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Introduccién: NF-kB regula la sefializacion de citoquinas inflamatorias que llevan
a apoptosis por estrés oxidativo. La preeclampsia es una patologia del embarazo
con hipertension, proteinuria y edema en la madre, sintomas que desaparecen
una vez expulsada la placenta. Dado que en preeclampsia este érgano presenta un
estrés oxidativo con hipoxia y dafio endotelial, nuestro propdsito fue determinar
la expresion inmunohistoquimica de NF-kB en placentas de término provenientes
de mujeres con embarazos normales y con preeclampsia. Metodologia: En cortes
histoldgicos de placenta se aplico el Anticuerpo Rabbit policlonal anti-human NF-
kBp50, Santa Cruz-114, dilucidn 1:50. El grado de expresion antigeno-anticuerpo
se cuantificd al microscopio dptico con método no paramétrico semicuantitativo
estandarizado. La frecuencia de los resultados se expresd como porcentaje para
cada categoria y se aplico Pearson Chi cuadrado, con p<0.05. Resultados: El factor
NF-kB se encontrd tanto en el citoplasma como en el nucleo de sinciciotrofoblasto,
capa muscular de las arterias, endotelio y miofibroblastos de las vellosidades
corionicas, sin diferencias significativas entre los grupos. Conclusiones: La
presencia de NF-kB en el citoplasma de las diferentes células de las vellosidades
coridnicas indica que el factor esta unido a IkB y por tanto inactivo, sin embargo su
presencia en el nucleo indican una actividad transcriptora de genes relacionados
con la inflamacion y/o apoptosis. Al no encontrar diferencias significativas entre
los grupos en estudio se concluye que la via de senalizacion de NF-kBp50 no
corresponde a la inducida por TNFa via NF-kBp38.
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Introduction: NF-kB regulates the signaling of inflammatory cytokines that leads
to apoptosis by oxidative stress. Preeclampsia is a pregnancy pathology associated
to hypertension, proteinuria and edema, symptomatology that ceases once the
placenta is expelled. Since in under preeclampsia condition this organ shows
oxidative stress associated to hypoxia and endothelial harm, our purpose was
to determinate the immunohistochemical expression of NF-kB in term placentas
from women with normal pregnancies and with preeclampsia. Metodology:
Rabbit policlonal anti-human NF-kBp50 Antibody (Santa Cruz-114), 1:50 dilution
was applied to histological placental tissue samples. Expression of NF-kB was
guantified by optic microscopy and the differences were assessed using a non
parametric semiquantitative standardized method. The frequency of the results
was expressed as a percentage for each category and it was applied of Pearson Chi
Square, with p<0.05. Results: NF-kB was found in cytoplasm as well as in nucleous
of cells from the syncytiotrophoblast, muscular layer of arteries, endothelium and
myofibroblasts from chorionic villi, with no significant differences between both
groups. Conclusions: The presence of NF-kBp50 in the cytoplasm of the different
celltypes of the chorionic villi indicatesthat the factoris united to IkB and therefore
inactive. Nevertheless, its presence in the nucleus indicates a gene transcriber
activity, related with inflammation and/or apoptosis. As no significant differences
were observed between the study groups, this support the conclusion that the
signaling pathway of NF-kBp50 does not correspond to the pathway induced by
TNFa such it was demonstrated by NF-kBp38.
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Introduccién

Placenta

La placenta es un odrgano transitorio encargado de
mantener durante todo el periodo gestacional una
homeostasis normal y un adecuado intercambio
metabdlico madre/feto. La placentacion se inicia desde
la implantacion y estd marcada por varios sucesos,
los que incluyen la diferenciacion del trofoblasto
embrionario a citotrofoblasto (CTB), para que luego
el CTB se diferencie a sinciciotrofoblasto (STB). Este
ultimo tiene una gran actividad litica, lo que permite
la implantacion y avance del blastocisto por el estroma
endometrial. Otros procesos relevantes en las etapas
siguientes de la placentacion incluyen el crecimiento y
arborizacion de las vellosidades coridnicas (VC).

