos basados en la deficiencia de la catecol-o-metiltransferasa en ratones,
modelos de PE en ratones BPH/5, modelos farmacoldgicamente inducidos, modelos
basados en la alteracién de la angiogénesis, modelos inmunolégicos, modelos de PE
inducidas por adriamicina, modelos relacionados con el sistema renina angiotensina,
modelos de PE inducidos por insulina y los modelos basados en especies reactivas de

oxigeno.
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Los modelos en animales presentan una serie de inconvenientes, como puede ser el
caso de los ratones, que ellos tienen una invasidn del trofoblasto poco profunda, una gestacién
de tres semanas, y tres capas de trofoblastos, frente a una sola capa de trofoblastos
caracteristicos en la gestacién humana. Por este motivo, los modelos en animales son menos
utiles para los estudios de la invasién trofoblastica, la remodelacidn vascular y los procesos

sobre la etiopatogenia de la PE.

Como se ha mencionado antes, estos modelos en animales deben reflejar con
precisién la condicién humana durante el embarazo y para asegurar este fin, se comparan
estos estudios con estudios en animales que no estdn en la etapa de gestacién. Debido a que
estos modelos en animales presentan los inconvenientes mencionados anteriormente, hay
gue tener precaucién a la hora de extrapolar los datos a la clinica de la mujer preeclampsica.
Sin embargo y a pesar de sus limitaciones, los modelos in vivo de animales han ayudado mucho

en el conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen en la PE.

A continuacién pasaremos a describir los diferentes modelos de animales usados en el

estudio de la PE:

MODELOS BASADOS EN LA REDUCCION DE LA PERFUSION UTERINA EN PE

La reduccion de la perfusion placentaria da lugar a una disfuncién vascular e
hipertensidn, ligadas a la PE. Esta asociacidon se ha comprobado en una gran variedad de
animales. Para demostrar estas evidencias se realizaron unos estudios en perros anestesiados
para ver la oclusidn parcial de la vena infrarrenal aorta abdominal (se encuentra por debajo de
las arterias renales pero por encima de la bifurcacién adrtica) que se producia durante la PE.
Estos estudios no solo se han realizado en perros, sino también con buen éxito en conejos,
monos rhesus, babuinos y ovejas. Los modelos realizados sobre babuinos son recientes y estan
dando buenos resultados, en comparacién con los estudios realizados en monos rhesus que
son mas costosos, con mas dificultad y con elevados problemas éticos y legales en muchos
paises. Por ello otros modelos en distintos animales se ven mas favorecido (McCarthy y cols.,

2011).

Granger y cols., (2006) desarrollaron un modelo en ratas en el cual se reducia un 40%
la perfusién Utero-placentaria a través de la colocacidn de unos clips de plata en la aorta y en
las arterias uterinas del ovario. Esta reduccién se producia el dia 14 de la gestacidén (que en
estos animales dura 21 dias). Este clip solo no es suficiente para inducir un estado

preeclampsico similar al humano, debido a un aumento compensatorio en la sangre uterina a
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través de la arteria ovdrica. Para solucionar este problema también se coloca unos clips de
astilla tanto en el lado derecho como en el izquierdo de la arcada uterina al final del ovario.
Como resultado a esta intervencién, el dia 19 de la gestacion, se produce en el animal un
aumento de la presién sanguinea, disminucién de la tasa de filtracion glomerular, aumento de
la resistencia total periférica con disminucidn del indice cardiaco y de la presién renal (debido
a la induccion de natriuresis), disminucion del flujo plasmatico renal, proteinuria, disfuncion
endotelial y restriccién en el crecimiento fetal. Todos estos resultados se asocian con los signos
y sintomas de una PE grave, unido a un desequilibrio de los factores angiogénicos y
antiangiogénicos (en particular, producido por un aumento de la forma soluble de la tirosina
quinasa 1 (sFlt-1) y de endoglina soluble (sEng), junto con una disminucién del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y del factor de crecimiento placentario (PIGF)), hipoxia
placentaria producida por el factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF-1a) y, una

reduccion en la expresion de la hemo-oxigenasa 1 (HO-1) (McCarthy y cols., 2011).

MODELOS DE PE BASADOS EN LA MANIPULACION GENETICA O FARMACOLOGICA
Otra alternativa a la hora de realizar estudios para el diagnéstico de esta enfermedad es
a través de la manipulacion genética de las proteinas y las enzimas especificas que estdn

implicadas en los procesos fisiopatolégicos de la PE.

