ARTICULO ESPECIAL

ISSN 0025-7680

PREECLAMPSIA, MIGRACION CELULAR Y CANALES IONICOS
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Resumen  En la placenta humana, el sinciciotrofoblasto es la barrera que regula el transporte de nutrientes,
solutos y agua entre la sangre materna y fetal. Dentro de este movimiento transepitelial se en-
cuentra el del Na*, su contribucion a la presion osmotica es fundamental en la regulacion del volumen de liqui-
do extracelular. El canal epitelial de sodio sensible al amiloride (ENaC) media el transporte de Na* desde el
lumen hacia el interior celular en numerosos epitelios absortivos. Esta regulado por la aldosterona, vasopresina,
catecolaminas, estrogenos y progesterona. Es bloqueado por el amiloride y sus analogos. Para su activacion,
diversas proteasas lo escinden en la membrana plasmatica y esto a su vez es regulado por la aldosterona. El
ENaC esta expresado también en la placenta humana y aunque su funcién no es conocida, podria participar en
la homeostasis de agua y electrolitos. EIl ENaC también es influenciado por el estado de las proteinas del
citoesqueleto y los cambios en el volumen celular alteran a su vez a éste. De esta manera existe una relacion
entre el ENaC y el citoesqueleto. Ademas, las corrientes de Na* por el ENaC y otros canales de sodio partici-
pan en la migracion celular en células normales y cancerosas. Aqui presentamos evidencias que avalan la
hipétesis que el ENaC es necesario para la migracion celular en células BeWo, derivadas del trofoblasto huma-
no, que sintetizan hormonas y expresan el ENaC. Las células BeWO han sido utilizadas como modelo experi-
mental para estudiar el transporte en células de placenta.

Palabras claves: ENaC, preeclampsia, BeWo, migracién celular, aldosterona, cicatrizaciéon de heridas

Abstract Preeclampsia, cellular migration and ion channels . The syncytiotrophoblast acts in human pla-
centa as a transporting barrier regulating the transference of nutrients, solutes and water between
maternal and fetal blood. This transepithelial transport involves movement of Na* and its contribution to the os-
motic pressure is an important determinant of the extracellular fluid volume. ENaC is a channel that mediates
entry of Na* from the luminal fluid into the cells in many reabsorbing epithelia; it is aldosterone, vasopressin,
insulin and catecholamine-inducible, modulated by estrogens and progesterone and blocked by amiloride and
its analogs. Multiple proteases are involved in the proteolytic processing and activation of ENaC subunits and
aldosterone alters the protease-protease inhibitors balance. ENaC is also expressed in human placenta; although
its function is not well known, the Na* conductive properties may participate in electrolyte and extracellular vol-
ume homeostasis. The activity of ENaC channels and other ion channels and transporters is regulated by the
state of actin filaments; on the other hand, changes in volume influence the actin cytoskeleton. Thus, there is an
interaction between ENaC and components of the apical membrane cytoskeleton. In addition to their role in cellular
homeostasis and electrical properties, Na* currents through ENaC and other sodium channels are involved in
cell migration, well documented in normal and cancer cells. In this work we presented evidences supporting the
hypothesis that ENaC channels are required for the migration of BeWo cells, a human hormone-synthesizing
trophoblastic cell line that express the three subunits of the ENaC channels. BeWo cell line has also been used
as a model to investigate the placental transport mechanisms.
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En la placenta humana, de tipo hemocorial, la sangre
de la madre contacta en forma directa con el corion y
esta separada de la sangre del feto por las membranas
del sinciciotrofoblasto (SCT) y el endotelio de los vasos
sanguineos fetales!. Las células que forman el SCT es-

Recibido: 1-1V-2008 Aceptado: 2-VI-2008
Direccién postal: Dr. Basilio A. Kotsias, Instituto de Investigaciones
Médicas Alfredo Lanari, C. de Malvinas 3150, 1427 Buenos Aires,
Argentina

e-mail: kotsias@mail.retina.ar

tan polarizadas en su funcion y contenido de canales
i6nicos y transportadores, con una cara con las micro-
vellosidades orientada hacia el lado materno y la otra
hacia el feto, equivalentes alas membranas apical y basal
de los epitelios. EI SCT que recubre las vellosidades
coridnicas regula el pasaje transcelular de solutos y agua,
mantiene el crecimiento fetal normal con numerosos sis-
temas de transporte controlados por mecanismos ho-
meostéaticos'“. El movimiento del Na* es de particular
importancia, es el mas abundante cation extracelular y
su contribucion a la osmolaridad plasmatica un factor cla-
ve en laregulacion del liquido extracelular. La mayor parte
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Fig. 1.— Esquema general de los sistemas de transporte presentes en el sinciciotrofoblasto
humano. ENaC: canal epitelial de sodio sensible al amiloride; NHE: intercambiador Na-H;