La placenta estd compuesta por dos zonas, una
materna (decidua basal) y una fetal (corion frondoso).
Esta ultima estd formada por VC con diferentes
caracteristicas y funciones: vellosidades troncales,
de intercambio o libres y vellosidades de anclaje. Las
VC troncales constituyen aquellas vellosidades que
contienen ramas arteriales y venosas provenientes
desde y hacia el cordén umbilical. Las VC de anclaje
corresponden a aquellas vellosidades troncales unidas
a la decidua basal, y las VC de intercambio o libres,
representan las ultimas ramas de las VC troncales y
contienen los capilares fetales que son los responsables
del intercambio de metabolitos/catabolitos con la
sangre materna. Estas Ultimas son las que constituyen
la barrera placentaria, barrera compuesta desde el
exterior hacia el interior por: STB, CTB, estroma del
tejido conectivo vellositario y endotelio del capilar fetal.

Entre la decidua basal y el corion frondoso se forma
un espacio cerrado denominado camara hematica,
la cual se encuentra dividida por septos deciduales
en ldbulos o cotiledones placentarios, los que
estan formados por dos o mas VC troncales y sus
respectivas ramificaciones de VC de intercambio.
Es en esta camara hematica donde desemboca y
circula la sangre materna proveniente de las arterias
espiraladas del endometrio para asi realizar el
intercambio de gases y nutrientes con la sangre fetal.

A partir de las 32 semanas de gestacion aproxima-
damente, se observa un gran aumento de peso en

el feto, lo que se coincide con cambios estructurales
que experimentan las VC libres, cambios que facilitan
el intercambio metabdlico. Esto consiste en un
adelgazamiento de la barrera placentaria, a expensas
de disminucion del grosor del STB, la reagrupacion
de sus nucleos en nodos sinciciales, y la disminucion
del nimero de células del CTB. De esta forma se
estructuran las zonas alfa de la barrera placentaria,
zonas donde no hay presencia de CTB. Se ha postulado
que la desaparicion del CTB obedece a la activacion
de la apoptosis en este tipo celular, epitelio que
hasta entonces se caracterizaba por su gran actividad
mitotica para diferenciar a STB [1].

Respecto al CTB que formd parte de la barrera
placentaria, cabe ahora destacar que a partir de la
semana 12 de la gestacion, periodo en que las VC
troncales han crecido al punto deanclarse aladecidua
basal, éstas células no diferencian a STB pasando
en cambio a formar otro tipo celular denominado
trofoblasto extravellositario (TEV). Estas células
cambian de fenotipo epitelial a célula mesodérmica,
con actividad migratoria y de secrecion de matriz
extracelular (MEC) en la decidua basal. Este TEV tiene
gran capacidad mitotica y forma 2 lineas celulares:
TEV invasivo y TEV secretor. El primero migra por el
endometrio y remodela a las arterias espiraladas,
reemplazando el endotelio y parte de la capa
muscular, transformandolas asi en vasos sanguineos
de baja resistencia y alta capacitancia. En cambio
las células de TEV secretor avanzan por la decidua
basal secretando MEC, lo que origina la membrana
de Nitabuch, la que marca el fin de la placentacion.
Esta membrana previene una placentacion excesiva
en el miometrio. Si la reestructuracion de las arterias
espiraladas no se realiza en forma adecuada fallara un
mayor aporte de flujo sanguineo a camara hematica y
se producira una disminucion de la presion de 02. Lo
anterior producira una hipoxia en cdmara hematica y
se desencadenara un estrés oxidativo en la placenta
y el desarrollo de una patologia del embarazo como
lo es la preeclampsia [2,3].

Preeclampsia.