Estudios de la 6xido nitrico sintasa en ratones
El oxido nitrico (NO) es esencial para la formaciéon de un endotelio sano vy, en el
embarazo promueve la invasidon endovascular por los citotrofoblastos. Las arterias espirales
maternas del Utero al ser invadidas por el trofoblasto intersticial, producen NO para presentar

una baja resistencia a la invasioén.

El NO es sintetizado, a través de dos aminodacidos (L-arginina y L-homoarginina), por
una enzima llamada éxido nitrico sintasa (NOS), que pertenece a la familia de enzimas
dependientes de calcio-calmodulina. La enzima NOS se expresa en el sincitiotrofoblasto y en
las células endoteliales de la placenta durante el embarazo, por lo que es una enzima clave

para la sintesis de NO en un embarazo normal.

Como podemos observar en la figura 3, entre las funciones de NO cabe destacar su
accion inhibidora de las moléculas de adhesion, ejerciendo un papel antiinflamatorio. En las
pacientes con PE, se encuentran altos los niveles de moléculas de adhesién por lo que en esta

enfermedad hay un componente antiinflamatorio importante.
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Figura 3. Acciones vasculares del NO (tomado de Khalil y cols., 2015).

También es importante destacar la accién inhibidora del NO sobre las especies
reactivas de oxigeno (ROS), puesto que al aumentar las ROS, aumenta el riesgo de PE. Por
tanto, gracias a la enzima NOS, se produce NO y se eliminan las ROS. Como se puede observar

en la siguiente figura.

$4At broduce ' t1

ARGINASA — L-arginina

Nz

ADMA

NOS
Normal embarazo .
Pre-eclampsia
v" Dismi las ROS
zlmm.uyen als v" Aumentan las
isminuye e
y ) -y _ 1 1 NO “ ROSy el estrés
estrés oxidativo. NO o
) - TT oxidativo.
v" Vasodilatacién.

., v" Vasoconstriccidn.
v" Perfusidon

) v' Isquemia
placentaria normal. i
placentaria.

Figura 4. Relacidn entre la L-arginina y el NO en la patogénesis de la PE (adaptada de Khalil y

cols., 2015).
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La dimetilarginina asimétrica (ADMA) es un metil derivado de la arginina que tiene un
papel importante en la sintesis de NO puesto que es un inhibidor endégeno competitivo de la
NOS; es decir, su mecanismo de accién es competir con la L-arginina por el sitio activo de la
enzima (Khalil y cols., 2015). Diferentes estudios han demostrado que ADMA se encuentra

elevada durante la PE (Reyna-Villasmil y cols., 2010).

Los niveles de NO producidos por la enzima NOS estan determinados por tres factores,
que son: la capacidad mdaxima de las células, el estado de fosforilacién de la enzima vy las

concentraciones intracelulares de calcio.

Se han realizado estudios en los que se ha asociado la actividad de sEng con la PE,
puesto que la sEng modifica la expresidn y la actividad de NOS, y desencadena una disfuncién

endotelial que es caracteristica en la patogénesis de esta enfermedad (Khalil y cols., 2015).

Un reciente estudio nos informé que las mujeres que habian sufrido PE y aquellas
cuyos hijos habian tenido bajo peso al nacer, tenian alteraciones en los niveles de L-arginina,
homoarginina y ADMA 10 afios después de haber padecido esta enfermedad (Sandvik y cols.,

2013).

También existen métodos para inducir el estado de PE a través de inyecciones en ratas
o ratones del éster metilico de la nitro-L-arginina (L-NAME), que producen la inhibicidn de Ia
NOS. Estas inyecciones se llevan a cabo durante diferentes momentos de la gestaciéon y como
resultados dieron los sintomas de PE, tales como hipertensidon, proteinuria, disminucién de la
tasa de filtracion glomerular y la restriccién del crecimiento intrauterino fetal (IUGR). Al inhibir
a la NOS, se bloqueaba la sintesis de NO y como consecuencia se producia un aumento de la
presion arterial en estos animales. Se ha observado que el tratamiento con sildenafilo
(inhibidor de la 5-fosfodiesterasa) estd dando resultados positivos en cuanto a la reduccién de
la hipertensiéon, proteinuria y muerte fetal, tanto en la PE temprana como en la que se
desarrolla mas tarde (Erlandsson y cols., 2015). Otro tratamiento también con éxito fue el
resveratrol, polifenol con propiedades antioxidantes, que en las ratas L-NAME embarazadas
produjeron una reduccién también de la hipertension y del estrés oxidativo en los tejidos de la

placenta (Zou y cols., 2014).

