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Glicanos de la vellosidad trofoblastica

en la anemia ferropénicay la
preeclampsia grave

Glycans in villus trophoblast in iron
deficiency anemia and early-onset

severe preeclampsia

ABSTRACT

Glycoproteins attached to cell membrane of syncytiotrophoblast
are in close contact with maternal blood, thus these molecules
could participate in cell-to-cell communication and biological
functions involving ligand-receptors in the maternal-fetal in-
terphase. The attached glycans are involved in the stability, folding
and exportation of the protein towards the cell membrane. The
objective of this study was to characterize the glycan profile of
third trimester placental villi obtained from pregnant women
with early-onset severe preeclampsia and gestational anemia
compared with normal pregnant women. Protein extracts from
placental villi were used in lectin blot assays. -2,3 N- and
O-linked sialic acid was over-expressed in villous of severe
preeclamptic placentas measured by MAA lectin staining. High
mannose glycans and Gal-GIcNAc patterns were also increased
in severe preeclampsia compared with the other groups. These
findings can explain changes in the cell membrane expression
of glycoproteins.

Key words: Anemia, early-onset severe preeclampsia, glycosyla-
tion, Transferrin-receptor 1.
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INTRODUCCION

El estado nutricional materno antes y durante la gesta-
cién tiene un gran impacto en los resultados materno-fetales
(1). El hierro es un nutriente esencial, cofactor de diferentes
enzimas del metabolismo (2), necesario para la sintesis de
neurotransmisores y la mielinizacién del sistema nervioso (3) y
un componente bésico de la hemoglobina y la mioglobina (2).

Las alteraciones en el estado de hierro materno durante
la gestacidn se han asociado a enfermedades desde la anemia
ferropénica hasta la preeclampsia. La anemia, diagnosticada
por una reduccién en la concentracién de hemoglobina mater-
na (<11g/dl) y de la ferritina sérica (<15ug/L) (4), disminuye la
capacidad de trabajo en la madre, aumenta el riesgo de infec-
ciones y el tiempo de tratamiento (5). En el feto, la anemia se
ha asociado con restriccién de crecimiento intrauterino (RCIU),

bajo peso al nacer (BPN) (2, 6, 7) y parto pretérmino (8).

La Organizacién Mundial de la Salud reporta 41,8% de las
gestantes en el mundo con anemia (4) y en Colombia 10.3%
de las embarazadas presentan anemia ferropénica (9). En la
region noroccidental de Colombia, conocida como Antioquia,
un estudio encontré 50% de las gestantes en el segundo tri-
mestre con depositos de hierro insuficientes (ferritina sérica
<24 ng/mL) y en el tercer trimestre estuvieron cercanas a la
deficiencia de hierro (ferritina sérica <15 ng/mL) (10).

Por otra parte, los desérdenes hipertensivos del embarazo
se han asociado también con RCIU, BPN (11) y con fallas en
la expansion del volumen plasmatico que a su vez conducen
a alteraciones en la perfusién utero-placentaria (12). La
preeclampsia es la enfermedad mds frecuente dentro de los
desérdenes hipertensivos en la gestacion y se caracteriza por
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hipertensién y alteraciones renales o de otros érganos blanco
(13). Si bien se considera una enfermedad multisistémica,
su origen se ha asociado a una disminucién en la invasién
del trofoblasto a las arterias espirales, evento crucial para la
transformacién histolégica de estas arterias a vasos de mayor
didmetro y menor presién. Al comprometerse la invasién
trofoblastica durante la enfermedad, el aporte de sangre y
nutrientes resulta insuficiente para la placenta en crecimiento
(11). Bajo esta condicién también se ha reportado una alte-
racion en el estado de hierro materno (14-16), con reservas
elevadas de hierro durante la gestacién (>41ug/L de ferritina),
que se han asociado con parto pretérmino y con las altera-
ciones de la perfusion arriba descritas. La preeclampsia se ha
reportado en 5% a 8% de las gestaciones en el mundo (17), y
la preeclampsia grave alrededor de 0,59% (18). En Colombia
el trastorno hipertensivo asociado a la gestacién es la principal
causa de muerte materna (19).

La placenta es una estructura especifica del embarazo
(20), que emerge de la interaccién entre los tejidos embrio-
narios y maternos (21) y que entre muchas otras funciones se
encarga de la nutricion fetal. La vellosidad trofobléstica flotante
es la estructura placentaria que cumple con las condiciones
para hacer el intercambio materno fetal (22); esta se origina
en etapas tempranas de la gestacién a partir de las células
progenitoras de citotrofoblasto (CTB), las cuales presentan un
fenémeno de fusidn celular, dando lugar al sincitiotrofoblasto
(STB), que se encuentra en contacto directo con la sangre
materna (23). El STB transfiere los nutrientes al feto y para ello
exhibe en la membrana celular apical, una importante varie-
dad de mecanismos transportadores (24, 25); uno de ellos, la
proteina relacionada con la captacién del hierro materno, el
Receptor 1 de Transferrina (TfR1). Estudios iniciales en mode-
los in vitro e in vivo, determinaron que la expresion del TfR1
aumenta en estados de deficiencia de hierro (26-28), mientras
que en la preeclampsia se encontré una expresion reducida,
situacion que podria contribuir a la RCIU que se presenta en
la mayoria de estas gestaciones (29, 30).