La preeclampsia es una complicacion médica del
embarazo asociada a hipertension, una elevada
proteinuria y edemas en las extremidades de la madre
[4,5]. Su incidencia en la poblacion va de un 6% a un



10% vy ocurre durante el segundo y tercer trimestre
del embarazo. La Unica solucion para esta patologia es
la induccion del parto. Si esto no es posible debido a
gue el embarazo es muy temprano, se deben tomar
medidas para controlar este sindrome y permitir que el
feto alcance una mayor madurez. Estos pasos incluyen
bajar la presion arterial, con descanso en cama o
medicamentos y una constante observacion médica.

La génesis de esta complicacion es desconocida,
aunque se postula que tiene relacion con la placenta
[6] en virtud que los sintomas desaparecen una vez
expulsado el argano.

La preeclampsia es mas comun en el primer embarazo
y en las mujeres con hermanas o madres que la
han presentado. El riesgo de sufrir preeclampsia es
mas alto si el embarazo es multiple, si la madre es
adolescente, obesa o si tiene mas de 40 anos. Otros
factores de riesgo son que la madre tenga la presion
alta, diabetes o que sufra de alguna enfermedad
renal previa.

La disfuncion endotelial descrita en la preeclampsia
puede llegar a impedir que la placenta mantenga
un adecuado intercambio metabolico en la barrera
placentaria, lo que se traducird en que el feto
recibira un menor aporte de metabolitos. Esto puede
ocasionar un lactante de bajo peso al nacer, entre
otros problemas. Aun asi, la mayoria de las mujeres
con preeclampsia dan a luz a bebés saludables.

Factor de transcripcion NF-kappaB (NF-kB).

El NF-kB forma parte de una familia de factores de
trascripcion inducibles que participan en la respuesta
inmune y en la respuesta inflamatoria. También esta
involucrado en la prevencion de la apoptosis inducida
en tratamientos con citoquinas.

Normalmente se encuentra en el citoplasma de las
células en forma inactiva, formando un complejo con
una proteina llamada inhibidor del NF-kB o IkB. Esta
proteina alunirse a estefactor produce un impedimento
estérico que detiene la entrada del NF-kB al nucleo,
impidiendo la transcripcion de diversos genes.

El NFkappaB se ha definido como un factor de
transcripcion que al ubiquitinisarse es reconocido por
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el complejo proteasa para su activacion. Este factor
tiene un dominio a través del cual forma homo o
heterodimeros, de los cuales los mas comunes son p50,
p65, p52/p65, los que pasan a serel sitiode union de su
inhibidor lkappaB, sitio que contiene las secuencias de
localizacion nuclear vy las secuencias de union al ADN.

Resumiendo, la actividad del NFkappaB depende
de su localizacion celular. Si esta en el citoplasma
se encuentra formando un complejo trimérico con
IkappaB, el que oculta sus secuencias de destino
nucleary es por tanto, transcripcionalmente inactivo.
Cuando lkappaB se fosforila es ubiquitinilado, lo que
permite su reconocimiento por el proteosoma que lo
degrada, liberando el dimero del NFkappaB que se
trasloca al nucleo donde activa a sus genes blanco [7].

Por ultimo, se demostrd recientemente [8] en
placentas provenientes de mujeres con preeclampsia,
que éstas presentaban un aumento de la expresion
de genes relacionados con NFkappaB.

El propdsito de este estudio fue determinar la
expresion inmunohistoquimica del factor NFkappaB
en placentas de término provenientes de mujeres
con embarazo normal y mujeres con preeclampsia.

Materiales y Metodologia

Disefio del protocolo.

Este estudio caso-control fue realizado de acuerdo
al protocolo aprobado por el comité de ética del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile para los
Proyectos Fondecyt N2 1050482 y 1090245, en el
cual todas las mujeres dieron su consentimiento
informado para participar en él. La edad gestacional
se determino por ecografia realizada entre la semana
22 y 25 de gestacion.

- Criterios de inclusion del grupo control:
embarazos entre 35-42 semanas de gestacion y con
una gestacion normotensa.