SCT: sinciciotrofoblasto.

del Na* entra al sistema placentario desde la cara apical
por medio de transportadores y canales idnicos como el
canal epitelial de sodio sensible al amiloride (ENaC) y el
intercambiador Na-H (NHE), y la mayor parte del Na* (y
agua) que se mueve hacia el lado fetal para los requeri-
mientos metabdlicos retorna al lado materno facilitado
por la presencia de la Na-K-ATPasa en las dos caras del
SCT® (Fig. 1). En este articulo se relacionaran la activi-
dad de los canales i6nicos con la migracion celular y su
posible participacién en la preeclampsia.

El canal epitelial de sodio
sensible al amiloride

El canal epitelial de sodio sensible al amiloride (ENaC)
esta compuesto por tres subunidades homdlogas a, B, y
que forman un trimero alrededor del poro por el cual se
mueven los iones®. En el rifién contribuye con el 5-8%
del transporte de Na* pero debido a su localizacion en la
nefrona distal es el paso limitante para la reabsorcion del
Na* al igual que en el epitelio de las vias aéreas’. En la
placenta humana se expresa en la cara apical de las
membranas del SCT8. El mal funcionamiento del ENaC
es importante en enfermedades humanas como el
pseudohipoaldosteronismo tipo I, sindrome de Liddle® y
la fibrosis quistica®.

Regulacién del ENaC

La regulacion del ENaC es compleja, activado por la al-
dosteronay la vasopresina es sensible al amiloride y sus

analogos!! que se unen en forma simultanea a las tres
subunidades del ENaC bloqueando el poro idnico!2. Tanto
la aldosterona como los estrogenos y la progesterona
regulan la expresion de las diferentes subunidades!® 4.
La estimulacion por aldosterona ocurre en varias fases
con cambios en su expresion en la cara apical de las
células, en el tréfico de las unidades hacia la membrana
celular y en la probabilidad de apertura del canal. En la
fase tardia aumenta la expresion de canales en la mem-
brana celular®®. También esté regulado por varias protea-
sas que escinden al ENaC y lo activan*®. Por otro lado,
el ENaC esta regulado por el citoesqueleto y en esto nos
detendremos para una breve explicacion.

Las células eucariotas contienen tres tipos de filamen-
tos que se clasifican de acuerdo a su didmetro y estruc-
tura en microfilamentos, filamentos intermedios y micro-
tubulos. Los microfilamentos de 7 nm de didmetro estan
formados por cadenas de actina. Los filamentos interme-
dios se componen de proteinas como vimentina, laminina
y queratina, y los microtdbulos (15 nm de diametro) son
polimeros de alfa y beta tubulina. La actina es una pro-
teina globular con un sitio de unién al ATP y en presen-
cia de ATP, Mg?'y K*, el mondmero de actina (G-actina)
se polimeriza para formar la forma fibrosa, F-actina, com-
ponente de los filamentos de actina. La citocalasina D,
un metabolito proveniente de hongos (Zygosporium
mansonii) se une a uno de los extremos de la F-actina 'y
previene el agregado de mas moléculas de G-actina,
impidiendo su polimerizacion y la elongacion del filamen-
to. Por el contrario, la faloidina, metabolito proveniente
de los hongos del género Amanita impide que el filamen-
to de actina se despolimerice. Estas sustancias, en ex-
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Fig. 2.— Esquema de las arterias espiraladas del Gtero en que se muestra el reemplazo del endotelio
arterial por células del trofoblasto y la falta de este fenémeno en la placentaciéon anormal, una
de las causas de la preeclampsia. CTB: citotrofoblasto. SCT: sinciciotrofoblasto. Modificado de

Redman et al.®*

perimentos de electrofisiologia, han demostrado que la
citocalasina D activa las corrientes ionicas a través de
los canales ENaC y el regulador transmembrana de la
fibrosis quistica (CFTR)Y. Estos datos son reforzados por
la demostracién que el extremo carboxilo de la subunidad
o del ENaC se une de manera directa a la forma fibrosa
de la actina (F-actina), base estructural para la relacion
funcional entre las dos moléculas®®.