Es posible que la alteracion en la expresion del TfR1 se
deba a modificaciones postraduccionales asociadas a la glicosi-

lacién que pueden tener un papel relevante en la exportacion
de esta glicoproteina a la membrana del STB; andlisis de los
glicanos del TfR1 han mostrado que una falla en la glicosila-
cién del TfR1 decrece su migracién a la superficie celular, esto
posiblemente porque los N-glicanos parecen ser fundamen-
tales para el adecuado plegamiento y para la exportacién de
la proteina a la membrana celular (31). Ademas, los glicanos
de la membrana de los diferentes tipos de trofoblasto tienen
un papel central en procesos de comunicaciéon materno-fetal
(sefializacion, reconocimiento célula-célula y célula-matriz
extracelular), de manera que modulan procesos de diferen-
ciacion celular, adhesion, implantacién (32), proliferacién,
modulacién del sistema inmune, secrecién (33) y transporte
de nutrientes (34).

El objetivo del presente estudio fue determinar el patrén
de glicosilacién de la vellosidad placentaria de mujeres con
preeclampsia grave y compararlo con el de placentas de mu-
jeres con anemia ferropénica, bajo la hipétesis de que estos
estados patoldgicos que presentan afectacién del estado de
hierro modifican el perfil de glicosilacién de la vellosidad
trofoblastica, lo que se reflejaria en cambios del patrén de
glicosilacién de proteinas particulares como el TfR1.

SUJETOS Y METODOS

Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de
Bioética del Instituto de Investigaciones Médicas de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Antioquia. El estudio
fue conducido de acuerdo con los estdndares éticos para la
experimentacién en humanos, establecidos en la declaracién
de Helsinki y la Resolucién 008430 del Ministerio de Salud
de Colombia. El consentimiento informado fue firmado por
todas las participantes.

El tamafio de muestra se estimé por conveniencia. Las
placentas de cada grupo (control C, anemia ferropénica A,
preeclampsia grave PE), se obtuvieron de mujeres sometidas
a cesdrea electiva, con edades entre 18 y 40 afios, con emba-
razo monofetal, de tercer trimestre e indice de masa corporal
gestacional (IMC) normal o en sobrepeso (35). El peso y la
estatura se tomaron con equipos de precision (bdscula de

TABLA 1

Criterios de inclusién de las mujeres evaluadas en el estudio

Criterio de Inclusién Control
n=6
Edad (afios) 18-40
Tipo de gestacion Mono fetal
Edad gestacional (semanas) 30-40

IMC

Presion arterial

Normal o Sobrepeso
<139/89 mmHg

Proteinuria No
Hemoglobina >11 g/dL
Ferritina sérica >15 ng/mL

Anemia Preeclampsia
n=5 n=6
18-40 18-40
Mono fetal Mono fetal
30-40 30-40

Normal o Sobrepeso
<139/89 mmHg

Normal o Sobrepeso
>140/90 mmHg

No >300mg/24h
<11 g/dL >11 g/dL
<15 ng/mL >15 ng/mL

Las muestras de los grupos control y anemia fueron derivadas de la investigacion “Expresion del receptor 1 de transferrina y ferroportina en placenta humana
a término, de acuerdo con el estado nutricional del hierro materno”, de Parra-Sosa B y cols (GIANH-END-U de A).
Las placentas del grupo de preeclampsia fueron obtenidas de los servicios de obstetricia del Hospital General de Medellin Luz Castro de Gutiérrez y

San Vicente Fundacién Hospital Universitario, de la ciudad de Medellin, Colombia.
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piso electrénica marca Tanita H327 de 0,1 kg de sensibilidad y
capacidad de 150 kg y estadiémetro Seca de 0,1 cm) y con las
técnicas adecuadas para asegurar la calidad de los datos. Los
datos de peso y estatura de las mujeres con PE, fueron obte-
nidos de su historia clinica o del carné prenatal, debido a que
la gravedad de las gestantes impedia hacer la toma directa de
estos valores (criterios de inclusion en la tabla 1). En las mujeres
del grupo con PE se consideraron los siguientes criterios para
diagnosticar el cuadro grave de preeclampsia: presion arterial
sistélica >160mmHg o presién arterial diastélica >110mmHg
en mujeres sin historia previa de hipertensién, o proteinuria >
5g en orina de 24 h, o trombocitopenia (plaquetas <100.000/
ml) (36). Se seleccionaron sélo las muestras procedentes de
mujeres que a las 12 semanas posparto habian retornado a
valores de presién arterial normales, indicando que la gestante
desarrollé preeclampsia y no hipertensién crénica.