- Criterios de exclusion seran anormalidades
fetales, tumor placentario, infeccidn intrauterina,
embarazo gemelar y patologias obstétricas

Las muestras fueron obtenidas de pacientes
controladas en el servicio de Ginecologiay Obstetricia
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Se
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obtuvieron muestras de placentas provenientes de
embarazos de término normales (grupo control) y
de pacientes con preeclampsia. Las muestras fueron
procesadas con métodos histologicos de rutina para
observacion con microscopio dptico. Se realizaron
cortes de 5m de espesor y se realizd técnica para
inmunohistoquimica con aplicacion del anticuerpo
Rabbit policlonal anti human NF-kappa B p50, marca
Santa Cruz-114, en dilucion 1:50, con incubacion
1 hora a temperatura ambiente. Se usé DAB como
cromoégeno y los nucleos fueron contrastados con
Hematoxilina de Harris.

El grado de la reaccién antigeno/anticuerpo se
cuantificd a través de un método no paramétrico
semicuantitativo de acuerdo a la siguiente escala:

- Reaccion intensa: +++;

- Reaccion moderada: ++;
- Reaccion tenue: +;

- Sin reaccion: 0

Los resultados segln la zona de tincion considerada
se expresron como porcentaje para cada categoria
evaluada y se aplico el Test de Pearson Chi cuadrado
(software Stata 7.0) para realizar las comparaciones
entre los grupos en estudio, con una significancia
estadistica de p < 0.05.

Resultados

La expresion inmunohistoquimica del factor NF-
kB p50 en muestras provenientes de placentas de
mujeres que tuvieron embarazo normal (n=5) y de
mujeres que tuvieron embarazo con preeclampsia
(n=5) estan expresados en las tablas N2 1, 2, 3,4 y 5.
Los resultados demostraron que el factor NF-kB estaba
presente tanto en el citoplasma como en el nucleo
del sinciciotrofoblasto, al igual que en las células de
la capa muscular de las arterias, el endotelio y en los
miofibroblastos de las vellosidades coridnicas. No se
encontraron diferencias significativas al comparar los
resultados entre los grupos.

Tabla 1. Expresion inmunohistoquimica del factor NF-kB p50 en las células de la capa muscular de arterias y
arteriolas de vellosidades coridnicas de intercambio

+++ ++ + 0 Total

Control : & . 0 &
25.00 50.00 25.00 0.00 100.00

Preeclampsia 0 0 2 1 3
0.00 0.00 66.67 33.33 100.00

1 2 3 1 7
Total 14.29 28.57 42.86 14.29 100.00

Los resultados estdan expresados como % para cada categoria evaluada. p = 0.233 entre placentas control y con preeclampsia

a través del test de Pearson chi2.

Tabla 2: Expresion inmunohistoquimica del factor NF-kB p50 en los miofibroflastos de vellosidades coridnicas

de intercambio

++ + 0 Total
Total 1 3 1 >
20.00 60.00 20.00 100.00
oreeclamnsi 1 0 ) 3
reeclampsia 33.33 0.00 66.67 100.00
2 3 3 8
Toul 25.00 37.50 37.50 100.00

Los resultados estdn expresados como % para cada categoria evaluada. p = 0.221 entre placentas control y con preeclampsia

a través del test de Pearson chi2.
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Tabla 3: Expresion inmunohistoquimica del factor NF-kB p50 en el endotelio de vellosidades corionicas
de intercambio

++ + 0 Total
1 3 1 5
Control
20.00 60.00 20.00 100.00
Preeclampsia 0 2 3 S
P 0.00 40.00 60.00 100.00
1 5 4 10
Total 10.00 50.00 40.00 100.00

Los resultados estdn expresados como % para cada categoria evaluada. p = 0.333 entre placentas control y con preeclampsia

a través del test de Pearson chi2

Tabla 4: Expresion inmunohistoquimica del factor
NF-kB p50 en los nucleos del sinciciotrofoblasto de
vellosidades coridnicas de intercambio

