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Objetivos

La colestasis intrahepatica gestacional (CIG), la mas frecuente de las patologias
hepaticas que aparecen en la gestacion, cursa con prurito y un perfil bioquimico
caracterizado por un aumento de la concentracion sérica de acidos biliares v,
frecuentemente, también de las enzimas hepaticas y la bilirrubina. Su etiologia es
probablemente multifactorial. Aunque se trata, en general, de una enfermedad benigna
para la madre, se asocia a graves riesgos para el conceptus, como parto pre-término,
presencia de meconio en liquido amnioético, distrés respiratorio neonatal y muerte fetal

intradtero.

El mejor indicador de la severidad con que la CIG puede afectar al feto es el grado de
acumulacion de acidos biliares en suero materno. En la CIG existe una alteraciéon de la
homeostasis materno-fetal de acidos biliares, de manera que el gradiente de estas
moléculas, que en gestaciones normales va en sentido feto-a-madre, se invierte, y
existe un flujo neto de acidos biliares a través de la placenta en sensido madre-a-feto.
Asi pues, el feto se ve expuesto a mayores niveles de estos compuestos
potencialmente téxicos que, teniendo en cuenta la fragilidad de los tejidos en
desarrollo, suponen una situacién de mayor riesgo que cuando esos mismos niveles

se encuentran en adultos.

Aunque los derivados sulfatados de progesterona podrian estar implicados en la
etiopatogénesis de la CIG se desconoce su origen o si estan también elevados en el
compartimento fetal. El acido ursodesoxicolico (UDCA) es el farmaco de eleccion en el
tratamiento de la CIG. Parte de su accién beneficiosa se debe a que mejora la funcién
biliar en la madre y reduce su prurito. Sin embargo, no sabemos si en su mecanismo
de accion se incuye la correccion de los elevados niveles de derivados sulfatados de

progesterona.

En base a estos antecedentes se plante6 como objetivo general de esta Tesis
Doctoral el mejorar los criterios utilizados en la valoracién de estas pacientes, asi
como investigar el mecanismo de accion del UDCA en CIG. Para alcanzarlo se

plantearon los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1°: Llevar a cabo un estudio de corte transversal analitico en pacientes con
CIG para identificar factores con valor diagndstico y/o prondstico y establecer, en su

caso, la prevalencia y asociacion de éstos con un mayor riesgo perinatal.
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Objetivo 2°: Determinar a término en gestaciones con CIG los niveles séricos de
acidos biliares y derivados sulfatados de progesterona en el trinomio suero materno-

placenta-suero fetal, y el efecto del tratamiento con UDCA sobre los mismos.

Objetivo 3°: Investigar a término en gestaciones con CIG la funciéon de la barrera
placentaria para acidos biliares y derivados sulfatados de progesterona y si ésta se ve

afectada por el tratamiento con UDCA.
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Introduccién

2.1. ACIDOS BILIARES

Los acidos biliares son acidos carboxilicos que se forman en el higado como resultado
del metabolismo del colesterol. Son compuestos hidrosolubles, facilmente excretables
y con utilidad en procesos digestivos, que presentan una estructura anfipatica, con una
regiéon hidrofila y otra hidréfoba, que les confiere propiedades detergentes, y que les
permite asociarse entre si y formar micelas a partir de una concentracion determinada.

Respecto a su estructura quimica, los acidos biliares son esteroides con 24 atomos de
carbono, saturados, mono o polihidroxilados y con un grupo carboxilo en la cadena
lateral, que puede estar conjugado con glicina o taurina (Lester, 1983). Los acidos
biliares primarios son el acido colico (CA: 3a, 7a, 12a-trihidroxi-5p-colanoico) y el acido
quenodesoxicoélico (QDCA: 3a, 7a-dihidroxi-5B-colanoico). Se sintetizan directamente
en el higado y a su paso por el intestino las bacterias de la flora intestinal los degradan
dando lugar a los denominados acidos biliares secundarios, que carecen del grupo
hidroxilo en posicion 7a. Asi, a partir del CA se produce el acido desoxicolico (DCA), y
a partir de QDCA se produce el acido litocdlico (LCA). Ademas de ésta, existen otras
transformaciones minoritarias que producen una gran variedad de derivados de acidos
biliares. En los fluidos biolégicos la mayoria de los acidos biliares se encuentra en
forma de sales, formas ionizadas solubles de estos compuestos. En la figura I-1 se

muestra la estructura quimica del CA.

OH
COOH

OH OH

Figura I-1. Estructura quimica del acido cdlico

Estos compuestos endégenos permanecen en su mayoria recluidos en la circulacion
enterohepatica gracias a la existencia de proteinas transportadoras especificas
localizadas en las membranas apical y basal de los ileocitos, y basolateral y
canalicular de los hepatocitos. Los acidos biliares son secretados a la bilis y
concentrados en la vesicula biliar y tras la ingesta, alcanzan el duodeno, donde llevan
a cabo sus funciones de digestion y absorcidn de las grasas y vitaminas liposolubles.
La mayoria son reabsorbidos de forma activa en el ileon, aunque una alta proporcion
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de acidos biliares dihidroxilados conjugados con glicina se reabsorben pasivamente en
el yeyuno (Angelin et al.,, 1976) y los acidos biliares libres (generalmente
desconjugados por las bacterias intestinales durante el transito intestinal) se
reabsorben de forma pasiva en el colon (Mekhjian et al., 1979). Los acidos biliares
reabsorbidos pasan mayoritariamente (99%) a las ramas de la vena porta, son
transportados principalmente unidos a albumina y lipoproteinas (Kramer et al., 1979), y
son captados con gran eficacia por los transportadores de la membrana sinusoidal de
los hepatocitos. Este ciclo se lleva a cabo unas 6-10 veces al dia (3-4 veces por
comida) con escasas pérdidas fecales, y los acidos biliares que se pierden son
reemplazados por moléculas de nueva sintesis.

2.1.1. BIOSINTESIS DE LOS ACIDOS BILIARES
Los acidos biliares primarios se sintetizan a partir del colesterol a través de dos vias:

i) la via clasica o via neutra, denominada asi porque los compuestos intermediarios

son esteroles neutros. Sus productos principales son el CA y el QDCA en cantidades
similares, y el paso limitante es la hidroxilacion en el C7 del nucleo esteroideo llevada
a cabo por la enzima microsomal colesterol 7a-hidroxilasa (gen CYP7AT).

i) la via alternativa o via acida, en la que los compuestos intermediarios tienen

caracter acido. El producto mayoritario de esta via es el QDCA (Bjorkhem, 1992), y el
paso limitante es la hidroxilacién en el C27 de la cadena lateral llevada a cabo por la
enzima mitocondrial esterol 27-hidroxilasa (gen CYP27A1).

La contribucion relativa de estas vias a la biosintesis global de acidos biliares no esta
muy clara, aunque parece ser que la via clasica desempefia un papel principal en la
biosintesis de acidos biliares en humanos en condiciones fisioldgicas, mientras que la
via alternativa puede adquirir un papel fundamental en pacientes con enfermedades
hepaticas, y se cree que es la via predominante durante la vida fetal (Deleze et al.,
1978).

2.1.2. CONJUGACION DE LOS ACIDOS BILIARES

Las principales biotransformaciones que experimentan los acidos biliares son
conjugaciones con aminoacidos (glicina o taurina), sulfato o acido glucurénico. A
diferencia de la amidacion con glicina o taurina, la glucuronidacion y la sulfataciéon son
vias minoritarias en individuos sanos. Sin embargo, cobran importancia en situaciones,
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como la colestasis, en las que los acidos biliares se acumulan en el hepatocito, donde
se sulfatan y glucuronidan para posteriormente ser regurgitados al plasma, desde

donde se eliminan por via renal (Hofmann, 1994).

2.1.3. PAPEL FISIOLOGICO DE LOS ACIDOS BILIARES

Los efectos fisioldgicos de los acidos biliares son muy diversos. En el higado, su
secrecion genera el flujo biliar dependiente de los acidos biliares por su efecto
osmatico en la luz canalicular. Inducen la secrecién de lipidos biliares, principalmente
fosfolipidos y colesterol, y modulan la biosintesis de colesterol. El flujo de acidos
biliares a través del hepatocito determina la cantidad de receptores de membrana para
las lipoproteinas de baja densidad (LDL). En la bilis forman micelas que transportan
sustancias hidrofébicas (colesterol, protoporfirinas, etc) y actian como tampones para
el Ca*.

Las micelas, a nivel intestinal, permiten emulsionar las grasas y vitaminas liposolubles
(A, D, E y K) de la dieta, facilitando asi su absorcion. También activan lipasas
intestinales, modulan la actividad de proteasas, la motilidad intestinal, la secrecion de
hormonas gastrointestinales, como la colecistoquinina (Combettes et al., 1992; Izukura

et al., 1991), e inducen la secrecion de agua y electrolitos.

Se ha descrito que los acidos biliares intervienen en la regulacion del metabolismo de
lipidos y de la glucosa (Houten et al., 2006), y también se ha confirmado que inhiben la
obesidad inducida por la dieta y previenen el desarrollo de resistencia a la insulina
(Ikemoto et al., 1997; Zhou & Hylemon, 2014), lo que sugiere que estos compuestos

participan en la homeostasis energética.

En los ultimos afos se ha descrito que los acidos biliares son moléculas de
sefalizacion con funciones sistémicas endocrinas (Zhou & Hylemon, 2014). Son
capaces de activar cascadas de proteinas kinasas acitvadoras de mitégenos (MAPK,
de “mitogen-activated protein kinases”) (Qiao et al., 2003), son ligandos del receptor
de membrana TGR5 (Kawamata et al., 2003) y activan receptores nucleares como
FXR (de “farnesoid X receptor”) (Houten et al., 2006).

Ademas, se ha demostrado su participacion en el control de la proliferacién y la
apoptosis en tejidos en los que los acidos biliares se encuentran en concentraciones
elevadas (Benz et al., 1998; Marin et al., 1993).
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2.2. FUNCION EXCRETORA DEL HIiGADO ADULTO

Los sistemas de transporte hepatobiliar son esenciales para la formacién de la bilis y la
eliminacion hepatica de xenobidticos y compuestos endogenos, entre los que se
incluyen los acidos biliares (Trauner & Boyer, 2003). Estos compuestos que presentan
afinidad por la via de excrecion biliar se denominan en su conjunto compuestos
colefilicos. En la figura I-2 se muestran los principales transportadores, presentes en
los hepatocitos, implicados en la captacion y secrecion de compuestos biliares.

MRP4 OSTo/p

AB/GSH

NTCP AO/CO*

AO
AB
AO BCRP
A
HEPATOCITO

Figura I-2. Representacion esquematica de los sistemas de transporte implicados en la
captacion y secrecion de compuestos colefilicos. AB, acidos biliares; AO’, aniones
organicos; CO", cationes organicos; CHO, colesterol, GSH; glutation redducido; FC,
fosfatidilcolina; FL, fosfolipidos.

2.2.1. CAPTACION HEPATOCELULAR DE ACIDOS BILIARES

La membrana sinusoidal o basolateral de los hepatocitos esta en contacto directo con
la sangre portal a través de las células endoteliales de los sinusoides y del espacio de

Disse.

La captacion de acidos biliares es realizada fundamentalmente por el co-transportador
de taurocolato y sodio (NTCP de “Na‘/taurocholate cotransporter polypeptide”, gen
SLC10A1) (Figura I-2 ) (Meier & Stieger, 2002).

También pertenece a esta familia de transportadores ASBT (de “Apical Na’-dependent
bile salt transporter”, gen SLC10A2), localizado en la membrana apical de los ileocitos,
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y principal responsable de la captacién intestinal de acidos biliares. Su expresion
también se ha detectado en el tubulo proximal renal (Craddock et al., 1998) y en
colangiocitos (Lazaridis et al., 1997).

La captacion de acidos biliares independiente de Na* es llevada a cabo por los
polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATPs de “Organic anion-
transporting polypeptides”, genes SLCO), codificados por la familia de genes SLCO
antes denominada SLC21 (Hagenbuch & Meier, 2004).

Hasta el momento se han identificado 52 miembros de esta familia, de los que 11 se
encuentran en humanos (Hagenbuch & Meier, 2004). En el higado humano estan
expresadas fundamentalmente las isoformas OATP1A2 (SLCO1A2), OATP1B1
(SLCO1B1), OATP1B3 (SLCO1B3) y OATP2B1 (SLCO2B1) (Figura I-2 ) (Kullak-Ublick
et al., 2001).

Una caracteristica importante de las OATPs es la amplia variedad de sustratos que
transportan, entre los que destacan acidos biliares, colorantes organicos, conjugados
de esteroides, hormonas tiroideas, bilirrubina conjugada (Cui et al., 2001) y no
conjugada (Briz et al., 2003), y otras sustancias xenobiéticas (Hagenbuch & Meier,
2004). Hay que senalar que la captacion de acidos biliares por los OATPs es
cuantitativamente menos importante que la sodio-dependiente mediada por NTCP
(Kullak-Ublick et al., 2000).