Se consideraron como criterios de exclusién: la negati-
va de la paciente, sus familiares o del médico tratante para
ingresar al estudio; pacientes con estado nutricional clasifi-
cado como bajo peso u obesidad; con enfermedad de base
claramente diagnosticada que pudiera alterar el curso clinico
de las enfermedades en estudio o que pudiera perturbar los
hallazgos esperados, como enfermedad renal, hipertensién
crénica, infecciones agudas o crénicas, enfermedades au-
toinmunes, cdncer o alteraciones del coldgeno o el uso de
sustancias psicoactivas.

Determinacién de hemoglobina, ferritina y proteina C
reactiva: En el caso de las muestras de los grupos Cy A se
tomd muestra de sangre venosa (9 mL) en tubo tapa roja. La
ferritina sérica y la hemoglobina se analizaron por inmunoen-
sayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) en un analizador
automatico (Roche Modular Analytics E170) y por el método
de la cianometahemoglobina modificado, en equipo de lectura
automdtica (CELL DYN 3700 de Abbott), respectivamente. La
PCR se cuantificé por inmunoturbidimetria, en un analizador
automatico (Modular P800 de Roche) y se utilizé para in-
terpretar adecuadamente los resultados de ferritina materna
(37). Valores > 1,5mg/dL, indicativos de inflamacién en ges-
tantes, con una concentracién de ferritina sérica <30 pg/L, se
clasificaron como deplecién de hierro y una concentracién
>30 pg/L indicé que no existia ferropenia o deficiencia de
hierro. En el caso de las mujeres con preeclampsia, el valor
de hemoglobina se obtuvo de las historias clinicas. Se tomé

ademds muestra de sangre venosa (9mL) previa a la cesdrea,
en tubo tapa roja, para la determinacién de ferritina y PCR,
como se describié previamente.

Obtencién de vellosidad placentaria: Se aislé vellosidad
trofoblastica placentaria de acuerdo con una modificacién
del método de Kliman (38). De cada placenta se obtuvieron
alrededor de 4 cotiledones y se disecaron por disgregacién
mecénica luego de retirar la placa basal de la decidua. El tejido
trofoblastico se lavé con tampén fosfato salino (phosphate
buffered saline PBS) suplementado con antibidticos al 1%.
Los fragmentos de vellosidad placentaria se almacenaron a
-70°C hasta ser procesados. De cada muestra, 200 mg de
vellosidad trofoblédstica se homogenizaron mecdnicamente,
en solucién salina (NaCl 0.9%) y en presencia de inhibidor
de proteasa (Protease Inhibitor Cocktail Set 1 Calbiochem®,
AEBSF 100mM, Aprotinina bovina 80uM, Bestanina 5mM,
E-64 inhibidor 1.5mM y Leupeptina 2mM). La suspensién se
centrifugé a 15000 rpm/4°C/15miny se tomé el sobrenadante.
Se cuantificé la concentracién de las proteinas mediante el uso
del Kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay.

Identificacién de patrones de glicanos en proteinas de
la vellosidad placentaria: Se realizé electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% y sodio dodecil sulfato 1% (SDS-PAGE).
Se disolvieron 15 ug de proteinas en tampdn de carga (Tris
HCl 0,5M pH 6,8, glicerol 30%, mercaptoetanol 6%, SDS
10%, azul de bromofenol 0,01% en agua destilada); se hizo
la separacién de proteinas a 130V. El gel fue tefiido con azul
de coomassie para caracterizar los pesos moleculares de las
diferentes proteinas. Se realiz6 la separacion de las proteinas
por medio del sistema Experion™ Automated Electrophoresis
System-BIORAD. Luego, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (Whatman, GE Healthcare)
por medio de una transferencia semiseca, usando towin con
metanol al 20% v/v, a 116 mA por cada membrana con un
area de 40 cm. Se realizé el Lectin blot haciendo uso del Kit
de Diferenciacién de Glicanos DIG (ROCHE) (tabla 2). Después
del bloqueo se incubé con la lectina acoplada a digoxigenina
durante 1 hora. Luego se procedié con la incubacién en so-
lucién con anticuerpo policlonal de oveja anti-digoxigenina
conjugado con fosfatasa alcalina, 0.1% v/v durante 1 hora. Para
la deteccion del complejo lectina-carbohidrato, las membranas
se sumergieron en solucién de tincién nitroazul de tetrazolio/
BCIP 5-bromo-cloro-3-indolil fosfato 2.0% v/v, preparada en

TABLA 2

Caracteristicas de las lectinas del Kit de Diferenciacion de Glicanos DIG, ROCHE

Lectina Abreviatura Especificidad de unién Concentraciones Control positivo
Galanthus nivalis agglutinin GNA Man terminal (1-3),
(1-6) o (1-2) unido a man. 01% v/v Carboxipeptidasa Y