Otro tipo de estudio realizado es la eliminacién de la enzima NOS en ratones. Como
resultado se observa que en las ratas sin la enzima NOS no se produce un desarrollo de
hipertension o PE durante el embarazo, de hecho, un estudio informd acerca de una

disminucion de la presidn arterial en las ratas que pertenecian a este modelo de estudio.
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Modelos transgénicos de PE

Dentro de este tipo de modelos, se han realizado muchos estudios. Se demostré que
cuando se apareaban las hembras transgénicas que tenian sobreexpresado el gen
angiotensindgeno con los machos transgénicos que tenian sobreexpresado el gen renina, se
producia un aumento de la presion arterial al final del embarazo, asociado con proteinuria,
hipertrofia miocardica, necrosis y edema en el examen histolégico de la placenta. Si en vez de
aparear las hembras transgénicas con sobreexpresion del gen angiotensindgeno con los
machos transgénicos con sobreexpresion del gen renina, se hacia al revés, es decir, que las
hembras tengan sobreexpresadas el gen renina y los machos el angiotensinégeno, este cambio
no produce como resultado la aparicion de PE. Estos resultados se explican a través de la
hipdtesis de “conflicto entre los padres”, que propone que el genoma materno alberga genes
criticos para el desarrollo fetal mientras que el genoma paterno alberga genes criticos para el

desarrollo de la placenta (McCarthy y cols., 2011).

También se llevé a cabo otro estudio en ratones a los que se le introdujo la
interleuquina-4 (IL-4), que es un citoquina antiinflamatoria. Los ratones que tenian deficiencia
en esta citoquina sufrian PE leve, incluyendo proteinuria, aumento de los niveles de las
citoquinas proinflamatorias, hipertension e inflamacién de la placenta. Por otro lado, también
se vio que los ratones que poseian IL-10 tenian los sintomas de PE mencionados con
anterioridad (Erlandsson y cols., 2015). La IL-4 y la IL-10 participan en la implantacién del
embrion y en el desarrollo de la placenta, niveles bajos se han asociado con abortos

espontaneos recurrentes durante el primer trimestre del embarazo (Challis y cols., 2009).

Un sdélido modelo en la investigacién de la etiologia de la PE lo constituye los ratones
transgénicos con el gen STOX1 (storkhead box 1), que se encuentra sobreexpresado en los
ratones preecldmpsicos debido a una alteracion de la expresién de este gen en el trofoblasto.
La proteina codificada por este gen puede funcionar con una proteina de unién al ADN. Las
mutaciones de este gen estan asociadas con PE y con un aumento del estrés oxidativo. Los
ratones transgénicos hembras embarazadas tienen el fenotipo humano de PE con todos sus

sintomas (Erlandsson y cols., 2015).

Modelo basados en la deficiencia de catecol-o-metiltransferasa en ratones
La catecol-o-metiltransferasa (COMT) es una enzima que convierte 17-hidroxiestradiol
en 2-metoxiestradiol (2-ME). El 2-ME es un metabolito natural del estradiol que se genera en la

placenta y que sus niveles aumentan en el tercer trimestre del embarazo humano normal.
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Sin embargo se encuentra reducido en la placenta de las mujeres embarazadas con PE (Tal,
2012). En las mujeres con PE, la actividad de COMT se encuentra inhibida, por lo tanto no se

sintetiza 2-ME y se desarrolla PE.

En este modelo se vio que una deficiencia de COMT en ratones en estado de embarazo
desarrolla hipertension, eleva la excrecién urinaria de proteinas presentandose endoteliosis y
otros cambios presentes en la fisiopatologia de la PE. Los embriones nacian con bajo peso y las
placentas demostraban sufrir aterosis aguda y trombosis. Todas estas caracteristicas de PE se
vieron mejoradas con la administracion de 2-ME (McCarthy y cols., 2011). 2-ME unido con una
cierta cantidad de oxigeno facilita el desarrollo vascular y la oxigenaciéon adecuada durante el

embarazo.