Aunque la especificidad de sustrato de las cuatro principales isoformas presentes en
higado humano se solapa en gran medida, cada una de ellas presenta ciertas
peculiaridades. En lo que se refiere al transporte de acidos biliares, OATP1B1 es la
isoforma mas relevante en la captacion de estas moléculas (Kullak-Ublick et al., 2000;
Meier & Stieger, 2002) aunque OATP1B3 también es capaz de transportar acidos
biliares libres y conjugados (Briz et al., 2006; Kullak-Ublick et al., 2001).

2.2.2. EFLUJO HEPATOCELULAR DE ACIDOS BILIARES

Uno de los pasos limitantes en el conjunto de los procesos de transporte de
compuestos colefilicos desde la sangre hasta la bilis es la secrecidon canalicular
(Erlinger, 1996). La mayoria de los sistemas de transporte canaliculares implicados en
la formacion de bilis pertenecen a la superfamilia de proteinas ABC (de “ATP-binding
cassette”) (Gatmaitan & Arias, 1995), que se caracterizan por ser proteinas integrales
de membrana capaces de translocar una gran variedad de sustancias a través de las
membranas celulares utilizando la energia de la hidrdlisis del ATP.
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Se han caracterizado mas de 48 genes ABC en humanos, que pueden clasificarse en
siete subfamilias basandose en sus caracteristicas filogenéticas y su secuencia de
aminoacidos (Dean & Annilo, 2005). Estas proteinas participan en numerosos
procesos fisiolégicos, como la homeostasis de esteroles, mecanismos inmunes vy el
transporte de sustancias endodgenas y exdgenas como azlcares, aminoacidos,
metales, iones, péptidos y proteinas, asi como un gran nimero de compuestos
hidrofdbicos.

= SUBFAMILIA ABCB

Uno de los primeros transportadores ABC descritos y mejor caracterizados es MDR1
(de “Multidrug resistance protein 17, gen ABCB1) o P-glicoproteina (Pgp) (Juliano,
1976). Inicialmente se la identific6 como la proteina de membrana plasmatica
responsable del fenotipo de resistencia a multiples farmacos en células tumorales
(Bosch & Croop, 1996; Goldstein, 1996; Goldstein et al., 1991), pero en la actualidad
esta bien establecida su presencia en células sanas como en el borde en cepillo de los
tubulos renales, en la membrana canalicular de los hepatocitos, en la membrana apical
de los enterocitos y en las membranas luminares de las células endotelilales del
cerebro (Cordon-Cardo et al., 1990).

A pesar de que se ha convertido en la proteina modelo en muchos de los estudios de
caracterizacion del mecanismo de transporte de las bombas ABC (Seeger & van Veen,
2009), su papel en la formacién de la bilis no esta aun completamente esclarecido,
aunque contribuye a la excrecién canalicular de farmacos y otros xenobidticos.

Otro miembro de esta familia involucrado en la secrecion de compuestos colefilicos al
canaliculo biliar es MDR3 (gen ABCB4), también denominada Mdr2 en roedores (Smit
et al., 1993). Esta proteina esta implicada en la translocacion de fosfatidilcolina desde
la cara interna a la externa de la bicapa lipidica de la membrana plasmatica (Ruetz &
Gros, 1994), jugando un papel fundamental para neutralizar el efecto detergente de los
acidos biliares, presentes en la bilis a una concentracion elevada.

Otra ATPasa localizada en la membrana canalicular de los hepatocitos y que también
transloca fosfolipidos de una cara a otra de la membrana es FIC1 o ATP8B1. Esta
proteina no es un miembro de la familia ABC sino que se trata de una ATPasa de tipo
Il que transloca aminofosfolipidos de la cara externa a la interna, modulando la
asimetria de la misma (Mouro et al., 1999).

La bomba exportadora de sales biliares (BSEP; gen ABCB11) es una glicoproteina de

140 kDa que se considera el principal mecanismo de secrecidn de acidos biliares
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monoaniénicos conjugados a bilis, mostrando una mayor afinidad por
tauroquenodesoxicélico (TQDCA)> taurocdlico (TCA)> tauroursodesoxicolico
(TUDCA)> glicocolico (GCA) (Byrne et al., 2002; Gerloff et al., 1998).

La expresion de BSEP es predominantemente hepatica, localizandose en los
canaliculos biliares y en vesiculas subcanaliculares de los hepatocitos. Las
mutaciones del gen ABCB11 humano pueden determinar un subtipo de Colestasis
Intrahepatica Familiar Progresiva o PFIC2 (“Progressive familial intrahepatic
cholestasis 2”) que cursa con prurito extremo, retraso en el crecimiento y progresion
hacia la cirrosis en la primera década de vida.

= SUBFAMILIA ABCC

De esta subfamilia de transportadores ABC, denominadas proteinas asociadas a la
resistencia a multiples farmacos o MRPs (de “Multidrug resistance-associated
protein”), MRP2 (gen ABCC2) es la que presenta una mayor expresion en el higado.
Esta proteina, de aproximadamente 190 kDa, esta localizada en el dominio apical de la
membrana plasmatica de células polarizadas, como hepatocitos, epitelio del tubulo
proximal renal y epitelio intestinal. Desempefia un papel fundamental en la
destoxificacion hepatica mediando la excrecion a la bilis de aniones organicos
endodgenos y xenobidticos (Jedlitschky et al., 1997), contribuyendo a la fuerza motriz
que genera el flujo biliar. Su especificidad de sustrato es amplia, aunque tiene una
mayor afinidad por los conjugados de glutation, acido glucurénico o sulfato y algunos
esteroides (Nies & Keppler, 2007).

La deficiencia adquirida o hereditaria de MRP2 en humanos, como el sindrome de
Dubin-Johnson, provoca un incremento en la concentracion de glucuronidos de
bilirrubina en sangre, debido al reflujo de estos compuestos desde los hepatocitos
hacia la sangre sistémica mediado principalmente por MRP3 (ABCC3), localizada en la
membrana basolateral de los hepatocitos, como mecanismo compensatorio del
deficiente eflujo apical mediado por MRP2 (Kartenbeck et al., 1996). La contribucion
de MRP3 en la homeostasis de los acidos biliares aun no esta clara, aunque en
humanos se ha demostrado que transporta GCA con baja afinidad (Zeng et al., 2000).

Otro miembro de esta familia localizado en la membrana basolateral de los hepatocitos
es MRP1 (ABCC1). En condiciones normales se encuentra poco expresada en higado
y transporta acidos biliares dianidnicos como taurosulfolitocdélico (TSLCA) y TQDCA
(Trauner & Boyer, 2003).
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Cuando la ruta de excrecién biliar no es funcional, como ocurre en situaciones de
colestasis o endotoxemia, se induce la expresion de MRP1 y MRP3 (Donner &
Keppler, 2001; Soroka et al., 2001; Vos et al., 1998), que en condiciones normales
estan muy poco expresadas (Ogawa et al., 2000; Roelofsen et al., 1997). Este hecho
es una respuesta adaptativa para reducir los efectos citotdxicos producidos por la
acumulacion de compuestos colefilicos, mediante su transporte de nuevo a la
circulacion sistémica para su posterior eliminacion por via renal (Tanaka et al., 2002).

Se ha demostrado que MRP4 (ABCC4), también localizada en la membrana
basolateral, co-transporta acidos biliares junto con GSH hacia el exterior del hepatocito
(Rius et al., 2006; Rius et al., 2003), ademas de distintos farmacos. MRP4 presenta
una alta afinidad por los conjugados con glicina y taurina de los acidos QDCA vy
ursodesoxicolico (UDCA), ademas del CA (Rius et al., 2006; Rius et al., 2003).

Mientras que MRP1 y MRP4 se distribuyen ampliamente en el organismo, MRP3
parece estar principalmente expresada en higado, riidn e intestino (Borst et al., 1999).

= SUBFAMILIA ABCG

Los miembros de esta familia son hemitransportadores o “half transporters” que
forman dimeros (homo o heterodimeros) mediante puentes disulfuro para dar lugar a
un complejo de transporte funcional capaz de expulsar fuera de la célula una amplia
variedad de sustratos utilizando energia de la hidrolisis del ATP.

La mayoria de los miembros de esta subfamilia, como ABCG1, ABCG4, ABCG5 y
ABCGS8, son bombas exportadoras de colesterol (Kusuhara & Sugiyama, 2007). Los
que presentan una mayor expresion en los hepatocitos son los transportadores
ABCG5 y ABCG8, que forman un heterodimero localizado en la membrana canalicular
(Graf et al., 2003).

BCRP (de “Breast carcer resistance protein”; gen ABCG2) es otro miembro de esta
familia de transportadores, que presenta una especificidad de sustrato mucho mas
amplia que el resto, incluyendo una gran variedad de farmacos antitumorales. La
distribucion tisular de BCRP es casi ubicua destacando su expresion en placenta,
cerebro, rifidn, higado y colon (Allikmets et al., 1998). En los hepatocitos BCRP se
localiza en la membrana canalicular.

Entre los compuestos enddgenos que son sustratos de BCRP se encuentran varios
esteroides, incluyendo los acidos biliares (Blazquez et al., 2012), aunque transporta
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con mayor eficacia derivados de estrogenos sulfatados (Imai et al., 2003; Janvilisri et
al., 2005; Xu et al., 2004), y porfirinas (Krishnamurthy et al., 2004).

= OTRAS PROTEINAS EXPORTADORAS

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el papel del heterodimero
OSTo/OSTp (de “Organic solute transporter a/f”) en la circulacidon enterohepatica de
los &cidos biliares. Este heterodimero se localiza en la membrana basolateral de
enterocitos y hepatocitos, ademas de en otros tejidos, y se encarga de expulsar al
torrente sanguineo acidos biliares y otros esteroides sulfatados mediante un
mecanismo de difusion facilitada (Ballatori, 2005; Ballatori et al., 2005; Dawson et al.,
2005).
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2.3. FUNCION EXCRETORA DEL HIGADO FETAL

El feto posee desde temprana edad equipos enzimaticos de relativa madurez capaces
de sintetizar acidos biliares (Colombo et al., 1985; Nakagawa & Setchell, 1990),
aunque la excrecion biliar de estos compuestos por el higado fetal es bastante
deficiente.

A partir de resultados en modelos animales se ha propuesto que una de las causas
posibles es la tardia expresion de las bombas canaliculares Mrp2 y Bsep en el higado
fetal (Macias et al., 2006; Serrano et al., 2003; Zinchuk et al., 2002). A pesar de ello,
se han detectado pequefias cantidades de acidos biliares en la vesicula biliar y
meconio de fetos humanos obtenidos de abortos de mas de 12 semanas de edad
(Colombo et al., 1987).

El desarrollo de las vias de sintesis de acidos biliares precede a la maduracion de los
mecanismos implicados en la secrecion biliar, por lo que los acidos biliares fetales son
regurgitados desde las células hepaticas hacia la sangre fetal, alcanzando niveles
superiores a los que se encuentran en la sangre materna (Monte et al., 1995).

Aln no se conoce con exactitud como estos compuestos generados por el higado fetal
llegan a la sangre sinusoidal, aunque se han propuesto varias hipotesis. Una de ellas,
es que la bidireccionalidad de algunas OATPs (Briz et al., 2006; Li et al., 2000;
Mahagita et al., 2007) hace de ellas unas buenas candidatas para llevar a cabo esta
funcion. Apoyando esta idea, se ha detectado la expresién de diversas isoformas de
estos transportadores en el higado fetal (Macias et al., 2006; St-Pierre et al., 2004).
Otra posibilidad es que los compuestos colefilicos salgan de los hepatocitos fetales a
través de bombas ABC localizadas en la membrana basolateral, como la Mrp1 y la
Mrp3, cuya expresion se encuentra mas elevada en el higado fetal que en el materno
(Macias et al., 2006; St-Pierre et al., 2004).

Se desconoce cual es el papel de los acidos biliares en la etapa fetal, cuando no son
necesarios para participar en los procesos de digestion de grasas y vitaminas
liposolubles de la dieta, sin embargo, el higado fetal no sélo es capaz de sintetizar
acidos biliares primarios a partir del colesterol, principalmente CA y QDCA, sino
también de conjugarlos (Balistreri et al., 1992; Colombo et al., 1985; Nakagawa &
Setchell, 1990).