Sambucus nigra agglutinin SNA Acido sialico (2-6) 01% v/v Transferrina y/o

unido a Gal. Fetuina
Maackia amurensis agglutinin MAA Acido sialico (2-3) 0.5% v/v Fetuina

unido a Gal.
Peanut agglutinin PNA Core disacarido de Gal (1-3)

unido a GalNAc 1.0% v/v Asialofetuina

Datura stramonium agglutinin DSA Gal (1-4) unido a GIcNAc 01% v/v Fetuina y/o

Asialofetuina
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tampén 2 (0.1 M Tris-HCl, 0.05 M MgCI2, 0.1 M NaCl, pH
9.5) (figura 1).

Andlisis estadistico: Se calculé la intensidad y el drea
de las bandas de glicanos unidos a proteinas por medio del
software Image J versién 1.44. Se hizo una densitometria y
normalizacién usando una banda escasamente glicosilada
correspondiente a 67 kDa detectada tanto en los Lectin Blot
(figura 1), como en la electroforesis capilar. Se compararon
de los grupos con la prueba de Kruskal-wallis para datos con
una distribuciéon no paramétrica. Los datos se presentaron

como medianas y sus rangos. Los anadlisis se hicieron usando
el programa GraphPad PRISM 5.0® (Software Inc., La Jolla,
CA, USA).

RESULTADOS
La tabla 3 resume las caracteristicas clinicas de los tres
grupos de mujeres, las cuales corresponden a los criterios de
inclusién definidos para cada uno.
Expresion de proteinas en la vellosidad placentaria: En las
diferentes electroforesis realizadas, se encontré una expresion

FIGURA 1

Imagen representativa de un lectin blot

Imagen de un lectin blot usando lectina DSA, en el que se puede ver la expresion diferencial de Gal-GlcNAc determinada a partir de la intensidad en las bandas de
glicoproteinas en las muestras que pertenecian a cada uno de los grupos. La flecha superior indica la banda de 67KDa escasamente glicosilada de expresién constante y
la flecha inferior indica una de las bandas que fueron analizadas. En cada ensayo se utilizaron proteinas conocidas como control positivo y negativo.

TABLA 3

Caracteristicas clinicas de las mujeres participantes en el estudio

Variable Control
n=6 n=5
Edad materna (afios) 26,5 (20 -39)
Gravidas 2(1-4)
Edad gestational (semanas) 39 (37 - 39) **
IMC Materno (k/m2) 28,2 (25 -30)

13,4 (11,9 - 151)**
27,3 (20 - 36,5)
113,5 (110 - 135)*
75,0 (70 - 83)*

Hemoglobina materna (g/dL)
Ferritina materna (ng/mL)
Presion arterial sistélica (mmHg)

Presion arterial diastolica (mmHg)

Anemia Preeclampsia Significancia
n=6 estadistica

24 (20 - 24) 26,5 (18 - 35) p 0,0943
3(1-3) 1,5 (0-3) p 0,3382
38 (37 -39) 31,5 (30 - 33)** p 0,0023
26,3 (24,6 - 26,7) 27,9 (24 - 30,4) p 0,1802
10,6 (9,6 - 10,9)** * 13,2 (11 - 15)% p 0,0060
7,8 (7,4-12,2)* 92,5 (21,9 - 343,1)** p 0,0026
116,5 (105 - 120)* * 166,5 (150 - 200)* * p 0,0047
72,0 (70 - 81)** 107 (94 - 120)* ** p 0,0036

Los datos se muestran como medianas y sus rangos, analisis estadistico con Kruskal Wallis, desde *p <0.05 y **p<0.01
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diferencial de las proteinas de la vellosidad placentaria, como
las detectadas entre 95kDa y 130kDay entre 43kDay 55kDa,
las cuales no se observaron en las mujeres con anemia. Ademas
hubo dos bandas de proteinas que fueron visibles sélo en el
grupo de mujeres con PE, una de 43kDa y otra de 34kDa. La
intensidad en la tincién de las bandas fue mayor en algunas
muestras del grupo de mujeres con PE comparado con el grupo
control, mientras que la intensidad de las bandas de proteinas
de algunas de las muestras de las mujeres con anemia fue me-
nor. Estos hallazgos fueron confirmados por la electroforesis
capilar (datos no mostrados).

Patrones de glicanos en proteinas de la vellosidad pla-
centaria: Se realizd una densitometria de aquellas bandas de
glicoproteinas que fueron comunes a los tres grupos evaluados
para establecer los patrones de glicosilacién diferenciales entre
los grupos. En los diferentes ensayos fue posible detectar una
banda de proteinas de baja glicosilacién, de aproximadamente
67KDa de expresidon constante, la cual se utilizé6 como con-
trol de carga y para la normalizacién de los resultados de los
patrones de glicanos. Se hicieron analisis comparativos de la

intensidad de las bandas por peso molecular y posteriormente
una comparacién con el andlisis consolidado de la intensidad
de todas las bandas de una misma muestra.