Modelos de PE en ratones BPH/5

Los ratones BPH/5 son un modelo genético de PE espontdnea que presentan la
enfermedad en sus diversos grados antes del embarazo y durante la etapa adulta. Presentan
caracteristicas similares a las de los humanos, incluyendo disfuncién endotelial, lesiones
glomerulares, proteinuria e hipertension. Como tratamiento a estos sintomas se administra
tempol, un antioxidante cuya funciéon es inhibir la formacién de ROS durante todo el
embarazo, que se ha demostrado que disminuye la presién sanguinea y el estrés oxidativo
(Erlandsson y cols., 2015). No obstante, el hecho de que las embarazadas humanas no
presentan hipertensién antes de quedarse embarazadas, hace que haya que tener precaucién
a la hora de extrapolar los resultados obtenidos de este modelo. De hecho, aunque esta
terapia fue un éxito en los ratones, los resultados no se han conseguido reproducir en

humanos (McCarthy y cols., 2011).

Hay otra cepa de ratas, la “Dahl sensible a sal”, que presenta un aumento de la tensidn
arterial y afecciones renales en ratas que no se encuentran embarazadas. Por lo tanto, una
camada de estas dos cepas de ratones/ratas, hace que la hipertension preexistente aumente el

riesgo de padecer PE durante la gestacion.

Modelos farmacolégicamente inducidos de PE
Los modelos farmacoldgicamente inducidos se centran en los sintomas caracteristicos
de la enfermedad. Hay una gran variedad de estudios realizados en animales, sobre todo en
ratas y ratones, en los que se ha ido viendo cdmo respondian frente a la introduccion de

sustancias para simular la PE en ellos. Entre estos estudios tenemos:
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Estudios basados en la introduccion de hormonas peptidicas en las ratas tales como
arginina vasopresina (AVP), que regula la retencidon de agua y la contraccion de los
vasos. Por lo tanto niveles altos de esta hormona produce un aumento de la tension
arterial similar a la preecldampsica, asociado a endoteliosis glomerular, proteinuria e

IUGR.

Uno de los sintomas caracteristicos de la PE es la oxidacién de los acidos grasos
anormal y, para demostrar este hecho, lo que se hizo fue inyectar en una serie de ratas
embarazadas la beta-2-glicoproteina (b2GPI), y como resultado de este estudios se

produjeron en la rata los sintomas de PE.

Activina A es un factor antiangiogénico producido por la placenta que estd implicado
en la fisiopatologia de la PE, puesto que se encuentra elevado en ese estado. Cuando
fue administrada en ratones gestantes, dio lugar a los sintomas de PE, mencionados en

otros apartados.

Modelo de PE en conejos basado en la induccion de la hemoglobina fetal libre. Durante
la PE se produce un aumento de la produccién y acumulacién de la hemoglobina fetal
libre (HbF), que conlleva dafios en la barrera placentaria y su consiguiente disminucion
en la circulacion materna. Esta acumulacidn de la HbF puede producir, en la semana 14
de gestacidn, la aparicion de PE. Estos hechos fueron puesto en estudio mediante la
administraciéon especifica en conejos de la HbF. Este modelo imita los efectos

preecldmpsicos de la enfermedad (Erlandsson y cols., 2015).

Modelos inducidos de PE en babuinos. Se basa en un modelo bastante comparable con
las caracteristicas humanas, aunque existen diferencias. Se realizaron estudios de NO,
IL-10, factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y sFlt-1. Los resultados obtenidos fueron
con respecto a NO, se administré un inhibidor de NO, pero los efectos no tuvieron
tanto éxito como se han visto en otros estudios con otros animales de
experimentacion. Sin embargo, los estudios realizados muestran que los anti-IL-10
producian un aumento de la presién arterial, mientras que en PE se observaba que se
reducian los niveles de IL-10. Los resultados de la administracién de TNF-a a bajas
dosis fueron proteinuria e hipertensién (Erlandsson y cols., 2015). Se vio que esta via
de modelos comparativa tenia resultados similares que los humanos. Por lo tanto era

una via muy valida de experimentacion.
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Modelos basados en la alteracion de la angiogénesis

El embarazo requiere de una formacidn especial de un complejo de red vascular tanto
materna como fetal, que se divide en tres estadios, en el primero se produce la vasculogénesis,
que se define como la formacidn de nuevos vasos, y en los otros dos estadios ocurre la
angiogénesis, tanto ramificada como no ramificada y, se define como la formacién de nuevos
lechos vasculares a partir de otros preexistentes. Los principales factores involucrados en el
proceso de angiogénesis son: el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y las proteinas de la familia de la angiopoyetina (ANG). Y los
factores involucrados en la angiogénesis de la placenta son VEGF, FGF y el factor de

crecimiento placentario (PIGF), este ultimo se expresa de forma selectiva en la placenta.