En la sangre fetal se han identificado numerosos acidos biliares, algunos de los cuales
son inusuales en adultos (Back & Walter, 1980; Deleze et al., 1978; Kimura et al.,
1989; Setchell et al., 1988; Shoda et al., 1988; Tohma et al., 1985). Lo mas llamativo
del conjunto o "pool" de acidos biliares fetales es la presencia de insaturaciones, junto
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a niveles de hidroxilacién mayores que en acidos biliares de adultos, apareciendo
acidos biliares tetrahidroxilados. También existen peculiaridades en cuanto a la
posicion de los grupos hidroxilo. En el feto es posible encontrar hidroxilaciones en C1,
C4 y C6 que no aparecen en adultos (Setchell et al., 1988), que convierten a estas
moléculas en compuestos mas hidrofilicos. Otra caracteristica del “pool” de acidos
biliares fetales es la existencia de acidos biliares planos debido a la presencia de
insaturaciones en A4 y A5 o a la disposicién en alfa del hidroxilo en C5 (Setchell et al.,
1988).

En los ultimos afos se ha descubierto el papel de los acidos biliares como moléculas
de sefalizacion con funciones endocrinas y paracrinas (Kawamata et al., 2003), y se
ha descrito en la placenta la expresion del receptor de membrana TGR5 (Keitel et al.,
2013), por lo que quizas pronto se pueda conocer el papel fisiolégico, tanto de la
sintesis temprana de acidos biliares en el feto, como de la especial composicion del
“pool”.

Aunque el feto carece de flora bacteriana intestinal, se han encontrado pequenas
cantidades de acidos biliares secundarios en suero fetal, como el DCA y el LCA, junto
con acidos biliares terciarios, como el UDCA, probablemente debido a la transferencia
placentaria de estas moléculas desde la sangre materna al compartimento fetal (Monte
et al., 1995).

La distinta composicién del “pool” de acidos biliares del feto y de la madre se ha
explicado en términos de una selectiva transferencia transplacentaria de estos
compuestos (Monte et al., 1995), junto con el distinto grado de maduracién de la
maquinaria enzimatica relacionada con el metabolismo de los acidos biliares (Balistreri
et al., 1992).

Los acidos biliares producidos por el feto deben ser transferidos a la circulacion
materna a través de la placenta, para su eliminacion por el higado, ya que si se
acumulan en el compartimento fetal las consecuencias para el feto pueden ser muy
graves, ya que sus tejidos son muy fragiles y estan en desarrollo. En modelos de
colestasis gestacional en la rata se ha visto que la hipercolanemia materna puede
afectar al normal desarrollo del feto, siendo el higado fetal el érgano mas afectado
(Macias et al., 2000).
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2.4. LA PLACENTA
2.4.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA

La gestacion es un estado activo y dinamico. En los primeros dos tercios de la misma,
el objetivo principal del desarrollo embrionario es la organogénesis, mientras que en el
ultimo tercio se observa un rapido crecimiento fetal gracias a cambios en el
metabolismo materno que permiten una mayor transferencia de nutrientes (Serrano,
2008).

La placenta establece una estrecha relacién entre el feto y su madre y desempefia un
papel clave en la vida intrauterina atendiendo a las necesidades de respiracion y
nutricion del feto (Baticon, 1999). Ademas, procesa sefiales enviadas desde ambos
compartimentos para regular la demanda fetal y el suministro materno de sustratos,
asegura sus propias demandas metabdlicas y transfiere sustancias de desecho fetal a
la circulacién materna (von Versen-Hoeynck & Powers, 2007).

La placenta humana a término es un érgano plano, redondeado u oval, de 15 a 20 cm
de diametro y de 2 a 3 cm de espesor en su parte mas ancha, que llega a tener un

peso de aproximadamente una sexta parte del peso fetal.

La implantacion y la formacién de la placenta son procesos altamente coordinados que
implican interacciones entre las células maternas y embrionarias. La placenta
comienza su desarrollo aproximadamente al final de la primera semana de gestacion,
cuando el blastocisto comienza a rodearse de multiples capas de células epiteliales
primordiales, el citotrofoblasto. Durante el primer trimestre, el rapido crecimiento de la
placenta esta dirigido principalmente por la multiplicacion del citotrofoblasto, el cual
predomina en este estadio del desarrollo. A medida que el citotrofoblasto pierde su
actividad mitotica, se fusiona para formar el sincitiotrofoblasto, polinucleado y
altamente polarizado, y el trofoblasto de anclaje y el trofoblasto de invasién de la
decidua materna (Kliman, 2000). La invasién del trofoblasto en el epitelio uterino y el
remodelado de las arterias espirales es lo que asegura que la unidad feto-placentaria
en desarrollo reciba el suficiente suministro sanguineo y que exista un transporte de
nutrientes y gases eficiente y una eliminacion adecuada de las sustancias de desecho
(von Versen-Hoeynck & Powers, 2007).

Las vellosidades coridnicas son las unidades funcionales de la placenta (Figura I-3).
Estan constituidas por una estructura ramificada con una parte central de tejido
conectivo o0 mesénquima que contiene macrofagos fetales o células de Hoffbauer,
entre otras células, y que esta fuertemente irrigada por capilares fetales (Kaufmann et
al., 1985). El tejido que rodea las vellosidades y que esta en contacto directo con la
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sangre materna es el trofoblasto. Aunque sélo es un 13% de toda la placenta
(aproximadamente 60 g) (Munro, 1980), juega importantes funciones en varios
aspectos de la fisiologia placentaria, como se comentara mas adelante. Todas estas
estructuras estan rodeadas por lagos sanguineos maternos.

Vasos
coridnicos
— ) ; Mesénquima

/
/
*$ / Capilares

Espacio coriénicos

intervelloso

Septas Trofoblasto

placentarias

Seccidn transversal de una

% k*—"— _*J y vellosidad coriénica

Arterias *
endometriales
Venas
endometriales

Figura 1-3. Dibujo esquematico de la estructura una vellosidad
corionica. Las flechas indican la direccién del flujo de sangre materna y
fetal.

La mayor parte de la transferencia de nutrientes entre la madre y el feto ocurre a
través de una uUnica capa de células, el sincitiotrofoblasto. Los nutrientes de la sangre
materna deben atravesar la membrana apical del sincitiotrofoblasto y, posteriormente,
la membrana basolateral de dicha capa celular, que esta adyacente al endotelio de los
capilares fetales (Serrano, 2008).

Ademas de esta funcién nutricional, el sincitiotrofoblasto también posee una funcién
endocrina presentando una alta tasa de sintesis y secrecion de hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas, etc. Esta caracteristica funcion concuerda con la abundancia
de ribosomas unidos al reticulo endoplasmatico, mientras que su capacidad de
absorcion se manifiesta por la presencia de las microvellosidades en la cara apical. En
algunos puntos estas microvellosidades desaparecen y algunos autores sugieren que
estas zonas lisas de la membrana son lugares clave en el intercambio de liquidos
entre ambos compartimentos (Behrman, 1992).

En contraste, las células del citotrofoblasto constituyen estructuras bien definidas, con
un citoplasma rico en ribosomas, de los cuales pocos estan unidos al reticulo
endoplasmatico, lo que sugiere una escasa capacidad secretora (Munro, 1980).
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Una caracteristica que hace de la placenta un 6rgano esencial durante la gestacion es
que permite la autonomia circulatoria del feto y mantiene una barrera inmunolégica

materno-fetal (Baticon, 1999).

2.4.2. CIRCULACION PLACENTARIA

Las vellosidades coriénicas carecen de vasos sanguineos durante las primeras dos a
tres semanas de gestacion, momento en el cual el embrién no posee aun un sistema
circulatorio. Hacia el final de la tercera semana se forman islotes sanguineos, que
pronto se rodean de paredes vasculares primitivas y, tras ramificarse, dan lugar a la
vascularizacién del corion. Al mismo tiempo se desarrollan el corazén y el sistema
circulatorio fetal. Al final de la cuarta semana se establecen conexiones entre los
vasos del corion y los del feto, formandose asi un sistema circulatorio feto-placentario.

El flujo materno no se establece hasta las semanas 10-12 de la gestacion (Burton &
Jauniaux, 2004; Jauniaux et al., 2000). Durante el primer trimestre, antes del inicio de
la llegada de sangre al espacio intervelloso, la nutricion fetal es hitiotréfica, con
procesos de fagocitosis de secreciones glandulares endometriales por parte del
trofoblasto (Burton & Jaunaiux, 2001; Burton et al., 2002). Después de las semanas
10-12 de gestacion, la sangre materna ya esta en contacto con las vellosidades y tanto
la transferencia de nutrientes y gases, como la eliminaciéon de productos de desecho,
se llevan a cabo a través de las membranas placentarias.

En humanos, la sangre materna se canaliza al Utero por las arterias uterinas y arterias
espirales desde donde surgen las arterias tortuosas. A través de los orificios de la
placa basal de la placenta la sangre alcanza el espacio intervellositario. La presion de
la sangre que entra tiende a rechazar a la sangre ya presente hacia la placa basal,
desde donde se escapa por las numerosas comunicaciones existentes entre el
espacio intervellositario y las dilatadas venas de la decidua basal, para recogerse
finalmente, en su mayor parte, por el seno marginal. El resto de la sangre venosa
materna es drenada por las venas uterinas situadas en la decidua basal, cuyas ramas
se sitlan en las septas deciduales que separan la placenta en I6bulos denominados
cotiledones.

La sangre fetal llega a la placenta proveniente del feto por las arterias umbilicales, que
constituyen una prolongacioén de las arterias hipogastricas fetales. En la unién de la
placenta con el cordon umbilical las arterias umbilicales se dividen de forma radial en
las arterias placentarias, que se ramifican en la placa coriénica (Beaconsfield et al.,
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1980). La sangre que retorna al feto desde la placenta es recogida por la vena

umbilical, que desemboca en el conducto venoso y de alli pasa a la vena cava inferior.

La eficacia del intercambio placentario guarda relacion con la distribucion de la sangre
que circula por los vasos uterinos y umbilicales. En humanos, el flujo sanguineo
uterino a término se ha calculado entre 400 y 700 ml/min.

A lo largo de la gestacién se produce un aumento progresivo del flujo sanguineo al
conceptus. La dilatacion de los sinusoides presentes en las vellosidades aumenta
durante el desarrollo placentario, lo que determina una disminucion de la resistencia
vascular y, por tanto, un aumento del flujo sanguineo a igual presion de perfusion
(Kaufmann et al., 1985).

2.4.3. EXCRECION DE ACIDOS BILIARES FETALES POR LA PLACENTA

A diferencia de lo que ocurre en el adulto donde el sistema hepatobiliar en
colaboracién con el sistema renal son los responsables de la biotransformacion y
eliminacion de acidos biliares y otros compuestos de desecho, durante la vida
intrauterina la principal ruta de eliminacién de los productos del metabolismo fetal es la
transferencia placentaria de los mismos hacia la sangre materna. Una vez en la sangre
materna, el principal responsable de su destoxificacion es el higado materno, aunque
también hay una pequefia contribucion del rifidn, que participa en la eliminacién de las
especies sulfatadas y glucuronidadas (Frohling & Stiehl, 1976).

Como se comentara con mas detalle a continuacién, en esta funcién excretora de tipo
hepatobiliar de la placenta, también participan transportadores OATP y proteinas ABC
(Figura 1-4), que en conjunto confieren al proceso de transferencia placentaria

caracteristicas de vectorialidad en direccién feto-madre.

Hace afos se pensaba que la transferencia placentaria de los acidos biliares se
llevaba a cabo por difusidon simple dada su naturaleza lipidica y la existencia de un
gradiente desde el feto a la madre. Sin embargo, a pH fisiolégico, los acidos biliares se
encuentran en forma de aniones con escasa capacidad para atravesar las membranas
celulares (Cabral et al., 1987).

Por otra parte, un sistema de difusion simple permitiria el paso de compuestos en
ambas direcciones, reduciendo la eficacia del proceso excretor. Sin embargo, la
transferencia desde la madre al feto es minima, y en los ultimos anos, diversos
trabajos han puesto de manifiesto la presencia de un transporte mediado de aniones
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organicos colefilicos en ambos polos del trofoblasto humano y de rata (Marin et al.,
1990; 2003; Serrano et al., 2003; 2007; Blazquez et al., 2012).

Biotransformacién Transporte

Fase |

Corionica Coridnica AB
Ao VELLOSIDAD
AB CORIONICA
ransferasa AO
uG AB
MRP2
wre2 [ A8

Fase ll

TROFOBLASTO SANGRE MATERNA

Figura I-4. Representacién esquematica de transportadores de compuestos
colefilicos en el trofoblasto y de las principales enzimas responsables de los
procesos de biotransformacién de la barrera placentaria. AB; acidos biliares;
AO, aniones organicos; BR, bilirrubina; BVRa, biliverdina reductasa alfa; CO,
cationes organicos; CYP, enzimas citocromo P450; EH, epdxido hidrolasas;
GST, glutation-S-transferasas; UGT, uridina difosfato-glucuronosiltransferasa.