(+) (-) Total
4 1 5
Contros 80.00  20.00  100.00
Preeclampsia ) t &
75.00 25.00 100.00 Los resultados estin expresados como % para cada
Total 7 2 9 categoria evaluada. p = 0.858 entre placentas control y con
77.78 22.22 100.00 preeclampsia a través del test de Pearson chi2

Tabla 5: Expresién inmunohistoquimica del factor NF-kB p50 en el citoplasma del sinciciotrofoblasto de
vellosidades coridnicas de intercambio

+++ ++ + 0 Total
Control 3 1 1 0 >

60.00 20.00 20.00 0.00 100.00

. 1 1 2 1 5

Preeclampsia

20.00 20.00 40.00 20.00 100.00
Total 4 2 3 1 10

40.00 20.00 30.00 10.00 100.00

resultados estan expresados como % para cada categoria evaluada. p = 0.506 entre placentas control y con preeclampsia a

través del test de Pearson chi2
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Discusién

En este estudio comprobamos que el factor NF-
kB se encontraba tanto en placentas del grupo
control como del grupo con preeclampsia (PE). La
reaccion inmunohistoquimica fue positiva tanto en el
citoplasma como en el ntcleo del sinciciotrofoblasto
(Figuras N2 1y 2). La presencia inmunohistoquimica
de este factor en el citoplasma de esta capa epitelial
no es un indicador de actividad de él, dado que podria
ser que el factor aun estuviera unido a su inhibidor
IkB, motivo por el cual observamos positividad en
esta zona del sincicio. Sin embargo, su presencia
positiva en los nucleos sinciciales es indicador que el
factor esta activamente transcribiendo genes [7].

Fig. N°1

Figura N 1: Fotografia de vellosidad corionica proveniente
de placenta de mujer con embarazo normal y con el uso del
Ac anti NF-kB (p50). Las flechas indican reaccién positiva
en el nucleo (flecha negra) y en el citoplasma (punta de
flecha). Original X40

Fig. N°2

Figura N2 2: Fotografia de vellosidad corionica proveniente
de placenta mujer con PE y con el uso del Ac anti NF-kB (p50).
Las flechas indican reaccion positiva en el nicleo (flecha

negra) y en el citoplasma (punta de flecha). Original X40

Figura N 3: Fotografia de vellosidad corionica proveniente
de placenta mujer con PE. Control negativo en el que se ha
omitido el Ac anti NF-kB (p50). Original X40

Porotrolado, el estudio demostrd que las placentasde
mujeres con PE no presentaron una reaccion positiva
y significativamente mayor en el nucleo del sincicio
como se postulaba (Tabla N24), encontrandose
incluso que el p value tampoco mostro una tendencia



para este grupo en esta zona celular. Sin embargo,
se observd una ligera tendencia en el grupo PE al
comparar la expresion del factor en el citoplasma del
sincicio (Tabla N2 5). Podria especularse que el estrés
oxidativo desarrollado en las placentas con PE podria
estar activando algunas moléculas que impidirian en
el sincicio la fosforilacion de IkB y por tanto se estaria
impidiendo la transcripcion al ntcleo de NF-kB p50.

Gutiérrez y Castillo [7] propusieron que una vez que
NF-kB ingresa al nucleo, puede activar genes cuyos
productos bloquean el paso de la sefal apoptodtica
de la via mediada por receptores (extrinseca), las
que inactivarian a las caspasas, o también pueden
activar genes anti-apoptoticos como el Bcl2 de la via
intrinseca, que impide la liberacion del citocromo cde
la mitocondria. Por otro lado, los autores Valen y col.
[9] describieron en corazdn, que una vez en el nicleo,
NF-kB puede activar una via pro-apoptdtica o una via
anti-apoptoética dependiendo de la pre-condicion de
isquemia del tejido que constituye el drgano.