VEGF es un potente agente mitédgeno que actia solamente sobre las células
endoteliales de la micro y macrovasculatura de las arterias, venas y vasos linfaticos,
produciendo una disminuciéon del tono vascular, regulacién de la presidon arterial y

mantenimiento de la integridad de la barrera de filtracion glomerular (Briones y cols., 2008).

En el suero de la mujer embarazada y en los vasos umbilicales se ha observado que se
encuentra la forma soluble del Flt-1, también conocida como sFlt-1, que tiene una accién
inhibitoria frente a los efectos de VEGF, por lo que se considera que forma parte de las
proteinas antiangiogénicas (Powe y cols., 2011). También se ha observado que posee una
accion inhibitoria frente a PIGF (Li y cols., 2015). Durante el estado preecldmpsico, esta
proteina antiangiogénica se encuentra elevada con respecto a las concentraciones normales y
actua uniéndose a estas dos proteinas e impide que éstas se unan a sus receptores enddgenos,
como se puede observar en la figura 5. Como consecuencia se produce una inhibicién de la

angiogénesis y funcién vascular (Barsoum y cols., 2011).

VEGF - 4 » Y s
v e ’ "
PIGF
D
FLT-1 —
" Healthy
A 4 placenta

Blood vessel

Preeclampsia
placenta

Figura 5. Efecto de sFit-1 sobre la VEGF y PIGF durante la PE (tomada de Karumanchi y cols.,
2005).
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Maynard y cols., (2003) demostraron que si se administraba exdgenamente sFlt-1 a
ratas embarazadas, daba lugar a un aumento de la presion arterial, proteinuria y endoteliosis
glomerular. Por lo tanto, un exceso de sFlt-1 juega un papel muy importante en la
fisiopatologia de la PE y estas concentraciones elevadas disminuyen rdpidamente después del

parto, lo que apoya auin mas su implicacion en la PE (Briones y cols., 2008).

Coagulopatias

ﬂ sFit-1 Hipertension

Disfuncion endotelial Glomeruloendoteliosis, que

ﬂVEGFy PIGF acaba produciendo
proteinuria.

Figura 6. Relacion del sFlt-1 en la fisiopatologia de la PE (tomada de Briones y cols., 2008).

Otra molécula antiangiogénica es la forma soluble de la endoglina (sEng), que junto
con sFlt-1 se encuentran elevadas en la circulaciéon materna. Este aumento de sus niveles estd
asociado con un aumento de las complicaciones en el embarazo. sEng es una glicoproteina
soluble proveniente de la Eng de la membrana celular que actia como correceptor del factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), y juega un papel muy importante en el
mantenimiento de la funcidn vascular y la homeostasis. Se demostré que el aumento de estas
dos proteinas antiangiogénicas estaba producido por un aumento de la activacién de la
proteina inducible del interferén gamma 16 (IFI-16), que producia un aumento de los niveles
de sFlt-1 y sEng. Estos resultados solo se observaron en embarazadas con PE, en embarazos
normales no se producia dicha activacién (Li y cols., 2015).

Para demostrar este hecho, Venkatesha y cols., (2006), hicieron unos estudios
utilizando un tratamiento adenoviral, y vieron que se producia una restriccion en el
crecimiento del feto y endoteliosis. Estas manifestaciones fueron mas severas en las ratas que
recibieron ambos tratamientos, el tratamiento adenoviral y, sEng y sFlt-1. Estos dafios fueron

también observados en ratas que no estaban embarazadas y que solo fueron tratadas con el
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tratamiento adenoviral. Por tanto, se demostré que skng y sFlt-1 inducen el dafio vascular

observado en PE.