En la dltima década, se ha detectado la expresion, a nivel de RNAm, de varias
isoformas de OATPs en la placenta humana (OATP1A2, OATP2B1, OATP1B1,
OATP1B3 y OATP4A1) (Briz et al., 2003; Sato et al., 2003; St-Pierre et al., 2002).
Salvo OATP2B1 y OATP4A1, que presentan niveles elevados a término en la placenta
humana, el resto de isoformas tiene niveles muy bajos al final de la gestacion
(Lammert et al., 2003; Sato et al., 2003; St-Pierre et al., 2004).

La salida de los acidos biliares hacia la sangre materna se lleva a cabo segun un
mecanismo que requiere de la hidrolisis de ATP, lo que hacia pensar en la posible
implicacion de distintas proteinas ABC. Y dentro de las bombas ABC con capacidad
para transportar acidos biliares, MDR1 y algunas MRPs (MRP1, MRP2 y MRP3) eran
las principales candidatas, ya que hace unos afos se demostré su presencia en el
trofoblasto humano (St-Pierre et al., 2000), asi como en la placenta de rata (Serrano et
al., 2003), a la vez que se descarté la implicaciéon de BSEP, ya que se detectaron
niveles muy bajos tanto en placentas humanas, como de rata a término (Patel et al.,
2003; St-Pierre et al., 2004). Es interesante resefar que la expresion de estas bombas
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ABC aumentaba considerablemente tras la exposicion de la placenta a niveles
elevados de acidos biliares en la sangre materna (Serrano et al., 2003).
Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la proteina BCRP,
que estd muy expresada en la cara apical del sincitiotrofoblasto, es capaz de
transportar acidos biliares, por lo que probablemente es la principal responsable del
bombeo de estas moléculas hacia el compartimento materno (Blazquez et al., 2012).

Existe cierta controversia sobre la localizacion celular de algunas de estas proteinas
en la placenta. Por inmunofluorescencia y western blot, tanto MRP1 y MRP2 como
MRP3 se han detectado en la membrana apical del sincitiotrofoblasto (St-Pierre et al.,
2000), y ademas, MRP1 también se ha localizado en los vasos fetales y en la
membrana basal del sincitiotrofoblasto (Nagashige et al., 2003; St-Pierre et al., 2000).

Las proteinas ABC presentes en la placenta confieren al proceso de trasferencia
placentaria caracteristicas de vectorialidad feto-materna, ademas de jugar un papel
protector en la barrera placentaria reduciendo el flujo de sustancias nocivas desde la
madre al feto (Marin et al., 2004).
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2.5. COLESTASIS INTRAHEPATICA GESTACIONAL

La colestasis intrahepatica gestacional (CIG) es una forma reversible de colestasis que
se caracteriza por prurito intenso (generalmente con inicio en el segundo o tercer
trimestre de la gestacion), elevacion en suero de la concentracién de acidos biliares y
de la actividad de las transaminasas hepaticas, y que se resuelve espontaneamente
poco después del parto.

De manera general, una situacion de colestasis corresponde al conjunto de
manifestaciones ligadas a la disminucion parcial o completa de la secrecién biliar. Se
denomina intrahepatica cuando la alteracion de la secrecion biliar ocurre en el interior
del higado, y se produce por una obstruccion a nivel de las vias biliares intrahepaticas
o por una limitacion de la secrecion biliar por parte de los hepatocitos (alteraciones en

los mecanismos de transporte).

Las manifestaciones clinicas principales incluyen fatiga, prurito, ictericia y alteraciones

de los parametros analiticos.

El prurito suele ser el primer sintoma de la enfermedad. Aparece predominantemente
en las palmas de las manos y de los pies, se hace mas intenso durante la noche y
suele agravarse con el avance de la gestacion. Este sintoma se resuelve de manera
habitual en las primeras cuarenta y ocho horas post-parto (Glantz et al., 2004; Arrese
et al., 2008; Pathak et al., 2010). Estudios recientes han propuesto que podria deberse
a la acumulacion de ciertos compuestos en sangre, como el acido lipofosfatidico
(Kremer et al., 2010), que seria capaz de desencadenar picor a través de la activacion
local de terminaciones nerviosas (Oude Elferink et al., 2011a; Oude Elferink et al.,
2011b; Bolier et al., 2013).

Otros sintomas que aparecen con menor frecuencia son ictericia y esteatorrea. La
ictericia aparece en un 10-15% de los casos, y la existencia de esteatorrea subclinica
con malabsorcidon de grasas se asocia con un posible déficit de vitamina K, aumento
del tiempo de protrombina y riesgo de hemorragia post-parto (Puls & Beuers, 2007;
Kondrackiene & Kupcinskas, 2008; Geenes & Williamson, 2009; Pathak et al., 2010).

Otros sintomas inespecificos como anorexia, malestar, nauseas, vomitos o dolor
abdominal son inusuales, al igual que la encefalopatia hepatica y otros estigmas de
fallo hepatico (Lorente & Montoro, 2007; Geenes & Williamson, 2009).

Las actividades de las enzimas marcadoras de funcion hepatica se ven alteradas;
principalmente las transaminasas glutamico piruvica (GPT) y glutamico oxalacética
(GOT). También puede alterarse la y-glutamiltransferasa (GGT), aunque no parece ser

un marcador patognémico de la enfermedad, ya que no todas las pacientes con CIG
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sufren alteraciones en los niveles séricos de esta enzima. La fosfatasa alcalina suele
aumentar, pero su valor diagnostico es limitado debido a la elevada produccién de la
isoenzima placentaria (Geenes & Williamson, 2009). Se ha propuesto que la enzima
glutation-S-transferasa alfa (GST-a) podria tener interés diagndstico, por presentar
mayor sensibilidad y especificidad frente a otros marcadores tradicionales, aunque su
uso de forma rutinaria es limitado (Geenes & Williamson, 2009; Pathak et al., 2010;
Bacq, 2011).

La CIG presenta por definicion una elevacion de los niveles séricos de acidos biliares,
utilizandose como marcador de laboratorio diagndstico de la enfermedad (Pathak et
al., 2010; Royal College of Osbtetricians and Gynaecologists, 2011). Se ha descrito
que durante el embarazo los niveles séricos de los acidos biliares totales aumentan a
medida que avanza la gestacién y, ademas, cambia la proporcion de las distintas
especies moleculares de acidos biliares (Pascual et al., 2002; Puls & Beuers, 2007;
Arrese et al., 2008; Pathak et al., 2010). En pacientes con CIG el aumento de la
colanemia es mucho mayor, aunque no existe consenso sobre si se produce antes o
después de la aparicion de los sintomas (Sentilhes & Bacq, 2007; Geenes &
Williamson, 2009).

Se ha postulado que la proporcién entre los acidos biliares CA:QDCA podria ser un
marcador mas sensible de la CIG, ya que presenta cocientes menores de 1.5 en
embarazos normales y mayores a este valor en pacientes con CIG (Meng et al., 1997).
Sin embargo, la importancia de esta proporcién es discutida, ya que parece anadir
poco valor a los niveles de colanemia total y al aumento de transaminasas (Arrese et
al., 2008; Geenes & Williamson, 2009).

2.5.1. EPIDEMIOLOGIA

La CIG es una enfermedad poco comun en el mundo, sin embargo, se ha descrito una
mayor prevalencia en determinadas areas geograficas (Figura I-5) y en algunos grupos
étnicos, ademas de una incidencia distinta en funcién de la época estacional.

En un primer momento se describié una mayor prevalencia en Suecia y otros paises
escandinavos, y posteriormente en Chile y Bolivia, y en Portugal (Berg et al., 1986;
Reyes 1997; Brites et al., 1994). En el caso de Chile, se describieron tasas mas altas
entre las descendientes de las poblaciones de indios de la region de Araucania y en
Bolivia entre las indias de la poblacion aimara (Reyes et al., 1979; Reyes et al., 1978).
Mas tarde, quizas debido a los movimientos migratorios y a una mayor conciencia de
la enfermedad, se ha descrito una mayor prevalencia en otros paises europeos, USA,
Asia, Australia y otros paises latinoamericanos, y una menor prevalencia en Suecia y
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el resto de paises escandinavos, y Chile (Beuers & Pusl, 2006; Arrese et al., 2008;
Geenes & Williamson, 2009).

-
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Figura I-5. Areas geogréaficas del mundo con mayor prevalencia de
CIG.

Curiosamente, la enfermedad aparece con mayor frecuencia en los meses de invierno
en paises como Suecia y Chile (Reyes & Sjovall, 2000; Puls & Beuers, 2007; Geenes
& Williamson, 2009; Pathak et al., 2010).

2.5.2. FACTORES ETIOPATOGENICOS

La CIG se define como una entidad de etiologia desconocida, en la que parecen estar
implicados multiples factores: ambientales, hormonales y genéticos. A pesar de no
conocer con exactitud el mecanismo por el que se desarrolla la enfermedad, si que se
acepta su asociacion clara con distintos factores de riesgo: etnia, historia de
enfermedad biliar, historia de CIG previa, embarazo multiple, edad mayor de 35 afios e
infeccion con el virus de la hepatitis C (Arrese et al., 2008).

Factores ambientales

El interés por identificar posibles factores de riesgo ambientales se explica por la
desigual distribucion de la enfermedad en distintas partes del mundo y épocas del afio,
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lo que sugiere que la aparicion de la enfermedad pueda verse modulada por estos
factores.

Se han buscado diferencias en la exposicién a distintas sustancias o nutrientes, y se
ha descrito una deficiencia de selenio en pacientes con CIG (Mistry et al., 2012). Esta
deficiencia no proporcionaria una proteccion antioxidante suficiente, favoreciendo el
dafo oxidativo al hepatocito, lo que podria alterar la excrecién biliar. A esto hay que
afiadir que la deficiencia se ha observado en pacientes con CIG en paises donde la
ingesta de selenio es baja (Finlandia, Nueva Zelanda, Chile, regiones de China), y

donde la prevalencia de la enfermedad, ademas, es mayor.

A pesar de numerosas investigaciones (Reyes et al., 1995; Reyes et al., 2000; Arrese
et al., 2008), hasta la fecha no se ha definido claramente ningun factor ambiental que

se asocie directamente con la CIG.

Factores hormonales

Gran parte de la investigacion desarrollada hasta el momento ha intentado relacionar
cambios en los niveles hormonales en la mujer con el desarrollo de CIG, y diversos

hechos apoyan esta teoria:

i) la enfermedad se desarrolla a finales del embarazo, cuando los niveles de

hormonas sexuales son mas elevados,
ii) existe una mayor prevalencia en mujeres con embarazos multiples, y

iii) el riesgo es mayor en aquellas mujeres que han sido tratadas con anticonceptivos
hormonales.

A todo esto hay que afadir que los sintomas de la enfermedad se resuelven
rapidamente tras el parto, coincidiendo con la caida brusca de los niveles hormonales
en la mujer, por lo que la asociaciéon con estas hormonas parece légica (Bacq, 2011).

Los estrégenos han sido el grupo de hormonas del que mas se ha estudiado su
implicacion en el desarrollo de CIG, incluso se han propuesto mecanismos
moleculares por los que podrian actuar (Pathak et al., 2010; Bacq, 2011).

Por una parte, se conoce el papel pro-colestatico de los estrégenos, en particular de
los metabolitos conjugados con el acido glucurénico, como el 17B-glucurénido de
estradiol, en modelos animales. Estos compuestos producen cambios en los niveles
de expresién y en la actividad de distintos transportadores hepaticos relacionados con
el transporte biliar. En concreto, disminuyen la expresion y la actividad de Ntcp, Bsep y
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Mrp2 en ratas no gestantes, cambios que también se han observado durante la
gestacion normal en ratas (Arrese et al., 2008).

La sulfatacion de los estrégenos trata de atenuar su papel colestatico. Por esta razon,
se ha sugerido que alteraciones en esta actividad enzimatica podrian jugar un cierto
papel en el desarrollo de la CIG. La determinacion in vivo e in vitro de la capacidad de
sulfatacion durante y después del embarazo, y su comparacién con mujeres no
embarazadas, ha mostrado que la elevacion de los niveles de estrégenos por motivos
fisiolégicos o iatrogénicos se asocia con alteraciones en la capacidad de sulfatacion.
Este hallazgo, ya conocido desde hace tiempo, supone que la alteracion provocada
por altos niveles de estrégenos circulantes podria contribuir a la patogénesis de la

enfermedad (Davies et al., 1994).

La CIG también se ha asociado con alteraciones del metabolismo de la progesterona
(Lammert et al., 2000; Arrese et al., 2008; Geenes & Williamson, 2009).