El patrén galactosa $1-4 N-acetil glucosamina detectado
por la lectina DSA se encontré en proteinas de placenta de
tercer trimestre con pesos moleculares entre 35 kDa y 170
kDa. Para el andlisis se tuvieron en cuenta las bandas de gli-
coproteinas ubicadas: entre 35kDa-55kDa, entre 55 kDa-72
kDa, entre 72k Da-95 kDa, en 95 kDa, entre 95-130 kDa y
cercanaa 170 kDa. Al hacer la comparacién de la glicosilacién
de las bandas por cada peso molecular (figura 2, A), la expre-
sién de este patrén de glicosilacién era mayor en el grupo de
las mujeres con PE en las proteinas ubicadas entre 95 kDa y
130 kDa (p=0.0268) y en las proteinas ubicadas en 95 kDa
(p=0,03), pero no en los otros pesos moleculares. Al consolidar
todos los datos se observé una mayor expresién (p<0.0001)
de galactosa B1-4 N-acetil glucosamina en glicoproteinas de
las placentas de las mujeres con PE comparado con los otros
dos grupos (figura 2, B).

La expresion del &cido sidlico en posiciéon a 2-6, detec-

FIGURA 2

Expresion del patrén galactosa 31-4 N-acetil glucosamina en glicoproteinas de placenta de tercer trimestre

A. Expresion del patrén galactosa 1-4 N-acetil glucosamina en las glicoproteinas con pesos moleculares en 95kDa y entre 95y 130KDa, en los grupos control (C), anemia
ferropénica (A) y preeclamsia grave (PE). Los datos se muestran como medianas y sus rangos, andlisis estadistico con Kruskal Wallis, desde *p <0.05.

B. Expresion de galactosa 31-4 N-acetil glucosamina de las glicoproteinas de la placenta de los tres grupos de mujeres, control (C), anemia ferropénica (A), preeclampsia
grave (PE). Los datos se muestran como medianas y sus rangos, analisis estadistico con Kruskal Wallis, desde ***p <0.0001.
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tado por la lectina SNA, se encontré en proteinas de placenta
con pesos moleculares entre 43 kDa hasta 170 kDa. Para el
andlisis se tuvieron en cuenta las bandas de glicoproteinas
ubicadas en los rangos entre: 43 kDa-55 kDa, 55 kDa-72 kDa,
72 kDa-95 kDa, en 95 kDa y cerca de 170 kDa. Al comparar
la glicosilacién en las bandas por cada peso molecular, no
se observé diferencia en la expresion de este patron en los
grupos (datos no mostrados). Al consolidar los datos tampoco
hubo diferencia significativa en la expresién de dcido sidlico
en posicion 2-6 en las glicoproteinas de la placenta entre los
grupos (datos no mostrados).

La expresién del patrén de glicosilacion manosa terminal
detectado por la lectina GNA, se encontré en glicoproteinas
de placenta de tercer trimestre con pesos moleculares desde
26 kDa hasta 170 kDa. Para el andlisis se tuvieron en cuenta
las bandas de glicoproteinas ubicadas en rangos entre: 26 kDa
y 35 kDa, 43 kDa y 55 kDa, 55 kDa y 72 kDa, 72 kDa y 95
kDa, 95 kDa y 130 kDa y entre 130 kDa y 170 kDa. Al hacer
la comparacién de la glicosilacién de las bandas de proteinas
por cada peso molecular, se observé que fue significativamente
mayor en el grupo de mujeres con PE en los diferentes pesos
moleculares, con p=0,0271 para la banda ubicada entre 130
kDay 170 kDa, p=0,0194 para la banda ubicada entre 72 kDa y
95 kDay p=0,0037 para la banda entre 42kDay 55kDa (figura
3A). Al consolidar todos los datos se observd una diferencia
significativa (p<0.0001) en la expresién de manosa terminal en
diferentes posiciones (Mana1-3Man, Mana1-6Man, Mana1-
2Man), en las mujeres con PE comparado con los otros dos
grupos (figura 3, B).

La expresiéon de acido sidlico a2-3, detectado por la
lectina MAA, se encontré en proteinas de placenta desde 55
kDa hasta 130 kDa. Para el andlisis se tuvieron en cuenta las
bandas de glicoproteinas ubicadas entre: 55 kDa y 72 kDa,

entre 72 kDa y 95 kDa, en 95 kDa, entre 95 kDa y 130 kDa
y en 130 kDa. Al hacer la comparacién de la glicosilacién por
los diferentes pesos moleculares (figura 4, A), se observé que
fue mayor en el grupo de las mujeres con PE para la banda de
proteinas ubicada en 130 kDa. Al consolidar todos los datos, se
observé una diferencia significativa (p<0.0001) en la expresién
de 4cido sialico a2-3 en las mujeres con PE comparado con el
grupo control (figura 4, B).