Estos estudios han sido de gran ayuda para ver el papel de los factores
proangiogénicos y antiangiogénicos en el embarazo, tanto normal como preecldampsico,
puesto que la fisiopatologia de la PE se basa en un desequilibrio entre los factores
proangiogénicos y antiangiogénicos que se presentan en el embarazo y que es posible medir a

partir de la semana 15 de gestacion (Briones y cols., 2008).

También es importante destacar el papel de las estatinas (inhibidores de la HMG-CoA
reductasa) en el tratamiento de la PE. Las estatinas tienen propiedades vasoprotectoras
independiente de su efecto reductor de los niveles de colesterol. La primera estatina que se
investigod fue la simvastatina, que reducia la secrecién de sFlt-1 en la placenta y en las células
del endotelio. Pero tiene un inconveniente, y es que la simvastatina es un farmaco que no se
puede dar durante el embarazo ya que pertenece a la categoria X y producen malformaciones
en el feto. Por lo tanto, el siguiente farmaco a estudiar fue la pravastatina, éste no produce
malformaciones en el feto y su perfil farmacoldgico es seguro. La pravastatina es una molécula
hidrofilica y le cuesta mads trabajo pasar la barrera placentaria para llegar al feto, de ahi su
seguridad. Se examinaron los efectos de la pravastatina en animales con PE y, se vio que
producia una reduccién de los niveles de sFlt-1, este efecto fue demostrado también en tejidos
humanos primarios y en la placenta de mujeres con PE. Posteriormente se realizé un estudio
piloto con cuatro mujeres con PE, que se encontraban en un periodo de gestacion de mas de
30 semanas. A estas mujeres se les administr6 40 mg de pravastatina diaria por via oral.
Diariamente se vigilaban los marcadores de la enfermedad, asi como la hipertension y la
proteinuria y, también se llevaba un seguimiento de los niveles de sEng y sFlt-1 en suero para
ver si aumentaba, disminuia o se estabilizaba. Los resultados obtenidos fueron que en los dias
siguientes a la administracién, todos los sintomas de las pacientes desaparecieron y no
aparecieron nuevos sintomas en ellas. Una de las pacientes si tuvo un aumento severo de la
tensidn arterial y necesitd de la administracién de nifedipino para estabilizarla, pero las demas
estaban estabilizadas y no necesitaron de ningun antihipertensivo después de comenzar el

tratamiento con pravastatina (Brownfoot y cols., 2015) (Figura 7).
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Figura 7. Una dosis diaria de 40 mg de pravastatina estabilizo los niveles de tension arterial

de tres de las cuatro pacientes (tomada de Brownfoot y cols., 2015).

Otros pardametros que se mejoraron con este tratamiento fueron la funcién hepdtica y
la creatinina en orina, entre otros indicadores de PE. Los niveles de sFlt-1 y sEng, que se
esperaban que estuvieran altos durante el embarazo con PE, se mantuvieron y se estabilizaron

sus niveles en todas las participantes del estudio (Thandhani y cols., 2011) (Figura 8).
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Figura 8. La administracion de pravastatina dio lugar a una reduccion de los niveles de sFit-1

y estabilizé los niveles de sEng (tomada de Brownfoot y cols., 2015).

La pravastatina fue bien tolerada, todas las mujeres tuvieron a sus bebés sin
alteraciones ningunas, lo que se observd es que nacian un poco prematuros pero no se

producian dafios fetales. Todas las mujeres fueron dadas de alta a los 4 dias después de la

cesarea recuperadas sin ningun tipo de complicaciones.
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No obstante, este método tiene sus limitaciones, y es que el estudio se ha realizado
con muy pocos pacientes. Hacen falta ensayos a mayor escala con un mayor numero de
participantes para poder obtener resultados significativos acerca de este método (Brownfoot y

cols., 2015).

Modelos inmunolégicos de la PE
Un exceso de la respuesta inmunolégica materna es clave para el desarrollo de un
fenotipo de PE en mujeres. Se han realizado estudios experimentales con ratas en los que se
administran citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) de los dias
14 a 19 de gestacidn, y se observd que se produjo un aumento de la presién arterial con
respecto a las embarazadas controles. Se relaciond este aumento de la presidn arterial con un
aumento de la produccién de endotelina (ET), que posee propiedades vasoconstrictoras v,

desempefia un papel importante en la hipertensién producida por TNF-a.