Durante el embarazo, la placenta produce esta hormona en grandes cantidades, y el
higado la utiliza como sustrato para convertirla en pregnanolona y pregnanediol. Los
productos formados sufren posteriormente reacciones de transformacion, siendo
hidroxilados y conjugados con sulfato y con acido glucurénico. Los metabolitos que se
encuentran mas elevados durante la gestacion son los mono- y di- sulfatos de
progesterona vy, al igual que ocurria con los acidos biliares, en mujeres con CIG se
incrementan los niveles totales de estas moléculas y, ademas, se altera la proporcion
de los diferentes isébmeros de los metabolitos presentes en la sangre, de tal forma que
aumentan particularmente los isémeros 3a,5a (Lammert et al., 2000).

Una de las razones que hace sospechar que la progesterona pueda estar implicada en
el desarrollo de la CIG es el hecho de que la administraciéon de progesterona durante
el embarazo también parece ser un factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad.

Pero, mas que un aumento de los niveles totales de progesterona, se han descrito
alteraciones en la proporcién de sus metabolitos sulfatados séricos y en la excrecién
urinaria de los mismos en mujeres con CIG (Lammert et al.,, 2000; Geenes &
Williamson, 2009). Estos cambios se explican por la existencia de alteraciones en la
excrecion de estos metabolitos a través de la membrana canalicular de los hepatocitos
y en la biotransformacion de la progesterona. Sin embargo, los hallazgos hasta el
momento no son concluyentes y existe controversia acerca de si estos cambios se
explican por el proceso colestatico en si mismo o por alteraciones en el metabolismo
de la progesterona o de sus metabolitos sulfatados (Lammert et al., 2000; Arrese et al.,
2008).
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Las alteraciones de los niveles de progesterona parece que si podrian ser atribuibles
exclusivamente a la CIG, ya que en mujeres embarazadas con episodios de colestasis
que se deben a otra situacién clinica, como una hepatitis viral, los niveles de
progesterona y sus metabolitos son similares a los que se encuentran en embarazos
normales (Geenes & Williamson, 2009), aunque no parece estar claro si estos cambios
en los niveles hormonales son cambios secundarios a la enfermedad o pueden estar
implicados en el desarrollo de la misma.

Por un lado, se ha descrito que, en pacientes con CIG, la excrecion biliar y fecal de los
metabolitos de progesterona esta disminuida, lo que sustenta la teoria de la alteracion
del transporte de los mismos (Lammert et al., 2000; Arrese et al., 2008). Otro dato
destacable es que los niveles séricos de metabolitos disulfatados de progesterona se
ven reducidos cuando las pacientes con CIG se tratan con UDCA, que es en la
actualidad el tratamiento farmacoldgico de eleccién para la CIG. El UDCA es capaz de
estimular la excrecion biliar en situaciones de colestasis, y en mujeres con CIG se ha
visto que consigue estimular la secrecion biliar de metabolitos de progesterona
sulfatados, lo que lleva a pensar en la posibilidad de que durante la enfermedad pueda
existir un defecto en el transporte de éstos hacia la bilis.

Por otra parte, en suero fetal de corddon procedente de madres con CIG se ha
observado una mayor cantidad de metabolitos sulfatados de progesterona, comparado
con el suero de cordon de mujeres sanas, y también que los niveles de esteroides
sintetizados por el feto, como el 16a-hidroxi-dehidro-epiandrosterona sulfato, estan
disminuidos (Geenes & Williamson, 2009), lo que sugiere alguna alteracion en la
sintesis de esteroides por parte del feto. También existen datos in vitro que sugieren
que ciertos metabolitos sulfatados de progesterona son capaces de provocar la trans-
inhibicion del transportador canalicular de acidos biliares Bsep aunque, para ello, se
requiere la secrecion previa de estos metabolitos a la bilis mediante Mrp2, un
transportador canalicular que tiene reducida su expresién durante la gestaciéon (Vallejo
et al., 2006). Por ultimo, recientemente se ha descrito que los niveles elevados de
metabolitos sulfatados de progesterona inhiben al receptor nuclear de acidos biliares
FXR, dando lugar a un fenotipo colestatico (Abu-Hayyeh et al., 2013).

Factores genéticos

Algunas alteraciones podrian indicar una predisposicion familiar o étnica a la
enfermedad. Las investigaciones mas recientes han tratado de relacionar la CIG con
mutaciones que afectan a genes que codifican proteinas implicadas en el transporte
de acidos biliares, y cada vez es mayor la evidencia de que ciertas alteraciones
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genéticas constituyen factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. Asi, se
han descrito mutaciones en los genes de las proteinas MDR3, ATP8B1/FIC1 y BSEP,
polimorfismos en MRP2 y variantes funcionales en FXR (Lorente & Montoro, 2007;
Arrese et al., 2008; Bacq, 2011).

Sin embargo, no se puede olvidar que el embarazo parece ser un estado fisioldgico
procolestatico, con alteraciones en la funcion secretora biliar, en el que se ve
disminuida la expresion de transportadores importantes como NTCP y MRP2, y se
producen alteraciones funcionales de BSEP, principalmente provocadas por los
estrégenos, aunque los metabolitos de progesterona pueden inhibir en cierto grado
BSEP. Asi, las variantes genéticas de los transportadores podrian predisponer a
padecer la enfermedad o influir en el fenotipo, y los factores ambientales, modular la
gravedad de la misma (Arrese et al., 2008).

2.5.3. PRONOSTICO DE LA ENFERMEDAD, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Las repercusiones y el prondstico de la CIG son muy diferentes para la madre y para
el feto. Si bien para la madre se presenta como una enfermedad a priori sin graves
repercusiones clinicas, para el feto se asocia con un riesgo muy elevado, que puede
acabar incluso en la muerte intrauterina.

Para la madre, el empeoramiento sintomatico mas frecuente consiste en que durante
el avance de la gestacion el prurito puede hacerse mas intenso, y en ocasiones se
agrava por la noche, pudiendo ser hasta causa de insomnio (Lorente & Montoro, 2007;
Geenes & Williamson, 2009; Bacqg, 2011). En una baja proporciéon de mujeres puede
desarrollarse un cuadro de ictericia, que, a diferencia del prurito, no empeora con el
avance de la gestacion (Lorente & Montoro, 2007; Geenes & Williamson, 2009; Bacq,
2011).

En cuanto a la comorbilidad con otras patologias, se han descrito casos de
coexistencia con otras enfermedades relacionadas con el embarazo, como
preeclamsia, higado graso agudo del embarazo o diabetes gestacional, lo que de
nuevo pone de manifiesto la gran heterogeneidad en la patogénesis de la enfermedad
(Sentilhes & Bacq, 2007). También varios estudios retrospectivos han relacionado la
CIG con un mayor riesgo de padecer enfermedades hepaticas a largo plazo: cirrosis
no alcohdlica, litiasis biliar y colecistitis, incluso pancreatitis no alcohodlica (Ropponen et
al., 2006; Marschall & Stephansson, 2014).

Sin embargo, existe cierta controversia sobre si esos estudios retrospectivos estaban
bien documentados; es decir, si el diagndstico estaba confirmado tras el parto
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verificando que el prurito y las alteraciones bioquimicas hepaticas desaparecian antes
de tres semanas y si se habia descartado la existencia de enfermedades hepaticas
previas (Reyes 2014).

La CIG no contraindica la lactancia materna, a pesar de que existen escasos estudios
gue hayan analizado los niveles de acidos biliares en la leche de mujeres con CIG y la
ausencia de complicaciones en mujeres tratadas con UDCA (Brites et al., 1998; Vitek
et al., 2010). El buen pronéstico indica que la enfermedad no esta asociada a un
aumento de la mortalidad materna. Lo que si existe es una elevada probabilidad de
recurrencia en siguientes gestaciones, aunque de severidad impredecible (Lorente &
Montoro, 2007; Sentilhes & Bacq, 2007; Geenes & Williamson, 2009; Bacq, 2011).

Sin embargo, la CIG conlleva un gran riesgo para el feto, con complicaciones de
significativa importancia como prematuridad, tincion meconial del liquido amnidtico,
distrés respiratorio del recién nacido, anormalidades electrocardiotocograficas fetales y
muerte intrauterina (Puls y Beuers, 2007; Sentilhes & Bacq, 2007; Arrese et al., 2008;
Geenes & Williamson, 2009; Pathak et al., 2010).

En un intento de determinar un nivel de acidos biliares a partir del cual éstos podrian
llegar a ser téxicos para el feto y/o podrian aumentar significativamente la morbi-
mortalidad perinatal se realizé un estudio en el afio 2004 (Glantz et al.) que concluyd
gue con concentraciones en suero materno por encima de 40 yM se producia un
incremento significativo en la aparicion de riesgos fetales. Este valor de acidos biliares,
que esta aceptado que se asocia a una CIG severa (con mayor riesgo potencial para
los neonatos), es muy valioso a la hora de decidir la pauta a seguir en embarazos que
cursan con CIG, aunque seria util conocer otros factores vinculados con la
fisiopatologia y etiologia, ya que podrian permitir mejorar el prondstico perinatal
obtenido a partir de los niveles de acidos biliares.

La prematuridad se plantea como un mecanismo protector al feto en situaciones de
colanemias elevadas. Esta afirmacion se apoya en la relacién directa encontrada entre
el riesgo de parto prematuro y los niveles de acidos biliares en suero materno (Glantz
et al., 2004; Pata et al., 2011), junto a los hallazgos que relacionan niveles séricos
elevados de acidos biliares con un aumento de la actividad bioloégica de la oxitocina
(Puls & Beuers, 2007; Arrese et al., 2008; Geenes & Williamson, 2009).

La aspiracién de liquido amniético se ha asociado con distrés respiratorio del recién
nacido. Se ha descrito que el distrés respiratorio es consecuencia de la aspiracion
broncoalveolar del meconio, y que el riesgo es proporcional a la concentracion sérica
de acidos biliares (Sentilhes & Bacq, 2007; Geenes & Williamson, 2009). Existen
hallazgos de niveles elevados de acidos biliares en el fluido bronco-alveolar de nifios
con distrés respiratorio hijos de madres con CIG (Geenes & Williamson, 2009), y se ha
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propuesto que podrian provocar un aumento de la actividad de la fosfolipasa A2 y una
disminucion del surfactante pulmonar en estos neonatos (Puls & Beuers, 2007;
Sentilhes & Bacq, 2007; De Luca et al., 2009; Geenes & Williamson, 2009). Estudios
recientes de nuestro grupo han demostrado, en un modelo de colestasis gestacional
en ratas, que la acumulacion de acidos biliares en el pulmon fetal desencadena una
respuesta inflamatoria y un aumento de expresion de la fosfolipasa A2 en los

macroéfagos alveolares (Herraez et al., 2014).

Las anormalidades en el ritmo y frecuencia cardiacas del feto son reversibles, antes y
durante el parto. El acido taurocdlico (TCA) parece estar implicado provocando
alteraciones en la dinamica del calcio (Arrese et al.,, 2008; Geenes & Williamson,
2009).

Se desconocen los mecanismos implicados en la complicacion mas grave de la
enfermedad, la muerte fetal intrauterina, que ocurre generalmente en el ultimo mes de
embarazo, entre las semanas 37-39. Las autopsias revelan signos de anoxia aguda
sin retraso del crecimiento fetal, por lo que no parece explicarse por hipoxia uterina o
mala perfusion placentaria crénica (Lorente & Montoro, 2007; Sentilhes & Bacq, 2007).

Se han descrito diferentes mecanismos por los cuales los acidos biliares podrian estar
implicados en la muerte del feto. Por un lado, el CA produce vasoconstriccién de las
venas coridnicas, lo que apoyaria la hipotesis de una disminucion abrupta del flujo
sanguineo y la alteracion de la oxigenacién del feto, que como consecuencia
provocaria la muerte del mismo (Puls & Beuers, 2007; Pathak et al., 2010). Por otra
lado, se ha descrito que el TCA provoca alteraciones funcionales en miocardiocitos de
neonatos de rata en cultivo, provocando arritmias y alteraciones de la contractilidad,
mediadas por receptores muscarinicos tipo M2 (Abdul Kadir et al., 2013).

Los acidos biliares pueden provocar estrés oxidativo y aumento de la apoptosis en la
placenta y el higado fetal (Perez et al., 2005; Perez et al., 2006; Pathak et al., 2010),
sin embargo, no parece que estos fendmenos puedan asociarse con la muerte subita
intrauterina, y tampoco existen, hasta la fecha, suficientes evidencias que permitan
asociar la presencia de meconio en liquido amniético y la muerte fetal intrauterina
(Pathak et al., 2010).