Preeclampsia

La preeclampsia es un sindrome hipertensivo agudo de
la gestacion caracterizado por hipertension y proteinuria.
La hipertension arterial complica el 5% de los embara-
zos, cifra que alcanza el 11% si se cuentan solo los pri-
meros embarazos, y casi la mitad son cuadros asocia-
dos a la preeclampsia. Puede agravarse por edema ma-
sivo, coagulacion intravascular diseminada, hemorragias,
compromiso neurolégico con infarto cerebral y convul-
siones (eclampsia). Se ha estimado que 40000 mujeres
mueren por afio en los paises en desarrollo debido a estas
complicaciones?®. El 80% de los casos de preeclampsia
se manifiesta después de la semana 34 del embarazo
con escasa repercusion en el feto, sin alteraciones en el
flujo sanguineo umbilical y pocas anormalidades en el
desarrollo de las arterias espiraladas. Esta asociada a
una mayor masa placentaria por diabetes, embarazos

multiples, anemia y vivir en grandes alturas. El 20% res-
tante se manifiesta antes de la semana 34 con cambios
en el flujo sanguineo intrauterino y en el flujo umbilical y
signos de menor crecimiento fetal, manifestaciones que
se confunden con el cuadro de restriccion de crecimiento
intrauterino®. Numerosas investigaciones analizan el
valor de proteinas plasmaticas como las endoglinas y la
PP13 como marcadores para la deteccién temprana de
la preeclampsia®. El sindrome HELLP (hemolysis,
elevated liver enzymes, and low platelet)** se encuen-
tra en cerca del 20% de los casos de preeclampsia grave
aunque los mecanismos fisiopatogénicos entre los dos
sindromes son diferentes?.

La preeclampsia ocurre sélo en presencia de la
placenta; la remocién de la misma normaliza la sintoma-
tologia en la mayoria de los casos, la placenta es primor-
dial en su desarrollo. No se conoce la causa del sindro-
me; existen varias hipotesis, todas ellas con una profusa
literatura que las apoya: insuficiencia placentaria, reac-
cion autoinmune, el estrés oxidativo, liberaciéon de frag-
mentos de trofoblasto apoptoticos, disminucion en la sin-
tesis de aldosterona, sustancias anti-angiogénicasy una
inadecuada invasion de las arterias espiraladas del
trofoblasto que alterarian el desarrollo de la vasculatura
materno fetal y, por consecuencia, un defecto en la im-
plantacion fetal. Sobre esta hipétesis nos detendremos
aqui en su posible relacion con una anomalia en la inva-
sién del trofoblasto. Se pueden consultar las recientes
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Fig. 3.— Reparacion de la herida en un cultivo de células BeWo. Se observa la
brecha de la herida a tiempo 0 y 60 horas en condiciones experimentales
control y en cultivos en presencia de aldosterona que acelera el proceso

de relleno de la herida.

revisiones para una discusion de los mecanismos fisiopa-
toldgicos y tratamiento de los cuadros?-%,

De la arteria uterina principal y luego de varias divi-
siones se originan las arterias espirales que se introdu-
cen en el endometrio y lo nutren. Durante el embarazo
normal las células del trofoblasto invaden la pared uterina
y las arterias espirales, reemplazando su endotelio. Esto
lleva a un remodelado de la arteria que pierde la capa
muscular con una disminucién en la resistencia del arbol
vascular y la consiguiente dilatacion y aumento del flujo
sanguineo (Fig. 2). Una de las hipotesis sobre las cau-
sas de la preeclampsia es que este remodelamiento
arterial podria estar alterado llevando a una disminucion
en el flujo sanguineo y sus efectos sobre el desarrollo
del feto (Fig. 2; detalles en las referencias®® 3 %),

Migracion celular y actividad
de canales i6nicos

La migracion celular es crucial en la defensa inmunol6-
gica, la morfogénesis embrionaria, la reparacion de heri-
das y la regeneracion de los tejidos. Es un fenémeno
complejo que requiere de la integracion de sefiales me-
céanicas y quimicas que llevan a la represion en la expre-
sion de moléculas de adhesion por una regulacion
epigenética de las mismas y a cambios en el volumen y
en el citoesqueleto celular®. La regulacion aberrante de

este proceso permite el progreso de enfermedades, como
ocurre en la invasion de los tumores malignos y el origen
de la preeclampsia. Vila-Carriles et al.** han demostrado
que parte del mecanismo por el cual los gliomas invaden
los tejidos normales es por una corriente de Na* media-
da por un canal de la familia de las degenerinas, a los
gue pertenece también el ENaC®. La expresion de estos
canales es menor o inexistente en los astrocitos norma-
les o gliomas de bajo grado de malignidad. La mayor
expresion de canales en las células de los gliomas muy
invasores representaria una adaptacion de las células
tumorales que facilitan su progresion. La inhibicion es-
pecifica de este canal podria ser una estrategia terapéu-
tica que adn no ha sido probada.