La interleuquina 6 (IL-6) es otra citoquina con propiedades pro-inflamatorias y que se
ha observado que produce un aumento de la presién arterial y, una disminucién de la funcién

renal, caracteristicas de la PE.

Ademas de realizarse estudios con citoquinas, también eran objeto de estudio los
linfocitos Th1 activados, que también producian un aumento de la tensién arterial, proteinuria,
aumento de la densidad glomerular y fibrosis glomerular en ratas que se encontraban en

estado de gestacion, entre la semana 10y la 12.

Modelos de PE inducidos por adriamicina

La adriamicina es una antraciclina que pertenece al grupo farmacoldgico de
antibidticos. Se ha demostrado que su administracién en ratas 4 o 5 semanas antes del
embarazo produce cambios importantes, debido a la toxicidad de adriamicina. Este antibidtico
es nefrotdxico e induce la produccién de hipertensién, proteinuria e insuficiencia renal crénica.
En resumen, este farmaco reproduce los sintomas de la PE de humanos en ratas. El
tratamiento efectivo contra el aumento de la tension arterial es el daltroban, un farmaco
antagonista del receptor de los tromboxanos; como éstos tienen un papel importante en la
mediacién de la PE, su bloqueo mejoré los sintomas hipertensivos. Otro tratamiento efectivo
es la administracién de L-arginina, sustrato de la enzima NOS, que reduce los niveles de la
tension arterial. Pero este modelo tiene un gran inconveniente, y es que se han realizado

estudios a largo plazo en ratas que previamente se ha inducido la PE con este método y, se ha
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observado que en los futuros embarazos este modelo se asocia con un dano renal persistente.
Por lo tanto este estudio es de uso limitado debido a este inconveniente ya comentado

(McCarthy y cols., 2011).

Modelos de PE relacionados con el sistema renina angiotensina

Los anticuerpos contra el receptor tipo | de la angiotensina Il (AT1-AA) son auto-
anticuerpos que tienen las mujeres con PE y que, curiosamente, activan a dicho receptor AT1.
Zhou vy cols. (2008) administraron AT1-AA de mujeres con PE en ratones gestantes sanos, y
como resultados del estudio, estos ratones desarrollaron PE. Cuando se le administré
conjuntamente un farmaco antagonista del receptor AT1, como es por ejemplo el losartan, no
se desarrolld la PE. Pero este método tiene un problema y es que no es facil la manipulacion
farmacoldgica del sistema renina angiotensina, debido a la teratogenicidad que presentan los

farmacos antagonistas de este eje, como ya se ha comentado.

Otro método es la administracidn de solucion salina en concomitancia con un mineral
corticoide exégeno, como puede ser el acetato de desoxicorticosterona, a ratas embarazadas.
Los resultados fueron una elevacién de los niveles de la presidn arterial, un aumento de la
excrecion de proteinas y una disminucién del peso y del nimero de crias. Sin embargo, no
fueron cambios especificos en las ratas embarazadas, también se producian estos efectos en
las ratas que no lo estaban. Por ello, este modelo no es el mas idéneo para reproducir las
caracteristicas de la PE vy, se utiliza para investigar los efectos potenciales de muchas

intervenciones farmacoldgicas (Tinsley y cols., 2010).

Modelos de PE inducida por insulina

Las mujeres diabéticas que se quedan embarazadas tienen una mayor incidencia a
padecer trastornos hipertensivos durante el embarazo, aproximadamente un 5-10% es mayor
la incidencia en este tipo de mujeres. Se pensé que una hiperinsulinemia crdénica y un aumento
de la resistencia a la insulina podrian inducir un estado de PE en ratas. Esto se consiguid a
través de la administracién de insulina por via subcutanea en ratas, se asemejo el estado de PE
en este tipo de mujeres diabéticas embarazadas. Como consecuencia, la produccion total de
NO fue disminuida, pero esto fue subsanado con un tratamiento con L-arginina, que aumentd
los niveles de NO vy los niveles de NOS renales. La L-arginina también mejord el peso de las

crias y no alterd los niveles de insulina en suero y glucosa.
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Modelos de PE basados en las especies reactivas de oxigeno