Diferentes ensayos se realizaron usando la lectina PNA,
que detecta el nucleo disacarido Gal 1-3 GalNAc, pero en
ninguno se detectd el glicano de interés. Se realizaron dife-
rentes comprobaciones con el fin de darle validez al resultado
(datos no mostrados).

DISCUSION

Alteraciones fisiopatolégicas como las descritas, tanto
para la anemia gestacional como para la preeclampsia, se han
relacionado con cambios en la placenta. La anemia genera una
hipoxia preplacentaria debido a la baja tensién de oxigeno en
la sangre materna (39), lo cual incrementa la angiogénesis y
causa un aumento en el nimero de capilares, situacién que en
principio aumentaria la transferencia de oxigeno y nutrientes
al feto. Si esta respuesta adaptativa persiste durante la ges-
tacidn, estos eventos alterarian la estructura histoldgica de
la placenta (40). De otro lado, la preeclampsia y una de sus
manifestaciones mds severas, la preeclampsia grave de inicio
temprano, causa hipoxia utero-placentaria debido al flujo
limitado de sangre por una ineficiente invasién trofoblastica
a las arterias espirales, incremento en la resistencia vascular
en el lecho placentario, acompafado de la liberacién de
sustancias vasoactivas, produccién de especies reactivas del
oxigeno, produccién de citoquinas proinflamatorias y disfun-
cién endotelial (41).

FIGURA 3

Expresion del patrén de glicosilacion manosa terminal.

A. Expresion del patrén manosa terminal en las glicoproteinas con pesos moleculares en 45kDa y 55KDa en los grupos control (C), anemia ferropénica (A) y preeclamsia
grave (PE). Los datos se muestran como medianas y sus rangos, analisis estadistico con Kruskal Wallis, desde **p <0.05.

B. Expresion del patrén de glicosilacién manosa terminal de las glicoproteinas de la placenta de tercer trimestre de los tres grupos de mujeres, control (C), anemia ferro-
pénica (A), preeclampsia grave (PE). Los datos se muestran como medianas y sus rangos, analisis estadistico con Kruskal Wallis, desde *** p <0.0001.

126



Glicanos de la vellosidad trofobldstica en la anemia ferropénica y la preeclampsia grave

Aunque a los glicanos unidos a las proteinas se les ha
otorgado un papel central en el metabolismo, en la biologia
de la matriz extracelular y en la interaccién célula-célula, las
diferencias en la glicosilacién en placenta de mujeres norma-
les y de mujeres con complicaciones de la gestacion ha sido
escasamente explorada. Una de las primeras descripciones de
los glicanos de la placenta la hicieron Arkwright y cols, a partir
de placentas a término obtenidas de mujeres con gestaciones
sanas; determinaron que 92% de los glicanos de la placenta
son N-glicanos, mientras los O-glicanos sélo representan 8%.
Los N-glicanos presentes en la placenta son en su mayoria de
estructura quimica ramificada o complejos (95%) y sélo 5%
son altamente manosilados. Ademds, que los oligosacéridos
complejos son en su mayoria sializados (72%) y que con el
aumento de las semanas de gestacion se da una reduccién en
la presencia de fucosa en los carbohidratos complejos (42). En
este estudio, realizamos una aproximacion a la caracterizacion
de los patrones de glicosilacién de la vellosidad placentaria de
mujeres con alteraciones de la gestacién y de mujeres sanas,
usando para esto lectinas que se unen a glicotopes terminales
especificos.

En las glicoproteinas de la placenta en el grupo con PE, los
diferentes ensayos permitieron determinar la sobreexpresion
de los patrones Gal-GlIcNAc, manosa terminal y 4cido sialico
02-3, detectados con las lectinas DSA, GNA y MAA, respec-
tivamente, mientras que en el grupo de mujeres con anemia,
no hubo cambios respecto al grupo control.

Si se tienen en cuenta los resultados obtenidos de pro-
teinas glicosiladas que unen especificamente a la lectina GNA
entre 95 KDa y 130 KDa en el grupo de mujeres con PE y no
en los otros dos y de proteinas de peso molecular cercano a
95 KDa y 55 KDa, que unen especificamente la lectina SNA
en las mujeres sanas y con anemia ferropenica, pero no en las

PE, se confirma la diferencia encontrada en los patrones de
glicosilacién, que daria cuenta de cambios postraduccionales
inducidos probablemente por la condicién de estrés a la que
se encuentra sometida la vellosidad placentaria durante la
PE. Esta condicidn de estrés se relaciona con la activacién de
la via del NF-kB, el factor inducible por la hipoxia (HIF1a),
entre otros, que alteran la estructura de la vellosidad y generan
mayor liberacién de microparticulas de STB a la circulacién
sistémica (43).