La migracion es iniciada por la protrusion de la mem-
brana celular en el frente de avance por medio de una
estructura, el lamelipodio, que se adhiere al sustrato ge-
nerando la fuerza necesaria para el desplazamiento ce-
lular®®. Esto ocurre cuando se polimerizan los filamentos
de actina del lamelipodio en respuesta a numerosos fac-
tores, entre ellos los cambios en el volumen. Existe una
dependencia mutua entre el citoesqueleto y el volumen
celular, porgue la habilidad de la célula para modificar su
volumen ante los cambios de tonicidad ambiente es re-
gulada por los filamentos de actina y es abolida cuando
no se permite la polimerizacion de los filamentos de actina
con citocalasina D; a su vez, los cambios en el volumen
influyen en el estado de los filamentos de actina®. Aun-
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gue los mecanismos son mas complejos que el presen-
tado, sirve esto para tener una idea de la forma en que
se mueven y migran las células. En sintesis, el transpor-
te ibnico crea el medio éptimo para el estado de los fila-
mentos de actina y el resto de las proteinas del citoes-
queleto que intervienen en la migracion celular® 3¢, Re-
forzando esta idea, Klein et al.*® han demostrado que las
células renales que expresan un menor numero de
intercambiadores NHE migran en forma mas lenta que
las normales.

Migracion celular, reparacion de
las heridas y placentacién

Tanto la migracion celular como la proliferacion celular
son responsables en parte de los mecanismos de repa-
racion de una herida. Por esto estudiamos el efecto del
canal ENaC en la migracion celular de células BeWo,
derivadas del trofoblasto humano®. El procedimento con-
siste en provocar una herida en un cultivo celular y estu-
diar la reparacion de la misma por el relleno de la herida
en funcion del tiempo** 4. Para disminuir al maximo la
proliferacion celular, las células se mantienen en una baja
concentracion de suero fetal bovino y la proliferacion ce-
lular se mide por ensayo colorimétrico especifico con el
agente MTT ((3-[4,5-dimethyithiazol-2-yl]-2,5-diphenylte-
trazolium bromide) que permiten obtener el % de viabili-
dad. Los resultados sugieren que el ENaC intervendria
en la cicatrizacion de los cultivos de células BeWo. Asi,
la aplicacion de aldosterona aumenta la velocidad de re-
paracion y por el contrario, el bloqueo del ENaC con amilo-
ride resulta en una menor velocidad de la reparacion de
la herida (Fig. 3). Ninguno de estos tratamientos modifi-
ca la proliferacion celular como ocurre en el muasculo car-
diaco tratado con aldosterona*, por lo que la migracion
celular seria en principio la responsable principal en nues-
tros resultados. De nuestros experimentos podemos su-
gerir que el efecto del ENaC sobre la reparacion de la
herida se debe a una estimulacion de su sintesis en for-
ma independiente a su ubicacién de membrana®. Aun-
gue estos resultados fueron obtenidos en estudios in vitro,
es interesante mencionar en relacion al mecanismo de
la preeclampsia que los niveles plasmaticos de aldoste-
rona son menores en las mujeres con preeclampsia®:“y
gue esta hormona penetra en la placenta*.

¢Cual seria el mecanismo por el cual el ENaC inter-
viene en la reparacion de las heridas? Hernandez et al.*®
proponen que la despolarizacion celular debido a influjo
de iones Na* por canales ENaC es mayor en los bordes
de la herida y desde alli se propagaria hacia las zonas
mas alejadas con cambios en el citoesqueleto, paso ne-
cesario para la migracion celular y reparacion de las he-
ridas. Como se comenté mas arriba, la migracion celular
requiere de la integracion de multiples sefiales, entre ellas
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los estimulos mecanicos. El ENaC pertenece a las
degenerinas, una superfamilia que codifica proteinas que
intervienen en procesos biolégicos como la nocicepcion,
sentido del gusto salado y tactil, homeostasis del Na* y
mecanotransduccion*. Cambios en la presion hidrostatica
y estiramiento regulan el ENaC* 4"y por su relacion con
el citoesqueleto podria ser el nexo entre determinados
estimulos mecénicos y la migracion celular. Estos feno-
menos descriptos en cultivos de células BeWo derivadas
del trofoblasto humano podrian aplicarse a la placentacion
humana. La anormal invasion de las arterias espirales por
el citotrofoblasto podria ser relevante en la fisiopatogenia
de algunos tipos de preeclampsia.
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