Cabe recordar que en la pre-eclampsia se produce
una reperfusion con isquemia para el tejido, esto
como consecuencia que el TEV, encargado de
remodelar las arterias espiraladas del endometrio
materno para asegurar una buena oxigenacion en la
camara hematica, falla en realizar esta remodelacion,
produciéndose una isquemia uteroplacentaria que
conlleva al desarrollo de un estrés oxidativo en la
placenta con el consecuente aumento de la apoptosis
en el organo, lo que desencadena finalmente esta
patologia del embarazo [4].

Por lo anterior, la via de la apoptosis en el
sinciciotrofoblasto no seria exclusiva del NF-kB, ya
que este factor interacciona con varios otros factores,
los que finalmente determinan cual via activar, la via
anti-apoptotica o la via pro-apoptdtica. De acuerdo
a nuestros resultados podriamos postular que la
activacion de este factor en los casos de PE estaria
indicando que IkB fue ubiquitinizado y degradado en
el proteosoma lo que permitio la entrada de NF-kB al
nucleo del sinciciotrofoblasto, pero sin una actividad
mayor a lo observado en las placentas normales [10].

Por otro lado, otros autores han demostrado que
al término del embarazo la actividad del NF-kB se
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encuentra aumentada en células amnidticas, células
en las cuales la funcion de este factor es estimular
la expresion de COX-2. Lo anterior contribuye al
retiro funcional de la progesterona a través de
una interaccién con el receptor de esta hormona
[11]. Esto explicaria que es normal que la actividad
del NF-kB esté aumentada al final del embarazo,
pero hacia otra via, lo que se relacionaria con los
resultados por nosotros encontrados en muestras
de placentas de término.

Es importante destacar que Sunderland y col.
[12] indujeron preeclampsia con las mismas
caracteristicas observadas en mujeres mediante la
administracion de TNFa a primates Papios (baboons)
tanto embarazadas como no embarazadas, donde
las ultimas no desarrollaron la enfermedad. Lo
anterior se relacionaria los trabajos de Benyo y col.
[13] quienes demostraron que TNFa es el inductor
del inicio de la apoptosis en el trofoblasto de las
vellosidades coridnicas, pero falta dilucidar por la
activacion de cual via el fendmeno avanza.

Cabe recordar que la preeclampsia estd descrita
en relacion a un aumento del estrés oxidativo en la
placenta [14] y por otro lado se sabe que el estrés
oxidativo es una sefal que activa a los factores de la
familia del NF-kB [10,15]. Esto se ha demostrado dado
que al administrar in vitro vitamina E (antioxidante)
en vellosidades coridnicas, se ha logrado inhibir la
via del NF-kB p38 MAPK, previniendo la activacion
de NADPH oxidasas en la mitocondria, resultando
asi una baja en los niveles intracelulares de especies
reactivas de oxigeno (ROS), elementos relacionados
con el estrés oxidativo [16]. Sobre la base de lo
anterior, los autores concluyeron que NF-kB p38
seria el factor regulado por TNFa. Esto podria explicar
nuestros resultados dado que estamos determinando
otra familia del NF-kB (p50).

En virtud de que la preeclampsia se harelacionado por
un lado con el estrés oxidativo de la placenta y por el
otro con la alteracion del Doppler de arterias uterinas
en estas mujeres [17], se ha intentado prevenir la
aparicion de esta patologia en mujeres embarazadas
con riesgo de PE mediante la administracion de
vitaminas C y E, pero los resultados no han sido
positivos [18,19].



REV CHIL ESTUD MED 2012;

Seconcluye que las muestras analizadas con el uso del
Ac del NF-kB (p50) no mostro diferencias significativas
entre el grupo control y grupo PE. Ademas, es posible
gue un aumento del nimero de muestras pueda dar
resultados mas significativos para aquellos casos
en que se observo una tendencia, como lo fue el
citoplasma del sincicio.

En virtud que Manna y col. [20], han descrito que
Resveratrol inhibe la activacion del NF-kB inducida por
TNF, se podria proyectar una futura administracion
de este farmaco en la prevencion del desarrollo de la
preeclampsia.
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