El diagnéstico de la CIG debe basarse en la aparicidon de prurito, elevacion de niveles
de GOT e incremento de los niveles séricos de acidos biliares en ayunas, habiendo
sido excluidas otras causas de disfuncién hepatica y prurito. El diagnéstico de la
patologia se confirma si los marcadores se normalizan tras el parto. Las
recomendaciones internacionales apuntan a usar en embarazadas rangos especificos
para las pruebas de funcién hepatica. Se recomienda reducir el limite superior del
rango en las concentraciones de bilirrubina y actividades de transaminasas y GGT. No
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se recomienda modificar el rango de acidos biliares y es importante que éstos se
determinen en ayunas, dado que los niveles séricos de acidos biliares pueden
aumentar bastante tras la ingestion de comida (EASL, 2009; Royal College of
Osbtetricians and Gynaecologists, 2011).

La conducta obstétrica en el manejo de la CIG tiene como objetivo reducir los
sintomas y las anormalidades bioquimicas de la madre, y reducir el riesgo de estrés
fetal, prematuridad y muerte intrauterina repentina. Para lograr este objetivo, las
opciones son realizar un estrecho seguimiento fetal, administrar farmacos e inducir el
parto cuando proceda.

La monitorizacion fetal consiste en realizar un seguimiento de la funcién cardiaca y los
movimientos fetales, con el objetivo de ver si se encuentran dentro de la normalidad.
También se debe monitorizar el grado de colanemia materna, ya que cuando se eleva
puede tener graves repercusiones (Glantz et al., 2004). Sin embargo, la prediccién y
prevencion de las complicaciones fetales no es simple y la guia del NICE (National
Institute for Health and Clinical Excellence) del Reino Unido refleja que en la actualidad
los datos bioquimicos no permiten predecirlas, por lo que las decisiones no se deben
basar exclusivamente en éstos (Royal College of Osbtetricians and Gynaecologists,
2011).

El objetivo de la administracion de farmacos es mejorar los sintomas y signos
maternos y prevenir las complicaciones de la madre y del feto de forma precoz (ya que
la enfermedad se instaura al final de la gestacion) y sin efectos perjudiciales para
ninguno de ellos.

Para el tratamiento de la CIG se ha planteado el uso de gran variedad de farmacos:
antihistaminicos, benzodiacepinas, fenobarbital, dexametasona, S-adenosil-N-
metionina, colestiramina, UDCA, etc. En la actualidad el UDCA es el tratamiento mas
efectivo en la CIG (Puls & Beuers, 2007). Por ello, es la primera linea de tratamiento
(EASL, 2009), y puede administrarse a las mujeres embarazadas con CIG cuando
refieran sintomas. El tratamiento con UDCA ha mostrado ser efectivo para resolver los
sintomas y mejorar las pruebas de funcién hepatica.

Es un tratamiento bien tolerado y que parece ser seguro en las etapas finales del
embarazo. Actua resolviendo rapidamente el prurito y mejorando los parametros
bioquimicos (bilirrubina, transaminasas), sin efectos perjudiciales conocidos para el
feto (Lorente & Montoro, 2007; Puls & Beuers, 2007).

Su mecanismo de accidon consiste en estimular la secrecién biliar mediante la
regulacién post-transcripcional de la expresién de transportadores hepatocelulares
canaliculares como MRP2 y BSEP. Ademas, tiene efectos anti-apoptéticos sobre los
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hepatocitos, y reduce la permeabilidad de la membrana mitocondrial a iones y la
liberacion de citocromo C (Puls & Beuers, 2007).

Por otra parte, el UDCA disminuye los niveles séricos de 17B-glucurénido de estradiol,
el principal metabolito pro-colestatico de estrogenos, y restituye el transporte alterado
de acidos biliares entre el feto y la madre a través de la placenta. En el modelo de
colestasis gestacional en la rata se ha observado que esto podria deberse al aumento
de expresion de transportadores ABC en la placenta (Serrano et al., 2003). Ademas,
previene las alteraciones estructurales en el trofoblasto inducidas por la colestasis
materna (Puls & Beuers, 2007).

Como consecuencia de su efecto, ademas de reducir la colanemia, el tratamiento con
UDCA normaliza las ratios CA:QDCA y de conjugados de glicina:taurina, ademas de
reducir la excrecion urinaria de metabolitos sulfatados de progesterona, que se
explica, segun algunos autores (Glantz et al., 2008) debido a que el UDCA alteraria el
metabolismo de la progesterona, reduciendo la formacién de metabolitos sulfatados de
progesterona a niveles normales.

En definitiva, el UDCA, al normalizar los valores de acidos biliares en sangre, parece
que disminuye la prematuridad y las complicaciones fetales sin efectos perjudiciales
para el feto. Se ha visto que mejora el distrés respiratorio y protege a los
cardiomiocitos en modelos animales de arritmias inducidas por acidos biliares
(Sentilhes y Bacq, 2007; Geenes y Williamson, 2009; Pathak et al., 2010; Miragoli et
al., 2011). Sin embargo, a pesar de recomendar su uso, la asociacion europea para el
estudio del higado (EASL) concluye que con la informacion disponible actualmente no
hay datos suficientes que permitan establecer una relacién del tratamiento con UDCA
con la prevencion de riesgos fetales (EASL, 2009).

También hay que valorar suplementar vitamina K cuando el tiempo de protrombina
esta aumentado (EASL, 2009).

La decision de induccion del parto dependera de los sintomas de la paciente, la edad
gestacional y las condiciones del cuello uterino, siempre que se haya conseguido la
madurez pulmonar del feto. El momento idéneo parece ser la semana 38 de gestacion
aunque, en casos con ictericia, parece razonable la induccién en la semana 36, si
existe maduracién pulmonar fetal. Es decir, se procede a la induccion del parto antes o
después en funcion de los resultados de las pruebas bioquimicas. La razén principal
de la eleccion de este momento para la induccién es que las muertes intrauterinas
subitas son mas frecuentes entre las semanas 37-39 de gestacion (Sentilhes et al.,
2006; He et al, 2011).
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A pesar de todo, no existen recomendaciones basadas en la evidencia, por lo que la
decisiéon dependera de la valoraciéon del riesgo de prematuridad y morbilidad frente al
riesgo de complicaciones intrauterinas.

2.5.4. MECONIO EN LiQUIDO AMNIOTICO Y CIG

La presencia de meconio en liquido amnidtico (MLA) es un conocido factor de riesgo
validado de manera consistente. La exposicion al mismo puede generar morbilidad en
cualquier feto o neonato, no es un hecho exclusivo para hijos de madres con CIG.
Durante la vida intrauterina se han descrito diversas alteraciones histopatolégicas en el
corddn y la placenta expuestos a meconio: necrosis a nivel de arteria umbilical y en
vasos superficiales placentarios, trombosis y edema en vellosidades y focos de
apoptosis en placenta. Estas lesiones se han asociado a bajo score de Apgar al nacer
y aumento del ingreso a cuidados intensivos neonatales (Espinheira et al., 2011).
También se ha observado que las horas transcurridas desde la descarga de meconio
hasta el nacimiento incrementa el niUmero de alteraciones en los tejidos expuestos.

Clinicamente, del total de neonatos que han sido expuestos a MLA, al menos 1 de
cada 3-5 nifios necesita intubacién y ventilacion mecanica (Cleary & Wiswell, 1998;
Bhutani, 2008). El sindrome de aspiracion de meconio, que se presenta en algunos de
estos neonatos, es una enfermedad principalmente de los nacidos cercanos al
término, a término y post-término (Dargaville & Copnell, 2006). Si bien su incidencia
esta disminuyendo, debido fundamentalmente al avance en el campo obstétrico, no
deja de ser una complicacion con morbilidad respiratoria severa en los recién nacidos.
La enfermedad se caracteriza por distrés respiratorio, pobre distensibilidad pulmonar,
hipoxemia, opacificacion pulmonar e hiper-expansién pulmonar (Dargaville, 2012). La
obstruccién de la via respiratoria por meconio puede dar origen a un atrapamiento de
aire (mecanismo valvular) y, como consecuencia de ello, iniciar alguna de las
patologias englobadas dentro del sindrome de escape de aire, siendo las mas
frecuentes: enfisema intersticial pulmonar, neumotérax y neumomediastino (Lotze et
al., 1998; Vain et al, 2004).

En CIG el MLA adquiere particular relevancia por varias razones:

i) Tiene una frecuencia de presentacion dos veces mas alta que en embarazos sin la
patologia.

ii) La poblacién de nacidos pre-término es el doble de la esperada, siendo este grupo
altamente vulnerable para desarrollar distrés respiratorio y todas las patologias
incluidas en el sindrome de escape de aire (Fanaroff, 2008).
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iii) Podria existir una alteracién del surfactante pulmonar, lo cual facilitaria o agravaria
el distrés respiratorio incluso en neonatos donde este tipo de patologia no es
esperable (cercanos al término) (Dargaville & Mills, 2005; EI Shahed et al., 2007;
Wirbelauer & Speer, 2009).

El meconio esta compuesto por sustancias maternas y fetales. Contiene proteinas,
esteroles, acidos biliares y moléculas inorganicas. El patron de acidos biliares en
meconio es diferente a cualquier otro. Posee acidos biliares inusuales en diferente
concentracién segun se trate de un neonato proveniente de una madre sin patologia o
de una madre con CIG (Rodrigues et al., 1999).

El tratamiento con UDCA disminuye el “pool” total de acidos biliares en suero materno,
con una disminucién menor en la proporcion de CA en relacion al resto de acidos
biliares. Se ha visto también disminucion de acidos biliares en sangre de cordon
umbilical, calostro y liquido amnidtico (Brites & Rodrigues, 1998; Brites, 2002). El
tratamiento restaura la capacidad de la placenta para llevar a cabo la transferencia
vectorial de acidos biliares. No se ha visto modificacién de los patrones de acidos
biliares en meconio.

Es necesario remarcar que son multiples los factores que parecen estar implicados en
la enfermedad y que, aunque en las Ultimas décadas se ha mejorado
considerablemente el cuidado de las pacientes con CIG, gracias al conocimiento de
los mecanismos fisiopatolégicos (EASL, 2009), continda siendo necesario investigar la
fisiopatologia de la enfermedad y los mecanismos de dafo fetal, para poder prevenir
las complicaciones derivadas de la enfermedad. También es necesario disponer de
marcadores que permitan detectar embarazos de riesgo, asi como realizar estudios
que esclarezcan la seguridad y eficacia de los tratamientos existentes, y promuevan la

busqueda de alternativas para los mismos.
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Figura 15. Niveles relativos de acidos biliares totales en muestras pareadas de
suero materno, placenta y suero fetal obtenidas de gestaciones control (n=25) o
complicadas con CIG sin tratamiento (n=9) o con tratamiento con UDCA (n=15).
Los valores son mediatEEM. %, p<0.05, comparado con la placenta por el método
de comparaciones multiples de Bonferroni.

El siguiente paso de este estudio consisti6 en analizar el gradiente entre los tres
compartimentos y, para ello, se asumié la simplificacion de que existia una distribucién
homogénea de los acidos biliares en los distintos tejidos placentarios que componian
el homogenado del que se parte para hacer la extraccion de estas moléculas y que
estos tejidos presentan un valor de densidad medio de aproximadamente 1 g/ml.

Utilizando esta aproximacion, los resultados indicaron que en el grupo control los
acidos biliares totales en la placenta se encontraban entre los niveles séricos en
madres y fetos, pero mas préximos a los determinados en suero materno (Figura 15A).
En el grupo de CIG, a pesar del importante aumento de acidos biliares en el
compartimento materno, los niveles en placenta se mantuvieron relativamente bajos
(Figuras 15B y 15C). Es interesante destacar que en los dos grupos de CIG (con y sin
tratamiento) los niveles de acidos biliares en el tejido placentario fueron menores que
en el suero fetal (Figuras 15B y 15C).

Este estudio demuestra que la reduccién de la colanemia en las gestantes con CIG
tratadas con UDCA se debe principalmente a una menor acumulacion de acidos
biliares endodgenos. Puesto que existen especies de acidos biliares con mayor
capacidad de producir dafo tisular que otras, la determinacion del perfil de especies
moleculares acumuladas en suero materno-placenta-suero fetal durante la CIG
proporciona una informacion valiosa. En cuanto a los acidos biliares primarios, en el
suero de mujeres con CIG se produce una importante elevacién de las especies de las
familias del CA y QDCA, principalmente conjugadas con taurina y glicina, mientras que
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el aumento de estos acidos biliares en el suero fetal fue mucho menor. Respecto a los
acidos biliares secundarios, mas toéxicos, el DCA estaba aumentado en el
compartimento materno, pero soélo se detectaron cantidades muy pequefias en el
suero fetal y en la placenta. En nuestro estudio no encontramos un aumento de los
niveles séricos de LCA en mujeres con CIG, independientemente de que recibieran o
no tratamiento con UDCA, excepto para el TSLCA, cuyas concentraciones estaban
elevadas en suero materno y placenta. Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos recientemente por Geenes et al. (2014a), pero no con estudios anteriores
que referian niveles muy elevados de LCA en mujeres argentinas con CIG (Castano et
al., 2006).