Llama la atencién que en el grupo de mujeres con anemia
ferropénica no se encontraran diferencias con el grupo con-
trol. Como posibles explicaciones a éste fendémeno podrian
considerarse: a) Que la placenta y el feto pudieran haber es-
tado sometidos por poco tiempo a los efectos adversos de la
deficiencia de hierro y quizés los eventos determinantes para
producir cambios en la expresién o funcién de las proteinas
estarian modulados por la cronicidad del déficit de hierro.
Zhang y cols. concluyeron que sélo la anemia en las primeras
semanas de la gestacién presentaba una asociacién signifi-
cativa con la aparicion de parto pretérmino, mientras que la
anemia ocurrida en el Gltimo trimestre del embarazo mostré
una reduccién en el riesgo de complicaciones, especialmente
en parto pretérmino (44). b) La anemia materna pudo activar
mecanismos compensadores de la captacion de hierro por la
placenta para mantener el aporte de hierro a la placenta misma
y al feto y evitar cambios en el funcionamiento de proteinas
y en los resultados como BPN, parto pretérmino o inclusive
anemia fetal.

Estudios utilizando en modelos murinos han revelado un
aumento en el flujo de hierro al feto derivado de una regu-
lacién positiva en la expresion de proteinas relacionadas con
el transporte de este nutriente, como el TfR1y el DMT1 en
ratas sometidas a diferentes grados de deficiencia de hierro

FIGURA 4

Expresion del patrén acido sidlico a2-3 en las glicoproteinas de placenta de tercer trimestre

A. expresion de sidlico a2-3 en las glicoproteinas con pesos moleculares en 130KDa en los tres grupos de mujeres, control (C), anemia ferropénica (A), preeclampsia
grave (PE). Los datos se muestran como medianas y sus rangos, analisis estadistico con Kruskal Wallis, d *p<0,05.

B. expresion del patrén sidlico a2-3 de las glicoproteinas de la placenta de los tres grupos de mujeres, control (C), anemia ferropénica (A), preeclampsia grave (PE). Los
datos se muestran como medianas y sus rangos, andlisis estadistico con Kruskal Wallis, d ***p<0,0001.
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(45). Esta respuesta ha sido encontrada en mujeres con reser-
vas depletadas de este mineral, en las cuales se observé un
aumento en la expresién del TfR1 (28). c) Las concentraciones
de hemoglobina encontradas (9,6-10,9g/dL) en el grupo de
mujeres con anemia ferropénica podrian considerarse adecua-
das para el crecimiento fetal y para la expresién y funcién de
las proteinas de la placenta. Steer y su grupo encontraron que
la menor incidencia de BPN y de parto pretermino se presenté
cuando la hemoglobina materna se encontraba entre 9,5 - 10,5
g/dL, valores que son considerados como anemia de acuerdo
con la propuesta de la OMS (46).

Las diferencias encontradas en el patrén de glicosilacién
en el grupo de mujeres con PE pueden tener implicaciones
en una variedad de caracteristicas de las proteinas, lo que a
su vez puede afectar su funcionalidad. La unién de residuos
de monosacéridos terminales en las cadenas de oligosacéridos
de manera diferencial en el grupo con PE, puede contribuir a
cambios en la masa, en la carga y en la estructura terciaria de
las proteinas por efectos estéricos en la molécula. Estos cam-
bios podrian modificar la exportacion a la membrana celular,
la afinidad por sus ligandos o la actividad de las proteinas de
la vellosidad trofoblastica (47), eventos que podrian afectar
su funcionamiento en la captacién de nutrientes hacia la
placenta y afectar el estado nutricional fetal.

La presencia del patrén de glicosilacién 4cido sialico a2-3
detectado por la lectina MAA y dcido sialico en posicién a2-6
en las glicoproteinas de la vellosidad trofobldstica y la sobreex-
presién en las mujeres con PE del patrén cido sialico a2-3, son
importantes debido a las implicaciones que tiene éste residuo
de carbohidratos en la respuesta inmune y en la tolerancia al
feto (48). Arkwright y cols, demostraron que las glicoproteinas
del trofoblasto son en su mayoria sializadas, esto genera una
superficie celular inerte que inhibe la interaccidn y activacion
celular, buscando posiblemente una menor activacién del
sistema inmune materno (42). Por su parte Whyte y Loke,
trataron células con neuraminidasa y observaron un aumento
en la citolisis del trofoblasto por actividad de leucocitos alo-
génicos (49), lo cual sustenta la posible accién fisiolégica de
los 4cidos sialicos terminales en el glucocalix del trofoblasto.
Consideramos que el aumento en la sializaciéon a2-3 de las
glicoproteinas de placenta de tercer trimestre encontrada en
nuestra investigacion en el grupo de mujeres con PE, podria
ser explicada por la respuesta inflamatoria sistémica y local
que ocurre en la enfermedad (50) y que modifica el patrén de
glicosilacidn de estas proteinas. Una explicacién al aumento en
la sializacién de las proteinas de mujeres con PE, contemplaria
la posibilidad de un aumento en la estabilidad de la proteina
conferida por la adicién de este residuo de carbohidrato. Un
ejemplo de lo anterior son los experimentos de Rutledge y
cols, quienes transfectaron células TRVb con TfR1 al que se
le habia mutado la Thr 104 por Gly, Asn, Asp, Glu, Lys, o
Met. Las mediciones del TfR1 en el medio (TfR1 soluble),
mostraron que la mutacién con amino é4cidos cargados y de
grandes cadenas laterales inhibia significativamente el clivaje
de la proteina, mientras que la eliminacién del acido sidlico lo
aumenté. Cuando la glicosilacion fue defectuosa (truncada o
carente de la O-glicosilacién), el clivaje aumenté. Los autores
concluyeron que el core GalNAc no protege el receptor contra
el clivaje, mientras que la presencia de acido sialico si lo hace.
Esto sugiere que el clivaje pudiera ser regulado por la remocién
parcial o total de este monosacarido (51).