Nuestro organismo tiene unas defensas de antioxidantes frente a las ROS, cuando el
equilibrio entre estos dos factores no esta regulado y se encuentra en una mayor proporcion
las ROS, ocurre lo que se denomina como estrés oxidativo. Este estrés oxidativo produce un
deterioro de la placenta, que es caracteristico también como sintoma de la PE. Esto fue
demostrado en un estudio que se realizdé en ratas embarazadas, a las que se les administré
1mg/kg de endotoxinas el dia 14 de la gestacidn, y se vio que manifestaban sintomas de estrés
oxidativo acompafiado de sintomas preecldmpsicos como hipertension y excrecion elevada de
albumina en orina. El tratamiento de estos animales fue con un farmaco, la aspirina, que es un
inhibidor de la ciclooxigenasa, que redujo todo lo que habia aumentado la endotoxina
(McCarthy y cols., 2011). Sin embargo, como mencionamos anteriormente, la aspirina no
presenta una clara evidencia de reducir la PE, no se obtienen resultados uniformes, y ademas
no es eficaz en todas las mujeres embarazadas con PE, sino que solo produce un efecto en las

mujeres preeclampsicas de alto riesgo (Roberts y Catov, 2007).

Otro tratamiento que se suele administrar es el tempol, un antioxidante cuya funciéon
es la inhibicién de la formacién de ROS durante la PE, como ya mencionamos en el apartado de
modelos en ratones BPH/5. Con este fairmaco se mejord la hipertension y la proteinuria,
ademas de mejorar el crecimiento y la supervivencia del feto. El tratamiento con antioxidantes
tuvo unos importantes resultados en animales, que no han podido ser reproducidos en

mujeres con PE (McCarthy y cols., 2011).

Otros modelos de PE en animales

Se investigaron otros factores que estaban relacionados con la PE y se vio que el estrés
puede que esté asociado a la aparicion de PE en mujeres embarazadas. Para demostrarlo se
hizo un estudio en ratas embarazadas, a las que se les sometid a una situacidn de estrés, en
este caso a un estimulo sonoro, entre los dias 7 y 14 de la gestacion. Este estrés produjo la
reduccion de la ganancia de peso que se produce durante el embarazo, hipertensién, aumento
de la motilidad de los vasos, proteinuria y un menor peso del feto al nacer (Takiuti y cols.,
2002). Se hizo otro estudio basado en la estimulacién con frio en las plantas de las patas de las
ratas y esta estimulacién producia los sintomas de la PE. Estos métodos estan basados en la
estimulacion del sistema nervioso simpatico y apoyan su implicacién en la PE. Se apoya que
este sistema es participe parcialmente en el proceso, pero no es muy probable que sea el

desencadenante de la PE (Kanayama y cols., 1997).
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5. Conclusion:

Con respecto a los modelos in vitro, en los Ultimos afios se ha realizado un gran avance
en este campo para la prevencién y diagnostico de la PE. Asi los sistemas de ensayo in vitro
como explantes vellosos y lineas de células trofobldsticas pueden ayudar, en un futuro, a
establecer una medicina personalizada para las mujeres embarazadas. Pero también hay que
decir que estos modelos tienen dos serios inconvenientes, que son la incapacidad de evaluar
cualquier efecto potencial de origen extraplacentario que pueda afectar posteriormente a la
placenta, y la imposibilidad de detectar efectos adversos de los farmacos detectados en el
mismo lugar o en otro lugar diferente al estudiado en los estudios in vitro (Orendi y cols.,

2011).

Por otra parte, esta revisidon demuestra que existen muchos modelos en animales que
pueden reproducir las caracteristicas de PE humanas durante el embarazo. Varian
dependiendo de sus caracteristicas y de su reproducibilidad. Sin embargo todos tienen algin
inconveniente para reproducir la etiopatogenia y fisiopatologia de la enfermedad en humanos.
Una de las limitaciones que tienen estos métodos es que ninguno presenta las patologias que
se producen en la placenta (McCarthy y cols., 2011). La placenta es un érgano con una alta
diversidad entre las diferentes especies de animales. Por lo tanto, no existe un modelo en
animales que reproduzca con total similitud las caracteristicas de la placenta humana (Schmidt

y cols., 2015).

Estos modelos, aunque no son muy buenos para reproducirlos en humanos, como
acabamos de sefialar, si que han sido de gran ayuda para comprender la enfermedad y saber
como es su etiologia y progresiéon. Por tanto, como no hay modelos ideales de animales, se
usan éstos, pero con precaucion a la hora de extrapolar los datos a humanos (McCarthy y cols.,

2011).
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