Al considerar los efectos beneficiosos del tratamiento con UDCA al reducir los niveles
de acidos biliares téxicos es importante tener en cuenta que parte del “pool” de acidos
biliares maternos es reemplazado por UDCA. Por esta razén, desde un punto de vista
clinico, un analisis mas interesante que el considerar los acidos biliares totales es
calcular los niveles de acidos biliares enddégenos sin incluir la familia del UDCA.
Haciéndolo asi, se aprecia un efecto beneficioso mas marcado de este acido biliar en
el suero materno y fetal y en la placenta. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos previamente en modelos animales de colestasis obstructiva en ratas
gestantes, que revelaron que la alteracion en la capacidad de la placenta de llevar a
cabo la transferencia de acidos biliares se restauraba parcialmente cuando los
animales recibian UDCA (Macias et al., 2000).

En las gestaciones normales, los acidos biliares son sintetizados por el higado fetal
desde una edad gestacional muy temprana y son transferidos mayoritariamente a
través de la placenta hacia la circulacién materna, donde las concentraciones son
menores que en el compartimento fetal (Monte et al., 1995). Asi, en el grupo control
habia un gradiente moderado en direccién feto-a-madre con la placenta colocada en
medio. El aumento de acidos biliares en la madre cambia el sentido del gradiente
transplacentario de estas moléculas desde la sangre materna hacia la circulacion fetal,
lo que afecta a la via de destoxificacion a través de la placenta (Marin et al., 2003). Los
resultados de contenido de acidos biliares en el tejido plancentario proporcionan una
informacion util para entender cdmo se produce el manejo de acidos biliares en esta
situacién de homeostasis alterada. El hecho de que los niveles de estas moléculas en
la placenta fueran menores que en la sangre materna y fetal en CIG, a pesar del
importante aumento en la sangre materna, apoya el concepto de que existe una
barrera placentaria para los acidos biliares.
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4.4. CAMBIOS EN LOS NIVELES DE PROGESTERONA Y SUS METABOLITOS EN
SITUACIONES DE COLESTASIS GESTACIONAL. EFECTO DEL UDCA

El hecho de que la CIG se desarrolle generalmente durante el ultimo tercio de la
gestacion, cuando los niveles de estrogenos y progesterona estan mas elevados, y
que se resuelva poco después del parto, cuando los niveles séricos de estas
hormonas caen rapidamente, ha llevado a pensar en una posible asociacién de
estrégenos, progesterona o sus metabolitos con la etiopatogénesis de la CIG.

La administracion de progesterona cuando existe amenaza de parto pre-término es
una practica habitual, a pesar de que existe cierta controversia porque se ha
considerado un factor de riesgo para el desarrollo de la CIG (Carbonne & Rosenblatt,
2005). Varios estudios han descrito alteraciones en la proporcion de los metabolitos
sulfatados de progesterona en suero y en su excrecion urinaria en mujeres con CIG
(Meng et al., 1997; Lammert et al., 2000), y se han explicado, en parte, por la
existencia de alteraciones en la excrecion biliar de estos metabolitos y en la

biotransformacion de la progesterona (Lammert et al., 2000; Arrese et al., 2008).

Los cambios en los niveles de progesterona parecen relacionados directamente al
desarrollo de la CIG y no a un defecto de su eliminacion por el higado, ya que en
mujeres embarazadas con episodios de colestasis que se deben a otra situacion
clinica, como una hepatitis viral, los niveles de progesterona y sus metabolitos son
similares a los que se encuentran en embarazos normales (Geenes & Williamson,
2009). Sin embargo, no esta claro si estos cambios en los niveles hormonales son

secundarios a la enfermedad o pueden estar implicados en el desarrollo de la misma.

No se sabe si en fetos de madres con CIG también aumentan los metabolitos
sulfatados de progesterona, y hasta la fecha no existen estudios que hayan medido
conjuntamente distintas especies moleculares de acidos biliares y de metabolitos de
progesterona en gestaciones que cursan con CIG sin y con tratamiento con UDCA
para ver si existe relacion en los cambios de estas moléculas. Por esta razén, nos
planteamos analizar en sangre materna, en placenta y en sangre de cordén umbilical
los 4 metabolitos sulfatados de progesterona mas abundantes en el suero de mujeres
embarazadas: sulfato de alopregnanolona (PM4-S), sulfato de epialopregnanolona
(PM5-S), sulfato de pregnanolona (PM6-S) y sulfato de epipregnanolona (PM7-S)
(Pascual et al., 2002; Hill et al., 2011).

Como en el caso de los acidos biliares, la deteccion de los PMS se realizé por HPLC-

MS/MS mediante un analizador de triple cuadrupolo con la técnica de ionizacién por
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electrospray y trabajando en polaridad negativa. Las condiciones para la deteccion se
pusieron a punto en el Trabajo de Grado de la Lda. DAa. Laura Gomez-Rodriguez. Los
parametros fijados para el analisis de los PMS en el modo MRM se recogen en la tabla
22.

Tabla 22. Parametros especificos para los metabolitos de progesterona y su analisis en el

modo MRM.
Metabolito Masa en MS1 Masa en MS2 Volaje fragmentador Energia colision ~ Polaridad
(m/z) (m/z) V) (eV)
PM4-S 397.1 97.2 130 45 ESI-
PM5-S 397.1 97.2 130 45 ESI-
PM6-S 397.1 97.2 130 45 ESI-
PM7-S 397.1 97.2 130 45 ESI-

Al ser idénticos los pesos moleculares y las transiciones m/z en todos ellos, la
separacion cromatografica se convertia en una etapa previa imprescindible para poder
identificarlos inequivocamente. El trabajo de puesta a punto del método aconsejo
como mejores tiempos de retencién para cada uno de los compuestos los que se

recogen en la tabla 23.

Tabla 23. Tiempo de retencién de los
derivados sulfatados de progesterona.

PM Tiempo retencién (min)
PM7-S 4.72
PM5-S 4.73
PM6-S 5.64
PM4-S 6.24

El tiempo de retencion para el PM5-S y para el PM7-S era practicamente igual, porque
no fue posible su resolucion modificando las caracteristicas de la elucion, ni de la
columna cromatografica. Ademas, como ya se ha mencionado, dado que se trata de
epimeros que solo se diferencian en la posicién del H del C5, no era posible
discriminar entre ellos mediante la técnica de deteccion con MS/MS. Por ello, se
decidioé analizar conjuntamente la mezcla de PMS-5+PMS-7, pero teniendo en cuenta
que, segun la bibliografia, los niveles en sangre materna de PMS-5 son 10 veces
superiores que los de PM7-S (Hill et al., 2011).

Para llevar a cabo estos analisis utilizamos una alicuota de las muestras procesadas
para la determinacion de acidos biliares y, como comentamos anteriormente, los
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resultados se corrigieron con los niveles del estandar interno nDCA, anadido al
comienzo del procesamiento.

Los resultados de las determinaciones de los PMS individuales y totales en suero
materno y fetal en gestaciones control y con CIG sin/con tratamiento con UDCA se
muestran en la figura 16. Los niveles de PMS totales se encontraron marcadamente
elevados en el suero de las pacientes con CIG comparados con los controles (Figura
16A). Esto se debia principalmente a un aumento de los niveles de PM4-S (Figura
16B), y en menor medida al aumento del resto de metabolitos analizados (Figuras 16C
y 16D). El tratamiento con UDCA no redujo la concentracion sérica de ninguno de los
derivados sulfatados de progesterona (Figuras 16C-16E), ni los niveles de PMS totales
(Figura 16A).

Los niveles de PMS en suero fetal control fueron similares, aunque ligeramente
inferiores, a los encontrados en el suero materno. No se vieron modificados por la CIG,
a pesar del aumento significativo encontrado en el compartimento materno y los
niveles fueron ligeramente inferiores, aunque no significativamente, en el grupo de
CIG+UDCA (Figuras 16E-16H).
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Figura 16. Niveles de derivados sulfatados de progesterona (PMS), sulfato de
alopregnanolona (PM4-S), sulfato de epialopregnanolona + sulfato de
epipregnanolona (PM5-S+PM7-S) y sulfato de pregnanolona (PM6-S) en suero
materno (A-D) y fetal (E-H) en gestaciones control (n=25) o complicadas con CIG
sin tratamiento (n=9) o con tratamiento con UDCA (n=15). *, p<0.05, comparado
con los controles apropiados por el método de comparaciones multiples de
Bonferroni.
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Los PMS se determinaron también en el mismo tejido placentario utilizado para medir
acidos biliares (Figura 17). A pesar de que existia una importante variabilidad, se
encontré una tendencia al aumento de los niveles de PM4-S (Figura 17B) y PM5-
S+PM7-S (Figura 17C) en CIG, que no se observaba en el tejido procedente de
gestantes con CIG tratadas con UDCA (Figuras 17A-17D).

Es importante destacar que el PM4-S, el derivado mas abundante y el que mas se
incrementaba, tanto en la placenta como en el suero de las pacientes con CIG, resultd
ser el metabolito sulfatado mas colestatico en estudios realizados en un modelo de
higado de rata perfundido “in situ” (Vallejo et al., 2006).
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Figura 17. Contenido de derivados sulfatados de progesterona (PMS) (A), sulfato
de alopregnanolona (PM4-S) (B), sulfato de epialopregnanolona + sulfato de
epipregnanolona (PM5-S+PM7-S) (C) y sulfato de pregnanolona (PM6-S) (D) en
tejido placentario de mujeres control (n=25) o con gestaciones complicadas con
CIG sin tratamiento (n=9) o con tratamiento con UDCA (n=15). * p<0.05,
comparado con las placentas control por el método de comparaciones multiples
de Bonferroni.

La figura 18 muestra la comparacion de los niveles relativos de PMS en los
compartimentos materno, placentario y fetal en gestantes control (Figura 18A), con
CIG (Figura 18B) y con CIG+UDCA (Figura 18C). Encontramos que, a diferencia de lo
qgue ocurria para los acidos biliares (Figura 15), en todos los casos, la placenta fue el
elemento de este trio que contenia los niveles mas elevados de PMS.

La CIG se acompaind de una acumulacion de PMS en el suero materno,
desapareciendo las diferencias significativas con el tejido placentario, mientras que los
niveles de PMS en suero de cordén umbilical se mantuvieron consistentemente bajos.
El tratamiento con UDCA no tuvo un efecto significativo en los niveles o en el balance
de PMS observado en el trio madre-placenta-feto (Figura 18).
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Figura 18. Niveles relativos de derivados sulfatados de progesterona totales
(PMS) en muestras pareadas de suero materno, placenta y suero fetal obtenidas
de gestaciones control (n=25) o complicadas con CIG sin tratamiento (n=9) o con
tratamiento con UDCA (n=15). Los valores son media + EEM. f, p<0.05,
comparado con la placenta por el método de comparaciones multiples de
Bonferroni.

Puesto que el UDCA fue capaz de corregir la acumulacion de acidos biliares en el
suero materno de las pacientes con CIG (Figura 13) sin modificar los niveles de PMS
(Figura 16), decidimos investigar si existia relacion entre los niveles de acidos biliares
y progesterona o sus derivados sulfatados. Para el analisis de la progesterona se

utilizé un ensayo de ELISA.

No encontramos correlacion entre los niveles de acidos biliares y progesterona (Figura
19A) y, como cabia esperar a la vista de los resultados que se acaban de comentar,
tampoco entre los niveles de acidos biliares y los metabolitos sulfatados de la hormona

(Figura 19B).
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Figura 19. Relacién entre las concentraciones de progesterona y de acidos
biliares totales (A) y de metabolitos sulfatados de progesterona totales (PMS) y
de acidos biliares totales (B) en suero materno a término obtenido de gestaciones
control (n=25) o complicadas con CIG sin tratamiento (n=9) o con tratamiento con
UDCA (n=15).

Por el contrario, si encontramos correlaciones significativas entre los niveles séricos
de progesterona y sus derivados sulfatados, que fueron similares en los 3 grupos de

mujeres; control, CIG y CIG+UDCA (Figura 20A).
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Figura 20. Relacion entre las concentraciones de progesterona y de metabolitos
sulfatados de progesterona totales (PMS) en suero materno a término obtenido
de gestaciones control (n=25) o complicadas con CIG sin tratamiento (n=9) o con
tratamiento con UDCA (n=15) (A). Valores medios de progesterona (B) y estriol
(D) en suero materno. Abundancia relativa del RNAm de las enzimas
sulfotransferasas SULT2B1y SULT1E1 en la placenta a término (C). Los valores
son media + EEM. *, p<0.05, comparado con las muestras control por el método
de comparaciones multiples de Bonferroni. Los valores de coeficiente de
correlacién (A) fueron: Control: R=0.632, P<0.05; CIG: R=0.891, P<0.05;
CIG+UDCA: R=0.702, P<0.05.