Se podria considerar que el aumento general en los patro-
nes de glicosilacién encontrado en las proteinas de la placenta
de mujeres con PE, estaria relacionado con un mecanismo que
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busca mejorar la estabilidad de las proteinas. Se ha visto un
incremento en la temperatura de transicion, entendida como la
temperatura a la cual una proteina tiene estabilidad cero, en la
medida que incrementa el grado de glicosilacién. En promedio
por cada glicano adicional se incrementa la temperatura de
transicion entre 0,6 y 0,9°C (47).

Una explicacion a estos cambios particulares en el patron
de glicosilacién en las mujeres con PE no ha sido dada, pero
algunas consideraciones pueden hacerse. La patogénesis de la
PE, se ha relacionado con un aumento de la resistencia en las
arterias espirales por una pérdida de balance entre sustancias
vasocontrictoras y vasodilatadoras, debido a una invasién
trofoblastica incompleta lo que conduce a un marcado am-
biente hipéxico (13). El aumento del factor de transcripcion
HIF1a podria estar relacionado con los cambios en el perfil de
glicosilacion de las proteinas de placenta del grupo de mujeres
con PE. Trabajos previos en nuestro grupo determinaron un
aumento significativo en el antigeno Lewisy en la placa basal
decidual de mujeres con PE. Como el antigeno Lewisy esté
implicado con procesos angiogénicos, el hallazgo fue inter-
pretado como un mecanismo compensatorio encaminado a
buscar la homeostasia del oxigeno en el tejido mal perfundido
en las mujeres con PE. Un aumento en la expresién de este
antigeno en células de CTB también habia sido descrita por
Minas en 2007 en mujeres con PE (52). Estudios recientes
han demostrado un aumento en el estrés del reticulo endo-
plasmatico (RE) en mujeres con PE y en mujeres normotensas
que desarrollaron RCIU (53).

Para evaluar si los mecanismos postraduccionales asocia-
dos a la glicosilacién pueden tener un papel en la exportacién
de glicoproteinas a la membrana del STB, como es el caso de
TfR1y por lo tanto en la regulacién del flujo de hierro materno
fetal, estudios posteriores deberdn enfocarse a caracterizar y
comparar el perfil de glicosilacién de esta proteina en mujeres
gestantes sanas, con Ay PE; ademads, parece importante cono-
cer coémo es el flujo de hierro en la interface materno-fetal de
la mujer con PE, por lo tanto se espera determinar la expresién
del TfR1y confirmar si en mujeres con PE de inicio temprano,
se presenta una expresién a la baja de esta proteina, como fue
reportado previamente para mujeres con PE.

RESUMEN

Introduccién: Las glicoproteinas de la membrana del sin-
citiotrofoblasto (STB) se encuentran en contacto con la sangre
materna, por lo que pueden participar en la comunicacién
en la interface materno-fetal. Objetivo: caracterizar patrones
de glicanos de la vellosidad trofobldstica de mujeres sanas,
anémicas por deficiencia de hierro y preecldmpticas graves de
inicio temprano. Materiales y métodos: se obtuvieron extrac-
tos proteinicos de vellosidad placentaria de tercer trimestre
y se determiné la expresién de patrones de glicanos, usando
lectinas. Para la comparacién de los grupos se utilizé la prueba
de Kruskal-Wallis. Resultados: Se encontrd una sobreexpresion
en los patrones de glicosilacién Gal-GIcNAc, manosa y acido
sidlico a2-3 en el grupo con preeclampsia. Conclusiones: El
aumento en los patrones Gal-GlcNAc, alta manosilacién y
acido siélico a2-3, en proteinas de vellosidad placentaria en
los pesos moleculares encontrados, pudiera explicar cambios
en la expresion de proteinas de membrana del STB.

Palabras clave: Anemia gestacional, preclampsia grave,
hierro, receptor 1 de transferrina, glicosilacién.
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