Estos datos fueron consistentes con el aumento en la concentracion sérica de
progesterona en pacientes con CIG, que no se corrigio con el tratamiento con UDCA
(Figura 20B). Para investigar si, ademas de una mayor produccion de progesterona,
también habia una mayor biotransformacion de esta hormona, determinamos por PCR
cuantitativa a tiempo real los niveles de expresiéon de dos sulfotransferasas: la
SULT2B1, encargada de sulfatar preferentemente pregnenolona (Geese & Raftogianis,
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2001), y la SULT1E1, capaz de sulfatar hormonas esteroideas, incluyendo la
pregnenolona (Dawson, 2012).

Como se puede apreciar en la figura 20C, la abundancia relativa del RNAm de
SULT2B1y SULT1E1 fue superior en el tejido placentario de gestantes con CIG, y se
mantenia con el tratamiento con UDCA. Hay que sefalar que los niveles de RNAm de
SULT2B1 fueron mil veces superiores a los de SULT1E1 en el tejido placentario, por lo
que cuantitativamente los cambios en SULT2B1 serian mas relevantes.

Para dilucidar si el efecto beneficioso del UDCA podia estar mediado por cambios en
otras hormonas esteroideas que también estan aumentadas durante la gestacion y
que son potencialmente colestaticas, como los estrogenos, decidimos determinar la
concentraciéon de estriol en suero materno mediante un ensayo de ELISA. Sin
embargo, como se muestra en la figura 20D, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de estriol en suero materno entre los tres grupos
experimentales.

En estudios previos se habia descrito que la progesterona y sus derivados sulfatados
disminuian en suero materno tras el tratamiento con UDCA y los autores proponian
que podia ser debido a una mayor secrecién biliar por la potente actividad colerética
de este acido biliar (Glantz et al., 2008). Una cuestion interesante que se planteaba
era si la eliminacion de estos compuestos colestaticos podia ser responsable, en
parte, del efecto beneficioso del UDCA. Nuestros resultados sugieren que no es asi,
ya que el tratamiento con UDCA logré reducir la colanemia, pero sin afectar a los
niveles de PMS.

En resumen, la elevacion de PMS en las gestantes con CIG podria estar relacionada
con un aumento en la sintesis y biotransformacion de progesterona, o que concuerda
con la correlacion entre los niveles séricos de progesterona y sus metabolitos
sulfatados y con la sobre-expresion de las enzimas SULT2B1 y SULT1E1 que hemos
encontrado en placentas de mujeres con CIG.
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4.5. EFECTO DE LA COLESTASIS GESTACIONAL Y DEL TRATAMIENTO CON
UDCA EN LA BARRERA PLACENTARIA PARA ACIDOS BILIARES Y DERIVADOS
DE PROGESTERONA

Como ya se ha comentado, durante la vida intrauterina la placenta facilita la
transferencia de acidos biliares y otros aniones colefilicos desde la circulacion fetal a la
materna y actia como una barrera que limita el paso de moléculas presentes en la
sangre materna hacia el compartimento fetal. Esta funcion de tipo “hepatobiliar’ se
lleva a cabo gracias a la presencia de transportadores de aniones organicos en la cara
basal (fetal) del trofoblasto y de bombas exportadoras ABC en la cara apical (materna)
(Serrano et al., 2007).

Como ultimo objetivo de esta Tesis Doctoral nos planteamos determinar si el efecto
beneficioso del UDCA estaba relacionado con cambios en la expresion de proteinas
transportadoras en la barrera placentaria para los acidos biliares y los PMS. Para ello,
analizamos, por PCR cuantitativa a tiempo real, los cambios en la expresion de
OATP1B3, el principal transportador responsable del transporte de acidos biliares en el
trofoblasto (Briz et al.,, 2003), y de las bombas exportadoras transportadoras de
aniones organicos localizadas en la placenta (Serrano et al., 2007; Azzarolli et al.,
2007; Blazquez et al., 2012). Los resultados se expresaron como porcentaje de la
abundancia del RNAm en las muestras control. Los niveles de RNAm de OATP1B3 en
las placentas de los grupos control, CIG y CIG+UDCA fueron 100+19, 106126 y
85112, respectivamente.

Como se deduce a la vista del valor de ciclo umbral (Ct) medio obtenido para cada una
de las bombas ABC en la PCR (Tabla 24), en las placentas del grupo control, la
abundancia relativa del RNAm de ABCG2 fue alta y similar a la de ABCB1 y ABCCH1,
mientras que los niveles de ABCC3y, sobretodo, de ABCC2 fueron menores.

Tabla 24. Efecto de la CIG y del tratamiento con UDCA en la expresion
de bombas exportadoras ABC en placentas humanas a término.

Ct

Gen Control Control CIG CIG+UDCA
ABCG2 20 100 + 14 268 + 42° 257 + 44°
ABcCcC1 21 100 £ 14 143 £ 19 146 £ 19
ABCC2 38 100 + 22 128 + 39 82 + 59
ABCC3 24 100 £ 15 170 + 51 157 + 45
ABCB1 19.5 100 £ 26 301 + 33° 232+ 38

Los valores son media + EEM (n = 6 analizados en triplicado)
expresados como abundancia relativa respecto al Control. Los
resultados se normalizaron con los niveles de GAPDH. # P< 0.05,
comparado con las placentas Control mediante el test de
comparaciones multiples de Bonferroni. Ct, ciclo umbral.

109



Maria Cecilia Estiu

La expresion de ABCG2 y ABCB1 estaba significativamente aumentada en ambos
grupos de pacientes con colestasis, es decir, pacientes con CIG con y sin tratamiento
con UDCA. Respecto a ABCC1, ABCC2 y ABCC3, aunque se observo una tendencia
a aumentar, no se produjo sobre-expresion significativa ni con la colestasis, ni con el
tratamiento con UDCA.

Puesto que se cree que BCRP, pero no MDR1, juega un papel en el transporte de
acidos biliares a través de la placenta (Blazquez et al., 2012), decidimos enfocar
nuestro interés en esta bomba exportadora. Para analizar la expresion de la proteina
utilizamos la técnica de inmunofluorescencia acoplada a microscopia confocal en
cortes de criostato de placenta humana.

La figura 21A muestra un dibujo esquematico de un corte de vellosidad coriénica en el
qgue se representa la estructura de la placenta y se indican los distintos tipos celulares
presentes, con objeto de facilitar la interpretacion de las imagenes de
inmunohistoquimica que se presentan a continuacion.

Para comprobar la viabilidad del tejido placentario para su utilizacion para esta técnica,
elegimos un anticuerpo frente a la citokeratina-7 (CK-7) especifico para las células
trofoblasticas o trofocitos, en las que se ha descrito que esta localizada la proteina
BCRP (Serrano et al., 2007; Azzarolli et al., 2007; Blazquez et al., 2012). La figura 21B
muestra el marcaje caracteristico del trofoblasto humano (en verde). Se observan
cortes de vellosidades de distintos tamafios, cuyo interior se encuentra en contacto
con los tejidos fetales mientras que el exterior esta rodeado de sangre materna.

Macréfagos
(células de Hofbauer)

Sincitiotrofoblasto

Citotrofoblasto

Vasos fetales

Figura 21. Dibujo de un corte de vellosidad coriénica mostrando la organizacion
de los distintos tipos celulares en la placenta humana (A). Localizacion por
inmunofluorescencia en cortes de placenta humana control de citokeratina-7 (CK-
7) como marcador de trofoblasto (B). Barra de escala = 20 ym.
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La figura 22A-22C muestra imagenes representativas de la localizacion de BCRP en
placentas control, CIG y CIG+UDCA, respectivamente. Como se habia descrito
previamente, esta proteina se localiza en la membrana apical del trofoblasto (Serrano
et al., 2007).

Control CIG CIG+UDCA

Figura 22. Imagenes representativas de la localizacién por inmunofluorescencia
de BCRP (en color verde) en cortes de placenta humana control (A), del grupo CIG
(B) y del grupo CIG+UDCA (C). Los nucleos se marcaron con Dapi.

Nuestros resultados parecian indicar que la inmuno-reactividad estaba aumentada en
las placentas de pacientes con CIG y aun mas cuando éstas eran tratadas con UDCA
(grupo CIG+UDCA).

Para confirmarlo se tomaron imagenes de distintas placentas de cada grupo, y de 3-4
zonas del tejido de cada una de ellas. En la figura 23A-23C se muestran imagenes
representativas de la intensidad de la sefal de inmunofluorescencia para BCRP en
formato inverso (escala de gris) en placentas de mujeres control, CIG y CIG+UDCA,
respectivamente. Utilizando el software ImagedJ se midio la intensidad de fluorescencia
y se corrigio por el area de tejido trofoblastico analizada. En la figura 23D se muestran
los valores de fluorescencia integrada relativa en los tres grupos de placentas, que
confirman la mayor presencia de esta proteina transportadora en placentas con CIG v,
sobretodo, tras el tratamiento con UDCA.
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Figura 23. Tincién de BCRP en placentas de mujeres control (A), con CIG (B) y
con CIG+UDCA (C) en escala de grises para facilitar la cuantificacion de la
intensidad de sefal. Fluorescencia integrada relativa en el tejido trofoblastico (D).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con UDCA potencia la expresion de
BCRP, la principal bomba exportadora responsable de la transferencia placentaria de
acidos biliares en el sentido feto-a-madre. Esto implica una mayor capacidad defensiva
de la barrera protectora de la placenta, reduciendo asi la exposicion de los tejidos
fetales en desarrollo a los niveles de acidos biliares incrementados en las gestantes
con CIG.

En resumen, en pacientes con CIG, el tratamiento con UDCA reduce la acumulacion
de acidos biliares en los compartimentos materno y fetal, y también en la placenta.
Esto se debe, probablemente, a un efecto beneficioso del UDCA sobre la funcion
hepatobiliar materna, pero no a la reduccién de la produccién o a una mayor
eliminacion de estrégenos y metabolitos de progesterona colestaticos. Ademas, el
UDCA refuerza la proteccion de la barrera placentaria para acidos biliares y PMS, que
ya esta estimulada en situaciones de CIG, debido en parte a la sobre-expresiéon de
BCRP, una de las principales proteinas responsables del transporte activo de estos

compuestos en la direccioén feto-a-madre.
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Conclusiones

CONCLUSION PRIMERA:

Aunque la colestasis intrahepatica gestacional es una patologia relativamente
frecuente en Argentina, tanto entre la poblaciéon autéctona como en mujeres oriundas
de paises limitrofes, con incidencias superiores a las encontradas en la mayoria de los
paises de Europa, América del Norte y Asia, ni las caracteristicas clinicas de las
pacientes, ni las complicaciones del embarazo observadas en este estudio fueron
diferentes a las descritas en otras series de gestantes con esta patologia de similar o

diferente procedencia geografica.

CONCLUSION SEGUNDA:

En gestaciones que cursan con colestasis intrahepatica gestacional severa, la
presencia de meconio en liquido amnidtico se relaciona con un significativo aumento
del riesgo perinatal, como lo demuestra su asociaciéon con nacimiento muy prematuro
(antes de la semana 32) y alteracion de la vitalidad fetal. Una estrecha monitorizacion
de estas pacientes permite actuar a tiempo y reducir la mortalidad perinatal, que fue

nula en el presente estudio.

CONCLUSION TERCERA:

Existe un mayor riesgo de aparicion de meconio en liquido amnioético, y por tanto de
que se produzcan efectos adversos para el feto, cuando en el momento del
diagndstico de la colestasis intrahepatica gestacional se superan los valores de corte
de determinados parametros del perfil sérico (acidos biliares 240 yM, transaminasa
glutamico piravica 280 Ul/L, gamma-glutamil transpeptidasa=40 UI/L y bilirrubina 20.3
mg/dL). El tratamiento con acido ursodesoxicdlico no parece prevenir la aparicion de

tincién meconial.

CONCLUSION CUARTA:

En gestaciones con colestasis intrahepatica gestacional, el tratamiento con &acido
ursodesoxicolico reduce la acumulacién en el trinomio suero materno-placenta-suero
fetal de acidos biliares, pero no la de metabolitos sulfatados de progesterona. Este

efecto se debe probablemente a una mejora de la funcién hepatobiliar materna, y no a
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una reduccion de la produccién de estrégenos o de metabolitos de progesterona

coléstaticos, ni a un aumento de su eliminacion.

CONCLUSION QUNTA:

La proteccion de la barrera placentaria para acidos biliares y metabolitos sulfatados de
progesterona se encuentra aumentada en situaciones de colestasis intrahepatica
gestacional debido, en parte, a la sobre-expresién de la bomba exportadora BCRP,
una de las principales proteinas responsables del transporte activo de estos
compuestos en la direccion feto-a-madre. La administracion de acido ursodesoxicolico

potencia la expresion de BCRP y refuerza la barrera placentaria.
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